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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de nanocompostos funcionalizados, seja para a aplicacao
como carreadores de farmacos ou para estudo da regeneracdo tecidual, pode ter
suas aplicacbes ampliadas quando sdo associadas a moléculas biologicamente
ativas. Uma das possibilidades de aplicacdo de materiais nanoestruturados € sua
funcionalizacdo com lectinas, que fazem parte de uma classe de proteinas de
grande interesse biologico/farmacolégico cuja existéncia estd ligada as mais
variadas formas de vida, desde procariotos até plantas e animais (GERLACH et al.,
2005).

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem sitios ativos
para carboidratos, com um ou mais sitios de ligacdo por subunidade. Estas
moléculas se ligam seletiva e reversivelmente aos carboidratos e precipitam
polissacarideos, glicoproteinas e glicolipideos, agem como reconhecedoras de
células (SINGH et al., 1999). O reconhecimento pelos carboidratos acontece em
variadas situacdes, razdo pela qual essas proteinas formam um grupo diverso
pertencente a varias familias (LIS; SHARON, 1998; LORIS, 2002).

Essa associacdo é a primeira etapa em diferentes eventos biolégicos
como infeccao, diferenciacdo celular, interacdo parasito-hospedeiro, formacéo de
orgaos, metastase e reconhecimento celular. Elas também sdo exploradas como
imunomoduladores e imunoadjuvantes em bioterapia do cancer (GANGULY & DAS,
1994; VAN DAMME et al., 1998; CORDAIN et al., 2000; VAN HUYEN et al., 2002).
Por este motivo estas proteinas podem ser utilizadas com insumos biotecnologicos
em diagnosticos, ja que reconhecem carboidratos das células de diferentes
organismos.

Contudo, o objetivo deste trabalho é a obtencdo de um protocolo de
conjugacao entre esferas magnéticas e a lectina BVL de Bauhinia variegata para
utilizacdo como insumo biotecnoldgico em testes diagnosticos.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

A lectina foi extraida das sementes de B. variegata, popularmente
conhecida como pata-de-vaca, conforme protocolo estabelecido por PINTO, et al.
(2008). Antes de todos os ensaios, a BVL foi previamente caracterizada por SDS-
PAGE 12% e quantificada por Kit BCA Protein Assay Reagent (GE).

AplOs a extracdo e caracterizacdo da BVL, a lectina foi adsorvida na
superficie de esferas magnéticas (Bio Mag® Carboxyl) seguindo as instru¢ées do
fabricante (Bangs Laboratories, Inc). Brevemente, as esferas foram ativadas com
EDAC [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida] para a formacédo de pontes
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peptidicas entre os grupos carboxilicos expostos na superficie das esferas e a
lectina BVL. A padronizagdo do processo de ancoramento foi realizada com
diferentes concentracbes de BVL (100/200/400 pg/mL). Logo apds, anticorpos
policlonais anti-BVL foram adicionados e a deteccdo do complexo esfera/BVL/Ac
realizada com anticorpos secundarios de cabra anti-coelho conjugados com FITC
(isotiocianato de fluoresceina). Entre todas as etapas do ensaio foram feitas
lavagens com PBS pH 7,4 com auxilio de um separador magnético (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA). Como controles negativos foram utilizados o anticorpo
conjugado com FITC e o anticorpo anti-BVL diretamente na esfera sem a ativacao
com EDAC. Os complexos fluorescentes foram visualizados em microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX51).

Para confirmar a atividade de ligacdo aos carboidratos especificos, a BVL
ligada nas esferas foi utilizada em um ensaio hemaglutinante. Para tal, amostras de
sangue foram coletadas de coelhos saudaveis, e apés a coleta foram imediatamente
misturadas com uma solucdo anticoagulante (heparina). Os eritrocitos foram lavados
por quatro vezes com tampao Tris-HCI pH 7,6 mais NaCl 0,15 M e o complexo
esfera/BVL exposto ao sangue. Ensaios controles foram realizados somente com as
esferas e com a BVL n&o ancorada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de adsorcdo da BVL nas esferas magnéticas foi realizado
com eficiéncia somente com o uso do EDAC e na concentracdo proteica de 400
ug/mL. Esses resultados foram confirmados jA que os controles negativos nao
apresentaram qualquer fluorescéncia (Fig. 1).

Figura 1: Deteccé@o do ancoramento da lectina BVL de B. variegata sobre as esferas magnéticas com
anticorpos anti-BVL conjugados com FITC. Painel "A": amostra teste - esfera/BVL/anticorpo anti-BVL
(400 pg/mL) e painel "B": controle negativo - esfera/anticorpo anti-BVL. Painéis "a" e "b" observacédo
do mesmo campo Optico em campo escuro. A visualizacao foi realizada com aumento de 400 x.

Apés a padronizacdo da concentragdo de BVL detectavel nas esferas
magnéticas (400 pg/mL) a atividade da BVL ancorada foi testada utilizando o
complexo esfera/BVL. Como demonstrado na Figura 2, a exposi¢cao do complexo ao
sangue foi capaz de causar hemaglutinacdo. Esses resultados demonstraram que
apesar da ligacdo da BVL nas esferas magnéticas os sitios de ligacdo aos
carboidratos expostos nos eritrocitos foram mantidos.
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Figura 2: Ensaio de hemaglutinacao utilizando o complexo esfera/BVL. Painel A: amostra teste -
esferas/BVL; Painel B: controle positivo - BVL + sangue.

4 CONCLUSAO

A lectina BVL quando associada a esferas magnéticas sdo capazes de se
ligar a carboidratos especificos. Com base nessas informacdes o complexo sera
posteriormente utilizado em ensaios que visem a deteccdo de células tumorais e
diagnostico.
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