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RESUMO

Os biossensores sao pequenos dispositivos conhecidos por sua seletividade, elevada
especificidade e sensibilidade com o analito respectivo mesmo em baixas concentracdes.
Assim, objetivamos avaliar a transferéncia de carga e o potencial eletroquimico da planta
popularmente conhecida como feijao camaratu, forrageira nativa do bioma Caatinga, rico
em leguminosas arbustivas, de onde é extraida a lectina Cramoll das sementes de Cratylia
mollis Mart., a partir de um biossensor eletroquimico usando o polimero cristalino MOF-
[Cus(BTC)2.(H20)s]n. para imobilizar e caracterizar as propriedades fisicas e quimicas da
lectina de sementes de C. mollis (Cramoll) e sua interacdo com carboidratos livres (glicose)
e carboidratos na superficie de eritrocitos de coelho. A imobiliza¢do da lectina na MOF foi
eficaz para construgdo do sistema eletroquimico mostrando-se sensivel a alteracdes
conformacionais, sendo capaz de detectar modificagcbes nos potenciais eletroquimicos da
Cramoll promovido em meio tamponado (tampé&o fosfato de potassio 200 mM, pH 7,0) com
diferentes concentragdes de glicose, destacando as concentragdes de 10 mM (96 - 121
mV), 15 mM (110 - 126 mV) e 20 mM (107 - 142 mV) no tempo de 5 a 30 min. Na voltametria
ciclica destacou-se a interacdo na faixa de potencial de -0,2 a 0,0 V; com a corrente
chegando a 0,0003 A e no pico 2 na faixa de potencial de 0,4 a 0,5 V; com a corrente
chegando a 0,0007 A. Também foi monitorado a interagcdo do carboidrato presente na
superficie do eritrécito de coelho pelo método potenciométrico, detectando mudancgas nos
potenciais da Cramoll-glicose, mesmo na presenca de eritrocitos de coelho. Através do
MEYV foi possivel observar a Cramoll imobilizada na superficie MOF comprovando pelas
alterac6es morfolégicas dessa proteina nesse processo a especificidade do ligante
(glicose-lectina). Este modelo eletroquimico, biossensor Cramoll/MOF, é eficaz para avaliar
lectina/carboidrato livre ou ha membrana eritrocitaria.

Palavras-chave: Biossensor. Lectina. Cramoll. Metal-Organic Framework.



ABSTRACT

Biosensors are small devices known for their selectivity, high specificity and sensitivity with
the respective analyte even at low concentrations. Thus, we aimed to evaluate the charge
transfer and electrochemical potential of the plant popularly known as camaratu bean, a
forage native to the Caatinga biome, rich in shrub legumes, from which Cramoll lectin is
extracted from Cratylia mollis Mart. electrochemical biosensor using the crystalline polymer
MOF- [Cu3(BTC)2.(H20)3]n. to immobilize and characterize the physical and chemical
properties of C. mollis (Cramoll) seed lectin and its interaction with free carbohydrates (glu-
cose) and carbohydrates on the surface of rabbit erythrocytes. Lectin immobilization in MOF
was effective for the construction of the electrochemical system, showing itself to be sensi-
tive to conformational changes, being able to detect changes in the electrochemical poten-
tials of Cramoll promoted in a buffered medium (200 mM potassium phosphate buffer, pH
7.0) with different glucose concentrations, highlighting the concentrations of 10 mM (96 -
121 mV), 15 mM (110 - 126 mV) and 20 mM (107 - 142 mV) in the time of 5 to 30 min. In
the cyclic voltammetry, the interaction in the potential range from -0.2 to 0.0 V stood out;
with the current reaching 0.0003 A and at peak 2 in the potential range of 0.4 to 0.5 V; with
the current reaching 0.0007 A. The interaction of the carbohydrate present on the surface
of the rabbit erythrocyte was also monitored by the potentiometric method, detecting
changes in the Cramoll-glucose potentials, even in the presence of rabbit erythrocytes.
Through SEM, it was possible to observe Cramoll immobilized on the MOF surface, proving
the specificity of the ligand (glucose-lectin) through the morphological changes of this protein
in this process. This electrochemical model, Cramoll/MOF biosensor, is effective for evalu-
ating free lectin/carbohydrate or in the erythrocyte membrane.

Keywords: Biosensor. lectin. Cramoll. Metal-Organic Framework.
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1 INTRODUCAO

As lectinas sao proteinas amplamente distribuidas na natureza, sdo encon-
tradas em animais, plantas, bactérias e virus, possuem sitios de ligacdo seletiva a
carboidratos ou por¢des de glicanos a partir de glicoconjugados (SANTOS et al, 2014;
OLIVEIRA et al., 2020a). S&o uteis em biotecnologia e aplicacbes da biomedicina; as
lectinas constituem ferramentas poderosas em decifrar o glicocédigo, mas também
podem ser aplicadas em biotecnologia para controle de qualidade de glicoproteinas
terapéuticas recombinantes, ou em clinicas como biomarcadores em histopatologia
(NOTOVA et al., 2020).

As interacdes lectinas-carboidratos tornam-se ferramentas viaveis para
analises de fenémenos bioldgicos (COELHO et al., 2017) buscando observar respos-
tas fisioldgicas para esses sistemas, tais como atividade mitogénica e interacao cé-
lula-célula (RABINOVICH e CROCI, 2012; COELHO et al., 2019). Essas interagfes
ocorrem pela existéncia das diferentes forcas intermoleculares dentre elas; ligacbes
de hidrogénio, interacdes de Van der Walls e hidrofébicas (CAVADA et al., 2018; MAN-
ZONl et al., 2018).

O bioma Caatinga brasileiro esta sendo estudado pelo seu potencial bio-
tecnoldgico (SILVA, SILVA e COELHO 2019); la encontramos a planta popularmente
conhecida como feijdo camaratu, forrageira nativa do bioma Caatinga, rico em legu-
minosas arbustivas, de onde é extraida a lectina Cramoll das sementes de Cratylia
mollis Mart. com utilizagdo em biossensores decorrentes da sua relevancia proteica
em sistemas biologicos (COELHO et al., 2017; SOUZA et al., 2019a). A Cramoll apre-
senta propriedades de cicatrizar feridas (MELO et al., 2011), reparar feridas de pele
em diabéticos (ANDRADE et al., 2021), detectar expressao de glicoproteinas de ar-
bovirus (AVELINO et al., 2014), caracterizar tumores malignos (CARVALHO et al.,
2019), entre tantas outras aplicacoes.

A descoberta de novos biomarcadores associados a doencas recorrentes
e possivelmente fatais é necesséria; detec¢cdes moleculares desses disturbios que
podem ser identificados no inicio de sua patogénese levando a um tratamento imedi-
ato e direcionado pode aumentar a sobrevida do paciente. A precisédo na deteccao
desses biomarcadores pode ser obtida por meio de biossensores (OLIVEIRA et al.,

2020b). Esses sensores que utilizam material biolégico (incluindo proteinas, células e
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DNA), imobilizado em polimeros ou membranas adequadas, e conectado a um trans-
dutor, que monitoram o aparecimento de reagentes ou produtos da reacdo do material
biolégico com o material de interesse, convertendo este sinal biolégico em sinal elé-
trico, séo classificados como biossensores eletroquimicos (ABIDA et al., 2021; NUR-
LELY, AHMAD e HENG, 2021). Esses dispositivos seletivos com elevada sensibili-
dade podem ajudar a fornecer diagnésticos especificos e rapidos com baixo custo,
facilidade de uso e portabilidade (NAGRAIK et al., 2021).

Dentre os métodos de analises na transferéncia direta de elétrons nas in-
teracOes lectinas-carboidratos destacam-se as avaliacdes potenciométricas e ampe-
rométricas (AVELINO et al., 2014; SOUZA et al., 2019b). Esses métodos estao dire-
tamente associados a transferéncia de carga na superficie da lectina submetida a um
campo elétrico na presenca de seu ligante e ao manejo experimental (OLIVEIRA et
al., 2018). Para investigar a morfologia e mudancas conformacionais em superficies a
técnica de microscopio eletrdnico de varredura (MEV) é um dos mais versateis instru-
mentos disponiveis para a observacado e analise de caracteristicas microestruturais
de materiais sélidos, fornecendo com grande rapidez informagdes sobre a morfologia
e identificacdo de elementos quimicos da amostra (POWER et al., 2014).

O uso de novos materiais pode potencializar o limite de detec¢ao, biocom-
patibilidade e estabilidade dos sensores (DING e QUIN, 2020); dentre esses novos
insumos destaca-se a utilizagdo do Metal-Organic Framework (MOF)
[Cu3(BTC)2.(H20)3]n., constituido por uma extensa rede cristalina de ions ou agrupa-
mentos (clusters) metalicos, coordenados a moléculas/ligantes organicas multidenta-
das, em sua maioria, carboxilatos, bipiridinas, sulfonatos e fosfonatos culminando em
dimensodes porosas bem definidas (LI et al., 2020).

A elaboracéo de sistemas que podem identificar e caracterizar rapidamente
as superficies celulares através da identificacdo especifica dos glicosideos tem
grande valor para os estudos histopatologicos (MELO et al., 2011; MACIEL et al.,
2004; SILVA, OLIVEIRA et al., 2011). Eritrocitos estdo sendo utilizados em biossen-
sores com o0 objetivo de avaliar as lectinas em um ambiente complexo pela determi-
nacao do potencial eletroquimico (SANTANA et al., 2012). Estudos mostram que as
propriedades elétricas (principalmente a capacitancia da membrana ou, de forma equi-
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valente, a permissividade da membrana) da membrana celular do eritrécito séo alte-
radas pela presenca de glicose (LIVSHITS et al., 2007; LEV et al., 2009; BIASIO e
CAMETTI et al., 2010; COLELLA et al., 2012).

Com as pesquisas de eletrodos modificados decidimos explorar mais as
propriedades da Cramoll através do Metal-Organic Framework de
[Cu3(BTC)2.(H20)3]n., buscando potencializar o limite de deteccao, biocompatibilidade
e estabilidade dos sensores. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
transferéncia de carga e o potencial eletroquimico da lectina de semente de C. mollis,
Cramoll, adsorvida no Metal-Organic Framework de [Cu3(BTC)2.(H20)z3]n., apés a inte-

racao do ligante com glicose e glicose/eritrocitos.

1.1 OBJETIVO
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a transferéncia de carga e o potencial eletroquimico da lectina de
sementes de C. lectina, Cramoll 1,4, adsorvida no Metal-Organic Framework de
[Cu3(BTC)2.(H20)3]n. ap0s a interacdo do ligante com glicose e glicose/eritrécitos.

1.1.2 Objetivos especificos

e Sintetizar o Metal-Organic Framework - MOF de [Cu3(BTC)2.(H20)3]n, por via
eletroquimica;

e Imobilizar Cramoll em uma superficie formada pela MOF de
[Cu3(BTC)2.(H20)3]n., aderida a um eletrodo de trabalho;

e Avaliar asinteracgdes especificas de Cramoll imobilizada na superficie MOF/ele-
trodo de trabalho com diferentes concentracdes glicose em meio tamponado
através da obtencdo de potenciais eletroquimicos;

e Obter voltamogramas ciclicos (CV) utilizando Cramoll imobilizada na superficie
MOF/eletrodo de trabalho com diferentes concentracdes de glicose, para inves-
tigar os possiveis potenciais de oxi-reducao dessa lectina gerados ao interagir
com esses ligantes em meio aquoso;

e Avaliar asinteracgdes especificas de Cramoll imobilizada na superficie MOF/ele-
trodo de ouro com diferentes concentracdes glicose e eritrocitos de coelho
(2,5%, suspensdo, v/v) em meio aquoso, atraves da obtencdo de potenciais

eletroquimicos;
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e Producao de imagens da interacdo de Cramoll imobilizada na superficie MOF
com o ligante especifico (glicose) através Microscopico Eletronica de Varredura
(MEV).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 LECTINAS

As lectinas sdo proteinas com ampla distribuicdo na natureza, que reco-
nhecem e se ligam reversivelmente a carboidratos ou por¢des de glicanos a partir de
glicoconjugados. Sao de origem ndo imune que podem aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados livres ou ligados as superficies celulares por meio de sitios de ligacéo
especificos sendo encontradas em varios organismos, incluindo animais, fungos, vi-
rus, bactérias e distribuidas em varios orgaos e tecidos vegetais (COELHO et al.,
2019; SILVA e ARAUJO, 2021). O reino vegetal é uma fonte rica em lectinas, onde
consideram as plantas as fontes dessas proteinas mais acessiveis, sendo possivel
extrair e isolar proteinas das sementes, cascas, folhas, frutos, raizes e tubérculos
(SANTOS et al., 2014).

Podem ser usadas como modelos para estudar as interagdes proteina-car-
boidrato e como uma ferramenta sutil para analisar a forma livre ou carboidrato ligado
a lipidios ou ligado a proteinas (SOUZA et al., 2019a). Devido a sua especificidade de
ligacdo a carboidratos, essas interacdes ocorrem pela existéncia das diferentes forcas
intermoleculares entre elas; ligacdes de hidrogénio, interagbes de Van der Walls e
hidrofobicas (CAVADA et al., 2018; MANZONI et al., 2018).

Mishra et al. (2019) relatam em sua revisao sobre as diversas utilizagdes
da lectina e como novos estudos sao promissores. As lectinas vegetais diferem muito
em sua sequéncia de aminoacidos, especificidade de acucar, estabilidade, peso mo-
lecular e nimero de subunidades. Apesar de todas diferengas nas propriedades des-
sas lectinas, a maioria delas exibe uma funcao biolégica comum, ou seja, elas tém
acao antitumoral, antiviral, inseticida, atividades antifangicas, antiparasitarias e imu-
nomoduladoras. Elas ja foram capazes de inibir infec¢cdes microbianas em diferentes
animais. Algumas lectinas também séo utilizadas como adjuvantes para o desenvol-
vimento de vacina, pois induzem a resposta Thl. Esses estudos imunoterapicos tam-
bém ampliaram nosso conhecimento sobre a relacdo patégeno-hospedeiro e podem
ser Uteis para esclarecer o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. As
lectinas vegetais tém alguns efeitos colaterais, pois a maioria sdo imundgenos toxicos,
mas seus efeitos ndo foram avaliados clinicamente (HAMID et al., 2013; SANTOS et
al., 2014; COELHO et al., 2018). Outro demérito é a indisponibilidade de técnicas de
purificacdo adequadas para grandes producdes em escala de muitas das lectinas.

Espera-se que com a avanco em engenharia de proteinas e técnicas de entrega de
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drogas, nos permita superar essas dificuldades em um futuro préximo para produzir
guantidades de fragmentos menores de lectinas que manterdo a elevada especifici-
dade do alvo que essas moléculas fascinantes possuem além de sua facil manipula-
¢ao. Assim, 0 uso de lectinas vegetais como agentes imunomoduladores para com-
bater diferentes infeccbes e doencas crescera nos proximos anos (MISHRA et al.,
2019).

2.1.1 Cramoll
A lectina Cramoll, € isolada das sementes de Cratylia mollis Mart., planta
popularmente conhecida como feijdo camaratu (figura 1 e 2), forrageira nativa do bi-

oma Caatinga, rica em leguminosas arbustivas.

Figura 1- Aspectos da planta Cratylia mollis Mart.

Fonte: Queiroz (2011).
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Figura 2- Sementes de Cratylia mollis Mart.

Fonte: Queiroz (2011).

Consiste em uma estrutura terciaria (figura 3 e 4) classica de lectinas de
leguminosa, possui sitios de ligacdo ao carboidrato metil-a- D-manopiranosideo, com
o qual interagem por ligacdes de hidrogénio, e sitios de ligacdo aos metais Ca* e
Mn?*. O estudo De Souza et al. (2003) mostra que a estrutura consiste em trés folhas
B: uma folha relativamente plana de seis fitas, chamada de folha 3 de tras; uma folha
B “frontal” curva de sete fitas, que € embalada contra a folha a traseira; e uma pequena
folha B “superior” de cinco fitas que desempenha um papel importante em manter as
duas grandes folhas juntas. Quatro al¢as associadas a face cdncava da folha 3 frontal
formam uma depresséao rasa, o sitio de ligacdo do monossacarideo, onde uma molé-
cula de MeaMan é encontrada. Os dois sitios metalicos sdo encontrados na proximi-
dade do sitio de ligacdo do monossacarideo (DE SOUZA et al., 2003).
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Figura 3- Estrutura terciaria de Cramoll. Representacé@o em fita da estrutura de Cramoll, demons-
trando a localizagdo de MeaMan, ion Ca?* e Mn?*.

Fonte: De Souza et al. (2003).

Figura 4- Vista estéreo do sitio de ligacdo do monossacarideo Cramoll (a) e dos sitios de ligacdo do
metal (b). Esses sitios sdo idénticos aos sitios analogos em Con A.
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Fonte: De Souza et al. (2003).
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Cramoll é uma lectina do grupo de especificidade glicose/manose, sendo
metil-a-D-manopiranosideo o monossacarideo para o qual apresenta melhor afini-
dade. Quando isolada possui isoformas: Cramoll 1, Cramoll 2 e Cramoll 4 que séo
especificas a glicose/manose, enquanto Cramoll 3 é especifica para galactose (COR-
REIA e COELHO, 1995; SOUZA et al., 2014). A nossa pesquisa foi realizada com a
Cramoll 1,4, aqui denominada Cramoll (Combinacéo das isoformas da C. mollis, Cra-
moll 1 e Cramoll 4).

A Cramoll apresenta propriedades de cicatrizar feridas (MELO et al., 2011),
reparar feridas de pele em diabéticos (ANDRADE et al., 2021), detectar expressao de
glicoproteinas de arbovirus (AVELINO et al., 2014), caracterizar tumores malignos
(CARVALHO et al., 2019), entre tantas outras aplicacoes.

2.2 METAL-ORGANIC FRAMEWORKS

Metal-Organic Frameworks (MOFs) também conhecidos como redes de co-
ordenacdo sdo materiais solidos cristalinas hibridos (inorganico-organico), apresen-
tando um atomo central (ion metalico) ou aglomerado (cluster metalico) coordenados
a moléculas organicas (ligantes), em que essa unidade metal-ligante se repete for-
mando uma rede polimérica de complexos metalicos em uma, duas ou trés dimensodes
(SILVA, 2015; PHAM et al., 2017).

A combinacgao de unidades inorgéanicas e organicas em sua construcao re-
sulta em propriedades favoraveis a suas propriedades como a elevada estabilidade
térmica, possuem porosidades multiniveis, poros regulares em cada nivel, maior in-
terconexao entre os niveis de porosidades, a alta porosidade e auséncia de qualquer
volume morto apenas para dar alguns exemplos, principalmente pela funcionalizacéo
de seus poros que podem atingir 90% do seu volume com areas de superficie espe-
cificas de até mais de 7.000 m?/g (LI et al. 2020; AHMED e SIEGEL, 2021; FURU-
KAWA et al., 2011; WANG, RUIl e LU, 2017).

Outras vantagens adicionais incluem poros estruturais simples ajustaveis
(ADEGOKE e MAXAKATO, 2021); o tamanho e a forma dos poros séo justificados
pelo ligante que é utilizado no momento da sintese. Alterando-se esses ligantes orga-
nicos pode-se ajustar o tamanho dos poros. Os atomos centrais sao formados por
ions metalicos, e determinam muitas das propriedades das MOF’s como fotolumines-
céncia, catalise, magnetismo. Estes por sua vez, geralmente sdo formados pelos ions
dos metais de transicéo e pelos lantanideos (PAZ e ROCHA, 2014).
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As caracteristicas dessas estruturas estéo se mostrando interessantes ma-
trizes para bioimobilizacao, principalmente enzimas, criando um microambiente esta-
bilizador para enzimas por meio de hospedeiro-convidado especifico interagdes e/ou
efeito de confinamento, sendo possivel criar um suporte metalico de MOF que pre-
serve a bioatividade de um componente biolégico (GKANIATSOU et al., 2016).

Por causa da diversidade desses materiais e a razdo de suas diversas uti-
lidades tornaram-se muito atraentes para aplicacdes industriais nos ultimos anos. A
alta porosidade e a area superficial tém atraido pesquisas para aplicagdes das MOF’s
como no tratamento de efluentes com a presenca de corantes (DA SILVA et al. 2018),
imobilizacdo de enzimas (WANG et al., 2019), adsorcéao de gas (PHAM et al., 2017,
AHMED e SIEGEL, 2021), adsorcao de antibidticos (DU et al., 2021), converséo de
energia (ADEGOKE e MAXAKATO, 2021), armazenamento de energia (WANG et al.,
2017), catalisador (CHUGHTAI et al., 2015; MA et al., 2021) e solvente para extracdo
em fase sélida (LI et al., 2020).

2.2.1 MOF de [Cu3(BTC)2.(H20)3]n.

Para o trabalho escolhemos uma MOF de cobre de estrutura metal-orga-
nica HKUST-1 [Cu3(BTC)2.(H20)3]n.; 0 BTC (1,3,5-benzenotricarboxilato) foi derivado
do &cido 1,3,5-benzeno tricarboxilico, usualmente conhecido como acido trimésico
(TMA), apresentando um dimero, que é formado por dois ions cobre (II) e quatro mo-
léculas do acido trimésico. E um cristal de cor azulada, octaédrica, que possui siste-
mas de canais tridimensionais, com estrutura de poros uniformes distribuidos.

Existem alguns métodos de sintese conhecidos para formacao desse cris-
tal, destacam-se: sintese por difusdo lenta, sintese hidro (solvo) termal, ionotermal,
livre de solvente (mecanoquimica), sintese em temperatura ambiente, sonoquimica
(ultra-som), sintese assistida por micro-ondas, sintese por refluxo sobre pressdo am-
biente, sintese eletroquimica e por ablacdo a Laser (SILVA, 2015).

Sintese eletroquimica (EQ): Baseia-se na transferéncia de elétrons entre
um eletrodo e o eletrolito ou espécies em solucdo. Nao sendo um método muito usado
na sintese de MOFs foi desenvolvida para a sintese em grande escala da MOF
HKUST-1, uma rede 3D formada por ions Cu?* e por &cido benzeno-1,3,5-tricarboxi-
lico. Sua metodologia consiste na dissolucdo de um eletrodo (dnodo) que sera o centro
metélico em uma célula de um compartimento, com dois (trabalho e auxiliar) ou trés
eletrodos (trabalho, auxiliar e eletrodo de referéncia), contendo as solu¢cdes aquosas
com os ligantes e os solvente desprotonante e um eletrdlito. Foi aplicado um potencial
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através de um instrumento potenciostato/galvanostato (SILVA, 2015; PAZ e ROCHA,
2014).

Essa rede de coordenacgéo apresenta trés diferentes topologias de poros
que variam seus raios de 5 a 8 A, e sua alta area superficial é constituida de proprie-
dades magnéticas, devido aos dimeros de cobre (Il), que estdo coordenados aos li-
gantes BTC®. Observa-se a estrutura porosa do [Cuz(BTC)2.(H20)s]n. na figura 5, que
possui trés tamanhos de poros diferentes, enfatizado por esferas preta, cinza e ver-

melha, com seus respectivos raios (SILVA, 2015).

Figura 5- Estrutura porosa do [Cus(BTC)2.(H20)3]n.

Fonte: Silva (2015).

2.3 BIOSSENSOR

Biossensores séo técnicas analiticas que podem ser utilizadas como dis-
positivos simples, em tempo real e eficazes para a detec¢cdo de compostos organicos
como a glicose e etanol; compostos em amostras clinicas (sangue, urina), alimentos
e ambientais; e de varias doencas infecciosas. O campo de pesquisa de biossensores
comecou em 1962 com o projeto do biossensor de glicose oxidase, que foi introduzido
por Clark e Lyons. Depois disso, inUmeras aplicacbes de sensores e biossensores

foram descritas. Os bio-receptores atuam como elementos sensores devido as suas
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propriedades bioquimicas tornando-os sensiveis e seletivos para a detecgédo de bio-
marcadores com interferéncia minima com outros microrganismos ou moléculas pre-
sentes na amostra testada (ABID et al., 2021).

Sao dispositivos analiticos (figura 6) compostos por um biorreceptor de re-
conhecimento, que atuam como elementos sensores devido as suas propriedades bi-
oguimicas tornando-os sensiveis e seletivos para a deteccdo de biomarcadores com
interferéncia minima com outros microrganismos ou moléculas presentes na amostra
testada, integrado a um transdutor fisico-quimico, desenvolvido para a deteccdo de
um biomarcador especifico nos niveis de baixa concentragdo. Biomoléculas como an-
ticorpos, lectinas, enzimas e acidos nucleicos, ou polimeros e aptameros de impres-
sdo molecular artificial tém sido usados para o reconhecimento de biomarcadores.
Transdutores sao dispositivos que convertem o evento de reconhecimento bioldgico
em um sinal mensuravel, entdo a identificacdo qualitativa e quantitativa do analito é
vista/relatada registrando e exibindo os sinais que podem ser elétricos, como eletro-
guimicos, Opticos, piezoelétricos e magnéticos (OLIVEIRA et al., 2020a).

Figura 6- Esquema de um biossensor, mostrando a organiza¢gédo dos seus componentes.
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Fonte: Oliveira e Pereira (2016).

Os biossensores eletroquimicos proporcionam medi¢cdo rapida, monitora-
mento em tempo real dos analitos, elevada especificidade e sensibilidade, capacidade
de medir uma gama de moléculas, facilidade de uso, alto nivel de precisdo, miniaturi-
zacao, simplicidade que permite seu uso em areas remotas em todo o mundo, exi-
gindo apenas baixos volumes de reagentes e amostras. Os métodos de transducéo
eletroquimicos sdo: amperométrico, potenciométrico, condutométrico. Possui como
caracteristica a capacidade de converter o sinal da interacdo biolégica em um sinal
elétrico proporcional a concentracdo do analito e se baseiam no preparo de eletrodos
gue contenham o material bioldégico imobilizado (BLSAKOVA, KVETON e TKAC,
2019; NAGRAIK et al., 2021).
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Os eletroquimicos sdo os mais usados em andlises clinicas, baseando-se
no preparo de eletrodos modificados com materiais bioldgicos. O uso de diferentes
materiais estruturados em biossensores estdo sendo pesquisados; eletrodos podem
ser modificados com diversos materiais, estes impactam diretamente na qualidade da
analise. Por isso existem pesquisas desenvolvendo biossensores com 0s nanomate-
riais que aumentam a area de imobilizacdo, a sensibilidade e a condutividade
(NAGRAIK et al., 2021).

2.3.1 Biossensor e Lectina

O fendbmeno de interacdo em sistemas bioldgicos pode ser descrito atraves
de sinais eletroquimicos obtidos da troca direta de elétrons de biomoléculas livres ou
imobilizadas. Potenciais eletroquimicos positivos sdo efetivos para operar estudos de
potencial de redox. A investigacdo da interacdo eletrodo/proteina pode revelar a dis-
tribuicdo de carga na superficie de uma molécula e o tempo necessério para estabili-
zacao desta carga na interface eletrodo/proteina (CAVADA et al., 2018; MANZONI et
al., 2018). Medidas dos potenciais eletroquimicos estao relacionados com a distribui-
¢do de cargas na superficie de uma molécula submetida a um campo elétrico. Essas
medidas sdo usadas para explorar a carga/distribuicdo em superficies de proteinas,
como enzimas e lectinas. Cavada et al., (2008) especularam que a capacidade de
algumas lectinas para produzir diferentes respostas bioldgicas in vivo pode ser devido
as afinidades relativas para seus receptores nas células (SOUZA et al., 2003).

Eritrécitos estdo sendo utilizados em biossensores com o objetivo de ava-
liar as lectinas em um ambiente complexo pela determinacdo do potencial eletroqui-
mico (SANTANA et al., 2012).

O primeiro biossensor desenvolvido de Cramoll foi o de Souza et al., (2001),
onde o potencial para Con A e Cramoll foi obtido por técnicas potenciostaticas, utili-
zando-se uma solucgdo salina como suporte para controlar a distribuicdo de cargas
entre o eletrodo de calomelano saturado e o eletrodo de platina como eletrodo de
trabalho. Foi obtido potencial redox positivo dessas lectinas informando que os eletro-
dos sao sensiveis a essas a alteragdes. Foi ultilizada a Concanavalin A (Con A) uma
lectina de planta isolada de sementes de Canavalia ensiformis (C. ensiformis), pois
pertencente a mesma familia que C. mollis e compartilha estruturas semelhantes ca-
racteristicas e reconhecimento de carboidratos comparaveis; a Cramoll tem 82% de
identidade de sequéncia de aminoacidos quando comparada com Con A (194/236
residuos) e 42 substituicdes (SOUZA et al., 2003). A Con A existe como um tetramero
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com quatro locais de ligacdo a carboidratos, possuindo seus sitios de ligacao seletivos
de manose e glicose bem estudados (PANDEY et al., 2012; ROY e DAS, 2015;
RAZYM etal., 2015; JUNIOR et al., 2021). Embora uma variedade de lectinas de plan-
tas tenha sido relatada para induzir apoptose em células cancerosas, a autofagia s6
foi descoberta quando as investigacfes atualizadas demonstraram que o bioativo Con
A era citotoxico ou inibitorio para células de hepatoma em via autofagica mediada por
mitocondrias (LIU, BIAN e BAO, 2010).

Biossensores da lectina Cramoll tém sido relatados para revelacéo de gli-
coproteinas em solugfes e amostras de soro por achado eletroquimico. Um biossen-
sor foi desenvolvido usando eletrodo de ouro modificado com cloroférmio polivinil for-
mal, nanopatrticulas de FesO4 e Cramoll para exposi¢éo de fetuina em solucdes e gli-
coproteinas de pacientes séricos contaminados com DSI, DSII e DSIII (OLIVEIRA et
al., 2011). Outro biossensor de Cramoll elaborado com nanopatrticulas de ouro, polia-
nilina e Cramoll foi utilizado para identificar glicoproteinas anormais de DSI, DSIl e
DSIII, dengue e dengue hemorragica, presentes em amostras de soro (AVELINO et
al., 2014). Assim, Cramoll foi capaz de reconhecer LPS bacteriano e glicoproteinas
séricas, tornando-se uma abordagem potencial para o diagnéstico de doencgas. A ca-
pacidade das lectinas em reconhecer glicanos, além do atraente desempenho anali-
tico dos biossensores eletroquimicos, tem sido aplicada com sucesso para deteccéo
de virus e bactérias, bem como para o glicoprofilamento de glicoproteinas séricas e
superficies celulares. Infeccdes e doencas descobertas precocemente podem ajudar
no diagndstico e tratamento adequado (COELHO et al., 2017).
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3 METODOLOGIA
3.1 SINTESE DO METAL-ORGANIC FRAMEWORK - MOF DE [CU3(BTC)2.(H20)3]n,
POR VIA ELETROQUIMICA

3.1.1 Reagentes e materiais

Todos os reagentes quimicos foram usados como recebidos do fabricante:
acido 1,3,5-benzenotricarboxilico com pureza de 95,0% e dimetilformamida (DMF)
99,8%, o nitrato de sédio (NaNO3) 99,0%, placa de cobre de alta pureza, e a agua
(H20) com alta pureza (MILLIPORE).

O eletrodo de trabalho (anodo de sacrificio) e o contraeletrodo (catodo) fo-
ram de placa de cobre de alta pureza area com 4,8 cm? e espessura de 1,33 + 0,90
mm. Os eletrodos sofreram um pré-tratamento em duas etapas, uma mecanica (poli-
mento com lixa dagua carboreto de silicio T402-1200), e quimica (com imersao numa
solucdo de &cido nitrico a 20 %, em volume, durante 2 min) e desengraxada com
detergente neutro. A célula eletroquimica utilizada para este trabalho foi de vidro pirex
com um compartimento.
3.1.2 Procedimento

Foi realizada a sintese da MOF de [Cu3(BTC)2.(H20)3]n por nosso grupo

de pesquisa de Quimica dos Materiais (UFRPE) coordenado pela professora Katia
Cristina da Silva Freitas por meio de rota eletroquimica (SILVA, 2015; DA SILVA et
al., 2018); os reagentes foram usados sem purificacdo prévia, &cido 1, 3, 5- benzeno-
tricarboxilico (BTC) com pureza de 98%, N, Ndimetilformamida (DMF) 99,8%, o nitrato
de sddio 99%, duas placas de cobre 99% e agua com alta pureza (MILLIPORE). As
placas de cobre foram utilizadas como eletrodos auxiliares e de trabalho de sacrificio
(consumido pela oxidacao). Esses eletrodos sofreram pré-tratamento fisico (com lixa
d’agua) e quimico, emergindo uma area de 5 cm? em &cido nitrico a 20% em volume,
durante 2 min. O sistema foi composto por uma célula eletroquimica de vidro pirex
com um compartimento. A rota eletroquimica foi a amperométrica mantendo o poten-
cial em 12V utilizando-se a fonte DC POWER SUPPLY modelo PS-1502 DD. A solu-
cao utilizada foi uma mistura de acido 1,3,5-benzenotricarboxilico (0,048 mol L1), so-
lubilizados em uma mistura de solventes DMF/H20 (1/1). Apés 17 min de reacao foi
obtido um sélido azul de MOF com um rendimento de 73%. Este solido foi filtrado,
lavado com a mesma mistura de solventes e levado a secura em uma estufa a uma
temperatura de 120 °C por 30 min.
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3.2 IMOBILIZACAO DA LECTINA DE SEMENTES DE Cratylia mollis (Cramoll) NA
SUPERFICIE MOF/ELETRODO DE OURO

3.2.1 Reagentes e materiais

A lectina (Cramoll a 1 mg/ml) foi purificada pelo nosso grupo de pesquisa
do Laboratério de Bioquimica de Proteinas, do Departamento de Bioquimica da UFPE.
MOF de [Cu3(BTC)2H20):z]n; Eletrodo de ouro (microcavidade correspondendo a
0,03mm); Pasta de carbono composta por carbono em po (grafite) e 6leo mineral.
3.2.2 Procedimento

Na construcéo do eletrodo de trabalho de trabalho como mostra o0 esquema
da figura 7, utilizou-se 0,0020 g de MOF para adsorcdo de 10 pl da lectina, deixando
em repouso pelo tempo de 3 h e 24 h em temperatura de 4 °C. Para fixar a MOF/Cra-
moll no eletrodo de ouro (microcavidade correspondendo 0,03 mm) figura 7, foi utili-
zada uma pasta composta por 0,0500 g de carbono em p6 e 30 uL de 6leo mineral.

Figura 7- Esquema para imobilizacdo da Cramoll em um eletrodo de ouro.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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3.3 BIOSSENSOR

3.3.1 Reagentes e materiais

Eletrodo de ouro com a Cramoll adsorvida na MOF; eletrodo de referéncia
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl).
3.3.2 Procedimento

O biossensor composto por uma célula eletroquimica contendo o eletrodo
de trabalho (mostrado na sesséo anterior) e o eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), ambos
ligados ao potencidmetro com cabo adaptado para leituras potenciométricas, dessa
forma o sistema utilizado corresponde aos padrdes caracteristicos de um biossensor,
de acordo com SILVA et al. (2016).

3.4 POTENCIAL ELETROQUIMICO

3.4.1 Reagentes e materiais

Eletrodo de ouro com a Cramoll adsorvida na MOF; eletrodo de referéncia
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl); solucdo tampéao fosfato de potassio 200 mM e pH=7;
solucéo de glicose 100 mM. Para medir o potencial eletroquimico Cramoll/eritrécitos
foram usados eritrcitos de coelho (2,5%, suspenséo, v/v).
3.4.2 Procedimento
3.4.2.1 Cramoll/Glicose

Preparamos uma solucdo de glicose de concentracdo de 100 mM, onde
diluimos em solucéo de tampéo fosfato, em solucbes de glicose nas concentracfes
de 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM e 40 mM. Para avaliacao das interacées da Cramoll
no potencial eletroquimico, medimos os potenciais do eletrodo de ouro (sem Cramoll)
e eletrodo de ouro com a lectina Cramoll imobilizada no polimero cristalino MOF
[Cus(BTC)2H20)2]n, ambas em solugcao tampao fosfato. Para avaliagédo das interagdes
especificas de Cramoll-glicose no potencial eletroquimico, medimos os potenciais pelo
eletrodo de ouro com a lectina Cramoll imobilizada no polimero cristalino MOF
[Cus(BTC)2H20)2]n. nas concentragdes de glicose (5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM e 40
mM). Os potenciais eletroquimicos foram observados por 30 min, onde a cada 2 min
eram anotados seus respectivos potenciais, em um biossensor composto por uma
célula eletroquimica contendo o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia
(Ag/AgCl), ambos ligados ao potenciometro com cabo adaptado para leituras potenci-
omeétricas.
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3.4.2.2 Cramoll/Glicose/Eritrocitos de coelho

Para avaliacdo das interacdes especificas de Cramoll, realizamos os po-
tenciais eletroquimicos de referéncias, onde o primeiro padréo constituia de um meio
eletrolitico (tampé&o fosfato 200 mM) e o segundo padréo foi referente ao meio tampo-
nado com eritrécitos de coelho. Para avaliacdo das interacdes especificas da Cramoll-
glicose foram usadas as concentracdes glicose de 5, 10, 15, 20 e 40 mM e eritrocitos
de coelho (2,5%, suspenséo, v/v). Os potenciais eletroquimicos foram realizados por
30 min, onde a cada 2 min eram anotados seus respectivos potenciais, em um bios-
sensor composto por uma celula eletroquimica contendo o eletrodo de ouro com a
lectina Cramoll imobilizada no polimero cristalino MOF [Cu3(BTC)2H20)2]n. € 0 eletrodo
de referéncia (Ag/AgCl), ambos ligados ao potencibmetro com cabo adaptado para
leituras potenciométricas.

3.5 VOLTAMETRIA CICLICA

3.5.1 Reagentes e materiais

Eletrodo de ouro com a Cramoll adsorvida na MOF; eletrodo de referéncia
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl); contra eletrodo de platina; solucdo tampao fosfato de
potassio 200 mM e pH 7; solucéo de glicose 100 mM.
3.5.2 Procedimento

Preparamos uma solucdo de glicose de concentracdo de 100 mM, onde
diluimos em solug&o de tampéo fosfato, em solugbes de glicose nas concentracfes
de 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM e 40 mM. Os voltamogramas ciclicos foram gerados
pela corrente em funcdo do potencial, em uma janela de potencial de 0,5V a -0,5V,
enquanto a corrente de 50 mV-! (taxa de varredura) circulava através do circuito e foi
registrada; foram realizados utilizando a célula eletroquimica anterior com as mesmas
concentragbes de glicose 5, 10, 15, 20 e 40 mM, acrescida de um contra eletrodo
formado por um fio de platina em espiral. O contra-eletrodo foi um fio de platina e o de
referéncia foi o de Ag/AgCI (KCl sat.). A caracterizagao eletroquimica foi realizada por
voltametria ciclica no potenciostato da Metrohm, modelo PGSTAT 302 N e o software
GPES 4.9, localizado no Laboratério LAQIS (Laboratorio de Analises Quimicas e Sen-

sores) do Departamento de Quimica da UFRPE.

3.6 OBTENCAO DE IMAGENS COM MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARRE-
DURA (MEV).
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3.6.1 Reagentes e materiais

Lectinas Cramoll e Con A a 1 mg/ml foram utilizadas; MOF de cobre e so-
lucBes de glicose; solucdo tampédo fosfato de potassio 200 mM e pH 7; solugéo de
glicose 100 mM.
3.6.2 Procedimento

Todas as obtencdes de imagens foram feitas através do Microscopio Ele-
tronico de Varredura (MEV), que permite a observacao e a caracterizacao de diferen-
tes tipos de materiais, a partir da interacao de feixes de elétrons sobre uma amostra,
da Marca TESCAN e Modelo VEGAS3, equipamento disponivel CENAPESQ/UFRPE e
informacgdes no seu site. O VEGAS foi equipado com detectores de elétron secundario
(SE), elétrons retroespalhados (BSE), de catodoluminescéncia (CL) e uma sonda X-
act, fabricada pela Oxford Instruments, para analise qualitativa de composicao qui-
mica por energia dispersiva de Raios-X (EDX/EDS). Enquanto o detector de SE per-
mite uma investigacdo em alta resolucdo da topografia das amostras, a analise de
BSE permite uma visualizacdo rapida de diferencas de densidade, especialmente em
amostras complexas. Foram realizadas as imagens da MOF, MOF imobilizada na Cra-
moll e a caracterizacéo da interagdo MOF/Cramoll com diferentes concentracdes de
glicose (5, 10, 15 e 20 mM) e para um padrao foi escolhida a MOF/Con A, MOF/Con
A/glicose 10 mM e MOF/Con A 20 mM.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE DO METAL-ORGANIC FRAMEWORK - MOF DE [Cu3(BTC)2H20)z]n,
POR VIA ELETROQUIMICA

Todo o processo eletroquimico utilizado para a sintese da MOF de
[Cu3(BTC)2.(H20)3]n , teve como resultado um sélido azul, conforme a figura 8. A
amostra apresentada segundo a literatura (Silva, 2015) se encontra na forma
[Cu3(BTC)2H20)2]n cuja remocgéo de uma molécula de agua, foi realizada com otimiza-
¢cdo de temperatura de 120 °C na estufa. Toda sintese eletroquimica ocorreu com
solubilizagédo e desprotonacéo do acido trimésico (HsTMA) por parte do N,N-Dimetil-
formamida (DMF).

Figura 8- Resultado da MOF de [Cu3(BTC).H20)2]n.

Fonte: Elaborado pela autora.

A caracterizagao por espectroscopia no Infravermelho da MOF foi realizada
por nosso grupo de pesquisa de Quimica dos Materiais (UFRPE), utilizando o espec-
trofotbmetro com transformada de Fourier (FTIR) marca VARIAN, modelo 640 IR, lo-
calizado no CENAPESQ (Centro de Apoio a pesquisa) da UFRPE, que evidenciou as
bandas em 1.375 e 1.445 cm’, figura 9, sdo caracteristicas da estrutura
[Cu3(BTC)2.(H20)3]n e s&o atribuidas a presenca do iso-anisobidentado dicobre(ll)
carboxilato, um tipo de cluster monométrico mesmo espectro encontrado por Silva
(2015), indicando que o produto da sintese € a MOF de [Cu3(BTC)2H20)2]n.
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Figura 9- Espectro de absorcao na regido do infravermelho da MOF de [Cus(BTC)2H20)z]n.
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Fonte: Elaborado pela autora.

No voltamograma ciclico apresentado na Figura 10 observa-se um pico de
potencial anddico (Epa= +0,1 V) que corresponde a oxidacdo do cobre metalico. Apos
a inversado da polaridade no sentido de potenciais mais negativos, um novo pico de
potencial catodico (Epc) comecou a aparecer aproximadamente em -0,12 V caracteri-
zando a reducédo do ion cobre (Il). Esse voltamograma também foi obtido por Silva
(2015).
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Figura 10- Voltamograma ciclico da MOF de [Cu3(BTC)2H20).]n.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 POTENCIAIS ELETROQUIMICOS DA Cramoll-GLICOSE

A imobilizacdo da Cramoll na MOF [Cu3(BTC)2H20)2], ndo apresentou di-
ferenca significativa no tempo de repouso de 3 h ou 24 h em temperatura de 4 °C,
para adsorcédo dessa lectina ao polimero; desta forma o tempo determinado para imo-
bilizacao foi de 3 h. Embora muitas tecnologias de imobilizacdo tenham sido propos-
tas, 0 armazenamento adsortivo em estruturas metal-organicas (MOFs) € promissor
devido a valores elevados de area superficial, baixa densidade, boas estabilidades
térmicas, quimica e principalmente pela funcionalizacdo de seus poros que pode atin-
gir 90% do seu volume com areas de superficie especificas de até mais de 7.000 m?/g
(LI et al., 2020; AHMED e SIEGEL, 2021; FURUKAWA et al.,2011; WANG, RUl e LU,
2018).

Fixamos a Cramoll adsorvida na MOF em um eletrodo de trabalho de metal
(Figura 11) que tem o objetivo de gerar um potencial elétrico que sera medido em
relacdo ao eletrodo de referéncia (Ag/AgCl). O metal de ouro foi escolhido por suas
propriedades elétricas e mecanicas; elevada inércia quimica; fornecem uma carga na
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faixa de potenciais de trabalho anddico com baixa resistividade elétrica e alta relagéo
sinal/ruido (WANG, 2000; BLSAKOVA, KVETON e TKA, 2019).

Figura 11- Eletrodo de trabalho Cramoll/MOF/Pasta de carbono.

Fonte: Elaborado pela autora.

O biossensor com eletrodo de ouro (figura 11) apresentou potencial eletro-
guimico positivo, mantendo-se em uma faixa entre 160 a 170 mV, quando a solucdo
tampao foi utilizada como suporte para controle de carga entre os eletrodos de refe-
réncia, figura 12. A adi¢cdo de glicose ao sistema eletroquimico nas concentracfes
testadas promoveu um aumento do potencial eletroquimico, entre 5-10 min, e apre-
sentou uma concavidade entre esses tempos; o biossensor foi desligado apés 30 min.
Entretanto, na concentracdo de 5 mM de glicose ndo apresentou reprodutibilidade nas
cincos repeticdes realizadas; em vista disto ndo foram reportadas nas figuras 13 e 14.
Um aumento gradual foi obtido apds a exposi¢do das concentragdes de 10 mM (96 -
121 mV), 15 mM (110 - 126 mV) e 20 mM (107 - 142 mV) no tempo de 5 a 30 min; na
concentracdo de 40 mM, a adicdo de glicose resultou em um comportamento fora do
padrdo; ndo ocorreu a concavidade caracteristica nos tempos entre 5 a 10 min, pro-
vavelmente devido a saturacao dos sitios de interacdes (Cramoll-Glicose).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/behavior-as-electrode

35

Figura 12- Sistema eletroquimico construido.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 13- Potenciais eletroquimicos obtidos com o eletrodo de ouro pela interagdo Cramoll/MOF

com diferentes concentragfes de glicose.
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De acordo com Correia e Coelho (1995) Cramoll 1,4 contém duas isoformas
da lectina de C. mollis, apresenta estrutura terciaria classica de lectinas de leguminosa
possui sitios de ligacdo ao carboidrato metil-a- D-manopiranosideo, com o qual inte-
ragem por ligagdes de hidrogénio, e sitios de ligacdo aos metais Ca2* e Mn2*. E uma
lectina do grupo de especificidade glicose/manose, sendo metil-a-D-manopiranosideo
0 monossacarideo para o qual apresenta melhor afinidade. Com base nas observa-
¢Oes de Souza et al., (2001) foi construido o primeiro biossensor com Cramoll para
caracterizacao da ligacdo com glicose mostrando a possibilidade de utilizar essa lec-
tina em instrumentos analiticos. Potenciais eletroquimicos positivos sao efetivos para
operar estudos de potencial de redox, assim 0s potenciais obtidos devido a interacéo
da Cramoll adsorvida na MOF e fixada no eletrodo de ouro com pasta de carbono
revelou a atividade biol6gica dessa proteina nesse eletrodo modificado (SOUZA et al.,
2003; CAVADA et al., 2018; MANZONI et al., 2018). A MOF de cobre provou ser uma
matriz adequada para imobilizacdo de enzima (WANG et al., 2019). Sua grande area
de superficie ordenada com porosidade notavel pode fornecer alta capacidade de
carga, e sua forte afinidade pode prevenir a degradacéo da enzima (GKANIATSOU et
al., 2016). Reafirmando as vantagens potenciais das estruturas metal-orgéanicas em
aplicacdes bioldgicas devido a sua biodegradabilidade inerente e a capacidade de
usar componentes biocompativeis (SONG et al., 2021).

Avaliag6es potenciométricas para atividade de biomoléculas em superficies
guimicamente modificadas séo indicadas para monitoramento da interacdo com 0s
seus ligantes (BLSAKOVA, KVETON e TKA, 2019; NAGRAIK et al., 2021) e medem
as mudancas na corrente da solucdo resultante de reacdes bioquimicas (SOUZA et
al., 2017). Com o sistema que construimos observamos que 0s potenciais eletroqui-
micos da lectina Cramoll na auséncia e na presenca de glicose monitoram as transfe-
réncias de cargas (elétrons) entre a proteina e o carboidrato na célula eletroquimica.
Os resultados gerados avaliados determinam que as interagdes biomoleculares po-
dem ser reveladas por alteracdes nos parametros eletroquimicos. A sensibilidade
desse sistema eletroquimico é determinada de forma quantitativa, mostrando que com
0 aumento da concentracdo de glicose no meio 0s potenciais eletroquimicos aumen-
tavam.

Esses sensores analiticos foram desenvolvidos com base na capacidade
de alteracdo na interface eletrodo/eletrolitico avaliada de uma proteina com sua inte-
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racdo ligante especifica; foram construidos sistemas capazes de determinar a distri-
buicdo de carga em superficies proteicas, como lectinas para definir as interacdes
antigeno-anticorpo especificas (SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2019a).

4.3 VOLTAMETRIA CICLICA CRAMOLL-GLICOSE

A voltametria ciclica (VC) € uma técnica poderosa para sondar as proprie-
dades eletroquimicas de moléculas organicas (FORSTER e CUMBA, 2019); tem sido
usada na deteccdo de glicose sem a presenca de lectina (JI et al., 2017) e com a
presenca da Cramoll (SOUZA et al., 2017). Utilizamos a técnica no biossensor para
avaliar a relacéo entre a corrente de resposta e a concentracao de glicose, 0 monito-
ramento da corrente eletroquimica avalia a ligacéo lectina-carboidrato por meio desse
método amperométrico (SOUZA et al., 2017; VARGOVA et al., 2016).

E observado no gréafico da VC (Figura 14) que a anélise padrdo (em meio
tamponado) apresenta um aumento linear da corrente, mesmo apos os 0,0 V de po-
tencial, assim ndo apresentando interacdes biol6gicas (FORSTER e CUMBA, 2019).
Enguanto nas amostras com glicose revelou na corrente catdédica aumento exponen-
cial, no pico 1, representando o local de ligagdo do monossacarideo, na faixa de po-
tencial de -0,2 a 0,0 V; com a corrente chegando a 0,0003 A, apés os 0,0 V é obser-
vado a diminui¢ao da corrente, e no pico 2 na faixa de potencial de 0,4 a 0,5 V; com a
corrente chegando a 0,0007 A. Sabemos que a identificagdo dos picos no voltamo-
grama ja fornece informac¢des muito valiosas sobre 0s processos em curso, uma vez
gue diferentes processos eletroquimicos geram diferentes picos caracteristicos (CLI-
MENT e FELIU, 2018).

O estudo de Souza et al., (2019b) reafirma a interacao existente no pico 1
(lectina-carboidrato), pois foi observado que na VC com Cramoll/Nafion, na auséncia
de glicose, ndo induziram picos redox (mantendo a corrente em torno de 800 uA),
enguanto nas concentracoes de glicose a resposta de corrente catdédica mais alta foi

de quase 1300 pA na presenca de glicose de 100-300 mM.
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Figura 14- Voltamogramas ciclicos com eletrodo de ouro obtidos pela interagdo Cramoll/MOF com

diferentes concentra¢cdes de glicose.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 POTENCIAIS ELETROQUIMICOS Cramoll/GLICOSE/ERITROCITOS DE COE-

LHO

Essas proteinas conhecidas como lectinas, também chamadas de hema-
glutininas, tém a capacidade de interagir com os glicanos presentes nas superficies
das células, aglutinar alguns tipos de eritrocitos, mediando uma série de processos
bioldgicos (DIAS et al., 2020). A lectina de sementes de C. mollis possui atividade
hemaglutinante (CORREIA e COELHO, 1995) e induz a transi¢cao da permeabilidade
de alguns tipos de membranas (COELHO et al., 2019; DIAS et al., 2020); um dos
motivos é pela interacdo do cation metdlico da estrutura das membranas, formando a
interacéo lectina-Ca?* (FERNANDES et al., 2014).

Lectinas tém sido reportadas como potenciais ferramentas de reconheci-
mento de altera¢cdes em glicanos relacionadas a doencgas; muitos imunossensores
eletroquimicos foram desenvolvidos para deteccédo especifica de proteinas, biomar-
cadores e patdégenos (COELHO et al., 2018; SOUZA et al., 2019a) colaborando para
deteccéo rapida de doencas e reduzindo a morbidade e mortalidade (KIM et al., 2015).

Os ensaios eletroquimicos também foram realizados com eritrocitos de co-
elho com o objetivo de avaliar as intera¢des da Cramoll com a glicose, figura 15, no
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meio tamponado/glicose/membrana celular do eritrocito, sabendo-se que existem al-
teragdes nos parametros elétricos passivos (a permissividade € e a condutividade elé-
trica 0) de membrana celular de eritrocito, induzida pela presenga de glicose no meio
extracelular e na presenca de proteinas, lipideos e ions encontrados no soro (GOR-
DIYENKO et al., 2008; BIASIO e CAMETTI, 2010).

Figura 15- Sistema eletroquimico em meio de eritrécitos.

Fonte: Elaborado pela autora.

Foram obtidos os potenciais eletroquimicos do biossensor na auséncia de
glicose, em meio tamponado (Figura 16) e em meio tamponado/eritrocitos de coelho
(Figura 17), para serem padrdes de referéncia, buscando as diferengas das curvas

potenciométricas.
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Figura 16 - Potenciais eletroquimicos referentes a interacdo em solucéo tampao fosfato/eritrocitos de

coelho.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Observamos que o potencial se manteve constante na maior parte do
tempo na solucdo com tampao fosfato e eritrécitos (Figura 16), representando a esta-
bilidade na corrente da solug&o resultante da falta de reag6es bioquimicas (NAGRAIK
et al., 2021). Quando a Cramoll foi colocada no meio o potencial diminuiu por conta
da sua propriedade isolante da molécula; logo depois estabilizou em uma faixa de 120
mV, portanto sugerimos que ndo ocorreu a interagdo da Cramoll-eritrécitos de coelho
e indicando que a Cramoll ndo é especifica para eritrocitos de coelho ou que o bios-
sensor ndo detecta a interagdo Cramoll-eritrécitos de coelho.

No estudo de Santana et al. (2012) para medir as altera¢cdes no potencial
eletroquimico da lectina de rizoma de Microgramma vaccinifolia (MvRL) foram obser-
vadas interacdes ion-lectina Ca?* e Mg?* na auséncia e na presenca de eritrécitos de
humanos, enquanto quando o sistema foi realizado na presenca de eritrocitos e au-
séncia de Ca?* e Mg?*. O potencial eletroquimico de MVRL permaneceu constante,
revelando que os potenciais de lectina-Ca?* e lectina-Mg?* ndo se alteram na presenca
de eritrocitos. Revelando que na presenca de céations pode indicar que a interacao
ion-lectina resultou em mudanca conformacional e/ou altera¢des na distribuicdo de
carga superficial da lectina. Esse estudo corrobora com os nossos resultados obser-
vando que as lectinas néo interagiram com 0s eritrocitos, porém interagiram com seus

ligantes especificos.



41

Portanto sugerimos que a Cramoll ndo realiza a interacdo lectina-Ca?* com
o cation Ca?" da membrana do soro de coelho por estar muito diluido em solugéo,
inibindo sua atividade hemaglutinante e manteve sua atividade de bioreconhecimento

com a glicose (Figura 17).

Figura 17- Potenciais eletroguimicos referentes a interagdo em Solug&o tampao fosfato/eritrécitos de
coelho em diferentes concentracdes de glicose.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A sensibilidade do sistema eletroquimico a presenca da lectina (Cramoll)
no meio eletrolitico interagindo com os carboidratos da membrana do eritrgcito de co-
elhos foi determinada (Figura 17); o potencial das curvas potenciométricas diminuiram
no intervalo entre 2 a 10 min, e apds 10 min ocorreu um aumento no potencial eletro-
guimico, comportamento semelhante ao observado no biossensor de tampéao fosfato
suplementados com concentracdes idénticas de glicose (Figura 13). Também foi ob-
servado que o potencial diminui quando a Cramoll esta no sistema eletroquimico; essa
alteracao se deve a natureza isolante da biomolécula (SILVA et al., 2016).

Quando o carboidrato especifico da lectina é colocado no sistema com o
soro de coelho, a capacidade de hemaglutinacdo diminui (FERNANDES et al., 2014;
SOUZA et al., 2019a). O sistema eletroquimico Cramoll/glicose/eritrocitos de coelho
demonstrou que mesmo em um ambiente complexo apresenta uma seletividade e

sensibilidade em detectar mudancas nos potenciais eletroquimicos da Cramoll promo-



42

vidos pela interagao glicose-Cramoll; com a formacao de complexos lectina-carboi-
drato ocorrem pequenas alteracbes conformacionais da lectina (AMBROSI, CAME-
RON e DAVIS, 2005; NAGAE e YAMAGUCHI, 2014).

4.5 IMAGENS DA INTERACAO DE Cramoll IMOBILIZADA NA SUPERFICIE MOF
COM O LIGANTE ESPECIFICO ATRAVES MICROSCOPIO ELETRONICA DE VAR-
REDURA (MEV)

Junto as técnicas de caracterizacdo eletroquimica, a caracterizacao estru-
tural e morfologica € de grande importancia para analise e comprovacao de modifica-
¢cOes estruturais e morfolégicas em superficie de eletrodos, principalmente apds uso
de polimeros, nanomateriais e biomoléculas (OLIVEIRA et al., 2011; SILVA et al.,
2016).

MEV é uma técnica usada para investigar a morfologia e mudancgas confor-
macionais em superficies, disponiveis para a observacao e andlise de caracteristicas
microestruturais de materiais solidos, fornecendo com grande rapidez informacdes so-
bre a morfologia e possibilitando imagens com elevada resolugdo, como também o
estudo de propriedades do material e a sua analise quimica. Outra caracteristica im-
portante do MEV é a aparéncia tridimensional da imagem das amostras, resultado
direto da grande profundidade de campo (POWER et al., 2014). Na imagem a MOF
(Figura 18A), apresentou forma geométrica octaédrica, cujo parametro de cela da es-
trutura, esta de acordo com lei de Bragg, conforme reportado no estudo de Silva
(2015).
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Figura 18: Imagens da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV): A - MOF; B- interagdo de Cramoll
imobilizada na superficie MOF, MOF/Cramoll; C- MOF/Cramoll/glicose 10 mM; D- MOF/Cramoll/gli-
cose 20 mM; E- MOF/Con A; F- MOF/Con Alglicose 10 mM; G- MOF/Con A/glicose 20 mM. Campo

de imagem: 13,8 ym.

Fonte: Elaborado pela autora.

Usamos Con A como lectina controle, pertencente & mesma familia que
Cramoll e que compartilha estruturas semelhantes caracteristicas e reconhecimento
de carboidratos comparaveis (LIU, BIAN e BAO, 2010); Cramoll tem 82% de identi-
dade de sequéncia de aminoacidos quando comparado com Con A (194/236 residuos)
e 42 substituicbes (SOUZA et al., 2003). Con A existe como um tetramero com quatro
locais de ligacéo a carboidratos, possuindo seus sitios de ligagéo seletivos de manose
e glicose bem estudados (PANDEY et al., 2012; ROY e DAS, 2015; RAZYM et al.,
2015; JUNIOR et al., 2021). Nas amostras em que foram realizadas as imobilizagbes
das lectinas na MOF: Cramoll (Figura 18B) e Con A (Figura 18E), foi observado que
diferente da Figura 18A, nas superficies da MOF esta uma estrutura adsorvida, com
a mesma morfologia apresentada no MEV da Con A-MISPs (RAZYM et al., 2020) as
guais se referem as lectinas que foram imobilizadas no cristal.

Da avaliacdo qualitativa da interacdo das lectinas imobilizadas na superfi-
cie MOF e interagindo com glicose: Cramoll (Figura 18C) e 20 mM (Figura 18D); Con
A (Figura 18F) e 20 mM (Figura 18G), as quais registraram as intera¢cdes Cramoll/MOF
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e Con A/MOF com esse carboidrato; o estudo de Nagae e Yamaguchi (2014) apre-
senta estrutura tridimensional das proteinas de ligacéo a polissacarideos, mostrando
como as proteinas ligam-se aos carboidratos. As imagens do controle apresentaram
resultados semelhantes com a Cramoll, que de acordo com Roy e Das (2015), a MEV

revela alterac6es morfoldgicas ocorridas devido a interacdes bioldgicas.
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5 CONCLUSAO

A imobilizacéo da lectina Cramoll na MOF foi eficaz no desenvolvimento do
sistema eletroquimico, mostrando-se sensivel a alterac6es conformacionais especifi-
cas do ligante (glicose-lectina), sendo possivel avaliar a transferéncia de carga, assim
capaz de detectar alteracdes nos potenciais eletroquimicos da Cramoll promovidos
por diferentes concentragfes de glicose, registradas através do MEV. O sistema tam-
bém detectou mudancas nos potenciais da Cramoll-glicose, mesmo na presenca de
eritrocitos de coelho, um ambiente que € complexo, contendo uma mistura de protei-
nas e comprovando que o biossensor MOF/Cramoll é bastante promissor nas avalia-

¢Oes da interacao lectina-carboidrato em sistemas bioldgicos.
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