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RESUMO

Nanoparticulas de 6xido de ferro possuem 6timas propriedades, o que permite o seu
uso em processos industriais, ambientais, biotecnolégicos, dentre outros, com ampla
variedade de aplicacfes. A frutalina € uma lectina a-D-galactose ligante, com diversas
atividades bioldgicas ja descritas. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver
uma matriz de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com frutalina com potencial
aplicacdo biotecnolégica. As nanoparticulas foram obtidas por coprecipitacdo e
submetidas a um processo de modificacdo de superficie com frutalina mediante a
reticulacdo com glutaraldeido e APTES. O material foi caracterizado por microscopia
eletronica de varredura (MEV), espalhamento dinamico de luz (DLS), potencial zeta,
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difracdo de
raios-X (DRX), analise termogravimétrica (TGA), além da realizacdo de ensaios
bioldgicos. Os resultados de MEV e DLS mostraram que as nanoparticulas de 6xido
de ferro (NPFe) apresentaram-se com didmetro médio de 700 nm, enquanto as
nanoparticulas funcionalizadas com frutalina (NPFTL) demonstraram didmetro médio
de 780 nm, além de possuirem aspecto arredondado e uniforme. O FTIR mostrou
bandas de absorcdes em 1635 e 1539 cmt, referentes as amidas | e I, caracteristico
de proteinas, a qual indica a imobilizacdo da frutalina na superficie das NPFe. O DRX
mostrou que o processo de funcionalizacdo ndo modificou o estado cristalino
caracteristico de Oxido de ferro. O TGA demostrou que NPFTL apresenta uma
degradacédo térmica mais lenta, comparada a proteina livre. O ensaio hemaglutinante
mostrou que o processo de funcionalizacdo nao afetou a estrutura tridimensional da
frutalina, pois a proteina manteve sua capacidade de aglutinar células. Além disso, foi
possivel observar a interacéo da lectina com as nanoparticulas e o sangue ao aplicar-
se um campo magnético externo e se perceber uma deposicédo do complexo formado
no fundo dos pocos. A capacidade de reconhecimento a galactose foi comprovada
através do deslocamento do pico de FTIR em 3500 cm apés interacdo da NPFTL
com galactomanana. A matriz ndo apresentou toxicidade em testes in vitro até 2
mg.mL"? utilizando células L929. Em suma, a producdo da matriz de nanoparticulas
funcionalizadas com frutalina mostrou-se eficiente e com potencial para aplicacdes

futuras em processos de purificagdo envolvendo glicoconjugados.

Palavras-chave: Artocarpus altilis; coprecipitacdo; lectinas vegetais; nanoparticulas.



ABSTRACT

Iron oxide nanoparticles have good properties, which allows their use in industrial,
environmental, biotechnological processes, among others, with a wide variety of
applications. Frutalin is an a-D-galactose binding lectin, with several biological
activities already described. Thus, the objective of this work was to develop a matrix of
magnetic nanoparticles functionalized with frutalin with potential biotechnological
application. The nanoparticles were obtained by coprecipitation and subjected to a
surface modification process with frutalin through crosslinking with glutaraldehyde and
APTES. The material was characterized by scanning electron microscopy (SEM),
dynamic light scattering (DLS), zeta potential, Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), X-ray diffraction (DRX), thermogravimetric analysis (TGA), in addition to
carrying out biological tests. The results of SEM and DLS showed that the iron oxide
nanoparticles (NPFe) had an average diameter of 700 nm, while the nanopatrticles
functionalized with frutalin (NPFTL) showed an average diameter of 780 nm, in addition
to having a rounded and uniform appearance. The FTIR showed absorption bands at
1635 and 1539 cm?, referring to amides | and II, characteristic of proteins, which
indicates the immobilization of frutalin on the surface of NPFe. XRD showed that the
functionalization process did not modify the characteristic crystalline state of iron oxide.
The TGA demonstrated that NPFTL presents a slower thermal degradation, compared
to the free protein. The hemagglutinating assay showed that the functionalization
process did not affect the three-dimensional structure of frutalin, as the protein
maintained its ability to agglutinate cells. In addition, it was possible to observe the
interaction of the lectin with the nanoparticles and the blood when an external magnetic
field was applied and a deposition of the complex formed at the bottom of the wells
was observed. The ability to recognize galactose was proven by shifting the FTIR peak
at 3500 cm* after interaction between NPFTL and galactomannan. The matrix showed
no toxicity in in vitro tests up to 2 mg.mL* using L929 cells. In summary, the production
of the matrix of nanoparticles functionalized with frutalin proved to be efficient and with

potential for future applications in purification processes involving glycoconjugates.

Keywords: Artocarpus altilis; coprecipitation; nanoparticles; plant lectins.
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1 INTRODUCAO

O primeiro conceito de nanotecnologia foi apresentado por Richard
Feynman numa palestra intitulada “There’s plenty of room at the bottom” na American
Institute of Technology em 1959. Ele defendeu uma visdo tecnoldgica e futurista, na
qual citava os beneficios de possiveis grandes descobertas que poderiam surgir da
fabricacdo e manipulagéo de materiais em escalas moleculares e atbmicas. Para isso,
ele destacou a importancia do desenvolvimento de novas tecnologias que permitissem
a fabricacdo, manipulacdo e caracterizacado das propriedades fisicas e quimicas de

materiais em escalas nanométricas (SCHIRMER, 1999).

As nanoparticulas apresentam, de modo geral, tamanhos variando de 0,1
a 1000 nm em cada dimenséo espacial e sdo comumente sintetizadas usando duas
abordagens: top-down e bottom-up (NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010). Na
abordagem top-down, os materiais sdo gradualmente “quebrados” até atingir a escala
nanométrica, enquanto na bottom-up, atomos ou moléculas sdo montados em
estruturas moleculares na faixa nanométrica. A abordagem bottom-up € comumente

utilizada para sinteses quimicas e biolégicas de nanoparticulas.

Neste contexto, surgem as nanoparticulas magnéticas (NP), em particular
as oriundas do Oxido de ferro, as quais possuem baixa toxicidade, quando
comparadas as provenientes de outras fontes metalicas, biocompatibilidade e baixo
custo (HUA et al., 2012). Vérias aplicacdes biotecnoldgicas podem ser atribuidas a
essas nanoparticulas, tais como: andlise de alimentos (CAO et al., 2012), imobilizacdo
de enzimas/proteinas (XU et al., 2014), purificacdo de proteinas (XU et al., 2014),
tratamento de &aguas (LAKSHMANAN et al., 2013), biossensores (OMIDINIA;
SHADJOU; HASANZADEH, 2013), carreadores de drogas (ESTELRICH et al., 2015),
separacao celular e deteccéo (ARIAS et al., 2018), dentre outras.

Em relacdo ao uso para imobilizacdo de proteinas, as NPs séo suportes
interessantes por apresentarem uma superficie ndo-porosa, alta area superficial, alta
relacdo superficie/volume e facil separagdo sob um campo magnético externo (ASSA
et al.,, 2016). Essas caracteristicas as tornam competitivas no ambito industrial e

bastante promissoras de serem aplicadas.
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Ao se tratar da classe de proteinas, as lectinas sdo biomoléculas que
também tém despertado o interesse de pesquisadores quanto as suas propriedades.
Essas sdo proteinas ou glicoproteinas amplamente distribuidas na natureza,
desempenhando diferentes papéis e fungdes em processos biologicos, tais como: (1)
reconhecimento de moléculas; (Il) proteinas de reserva,; e (Ill) mecanismos de defesas
em plantas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Além disso, diversas atividades
biologicas ja lhes séo relatadas, dentre elas a sua eficacia na busca de biomarcadores
para diferentes tipos de céanceres (CAVALCANTE et al., 2016; LOBO et al., 2017,
OLIVEIRA et al., 2009). Isso é possivel devido a sua capacidade em reconhecer

carboidratos de maneira especifica e reversivel (SHARON, 2007).

A utilizacdo de nanoparticulas e lectinas também apresenta varias
aplicabilidades relatadas na literatura, dentre elas o0 uso em processos de purificacao
de glicoproteinas (LAI et al., 2013), na melhora das caracteristicas de catalise
enzimatica (YONG et al., 2018), como marcadores especificos de células
cancerigenas (MARANGONI; PAINO; ZUCOLOTTO, 2013) e como agente inibidor de
crescimento bacteriano e formacdo de biofiimes (SUBRAMANIYAN et al., 2021).
Esses sdo alguns exemplos do grande potencial que a juncédo desses dois materiais
apresenta de forma a otimizar processos de purificacdo e/ou de reconhecimento

celular.

Diante das possiveis aplicacdes e propriedades tanto das nanoparticulas
quanto das lectinas, o presente trabalho propds sintetizar nanoparticulas magnéticas
de 6xido de ferro (FesOa), funcionaliza-las com frutalina, lectina a-D-galactose ligante
extraida das sementes de Artocarpus incisa L., realizar as caracterizacfes fisico-
guimicas dos materiais e averiguar, através de ensaios bioldgicos, se o complexo
formado mantinha a atividade da lectina e seu reconhecimento especifico ao

carboidrato para uma futura aplicacéo biotecnolodgica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Nanoparticulas magnéticas

Nas ultimas duas décadas, a hanotecnologia tem atraido grande interesse
em muitas areas de pesquisa devido ao desenvolvimento de materiais em escala
nanometrica, os quais podem ser obtidos através de diferentes métodos, como 0s
fisicos ou quimicos (CAMPOS et al., 2015). Elas podem ser produzidas a partir de
compostos organicos ou inorganicos, possuindo propriedades Unicas quando
comparadas a materiais de tamanhos maiores. Essa mudanc¢a nas propriedades
ocorre, dentre outros aspectos, pela reducao de tamanho, a qual leva ao aumento da
relacdo superficie/volume (CAMPOS et al.,, 2015). Materiais nanoestruturados
apresentam diferentes propriedades fisicas, quimicas, Opticas, mecanicas, elétricas e
magnéticas, possuindo, dessa forma, aplicacdes em diferentes areas tecnolégicas,
dentre elas a medicina, a biotecnologia e a agricultura (SRIVASTAVA; CHAUBEY;
OJHA, 2009).

Dentre as nanoparticulas mais estudadas, estdo as provenientes do 6xido
de ferro. Alguns de seus polimorfos cristalinos sdo mais conhecidos e caracterizados,
como mostrados na Figura 1, apresentando propriedades magnéticas Unicas. As
principais formas, a hematita (a-Fe20s) e a maghemita (y-Fe203), ocorrem na
natureza, enquanto as formas beta (B-Fe203) e épsilon (e-Fe203) sdo geralmente
sintetizadas em laboratério (BABAY; MHIRI; TOUMI, 2015; MACHALA; TUCEK;
ZBORIL, 2011). Além destas, a magnetita (FesOs) também é uma das mais
interessantes formas cristalograficas do 6xido de ferro (BABAY; MHIRI; TOUMI,
2015).

Machala; Tucek; Zbofil (2011) descreveram a existéncia de diferentes
polimorfismos na estrutura de Fe20s: (1) o a-Fe203 (hematita) possui uma estrutura
de cristal hexagonal centrada em romboedro com uma rede compactada de oxigénios,
na qual dois tercos dos sitios octaédricos estdo ocupados por ions Fe®* (Fig.1a). A
estrutura é descrita como sendo fracamente ferromagnética ou antiferromagnética, a
depender da temperatura. (2) o B-Fe203 tem uma estrutura cristalina centrada no
corpo cubico do tipo “bixbyite”. Ele exibe um comportamento paramagnético a
temperatura ambiente. E um polimorfo raro do éxido de ferro, existindo apenas na sua

forma nanométrica. Os ions Fe3* ocupam dois sitios cristalograficos octaédricos néo-
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equivalentes (Fig.1b). (3) o y-Fe20s (maghemita) possui uma estrutura cristalina
cubica do tipo espinélio inverso e possui propriedades ferromagnéticas. Ele contém
cations em dois sitios cristalograficos ndo-equivalentes, nas posicdes octaédrica e
tetraédrica (Fig.1c). (4) o e-Fe20s3, assim como B-Fe203, € um polimorfo raro de Fe20s3
gue existe apenas na forma de nanoestruturas. Possui uma estrutura cristalina
ortorrdbmbica. Ele possui seis anions e quatro cations (Fe1, Fez, Fes e Fes) em posicdes

cristalograficamente ndo-equivalentes (Fig.1d).

Figura 1: Representacao grafica das estruturas cristalinas fundamentais de Fe20s.

(a) a-Fe,0, (b) p-Fe,0,
C

c
Fe, Sitio

. Fe, Sitio
. Fe, Sitio
. Fe,Sitio
®o

Fonte: Adaptado de Machala; TuCek; Zbofil (2011).

A magnetita (Fe3Os) apresenta propriedades ferromagnéticas ou

superparamagnéticas, a depender da temperatura, e difere das outras formas de 6xido
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de ferro por conter em sua estrutura as formas bivalente e trivalente do ferro. Ela é
formada por uma estrutura de cristal de espinélio cubico inverso (CAMPOS et al.,
2015).

Apesar da existéncia de diversos polimorfos, as formas Fes3Oas e y-Fe203
foram consideradas as mais promissoras para aplicacbes biomédicas e
biotecnolégicas devido as suas propriedades superparamagnéticas, além da baixa
toxicidade e metodologia de separacao simples (ALl et al., 2016).

As nanoparticulas de Oxido de ferro (NPFe) podem ser implantadas
internamente no organismo, podem ser controladas espacialmente dentro do corpo
humano por meio de um campo magnético externo que seja considerado
fisiologicamente seguro e sua localizacdo pode ser detectada por ressonancia
magnética de imagem (ASSA et al, 2016) Sao geralmente consideradas
biocompativeis e biodegradaveis, uma vez que, apés sua liberacdo, o ferro livre é
integrado ao ferro de reserva do corpo, usado para processos metabdlicos e,
eventualmente, eliminado do organismo (PHILOSOF-MAZOR et al., 2013; REDDY et
al., 2012).

Dessa forma, sdo as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de
ferro que permitem que sejam aplicadas em sistemas bioldgicos. Métodos de sintese,
cristalizacdo, tamanho, formato, propriedades magnéticas e qualidade das NPFe
afetam essas propriedades. Portanto, € evidente que a escolha da melhor abordagem
para a sintese de NPFe € fundamental para oferecer um material de qualidade para
essas aplicacfes (ALl et al., 2016; XU et al., 2014).

2.1.1 Principais métodos de sintese

Diferentes métodos de sintese podem ser utilizados na preparagédo de
nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro (WU et al., 2015). O método de
preparacdo desempenha um papel fundamental na determinacdo do tamanho e
forma, distribuicdo das particulas e quimica da superficie, portanto, influencia
diretamente nas aplicacdes do material. Além disso, o método utilizado também
determina o grau de defeitos estruturais ou impurezas presentes nas particulas, bem
como a distribuicao de tais defeitos (AKBARZADEH; SAMIEI; DAVARAN, 2012).
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As NPFe podem ser sintetizadas, principalmente, através de trés métodos
(Figura 2):

Métodos fisicos: sdo técnicas bastante elaboradas e que apresentam a
desvantagem de ndo se poder controlar o tamanho das particulas na escala
nanomeétrica (CUENYA, 2010).

Métodos quimicos: esses métodos sdo simples, trataveis e eficientes, nos
guais se pode estabelecer o tamanho, a composicao e o formato das NPFe (WU; HE;
JIANG, 2008). Oxidos de ferro podem ser sintetizados através da coprecipitacdo de
Fe?* e Fe3" pela adicdo de uma base (WU et al.,, 2011). O tamanho, formato e
composicdo das NPFe através de métodos quimicos depende do tipo de sal utilizado,
proporcéo entre Fe?* e Fe®*, pH e forca ibnica (LAURENT et al., 2008).

Métodos biolégicos: apresentam baixo custo, reprodutibilidade e alto
rendimento, porém sao extremamente laboriosos (NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010).

Figura 2: Comparagédo entre os métodos de sintese de nanoparticulas magnéticas de d6xido de ferro
(NPFe).

Métodos quimicos (90%) Métodos fisicos (8%) Métodos bioldgicos (2%)

Decomposicdo  copreciitacio Mediado por plantas

s Smi icé Mediado por fungos

Sonoauimica térmica 289, Deposicdo em fase 29,

Wﬁ%?w)w (%) %) Aerossol gasosa @ (1% Mediado por
‘ ? (37%) (19%)  Litografia por feixe bactérias

Decomposi¢do de elétrons (21%)

eletroquimica
(3%) |

(3%)

Hdrotémico Microemulso - Moagem de alta Piroliselinduzida Ablacdoa laser ediado por
(26%) “ 00%) energia pore puisado  proteinas
(12%) (14%) (15%) (66%)

Fonte: Adaptado de Ali et al. (2016).

Cada método possui suas vantagens e desvantagens, as quais estéo
sintetizadas na Tabela 1. Dentre esses métodos, 0s quimicos sdo os mais utilizados,
devido ao seu baixo custo e alto rendimento (ALI et al., 2016).



Tabela 1: Técnicas de sintese de
vantagens e desvantagens.
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NPFe e comparagdo em relagdo aos aspectos morfolégicos,

Tipo de | Técnica Morfologia do Vantagens Desvantagens
método produto
Fisico Deposicdo em  Esferas e Fécil de executar  Problemas no
fase gasosa esferas controle do
irregulares tamanho de
particula
Litografia por | Esferas e Espaco entre | Requer
feixe de | hastes particulas bem | maquinas caras
elétrons controlado e complexas
Aerossol Monocristais Producao em  Requer
mesoporosos, | larga escala temperaturas
gaiolas muito altas
octaédricas
Quimico Sol-gel Esferas, Controle preciso @ Alta
esferas de tamanho e permeabilidade,
irregulares, estrutura interna | ligacdo  fraca,
esferas baixa
porosas e nao- resisténcia ao
porosas ou desgaste
formato de roca
Oxidativo Esferas Distribuicdo  de | Coloides de
irregulares tamanho restrita | ferrita de
alongadas e e uniforme tamanho
pequenas pequeno
Coprecipitacdo @ Esferas Simples e efetivo | Inapropriado

para sinteses de
fase
estequiométrica
precisa e nao
contaminada



Hidrotérmico

Injecéo de fluxo

Eletroquimico

Sonoquimico

Fluido

supercritico

Nanorreatores

Esferas
irregulares
compactas,
alongadas e de
varios formatos

Hastes
pequenas,
esferas
irregulares,
folhas
formatos
rémbicos

ou

Esferas,
nanohastes,
nanocristais
hexagonais e
facetas

Bipiramides,
esferas
hastes
truncadas

ou

Nanocristais
Mesoporosos,
nanotubos
irregulares
alongados

Nanoparticulas
ocas e
esféricas

Tamanho de
particula e
formato sao
facilmente

controlaveis

Procedimento

com controle
preciso, com
grande mistura e
homogeneidade,
além de boa
reprodutibilidade

Tamanho de
particula
controlavel
Distribuicdo  de
tamanho
delimitado nas
particulas

Nao utiliza

solvente organico
e possui controle

eficiente do
tamanho de
particula

Possibilidade de
controle
especifico do
tamanho das
nanoparticulas
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Alta pressao e
temperatura de
reacao

Sob um regime
de fluxo laminar

em um reator
capilar, requer
uma mistura de
reagentes
segmentada ou
continua
Dificuldade de
reproduzir
Mecanismo

ainda ndo € bem
compreendido

Requer altas
temperaturas e
pressao critica

Condicoes
complicadas
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Bioldgico | Incubacéao Esferas, Boa Lento e
microbiana esferas reprodutibilidade, | laborioso
irregulares, do | escalabilidade,
tipo haste, e  alto rendimento e
formato de  baixo custo
plaguetas
Fonte: Adaptado de Ali et al. (2016).

A coprecipitacdo € um dos métodos mais utilizados, sendo a sintese de
magnetita realizada pela mistura dos cloretos de Fe?* e Fe3* em meio aquoso, na
proporcao de 1:2, acrescido de uma solucdo basica e aquecimento (XU et al., 2014).
Foi demonstrado que o tamanho de particula, bem como a polidispersividade de NPFe
pode ser adaptado pela mudanca de alguns fatores, tais como: razéo entre Fe?* e
Fe3*, tipo de base utilizada (NaOH, NH4OH, CH3NHz, etc) e forga idnica. Outros fatores
também influenciam no tamanho de NPFe, como um aumento na proporgdo entre 0s
reagentes, temperatura, uso de gas N2, agitacdo e pH (WU et al., 2011; XU et al.,

2007).

Para se obter produtos de composi¢cdo homogénea e tamanho de particula
similar, alguns procedimentos de purificacdo podem ser necessarios, como

ultracentrifugacéo ou cromatografia de exclusdo molecular (XU et al., 2014).
2.1.2 Modificacéo de superficie de nanoparticulas magnéticas

Na preparacdo e armazenamento de NPFe, a manutencdo da estabilidade
€ um fator de extrema importancia. Essas particulas geralmente sao instaveis em
solucéo, o que limita a reutilizacdo e o tempo de vida desses materiais. Além disso, a
alta relacdo superficie/volume e a forte atracdo magnética entre as particulas pode
levar a sua agregacéao, limitando a sua dispersdo em solucdo aquosa e nas matrizes
(WU; HE; JIANG, 2008; XU et al.,, 2014). Adicionalmente, a fim de expandir as
aplicacoes bioldgicas das NPFe, algumas biomoléculas também séo utilizadas para
melhorar a sua biocompatibilidade (WU; HE; JIANG, 2008).

Para superar essas limitacbes, varias abordagens sdo utilizadas para
modificar a superficie através da adicdo de compostos quimicos e/ou bioldgicos
durante ou apOs o processo de sintese. Essas técnicas ndo apenas otimizam as

propriedades de superficie das NPFe, tais como biocompatibilidade, dispersibilidade
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e biodegradabilidade, como também permitem que nanoparticulas hidrofébicas

possam ser utilizadas em sistemas hidrofilicos (ARIAS et al., 2018; XU et al., 2014).

Os materiais utilizados no procedimento de funcionalizacdo podem ser de
origem sintética ou natural. Polietileno, polivinilpirrolidona (PVP), polietilenoglicol
(PEG) e alcool polivinilico (PVA) sédo alguns materiais sintéticos artificiais tipicos,
enquanto os materiais macromoleculares naturais incluem dextranas, gelatinas,

albumina, amido, quitosana, enzimas, lectinas, dentre outros (ASSA et al., 2016).

O procedimento de silanizacdo €, sem duvida, uma das técnicas mais
utilizadas para a introducdo de grupos funcionais de superficie em nanoparticulas
magnéticas devido a algumas caracteristicas, tais como: baixa toxicidade, alta
estabilidade sob condi¢cBes acidas e facilidade de se realizar modificacbes quimicas
de superfici (COLOMBO et al., 2012; LIU et al., 2013) e. Além disso, a reacdo pode
ser realizada em meio aquoso ou com solventes organicos em temperaturas
moderadas, e ndo sdo necessarias condi¢des especificas, nem equipamentos caros.
O mecanismo consiste na formacéao da ligacdo Fe-O-Si entre as NPs e as moléculas
de silano, sendo o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) um dos compostos mais

utilizados para este fim (LIU et al., 2013).

Protocolos de imobilizacao utilizando ligantes covalentes também tém sido
bastante empregados, especialmente para a imobilizacdo de proteinas nas
nanoparticulas magnéticas (BARBOSA et al, 2013). Um dos agentes mais
empregados para este fim é o glutaraldeido, o qual é utilizado para reticular proteinas
nas NPs, devido a interacdo de seus grupos funcionais (grupo aldeido) que séo
capazes de interagir tanto com as NPs modificadas quanto com as proteinas de
interesse. Essa técnica auxilia a proteina a se manter ancorada nas NPs e pode trazer
melhorias na estabilidade da molécula (SAHIN; OZMEN, 2020).

Como as caracteristicas fisicas e quimicas possuem efeitos decisivos na
aplicabilidade das nanoparticulas magnéticas, a utilizacdo de técnicas de
caracterizacdo de superficie € fundamental para uma melhor compreensédo de
propriedades como morfologia de superficie, composicdo quimica e distribuicdo
espacial dos grupos funcionais. Algumas técnicas importantes nos estudos das NPs
incluem: espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),

microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia eletrbnica de transmissao
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(MET), microscopia de forca atbmica (MFA), difracdo de raios-X (DRX) e analise
termogravimétrica (TGA) (ALI et al., 2016; XU et al., 2014).

2.1.3 Aplicagdes biotecnoldgicas das nanoparticulas magnéticas

O interesse da biotecnologia pelas nanoparticulas magnéticas em
aplicacOes terapéuticas e diagndstico tem se intensificado, visto que seu tamanho
meédio é menor ou comparavel com o de virus (20 a 450 nm), proteinas (5 a 50 nm) e
genes (2 nm de largura e de 10 a 100 nm de comprimento) (Figura 3) (ASSA et al.,
2016; PANKHURST et al., 2003). Além disso, a capacidade em potencial de serem
manipuladas por um gradiente de campo magnético externo para transporte e
imobilizagdo in vivo de modo néo-invasivo as tornam candidatas promissoras no
desenvolvimento de novos produtos (COLOMBO et al., 2012).

Figura 3: Representacdo da dimenséo das nanoparticulas em compara¢éo ao tamanho de atomos e
moléculas de seres vivos.

Atomo DNA Proteina Virus Bacteria  Células

1A Inm | [10nm| | 100nm | | 1pm | | 10 pm

O Nanoparticulas

Nesse contexto, a biofuncionalizacdo de NPs é primordial para conferir

Fonte: (ABREU, 2019).

caracteristicas apropriadas para aplicagcbes biomédicas. Alguns exemplos de

revestimentos e as vantagens de seus usos estdo sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2: Exemplos de diferentes biomoléculas e agentes de revestimentos usados na fabricacéo de

biocompdésitos magnéticos.

Biomolécula/agente de

revestimento

Vantagens/aplica¢des

Vetores adenovirais

Ressonancia magnética de imagem e gene

delivery. Favorecem a liberacéo citosdlica.

Anticorpos

Alta variedade de anticorpos que se ligam a
proteinas especificas encontradas apenas em
estruturas celulares especificas. Processos de
reconhecimento, captura celular e separacao
imunomagnética. Deteccdo de atividade
enzimatica in vivo. Rastreamento de células
marcadas. Entrega inteligente de

medicamentos. Acumulagdo em tumores.

Aptameros

E possivel crid-los artificialmente para alvos
especificos. Menores que  anticorpos.
Processos de reconhecimento. Eles se ligam a

moléculas-alvo especificas.

Dextrana

Agente estabilizante. Melhora a circulagéo

sanguinea.
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DNA ou RNA Processos de reconhecimento. Entrega de

medicamentos.

Doxorrubicina Medicamento para o tratamento de cancer.

Enzimas ou proteinas Biomarcadores de processos como cancer,
apoptose, reacOes inflamatorias. Andlise,
deteccdo, purificacdo e separacdo de
proteinas. Acumulagcdo em tumores (drug
delivery e hipertermia)

Oligonucleotideos Sondas para deteccao ou separacdo de DNA
ou RNA. Nanoswitches.

Fonte: Adaptado de Colombo et al. (2012).

Diferentes abordagens biotecnoldgicas podem ser empregadas através da
modificacdo da superficie das nanoparticulas magnéticas com biomoléculas. De um
lado, a funcionalizacéo da superficie com agentes biologicamente ativos como ions
especificos, anticorpos, nucleotideos, peptideos, vitaminas, hormonios, antibiéticos,
polimeros, dentro outros atuam como guias no direcionamento desses materiais para
células, 6rgdos ou tecidos, sendo Uteis em estudos envolvendo drug delivery, exames
de contraste, dentre outros (ASSA et al., 2016).

Por outro lado, 0 uso desses materiais em processos de separacao
magneética tem varias vantagens em comparagao com outras técnicas tradicionais,
como cromatografia em coluna ou extragdo com solventes organicos toxicos. O
método de separacdo magnética oferece a possibilidade de um isolamento direto de
amostras brutas que serve, também, como base para varios procedimentos
automatizados de baixo a alto rendimento, 0s quais permitem economizar tempo e
recursos (SOSA-ACOSTA et al., 2018). Além disso, foi identificado que particulas
magnéticas funcionalizadas com anticorpos direcionados a receptores de células

cancerigenas isolam células tumorais usando gradientes de campo magnético (UNNI
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et al., 2020). O complexo formado entre as particulas e enzimas/proteinas apresenta
vantagens industriais, por apresentar baixo custo, capacidade de recuperacédo e
facilidade de separacdo através de um campo magnético externo, tendo grande
potencial de empregabilidade.

Outra aplicacao biotecnologica importante com as nanoparticulas de ferro
foi o desenvolvimento de novos e econdmicos nanomateriais para remediacéo
ambiental e deteccdo de poluicdo, pois, com a tendéncia crescente da
industrializacdo, os metais pesados apresentam uma grande ameaca ao meio
ambiente devido ao seu descarte em agua e esgoto acima dos limites permitidos, o
que provoca efeitos toxicos no ser humano e no meio ambiente (LAKSHMANAN et al.,
2013). As nanoparticulas de 6xido de ferro sdo consideradas boas candidatas a
adsorcdo e remocao de metais pesados como cromo, cobre, niquel e chumbo. As
nanoparticulas de ferro, em uma variedade de formas quimicas e estruturais, ja
exibiram sua diversidade e potencial em muitas fronteiras da area ambiental (HUA et
al., 2012b; JIA et al., 2017; SULMAN; MATVEEVA; BRONSTEIN, 2022).

Além dessas aplicacfes, existem abordagens relatadas também nas areas
de alimentos, tratamento de efluentes, biossensores, ressonancia magnética,
hipertermia, tratamento de feridas e outras (ARIAS et al., 2018; ASSA et al., 2016; XU
et al., 2014), o que mostra a diversidade de empregos que as nanoparticulas

magneéticas possuem dentro das varias areas da biotecnologia.
2.2 Lectinas Vegetais

As lectinas sdo uma classe de proteinas que, de maneira geral, sao
capazes de reconhecer carboidratos de maneira reversivel e com alta especificidade,
diferindo das enzimas por ndo apresentarem atividade catalitica, e de anticorpos por
ndo necessitarem de estimulagdo antigénica (PEUMANS; VAN DAMME, 1995;
SHARON, 2007).

Peumans e Van Damme (1995) apresentaram uma definicdo que
considerava que o Unico pré-requisito para uma proteina ser classificada como lectina
€ que esta apresentasse, pelo menos, um dominio néo catalitico capaz de ligar-se
reversivel e especificamente a carboidratos. Além dessa definicdo, Peumans e Van

Damme propuseram uma classificagdo para as lectinas vegetais, levando-se em



29

consideracdo sua estrutura proteica. Elas foram divididas em merolectinas,

hololectinas e quimerolectinas.

As merolectinas sdo proteinas que apresentam exclusivamente um Unico
sitio ligante a carboidratos. Com isto, sdo incapazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados. As hololectinas sédo proteinas que também apresentam apenas um
dominio de ligacéo a carboidratos, porém contém dois ou mais sitios de ligacéo (os
quais podem ser iguais ou homdlogos) para essas moléculas, estando aptas a
aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. As quimerolectinas séo proteinas
gue possuem, além do dominio ligante a carboidratos, outro dominio com atividade
catalitica ou atividade bioldgica que age independentemente do dominio ligante de
acucar (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Alguns anos depois, (DAMME et al., 1998) propuseram uma modificacao
nesta classificagdo, que foi ampliada com a inclusdo de uma nova classe, as
superlectinas. As superlectinas sdo um grupo especial de quimerolectinas, sendo
proteinas de fusdo, as quais sdo estruturalmente diferentes e reconhecem

carboidratos distintos.

Quatro anos depois, foi sugerido por (MONTEIRO-MOREIRA, 2002) mais
uma classe de lectinas, denominadas multilectinas, definidas como proteinas
constituidas exclusivamente de dominios ligantes a carboidratos, que séo idénticos
ou homélogos, mas que reconhecem acgucares estruturalmente nao relacionados. Ou

seja, sado lectinas de especificidade multipla.

A existéncia em abundancia de lectinas em muitas plantas sugere a elas
algumas funcgbes especificas, como a defesa do vegetal contra virus, bactérias,
insetos, fungos e herbivoros; regulacédo de fitohormonios; e a associacdo do vegetal
a simbiontes (ARNAUD; AUDFRAY; IMBERTY, 2013; DAMME et al., 1998; SHARON,
2007).

Apesar das lectinas de plantas serem amplamente exploradas, a presenca
de lectinas em fontes animais € observada (KILPATRICK, 2002). Os papéis das
lectinas incluem endocitose e transporte intracelular (YAMAMOTO, 2009), a inducao
da apoptose em células tumorais (BAH et al., 2011), o bloqueio da infec¢ao por HIV
(TANAKA et al., 2009); regulacao da adesao celular bacteriana e a migragao (TANNE;
NEYROLLES, 2010) e controle dos niveis de proteina no sangue (RYDZ et al., 2013).
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As lectinas sdo também conhecidas por desempenharem um papel importante no
sistema imune, reconhecendo carboidratos que sdo encontrados exclusivamente no

patégeno ou que séo inacessiveis em células hospedeiras.

Existe um grande numero de lectinas vegetais ja isoladas, caracterizadas
e disponiveis comercialmente. Por muito tempo, as lectinas de plantas foram as Unicas
estruturalmente caracterizadas e, especificamente, as lectinas de leguminosas tém
sido consideradas modelos para o estudo de interacbes proteina-carboidrato
(ARNAUD; AUDFRAY; IMBERTY, 2013). Devido a sua abundancia, facilidade de
isolamento e de manuseio, até mesmo a sua producdo de forma recombinante, as
lectinas vegetais se tornaram ferramentas bastante utilizadas em diversas areas,
dentre elas a medicina, a biologia celular, biologia molecular e a bioquimica. E essa
aplicacao pode ser exemplificada na purificacdo e caracterizacdo de glicoconjugados
de superficie celular, na andalise dos mecanismos envolvidos na glicosilacdo, na
tipagem sanguinea, no diagndstico e terapia na pesquisa sobre as neoplasias e até
mesmo na identificagdo de cepas de microrganismos (ARNAUD; AUDFRAY;
IMBERTY, 2013; HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017; LOBO et al., 2017; SHARON,
2007). Elas tém dado suporte a estudos moleculares, estruturais, genéticos, de
patologia, de fisiologia vegetal, dentre outros, através do detalhamento das interacdes
proteina-proteina e proteina-carboidrato.

2.2.1 Frutalina

A frutalina € uma lectina de especificidade multipla, pertencente a familia
das lectinas relacionadas a jacalina (JRL), e € a lectina de maior abundancia presente
nas sementes de Artocarpus incisa L., popularmente conhecida como fruta-pao
(MOREIRA et al., 1998). A FTL foi isolada em 1998 por Moreira e colaboradores por
meio de cromatografia de afinidade em coluna de galactomanana reticulada de
Adenanthera pavonina. E uma glicoproteina a-D-galactose ligante (podendo
reconhecer epimeros de a-D-manose), contendo 2,1% de carboidratos em sua
estrutura. Apresenta elevados teores de aminoacidos &cidos, hidroxilados e
hidrofébicos e baixo teor de aminoacidos sulfurados e tem a capacidade de aglutinar
hemacias de varios animais, aglutinando fortemente as heméacias humanas, porém
nao apresenta qualquer especificidade por antigenos do sistema ABO (MOREIRA et
al., 1998).
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Em pH acima de 8,0, a FTL aparece na conformacdo de tetramero,
enquanto em pHs mais baixos ela se apresenta mais comumente na forma de
dimeros. O padrdo da FTL em SDS-PAGE é semelhante a Jacalina: duas bandas
entre 20 e 14 kDa que correspondem as fragBes glicosilada e ndo glicosilada,
respectivamente, além de apresentar espectro de massa deconvoluido com diferentes
massas dentro de 16,5 kDa, consistente com a presenca de glico-isoformas de
monomeros idénticos (OLIVEIRA et al., 2008). Sua estrutura tridimensional foi obtida
através de cristalizacdo e andlises dos dados por difragdo de raios-X (MONTEIRO-
MOREIRA et al., 2015), mostrando que a FTL apresenta, em cada unidade
monomeérica, um 3 prisma simétrico, com trés grupos de 4 folhas beta, cada (Figura
4). O sitio de reconhecimento a carboidratos € semelhante ao da Jacalina e envolve
o N-terminal da cadeia a, demonstrando, na regido, um enovelamento caracteristico
da familia Moraceae. O sitio de ligacéo da FTL consiste em uma cavidade proxima ao
N-terminal da cadeia a, formada por quatro residuos-chave: Gly25, Tyr146, Trpl47 e
Asp149.

Figura 4: Estrutura tridimensional da Frutalina

Fonte: (MONTEIRO-MOREIRA et al., 2015).

Alguns estudos comprovam que a frutalina pode desempenhar diferentes
aplicacGes biomédicas, por ser capaz de induzir a migracao de neutréfilos em ratos, ser

uma molécula quimiotatica potente para neutréfilos humanos e estimulador de linfécitos
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humanos, além de apresentar efeitos citotdéxicos sob células tumorais em cultura in vitro
(OLIVEIRA et al., 2009, 2011).
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3 HIPOTESE

Considerando os diversos relatos na literatura da obtencdo e das
aplicacbes das nanoparticulas imobilizadas com proteinas, o presente trabalho visou

confirmar a seguinte hipoétese:

A funcionalizacdo da frutalina em nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro (FesO4) pode ser alcancada de maneira eficiente, de forma que o material obtido
apresente boas caracteristicas fisico-quimicas, ndo seja toxico em testes in vitro nas
concentracfes usuais e de forma que a lectina mantenha sua estrutura ativa e

funcional para o reconhecimento a carboidratos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Produzir uma matriz de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro

(FesOa4) funcionalizadas com frutalina com potencial aplicacao biotecnologica.

4.2 Objetivos Especificos

Sintetizar as nanoparticulas de 6xido de ferro;

Purificar a frutalina a partir de sementes de Artocarpus incisa L.;
Funcionalizar as NPs com FTL utilizando APTES e glutaraldeido como
agentes intercalantes;

Caracterizar as nanoparticulas com e sem funcionalizagao;

Demonstrar a atividade da lectina ap6s a funcionalizacdo através da atividade
hemaglutinante e ensaio de interagéo ao carboidrato;

Determinar a viabilidade celular das NPFTL.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta, extragéo e purificacédo da frutalina
A coleta do material vegetal, frutos e sementes de Artocarpus incisa L.,

ocorreu na regido serrana de Maranguape/Ceara.

As sementes de A. incisa foram destegumentadas, fatiadas e expostas a
acetona para a realizacdo do processo de desidratacdo. O procedimento ocorreu
utilizando-se a proporcéo 1:2 (m/v) de acetona, com trocas a cada 6 h, durante 24 h.
Ao término do processo, o material foi deixado para secagem ao ar livre. Em seguida,
realizou-se a trituragéo das sementes com moinho de Iaminas e o peneiramento para
obtencao de farinha homogénea. Os procedimentos foram realizados de acordo com
metodologia adaptada de Moreira et al. (1998).

A extracdo das proteinas foi realizada suspendendo-se a farinha em
solucéo de NaCl 0,15 M, na proporcédo 1:10 (m/v), e deixada em agitacdo continua por
30 min a temperatura ambiente. A suspensao obtida foi centrifugada a 10.000 x g, por
30 min, a4 °C em centrifuga refrigerada e o sobrenadante obtido foi filtrado e constituiu
0 extrato bruto.

Para o isolamento da frutalina, foi utilizada a cromatografia de afinidade em
coluna de agarose-D-galactose. A coluna foi previamente equilibrada com NaCl 0,15
M e, em seguida, o extrato bruto foi aplicado a um fluxo de 0,5 mL/min. O material ndo
retido (pico ) foi eluido com NaCl 0,15 M. A fracéo retida na coluna (pico Il) foi eluida
com solucao de galactose 0,2 M em NaCl 0,15 M, que resultou na fracdo contendo
frutalina. A eluicdo das proteinas foi acompanhada por absorbancia a 280 nm em
espectrofotometro. A fracdo obtida do pico Il foi dialisada utilizando-se o kit Slide-A-
Lyzer Dialysis Flask, 10K MWCO da ThermoFisher®. A pureza da lectina foi analisada
por sistema de eletroforese SDS-PAGE seguindo metodologia descrita por (LAEMMLI,
1970)

A lectina foi submetida ao ensaio hemaglutinante, realizado segundo a
metodologia descrita por (MOREIRA; PERRONE, 1977), para verificacdo de sua
atividade. Em resumo, uma diluicdo seriada foi obtida com solucdo de 1 mg/mL de
frutalina em solucdo de NaCl 0,15 M, em placas de microtitulacdo de 96 pocos com

fundo V. Aos pocos foram adicionados 50 ul de suspensao 2% de eritrécitos de sangue



36

de coelho, seguido de incubacédo a 37 °C por 1 h, além de 1 h em temperatura

ambiente.

5.2 Sintese das nanoparticulas de ferro (NPFe)

As nanoparticulas de 6xido de ferro magnético foram sintetizadas pelo
meétodo de coprecipitacao alcalina de Fe (ll) e Fe (lll) (Figura 5). Os sais de ferro (1,34
g de FeCl2.4H20 e 3,40 g de FeCls.6H20) foram dissolvidos em 100 mL de agua
deionizada. A solucéo foi mantida sob agitacdo a 2000 rpm em chapa aquecedora a
70 °C por 3 h. Nesse periodo, foi adicionada uma solucdo de NH4OH 4 M até que se
atingisse o pH 11. A solucdo de amonio foi adicionada lentamente para a producéo de
nanoparticulas de menor tamanho. Apds desligar o aquecimento e atingir a
temperatura ambiente, as NPs foram extensivamente lavadas com agua deionizada,
separadas por centrifugacédo a 3.000 rpm, 25 °C, por 10 min e secadas em estufa a
50 °C por 12 horas. Em seguida, as NPs foram armazenadas em frascos de vidro a
temperatura ambiente, para posterior utilizacdo no processo de funcionalizacdo. A
metodologia foi adaptada de (Catalano & di Benedetto, 2017).

Figura 5: Esquema de sintese das NPFe pelo método de coprecipitacao.
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Fonte: (MENDES, 2020).

5.3 Funcionalizagdo das nanoparticulas de ferro com frutalina
Nanoparticulas foram dispersas, na proporcdo de 1:1, em solu¢do 10% de
APTES (diluido em 1:1 agualetanol), sonicadas por 10 min e mantidas sob agitacao

overnight. As particulas modificadas foram coletadas, lavadas 3x com etanol P.A. e
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colocadas na estufa a 60 °C por 1h30min. Em seguida, o material foi adicionado a
uma solucéo 2,5% de glutaraldeido, sonicado por 10 min e mantido sob agitacdo em
um shaker por 2 horas. Apds esse tempo, o sobrenadante foi descartado e as
nanoparticulas foram lavadas 2x com agua destilada e 1x com tampédo PBS para
retirada do glutaraldeido néo reticulado. Posteriormente, o suporte ativado foi
adicionado a solucéo de frutalina (13,7 mg de proteina por grama de suporte ativado)
e 0 conjunto foi solubilizado em PBS. O material foi mantido sob agitagdo em shaker
por 24 h. Apos esse periodo, o sobrenadante foi retirado e armazenado para o teste
de eficiéncia de imobilizacdo. As nanoparticulas funcionalizadas foram lavadas 3x
com PBS para retirada da frutalina ndo funcionalizada e, em seguida, foram
armazenadas para uso posterior (Figura 6). A metodologia utilizada foi adaptada de
(KUMAR et al., 2019a).

Figura 6: Representacéo esquematica do processo de funcionalizagao da frutalina nas NPFe.
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Fonte: Adaptado de (KUMAR et al., 2019).
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5.4 Eficiéncia de imobilizacdo

Para averiguar a eficiéncia de imobilizacao, realizou-se a quantificacao de
proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). O calculo foi realizado
seguindo-se a equacéo: [{Pi—(Pw + Ps)}/Pi] x 100, onde Pi é a concentragdo total de
proteina antes do ensaio; Pw e Ps correspondem a concentracdo de proteina nas
lavagens e no sobrenadante apds a imobilizacao, respectivamente (VERMA et al.,
2012).

5.5 Caracterizacao das nanoparticulas

5.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens para estudo da morfologia das amostras foram obtidas por
microscopia eletrénica de varredura com elétrons secundarios. As fotomicrografias
foram obtidas em microscépio modelo Quanta 450 FEG, da Central Analitica da UFC.

As amostras, na forma de p6, foram previamente fixadas em fita de carbono.

5.5.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

As medidas de tamanho de particula foram realizadas por espalhamento
dindmico de luz pelo equipamento Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Inc, UK).
As nanoparticulas foram dispersas em agua deionizada e aplicadas em ultrassom por
20 min. Parte da dispersédo foi inserida em cubeta apropriada e posicionada no
equipamento para realizacdo das medidas. A analise foi realizada em triplicata. As
medidas de potencial zeta, referentes a carga residual de cada amostra, foram

realizadas no mesmo equipamento e utilizando a mesma cubeta.

5.5.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Com o intuito de verificar a presenca de grupos funcionais, as amostras
foram analisadas através da espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier. Os dados de FTIR foram obtidos em espectrémetro modelo IRTracer-100
(Shimadzu, Japan). Foram utilizadas 2 mg das amostras (FTL, NP e NPFTL), as quais
foram dispersas e analisadas em pastilha de KBr na faixa de 400-4000 cm™ com
resolucdo de 4 cm? e 64 scans (CATALANO; DI BENEDETTO, 2017).

5.5.4 Difracdo de Raios-X
As amostras (NPFe e NPFe+FTL) foram submetidas a difracdo de raios-X
(DRX) no difratbmetro Rigaku DMAXB, do Laboratérios de Raios-X da UFC. Foi
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utilizada a fonte de radiacdo de CuKa (A = 1,54 A) a 30 kV e 30 mA, na faixa angular

20 no intervalo de 20° - 70°, com ciclo de 2 °C/min.

5.5.5 Analise termogravimétrica (TGA)

Aproximadamente 10 mg das amostras de NPFe e NPFTL e 7 mg de FTL
liofilizada foram analisadas em equipamento TA Instruments (TGA Q50 Shimadzu),
no Laboratoério de Termoanalise do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica
da UFC. A andlise foi realizada em atmosfera de nitrogénio sob fluxo de gas de 40
mL/min e taxa de aquecimento de 10 °C/min de 25 a 700 °C (BADHE et al., 2017).

5.5.6 Analise da influéncia da temperatura (°C) e tempo e contato (min) na
estabilidade da magnetizacdo das nanoparticulas
Foi tracado um delineamento fatorial completo. Temperatura (°C) (X1) e
Tempo de Contato (min) (X2) foram estabelecidas como variaveis independentes,
estudadas em dois niveis em planejamento fatorial completo (RODRIGUES; IEMMA,
2014). Os niveis de variagdo e as variaveis independentes estdo apresentadas na
Tabela 3.

O delineamento experimental foi realizado com onze experimentos,
compostos por quatro pontos fatoriais, quatro axiais e trés repeticdes no ponto central,
totalizando 11 ensaios. Os limites foram estabelecidos de acordo com as analises
termogravimétricas das particulas descritas na literatura. A Tabela 4 mostra o
planejamento fatorial completo (22) com pontos axiais e repeticdo nos pontos centrais,

com valores reais e codificados.

Todos os tratamentos foram realizados na mufla, utilizando 1g de NPFe em
cada analise, com auxilio de cadinho apropriado, seguindo os valores de temperatura

e tempos de contato estabelecidos na Tabela 4.

Tabela 3: Variaveis independentes e valores codificados e reais dos niveis utilizados no planejamento
experimental fatorial 22.

Niveis das variaveis codificadas
-1,41 -1,0 0 +1,0 +1,41

Variaveis

Independentes

Niveis as variaveis reais
Temperatura (°C) 56,80 150 375 600 693,198
19 1
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Tempo de contato (min) 35,14 60 120 180 204,852
72 8

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4: Planejamento experimental fatorial 22 com valores reais e codificados para cada ensaio.

Niveis de variaveis Niveis de variaveis reais
Tratamentos codificadas
X1 X2 Temperatura Tempo de
(°C) contato (min)
1 -1 -1 150 60
2 -1 +1 150 180
3 +1 -1 600 60
4 +1 +1 600 180
5 -1,41 0 56,8019 120
6 +1,41 0 693,1981 120
7 0 -1,41 375 35,1472
8 0 +1,41 375 204,8528
9 (C) 0 0 375 120
10 (C) 0 0 375 120
11 (C) 0 0 375 120

(C) = Ponto Central

Fonte: Elaborado pelo autor

5.6 Atividades biolégicas

5.6.1 Atividade hemaglutinante das NPFTL

Para averiguacdo da atividade lectinica ap6s o procedimento de
funcionalizagdo, as nanoparticulas funcionalizadas com frutalina foram submetidas ao
ensaio hemaglutinante realizado segundo a metodologia descrita por (MOREIRA,;
PERRONE, 1977), com adapta¢des. Em resumo, uma diluicdo seriada foi obtida com
amostras de NP e NPFTL em solucdo de NaCl 0,15 M, em placas de microtitulacéo
de 96 pocos com fundo V. Aos pocgos foram adicionados 50 ul de suspensao 2% de
eritrocitos de coelho seguido de incubacdo a 37 °C por 1 h, além de 1 h em

temperatura ambiente.
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5.6.2 Ensaio de interacdo ao carboidrato

A fim de se averiguar a especificidade da lectina ao carboidrato apos o
processo de funcionalizacao, utilizou-se 5 mg de galactomanana purificada. A amostra
foi solubilizada em solugdo salina (NaCl 0,15 M) contendo 20 mg de NPFTL. O
material foi mantido sob agitacdo em shaker por 30 min em temperatura ambiente. Em
seguida, a amostra foi colocada na presenca de um ima, o sobrenadante foi
descartado, e as particulas foram lavadas extensivamente com solug¢édo salina. O
material obtido foi secado em concentrador de amostras SpeedVac e, em seguida,
submetido a andlise de FTIR para verificacdo dos grupos funcionais que demonstrem

a interacao lectina-carboidrato.

5.6.3 Ensaio in vitro com fibroblastos

Fibroblastos imortalizados de camundongo (L929), foram cultivadas em
frascos proprios para cultura (Kasvi, 75 cm?, volume de 250 mL), utilizando o meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucédo de
antibiéticos (penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 ug/mL, Sigma). As células
foram incubadas em estufa de CO2 a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2 e 95% de

umidade e, periodicamente, observadas com auxilio do microscépio de inversao.

56.3.1 Ensaio de viabilidade celular com as NPFTL

Fibroblastos aderidos em frascos de cultura foram suspensos com tripsina-
EDTA e plaqueados a 3 x102 (L929) células por pogco em placas de 96 pocos. Apds
adesao e recuperacao por 12 h, as células foram expostas as NPFTL em um intervalo
de concentracdes de 0,0625 — 2 mg.mL* preparadas em RPMI 1640 (10% SFB, 1%
de penicilina — estreptomicina), 2 mM de glutamina. Células mantidas no meio sem
NPFTL foram usadas como controle. Apds tratamento por 24h a 37 °C em incubadora
com atmosfera controlada e 5% de COz2, a viabilidade celular foi avaliada utilizando o
reagente PrestoBlue®, de acordo com instrucbes do fabricante. As fluorescéncias
foram medidas em comprimento de onda de excitagdo a 530-560 nm e emissao em

590. A viabilidade celular (%) foi calculada pela seguinte formula

RFU tratado

. P 0, =\
Viabilidade (%) (RFU controle

>x 100
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Onde RFUtatado corresponde as unidades de fluorescéncia relativa dos
pogos tratados com as amostras e RFUcontrole @S unidades de fluorescéncia relativa
aos dos pocos néo tratados (RISS et al., 2016). As amostras foram testadas em
diluicdo seriada, em octoplicata, e os resultados foram avaliados segundo a média
erro padrao da média (E. P.M) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular. Os
dados foram analisados por one-way-ANOVA utilizando o prograam GrafhPad Prism
Verséo 7.03.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Purificacdo da frutalina

A pureza da lectina foi confirmada através do perfil eletroforético obtido a
partir de um gel SDS-PAGE 12,5%, como mostra a Figura 7. Na eletroforese, foi
observado o perfil caracteristico dessa proteina, com duas bandas de massa
aparente, as quais se apresentam desta forma devido as diferencas de glicosilacdes
(MOREIRA et al., 1998).

Figura 7: SDS-PAGE referente a purificagédo da Frutalina. Pocgos: (1) Marcador LMW GE; (2) Frutalina.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para verificar a atividade lectinica, foi realizado o ensaio da atividade
hemaglutinante com eritrocitos de coelho, no qual foi possivel observar aglutinacéo, o

gue nos permite afirmar que a FTL estava ativa.
6.2 Eficiéncia de imobilizacéo

A quantidade de frutalina imobilizada foi calculada seguindo-se a equacao
descrita na metodologia, levando-se em conta a concentragdo de proteina nas
lavagens e no sobrenadante ap6s a imobilizacdo. Obteve-se uma eficiéncia de
imobilizacdo de 72%, sendo obtido aproximadamente 10 mg de FTL/g de NPFe.
Alguns trabalhos relatam diferentes graus de eficiéncia, como (YONG et al., 2018) que



44

obtiveram um rendimento de 39% ao imobilizar concanavalina A (ConA) em NPs,
enquanto (VERMA et al., 2012) imobilizaram a enzima B-d-galactosidase com 87% de
eficiéncia e (TOMITAKA et al., 2015) relataram obter mais de 80% de funcionalizacao
da lactoferrina em NPs.

Essas diferencas tem relacdo com o uso dos agentes de ancoramento.
Nesse trabalho, o uso de APTES e glutaraldeido contribuiu para melhorar a eficiéncia
de imobilizac&o, pois eles atuam como “bragos”, formando uma malha que permite
gue a proteina esteja interligada através de ligacdes covalentes, mantendo a lectina

presa a superficie da nanoparticula de maneira mais eficaz.

6.3 Caracterizacdo das nanoparticulas

6.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Tamanho de Particula

Apos a sintese das NPs e do procedimento de funcionalizacao, os produtos
obtidos foram caracterizados fazendo uso da microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) e do Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) com o intuito de avaliar a morfologia
e distribuicdo do tamanho de particula, como visto na Figura 8.

De acordo com as imagens, observa-se que as hanoparticulas apresentam
formato arredondado, superficie lisa, sem aspecto poroso e com grande variacao de
tamanhos, com algumas chegando a atingir a escala de micrometros. Essa variedade
de diametros pode ser explicada por alguns fatores: a limitacdo da técnica de
coprecipitacdo em se estabelecer um tamanho exato para essas particulas; as
ligagbes intercruzadas que se estabelecem durante o procedimento de
funcionalizacdo; e a auto-agregacdo decorrente do magnetismo entre as
nanoparticulas (ROCA et al., 2019). Tais fatores também séo relatados por (YONG et
al., 2018) que estudaram meétodos de funcionalizacdo de NPs com multienzimas,
utilizando glutaraldeido e a lectina ConA como agentes intercalantes. O procedimento
executado por eles produziu nanoparticulas que tiveram seu didametro aumentado de

aproximadamente 100 nm para 900 nm.

Existe, na literatura, uma discussdo acerca da definicdo exata do que
seriam as nanoparticulas, pois alguns autores consideram que sejam quaisquer
particulas sélidas que estejam na faixa de 1 a 1000 nm (KOHANE, 2007; KREUTER,
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1996), enquanto outros restringem essa definicdo para particulas na faixa de 1 a 100
nm, a depender da sua aplicabilidade (LOVESTAM et al., 2010).
Figura 8: Imagens de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) referentes as amostras magnéticas

sintetizadas com seus respectivos graficos de distribuicdo de tamanho, obtidos por DLS. (A — C)
Nanoparticulas magnéticas (NPFe); (D — F) Nanoparticulas funcionalizadas com frutalina (NPFTL).
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Neste trabalho, o termo nanoparticulas esta sendo utilizado levando-se em
conta a definicdo ampla, pois as analises demonstraram que o tamanho médio das
NPFe obtidas estd na faixa dos 700 nm, com um certo aumento apdés a
funcionalizagéo, tendo as NPFTL uma média de 780 nm. E valido ressaltar, também,
gue as micrografias demonstram que as etapas de funcionalizacado, incluindo-se a
adicdo de APTES, glutaraldeido e a lectina, ndo acarretaram em mudancas na
morfologia das nanoparticulas, o que é um fator importante a ser levado em

consideracao para posteriores aplicagdes biotecnoldgicas.
6.3.2 Potencial Zeta

A carga superficial das nanoparticulas foi medida através do potencial zeta
e os valores obtidos estdo demonstrados na Tabela 5. Observa-se que a carga
superficial de NPFTL possui valores negativos quando comparada com a de NPFe, o
que € um indicativo de que houve a complexacdo do material ocorreu de forma
eficiente, pois a lectina também possui valores de carga negativa, por apresentar um
elevado percentual de aminoacidos acidos e hidroxilados em sua estrutura (MOREIRA
et al., 1998a). Um estudo realizado por (TOMITAKA et al., 2015) também aponta o
uso do potencial zeta como um indicativo da conjugacédo eficiente da proteina
estudada com as nanoparticulas, pois a carga superficial do material sofre alteracbes

e isso tem influéncia no meio biolégico que sera empregado.

Tabela 5: Valores de potencial zeta das amostras de Frutalina (FTL); Nanoparticulas de éxido de ferro
(NPFe) e Nanoparticulas funcionalizadas com frutalina (NPFTL).

Amostra Potencial Zeta Média Desvio Padréo
(mV)

FTL -6,56 -6,69 0,192

-6,91

-6,60

NPFe 22,3 21,9 0,321

21,8

21,7

NPFTL -18,1 -17,9 0,208




a7

-17,7

-18,0

Fonte: Elaborado pela autora.

Além disso, os valores de potencial zeta obtidos para NPFTL também
indicam que o complexo apresenta uma certa instabilidade em solugéo aquosa, o que
explica a ocorréncia de agregacdo das nanoparticulas, visto que valores que se
encontram na regido entre -30 mV e +30 mV significam que atuam interacdes estéricas
e eletrostaticas que afetam a estabilidade do complexo. Tal fato é relatado em estudo
realizado por (JADHAV et al., 2014), o qual mostrou uma maior estabilidade das
nanoparticulas de ferro funcionalizadas com 4% de PVA, quando comparadas com as

NPs sozinhas em func&o do tempo durante 11 dias em tampao fosfato pH 7,2.
6.3.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise por FTIR € uma ferramenta importante para determinacao de
estruturas de espécies organicas e inorganicas (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009),
sendo dividida em duas regides: a primeira, de 4.000 a 1.400 cm™, é a regido de
absorcdo da maioria dos grupos funcionais, enquanto a regido de 1.400 a 600 cm™ é
a banda de impresséao digital, sendo muito util na identificacdo de compostos, pois
pequenas diferencas na estrutura e na constituicdo da molécula resultam em uma

mudanca significativa nos picos de absorcao (SILVERSTEIN et al., 2007).

A figura 9 apresenta os espectros de infravermelho das nanoparticulas de
ferro, da frutalina purificada e das nanoparticulas de ferro revestidas com a frutalina.

A presenca de estiramentos da ligacdo O-H em torno de 3400 cm™ é
atribuida a presenca de grupos O-H ou moléculas de agua coordenadas com atomos
de ferro na superficie. Alem disso, as vibracdes de estiramento de N-H se sobrepdem
aos de O-H nessa regido (PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009). Uma
banda de absorcédo préxima a 2900 cm* ocorre devido as vibracdes das ligacdes C-
H presentes tanto em FTL quanto em NPFTL. As vibracdes de estiramento C-O em
torno de 2290 cm™ sdo devidas ao CO2 atmosférico. Os picos presentes em torno de
1635 e 1539 cm? correspondem ao estiramento simétrico C=0 (amida |) e ao
estiramento simétrico N-C=0 (amida Il) (PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER,
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2009) e as vibracOes de estiramento de C=0, presentes na regidao proxima de 1500
cm?, correspondem aos grupos carbonilas, todos caracteristicos de proteinas (REGO
et al., 2014).

Figura 9: Espectros de FTIR das amostras de Nanoparticulas de FesOs (NPFe), Frutalina (FTL) e
Nanoparticulas funcionalizadas com frutalina (NPFTL).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Uma banda de absorcédo encontrada nas NPFe, na zona proxima de 1300
cm, corresponde ao residuo de NH4* utilizado na producdo das nanoparticulas
(ZHAO et al., 2009). O pico de absorcéo na faixa de 1100 cm™* é atribuido as ligacGes
peptidicas C-O/C-N (ANDRADE et al., 2019). As bandas de absorcé&o na faixa de 630-
500 cm, presentes nas NPFe e nas NPFTL, sdo atribuidas as vibracdes de ligacoes
de Fe-O nas estruturas tetraédricas e octaédricas dos cristais de FesO4
(EBRAHIMINEZHAD et al., 2012). Portanto, o grafico evidencia que o processo de
funcionalizac&o ocorreu de forma eficiente, pois ele demonstra que em NPFTL ha a
presenca de grupamentos quimicos encontrados apenas em NPFe (como a ligagao

Fe-O), bem como grupos funcionais presentes somente em FTL (como N-H).
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6.3.4 Difracdo de Raios-X

A difracdo de raios-X é uma técnica importante na determinagdo das
propriedades estruturais de muitos materiais organicos e inorganicos. Os
difratogramas experimentais permitem a identificacdo de compostos cristalinos,
determinar os parametros de rede, tamanho do gréo cristalino, orientacéo preferencial
e grau de cristalinidade dos materiais (MOS et al., 2018). Na figura 10, encontram-se
os difratogramas obtidos para as amostras de NPFe e NPFTL.

Figura 10: Difratogramas de DRX das amostras de nanoparticulas de 6xido de ferro (NPFe) e de
nanoparticulas funcionalizadas com frutalina (NPFLT). A estrela se refere a um pico que é um residuo
do processo de sintese das NPs.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ao se comparar com a base de dados do equipamento, em ambos o0s
materiais, observam-se picos referentes ao padrdo cristalino caracteristicos da
mistura entre magnetita (FesO4) e maghemita (Fe20s3, y-Fe203), sendo as regides de
(220), (311), (400), (511) e (440) as mais marcantes dos 6xidos de ferro (LAI et al.,

2013). Isso indica que 0s materiais apresentam estrutura cristalina do tipo espinélio e
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gue o0 processo de sintese ndo causou mudanca de fase do Oxido de ferro. Cabe
ressaltar que os graficos apresentaram um pico referente a presenca de cloreto de
amonio, o qual esta marcado com uma estrela. Isso € devido ao processo de sintese
das nanoparticulas e, apesar das sucessivas lavagens para retirada dos sais, residuos
ainda podem permanecer e ser detectados. Além disso, detectou-se também a
presenca de picos menores referentes a goetita, a qual corresponde a uma outra
forma do 6xido de ferro FeO(OH). A formacéo de diferentes espécies do 6xido de ferro
pode ocorrer devido tanto a oxidagdo decorrente do preparo quanto da forma de
armazenamento das nanoparticulas ao longo do tempo. Contudo, de modo geral, o

material se apresenta com aspecto cristalino e sem mudanca de fase aparente.
6.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica € uma técnica que permite monitorar a perda
de massa de uma determinada amostra em funcdo de tempo ou temperatura em uma
atmosfera controlada. Essa técnica € utilizada para avaliar a estabilidade térmica do
material em uma faixa de temperatura pré-determinada e monitorar as mudancas em
percentual de massa que ocorrem em amostras durante o aquecimento (CAMPOS et
al., 2015). E importante que a curva de uma TGA seja analisada com o auxilio de uma
curva obtida a partir de uma primeira derivada da curva do percentual de massa da
analise (DTG). Assim, pode-se identificar o nimero de etapas envolvidas em cada

processo de decomposicao térmica.

Observou-se, em NPFe (Figura 11), a ocorréncia da primeira perda de
massa de 5,032%. O primeiro evento de degradacdo térmica ocorre com a
temperatura maxima em 186,45 °C, com perda de massa de 7,989%, enquanto o
segundo evento de degradacao ocorre a 230,52 °C, com perda de massa de 6,153%.
Esses eventos podem ser atribuidos a evaporacdo das moléculas de agua retidas no
material, bem como da decomposicéo de agentes de superficie. Apds isso, a massa
da amostra permanece praticamente constante, indicando estabilizacdo térmica do
material. Tal fato é corroborado por (MISHRA et al., 2014) que observaram resultados
semelhantes ao estudar a degradacao térmica de nanoparticulas de 6xido de ferro.
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Figura 11: Termograma da amostra de nanopatrticulas de éxido de ferro (NPFe).
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Para FTL (Figura 12), observou-se a primeira perda de massa de 11,92%,
a qual pode ser atribuida a evaporacao das moléculas de agua adsorvidas no material.
A primeira temperatura maxima de degradacéo térmica ocorreu em 305,62 °C, com
perda de massa de 56,41%. Esse evento pode ser atribuido a quebra das ligacdes
organicas e desintegracdo das cadeias peptidicas referentes a proteina. A segunda
temperatura maxima ocorreu em 592,49 °C, com perda de massa de 25,43%, que
pode estar relacionada com a evaporacao dos compostos organicos remanescentes.
A massa restante é residual.

Para NPFTL (Figura 13), também se observou duas temperaturas maximas
de degradacao térmica, a primeira em 257,08 °C e a segunda em 450,90 °C, com
perdas de massa de 8,270% e 4,512%, respectivamente. Pode-se inferir, através do
gréfico de degradacéo, que a interacdo entre a FTL+glutaraldeido+APTES apresentou
uma maior estabilizacdo da amostra, tornando o evento completo de degradacdo mais

lento, quando comparado com FTL.



Figura 12: Termograma da amostra de frutalina (FTL).
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Figura 13: Termograma da amostra de nanopatrticulas funcionalizadas com frutalina (NPFTL).
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6.3.6 Analise da influéncia da temperatura (°C) e tempo e contato (min) na

estabilidade da magnetizacdo das nanoparticulas

A andlise da estabilidade da magnetizacdo das nanoparticulas é um dado
importante para se conhecer a capacidade de reutilizacdo desse material em novos
procedimentos de funcionalizacdo. Os resultados obtidos podem ser vistos na Tabela
6.

Tabela 6: Presenca ou auséncia de magnetizacao das particulas apos tratamentos

Niveis de Niveis de variaveis reais
variaveis
codificadas Magnetizacao
apos
Tratamentos
X1 X2 Temperatura Tempo de tratamento
(°C) contato
(min)
1 -1 -1 150 60 +
2 -1 +1 150 180 +
3 +1 -1 600 60 -
4 +1 +1 600 180 -
5 -1,41 0 56,8019 120 +
6 +1,41 0 693,1981 120 -
7 0 -1,41 375 35,1472 -
8 0 +1,41 375 204,8528 -
9 0 0 375 120 -
10 0 0 375 120 -
11 0 0 375 120 -

(+) presenca de magnetismo
(-) auséncia de magnetismo

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os resultados mostram que as NPFe comecam a perder seu magnetismo
a partir de 375 °C se mantidas por tempo superior a 35 minutos na mufla.
Comparando-se com os resultados obtidos por TGA na Figura 13, observa-se que a
NPFTL apresenta a primeira temperatura maxima de degradacdo em 257 °C,
engquanto a estabilizacdo da sua degradacao térmica ocorre na temperatura proxima
de 500 °C.

Estudos realizados por (LI; CHURCH; WOODHEAD, 2012) através de
analise termogravimétrica (TGA) demonstraram que 0S grupamentos organicos
imobilizados em NPs apresentaram decomposi¢ao térmica na faixa de 230 a 380 °C,
enquanto (YONG et al., 2018) apresentaram perda de massa correspondente a lectina
ConA na faixa de 250 a 400 °C, bem como (SOOZANIPOUR; TAHERI-KAFRANI,;
LANDARANI ISFAHANI, 2015) também relataram perda de fracBes organicas
associadas a enzima xilanase na faixa de temperatura de 200 a 500 °C, também por
TGA. Esses indicativos sugerem que um direcionamento possa ser realizado para
novas analises em intervalos de temperatura mais restritos, na faixa de 250 a 375 °C,
em diferentes tempos de contato, de forma que as nanoparticulas ndo percam a sua
capacidade magnética, mas que a matéria organica imobilizada possa ser retirada de
tal maneira que as NPFe sejam regeneradas. As NPFe que ndo perderam a sua
capacidade magnética passaram por nova etapa de funcionaliza¢do e a nova matriz

formada manteve sua funcdo normalmente.

6.4 Atividades biol6gicas

6.4.1 Atividade hemaglutinante das NPFTL

A atividade hemaglutinante é um ensaio bastante utilizado para se avaliar
se a lectina estd com os seus sitios de reconhecimento a carboidrato intactos e ativos.

O resultado do teste realizado pode ser visualizado na Figura 14.

De acordo com a imagem, pode-se perceber que o procedimento de
funcionalizagéo néo afetou a capacidade de aglutinacdo da frutalina, pois o sangue

mostra-se aglutinado em seis dos 0ito po¢os.
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Figura 14: Atividade hemaglutinante das amostras de NPs e NPFTL.

Concentracéo inicial: FTL: 1 mg/mL; NP: 2 mg/mL; NPFTL: 10 mg/mL
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para que uma lectina seja capaz de aglutinar hemacias, ela precisa ter pelo
menos dois sitios de reconhecimento a carboidratos livres, bem como o sangue
utilizado precisa apresentar na sua matriz extracelular os carboidratos aos quais a
lectina seja capaz de se ligar (MOREIRA et al., 1998). Essa técnica € bastante Gtil por
ser de facil manuseio, ter um resultado rapido e visivel. Contudo, esse ensaio também
apresenta suas limitagdes, pois o fato de ndo aglutinar em concentracbes menores
também ndo significa que a proteina ndo esteja ativa, pois a frutalina, em sua forma
tetramérica, apresenta quatro sitios de reconhecimento a carboidratos, os quais
podem ter sido, de alguma forma, parcialmente comprometidos durante o
procedimento de funcionalizacdo, apresentando apenas um sitio exposto, por
exemplo. Isso comprometeria a capacidade aglutinante, mas a sua aplicabilidade em

técnicas de purificagdo ou reconhecimento celular seriam mantidas.

Trabalhos realizando a imobilizagéo de lectinas em nanoparticulas utilizam
diferentes técnicas para demonstrar suas atividades, seja através de fluorescéncia
(MARANGONI; PAINO; ZUCOLOTTO, 2013), interacao ao carboidrato (YONG et al.,
2018), ou através de técnicas de purificacdo de glicoproteinas (DONG et al., 2015).
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Diversas abordagens podem ser aplicadas, tendo em vista as diferencas estruturais
gue as lectinas apresentam, bem como a aplicabilidade que se deseja empregar ao

material.

Cabe ressaltar na imagem, no segundo poco da ultima fileira, que as
NPFTL estdo decantadas e o pogo esta “limpo”, pois o sangue foi arrastado com o
material. Aqui destaco que um outro experimento foi realizado nessa vertente,
utilizando-se um im4, para analisar o grau de interacdo do sangue com as NPFTL.
Como resultado, o sangue de fato foi arrastado com as nanoparticulas, seguindo o
trajeto feito pelo im&, o que € mais um fato que corrobora que a matriz formada entre

as nanoparticulas e a frutalina é funcional e apresenta atividade bioldgica.

Também foi realizado, durante o procedimento de funcionalizac&o, um teste
empregando-se galactose 0,2 M, para averiguar se o bloqueio dos sitios de interacéo
da lectina com o carboidrato de alguma forma afetaria a atividade da molécula.
Contudo, viu-se que nao houve diferenca na atividade hemaglutinante.

Além disso, também se averiguou, através do ensaio hemaglutinante, se a
lectina imobilizada continuou mantendo sua atividade mesmo apds 12 meses

armazenada em geladeira, a qual esta demonstrada na Figura 15:

Nota-se que a frutalina permaneceu ativa apdés esse periodo, sendo
armazenada somente em solucéo salina. Provavelmente isso é devido a estabilidade
causada entre as ligacdes quimicas de NPFe + glutaraldeido + APTES + FTL, que

tornam a molécula mais resistente.

Figura 15: Atividade hemaglutinante da amostra de NPFTL apos 12 meses de armazenamento a 4 °C.
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Estudos de (CHANG et al., 2018) demonstraram que a hemaglutinina de
influenza trimerizada (3HA), quando funcionalizada em nanoparticulas, torna-se
resistente a temperatura ambiente por mais de 3 meses e mantém a sua atividade
hemaglutinante e imunogénica, o que apresenta potencial aplicacdo na distribuicao
de vacinas. Portanto, observa-se que € um dado relevante, pois maiores estudos
podem ser aplicados a fim de se entender o grau de estabilidade que as

nanoparticulas sdo capazes de conferir a proteina.
6.4.2 Ensaio de interacdo ao carboidrato

Os resultados obtidos apos as interacdes entre as NPFTL e a
galactomanana e as analises de FTIR estdo demonstradas na Figura 16:

Figura 16: Espectros de FTIR das amostras: (A) frutalina (FTL), (B) galactomanana (Gal), (C)
nanoparticulas funcionalizadas com frutalina (NPFTL) e (D) nanoparticulas funcionalizadas com
frutalina interagindo com galactomanana (NPFTL+Gal).
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Observa-se, nos espectros de NPFTL e NPFTL+Gal, as bandas de
absorcdo na faixa de 630-500 cm?, as quais séo atribuidas as vibragées de ligacoes
de Fe-O, regido caracteristica das estruturas dos oOxidos de ferro (PRETSCH,;
BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009). Os picos presentes em torno de 1635 e 1539
cm® correspondem ao estiramento simétrico C=0 (amida |) e ao estiramento simétrico
N-C=0 (amida Il), respectivamente, para FTL e NPFTL, bem como na regido de 1429
cm™ ocorre a formacéo angular da ligacdo de CHz, correspondente ao C6 das hexoses,
para Gal. Foi observado banda na regidao de 1402 cm, a qual pode ser atribuida ao
estiramento C-N. As bandas encontradas em 825 e 867 cm™ est&o relacionadas aos
estiramentos C-H das unidades de a-D-galactopiranose e de [-D-manopiranose,
respectivamente, nas amostras de Gal e NPFTL+Gal. As bandas em torno de 2.900 e
3.350 cm™ correspondem aos estiramentos dos grupos CH2 e OH, respectivamente.
Este ultimo sofre um deslocamento na amostra NPFTL+Gal na regidao em torno de
3.500 cm™. A lectina interage por pontes de hidrogénio com as hidroxilas presentes
nas ramificacfes da cadeia de galactomanana, o que pode permitir o “deslizamento”
das cadeias, reduzindo o contato galactomanana-galactomanana. Pelos resultados
de infravermelho, é possivel ver que ha um deslocamento das bandas de 3350 para
3500 pela ligacéo da lectina aos grupos OH da galactomanana. Tais resultados sdo
corroborados por (DE SOUSA et al., 2019), que, ao estudar formulacfes de hidrogeis
a base de galactomanana e frutalina, observaram que a interacdo desses materiais
também causava um deslocamento no pico apds analise no FTIR. As galactomananas
sdo hemiceluloses encontradas em paredes celulares endospérmicas em muitas
espécies de leguminosas. Consideradas polissacarideos de reserva, elas séo
formadas por uma cadeia principal de manoses ligadas (3-(1—4) com substituicbes de
galactoses ligadas a-(1—6) (BENTO et al., 2013). A escolha desse carboidrato para
esse ensaio foi devido ao fato da frutalina ser uma lectina galactose ligante, portanto
isso mostra que a especificidade ao carboidrato, caracteristica importante para a

utilizagc&o da frutalina como ferramenta biotecnoldgica, permanece intacta.
6.4.3 Ensaio de viabilidade celular das NPFTL

O ensaio de viabilidade celular é importante para se entender se o material
estudado apresenta alguma toxicidade as células. O resultado da analise pode ser

observado na Figura 17:
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Figura 17: Viabilidade das células L929 incubadas com NPFTL
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Fonte: Elaborado pela autora.

A figura mostra que as NPFLT ndo demonstraram toxicidade para a
linhagem celular analisada (L929) mesmo na concentracdo mais alta, pois a
viabilidade celular estd acima de 50% na concentracéo de 2 mg/mL. O mesmo é valido
para as NPFe, as quais foram testadas apenas na concentracdo de 2 mg/mL. Esse
resultado € muito bom, pois mostra que o procedimento de funcionalizacdo nao
apresentou nenhum efeito que fosse danoso as células e permite que o material possa
ser aplicado futuramente em ensaios de migracao celular ou de reconhecimento de

células.

O grau de toxicidade das nanoparticulas ira depender do tipo de material
do qual elas foram produzidas e da linhagem celular estudada, e as particulas
oriundas de Oxido de ferro apresentam uma boa empregabilidade em estudos
bioldgicos. Alguns autores demonstram trabalhos de viabilidade celular utilizando de
500 pg/mL até 1 mg/mL de NPFe, a depender do tipo celular (NAQVI et al., 2010;
REDDY et al., 2012). Também ja ha estudo relatado por (DE SOUSA et al., 2019) em

que a frutalina ndo apresenta toxicidade celular numa concentragdo de até 1 mg/mL.
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Considerando que a quantidade de frutalina imobilizada foi de 10 mg/g de NPFe, a
guantidade da lectina que se encontrava no material analisado estava bem abaixo,
portanto isso demonstra que ndo houve nenhum tipo de efeito sinérgico que pudesse

causar alguma toxicidade as células.
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7 CONCLUSAO

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro produzidas pela técnica de
coprecipitacdo estdo em escala nanométrica, na faixa dos 780 nm. O procedimento
de funcionalizacdo da lectina utilizando APTES e glutaraldeido como agentes de
ancoramento permitiu obter uma eficiéncia de imobilizacdo acima de 70%. As
micrografias eletrbnicas mostraram que as particulas sdo esféricas e tendem a se
aglomerar. A difracdo de raios-X mostrou que a funcionalizagdo n&o alterou o padrao
de cristalinidade caracteristico do 6xido de ferro. Os resultados obtidos pelo FTIR
sugerem que ocorreu a funcionalizacdo da frutalina, os quais mostraram picos nas
regides em torno de 1635 e 1539 cm e préximo de 1500 cm?, sendo padrdes de
bandas que correspondem a proteina, bem como os valores de potencial zeta indo de
21,9 para -17,9 indicam que houve a formacdo de um complexo entre particulas e
proteina. A analise termogravimétrica demonstrou que a funcionalizacdo formou um
complexo capaz de estabilizar termicamente a proteina por mais tempo na estrutura
da nanoparticula. Além disso, p6de-se comprovar que a lectina n&o teve sua estrutura
tridimensional comprometida com as etapas de funcionalizacdo, através do ensaio
hemaglutinante. A sua especificidade ao carboidrato do tipo a-D-galactose também
permaneceu inalterada, demonstrada pelo deslocamento das bandas de 3350 para
3500 cm? no FTIR, além de permanecer estavel mesmo apdés 12 meses de
armazenamento. Por fim, a matriz produzida ndo apresentou toxicidade celular
mesmo na concentracdo de 2 mg/mL. Portanto, os resultados obtidos neste trabalho
serviram para contribuir no desenvolvimento de uma matriz de nanoparticulas
funcionalizadas com frutalina que fosse eficiente e com boas caracteristicas para ser
utilizada, como perspectivas futuras, com potencial aplicacdo em processos de
purificacdo de glicoconjugados e em etapas de reconhecimento diferencial de células

cancerigenas.
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