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RESUMO
A técnica de microbalanca a cristal de quartzo (QCM) foi utilizada para estudar as constantes de

afinidade da lectina ArtinM nativa, das sementes de Artocarpus heterophyllus (Jaca), com
células NB4 da leucemia promielocitica aguda, uma vez que a ArtinM promove efeito citotoxico
sobre essas células. Para tanto, a lectina ArtinM foi imobilizada em superficies metalicas de Au
por meio da formagdo de uma monocamada auto-organizada utflizando uma mistura de dois
alcanotios, o dcido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA) e o 6-mercaptoetanol (C60H). As varias
concentragoes de células leucémicas foram deixadas em contato com a lectina imobilizada para
que ocorressem as interagoes desejadas. As medidas foram avaliadas utilizando-se QCM e foi
determinada a constante de afinidade. O valor desta constante foi comparado com o valor da
constante relacionada a interacdo ArtinM recombinante-NB4. As diferencas entre estas
constantes podem estar relacionadas com a distinta citotoxicidade da ArtinM nativa e
recombinante sobre as células NB4.
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INTRODUCAO

As lectinas, proteinas ou glicoproteinas ligantes de carboidratos, possui distribuicao
ubiqua na natureza e s3o capazes de decodificar informacgdes bioldgicas por meio da ligagao
especifica a aclcares’. Estudos mostraram que algumas lectinas vegetais possuem uma maior
habilidade de se ligarem as células tumorais em comparacgao as células normais, pois se ligam
mais facilmente as glicoproteinas alteradas da superficie das células tumorais, e essa interacao
pode induzir a morte ou inibir o crescimento celular.’. Neste trabalho demos destaque a lectina
vegetal, ArtinM, presente nas sementes de Artocarpus heterophyllus (jaca). A ArtinM sdo
atribuidas atividades como imunoestimulacdo e imunomodulacio para o perfil Th1?, regeneracio
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tecidual* e atividade citotdxica sobre células leucémicas® . Estas atividades
estao relacionadas com a capacidade da lectina em reconhecer N-glicanas de receptores
celulares.

O estudo da interacao lectina-carboidrato pode ser realizado por meio do
desenvolvimento de superficies de reconhecimento, que sdo capazes de decodificar os
processos de reconhecimento molecular em sinais mensuraveis, auxiliando no estudo e na
caracterizacdo de eventos bioldgicos®”® . Superficies de reconhecimento podem ser criadas por
meio da imobilizacao do material bioldgico em uma membrana adequada, que é acoplada junto
a superficie do transdutor, o qual monitora as reagGes e/ou associacdes que ocorrem entre o
material bioldgico imobilizado e o material de interesse’.

Para o desenvolvimento da superficie de reconhecimento foi utilizada a técnica de QCM,
que é baseada no fendmeno da piezoeletricidade, o qual consiste na capacidade que alguns
cristais possuem de gerar um campo elétrico quando os mesmos sofrem algum estresse
mecanico ou o efeito oposto - a aplicacdo de uma voltagem sobre o cristal provocando
distorcdes fisicas no mesmo'®. Esta técnica € direta (sem marcadores) e altamente sensivel.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a interagao ArtinM purificada a partir
da semente da jaca (jArtinM)-NB4 para a obtencao da constante de afinidade, por meio da
técnica de microbalanca a cristal de quartzo (QCM) e comparar este valor com os dados da
constante de afinidade para a interacao ArtinM recombinante-NB4 que utilizou a mesma técnica.

MATERIAL E METODOS

Para a construgao da superficie de reconhecimento, imobilizacdo da lectina ArtinM, foi
utilizada a técnica de monocamadas auto-organizadas (SAM — “self-assembled monolayer”),
utilizando uma mistura de dois alcanotios (acido 11-mercaptoundecandico e 6-mercaptoetanol).
Esta imobilizacao permitiu que a biomolécula ficasse fixada sobre a superficie condutora de uma
maneira estavel e com a manutencao de sua propriedade bioldgica de reconhecimento. O cristal
de quartzo com a ArtinM imobilizada foi colocado na QCM, foram injetadas varias concentragoes
de solucao de NB4 e a interacdo lectina-célula leucémica foi monitorada pela técnica de QCM.
Com isso, foi possivel relacionar a variacao de frequéncia na oscilagdo no cristal de quartzo e a
variacao de massa na superficie do mesmo, pois com a ocorréncia da interagao ArtinM-NB4, a
massa sobre a superficie do cristal aumenta e por consequéncia sua frequéncia de oscilacao
diminuiu de maneira proporcional a concentracio de células aplicadas ®”-°.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O modelo utilizado para a determinagao da constante de afinidade da interacao ArtinM-
NB4 foi o da isoterma de Langmuir.

209
BBR - Biochemistry and Biotechnology Reports - ISSN 2316-5200
NUmero Especial v. 2, n. 3, p. 208-211, 2013



% Anais do lll Simpédsio de Bioquimica e Biotecnologia
/( m Trabalho Completo apresentado na se¢cdao: ORAL

HISIMBBTEC

Londrina 2013

A variacdo da frequéncia foi registrada em funcdo do tempo para
diferentes concentracbes de NB4 adicionada a diferentes cristais de quartzo funcionalizados.
Esses dados foram ajustados e foram obtidos os tempos de relaxacao, t, correspondentes a
cada concentracdo de NB4 adicionada. As constantes de relaxacdo,t ", definida pelo inverso do
tempo de relaxagao, foram esbogadas em funcdao de cada concentracao de NB4 adicionada a
ArtinM. Por meio da razdo entre o coeficiente angular e o linear da reta da Figura 1 foi
determinada a constante de afinidade, K,, da interagao ArtinM-NB4.

Figura 1 — Isoterma de Langmuir linearizada para a interacdo ArtinM-NB4 obtida para o
calculo da constante de afinidade, K
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O valor da constante de afinidade obtido do estudo da interacdo jArtinM-NB4 neste
trabalho foram comparados com os valores obtido no trabalho de Pesquero (2010) (ArtinM
recombinante — rArtinM). O valor de K, para a interacéo jArtinM-NB4 foi de (1,8+1,1)x107 mL
cel™ e para a interac&o rArtinM-NB4 foi de (0,3+0,1)x107" mL cel™ ’. Como é possivel observar,
o valor de K, € maior para a primeira situacdo e isto pode estar relacionado a diferenca na
oligomerizacdo da cadeia peptidica. Enquanto em ArtinM nativa os mondmeros (13kD) se
associam de forma ndo-covalente e originam tetrdmeros de 54 kD!, rArtinM apresenta-se na
forma monomérica. Possivelmente, a lectina nativa, por ser tetramérica, tem uma maior
possibilidade de interagir com maior nimero de receptores da NB4 simultaneamente, gerando
assim, um valor mais alto de K Esses resultados vao de encontro ao fato de que rArtinM é
pouco eficiente em induzir a citotoxidade em células NB4°, sugerindo que haja a necessidade de

m “cross-linking” de receptores para promocao do sinal de morte celular.

CONCLUSOES
Foi possivel determinar a constante de afinidade da interacdo ArtinM nativa-NB4 por
meio da técnica de QCM e a comparacao do valor desta constante com o da interacdo ArtinM
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recombinante-NB4 mostrou a possivel relagdo entre o valor de K, e o
poder citotoxico desta lectina.
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