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Medida pelos mais variados parametros, € inconteste a expansao das informacdes
cientificas produzidas nas Ultimas décadas. Em particular, a Bioquimica atravessa um
periodo de aumento exponencial de conhecimentos.

Muitos desses conhecimentos tém sido aplicados, com uma velocidade e uma
eficiéncia sem precedentes, na melhoria das condi¢cdes de vida e bem-estar dos seres
humanos. A salde publica, a producao de alimentos, as matrizes energéticas, o cuidado
com o meio ambiente e inUmeros outros setores da vida social tém sido beneficiados pelo
continuo fluxo das informacdes originadas nos laboratérios de pesquisa.

Para os profissionais envolvidos no ensino de Bioquimica, o crescimento vertiginoso
dessa area agravou um croénico paradoxo curricular: 0 aumento do volume de informagbes
e a manutencéo do tempo destinado ao seu ensino.

Uma consequéncia perceptivel desse conflito é a reducado das atividades praticas
de muitas disciplinas, em franca contradicdo com o fato de ser a Bioquimica uma ciéncia
experimental. As atividades praticas de laboratério precisam, por isso, ser criteriosamente
escolhidas para cumprir seu papel educativo.

A selecédo dos experimentos de Bioquimica passa agora a ter um suporte valioso:
trés docentes da Universidade Federal de S&o Joao del Rei e um docente da Universidade
Estadual de Minas Gerais, auxiliados por seus estudantes, reuniram, em um e-book,
Praticas em Bioquimica Analitica, um conjunto de experimentos testados, aplicados
rotineiramente e minuciosamente descritos.

Cada experimento ou médulo é iniciado com uma introducéo teorica, seguida dos
objetivos que devem ser alcangados pelos alunos e, naturalmente, pelos materiais e métodos
a serem utilizados e o protocolo detalhado da atividade a ser realizada. Quando pertinente,
¢é introduzida uma secéo intitulada Curiosidades, com informagées contextualizadas sobre
0 assunto em estudo. Para um aprofundamento no assunto, cada experimento € seguido
de uma lista de referéncias bibliograficas. Estdo contempladas as unidades programaticas
principais do estudo de Bioquimica, precedidas por um excelente capitulo versando sobre
seguranca e boas praticas de laboratorio.

Naturalmente, a totalidade de experimentos apresentados néo poderia ser aplicada
nas disciplinas comuns de diferentes habilitacées — eles foram padronizados para o curso
de Bacharelado em Bioquimica. Entretanto, trata-se de um rico repertorio de atividades
que poderao ser usadas de forma independente ou servir como modelo para adaptagdes e
ajustes as condi¢des de cada instituicao e aos objetivos de cada docente.

Os docentes e alunos de Bioquimica ficam agradecidos a equipe autora das Praticas
em Bioquimica Analitica!

Bayardo Baptista Torres

Professor Sénior - Departamento de Bioquimica. Laboratorio de Ensino de
Bioquimica. Universidade de Sao Paulo - USP
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O ensaio de hemaglutinacao ocorre por
meio do reconhecimento de carboidratos na
superficie da célula por uma lectina ativa. A
identificacdo destas cadeias de agucar ocasiona
a aglutinagéo dos eritrocitos que por sua vez
formam uma rede reticulada em suspenséo.
Com esse método é possivel obter informagdes
sobre a especificidade de uma lectina e dados
semiquantitativos de ligacdo de acucares, de
forma simples e facil (SANO; OGAWA, 2014).

As lectinas, ou como também séao
chamadas, as aglutininas, foram descritas pela
primeira vez por Stillmark em 1988 durante
seu doutorado. Na sua tese ele relatou a
existéncia de uma hemaglutinina no extrato de

mamona e deu esse nome pela caracteristica

de hemaglutinacdo (STILLMARK, 1988). No
esquema 2 estdo demonstradas as principais
fungdes das lectinas na natureza.

Os aspectos mais importantes como
ocorréncia, ensaio de deteccao, especificidade,
ligacdo, purificacdo, interagcdo com células,
aglutinacdo celular, estimulo mitogénico,
mecanismo de defesa e toxicidade estdo

demonstrados no quadro 7.

As lectinas séao principalmente

constituidas por proteinas de ligagdo a
carboidratos ou glicoproteinas de origem néao
imune que se ligam as células ou as precipitam.
Geralmente as lectinas sdo classificadas em
quatro grupos, com base em sua afinidade para
se ligar a Glicose/manose, Galactose e N-acetil-
D-galactosamina, L-fucose e Acidos sialicos

(GOLDSTEIN et al., 1980; KUMAR et al., 2012).



FuncOes das Lectinas na
Natureza

(4
Interacé@o entre leguminosas e fungos /4 //
na fixacao simbiética de nitrogénio I'f

Mecanismo de defesa de plantas contra
insetos, herbivoros e fitopatdgenos

Proteinas de reserva e enderecamentos
de proteinas
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f» 5;\;7&

Regulacdo hormonal do acido indolil
acético (AIA)

7

Reconhecimento e resposta celular
entre células adjacentes

Esquema 2 — Func¢des das lectinas na natureza.

Fonte: do préprio autor, 2022.

Ocorréncia - Virus, Bactérias, Algas, Fungos, Invertebrados, Vertebrados, Plantas
Ensaio de - Aglutinacéo de eritrécitos modificados
Deteccao - Atividade mitogénica em linfocitos

Especificidade

- Inibicéo por agucares: Variagdo no C2 e C3 dos agucares (piranose)

Ligacao - Pontes de Hidrogénio e interagdes nédo polares

- Constante de afinidade: 10°- 107 indica ligagbes multivalentes
Purificacao - Cromatografia de afinidade
Composicao - Asp, Ser, Tre (até 30% do total de AA)/sem Cis (Lentilha, Jack bean)

- Com até 20% Cis (batata)
- Carboidratos (até 50%) - glicoproteinas
- ConA: nao é glicosilada

Interac6es com
células

- Especificidade a carboidratos
- Células cancerigenas ou transformadas se ligam preferencialmente
- Carboidratos de glicoproteinas e glicolipidios das membranas

Aglutinacao
celular

- Quantidade de sitios ligantes

- Estrutura quimica dos receptores
- Fluidez das membranas.

- Quantidades de cargas elétricas
- Estado metabdlico das células




Estimulo - Divisao celular e proliferagéao de linfocitos (T-cells dependente)
mitogénico - Aumento na sintese de DNA e producéo de IgG

- Germinagao de polen e crescimento do tubo polinico

- Proliferagéo celular de células vegetais/animais em cultura.

Mecanismo de - Inibicdo do crescimento de fungos (hifas)
Defesa - Inibicéo da germinacéo de esporos.
Toxidade - Sintese de proteinas.

- Destruicdo de microvilosidades
- Absorcéo de nutrientes

Quadro 10 - Aspectos Importantes das lectinas.

Fonte: do proprio autor, 2022.

O papel biolégico das lectinas esta relacionado ao transporte de agucar ou
armazenamento de carboidratos, assim como estar associadas a ligacdo de rizdbios
simbibticos para formar nédulos radiculares. Devido ao seu papel na adeséo e aglutinagéo,
as lectinas tém sido consideradas importantes na interagéo simbibtica e patogénica entre
alguns microrganismos e hospedeiros. As lectinas microbianas podem desempenhar um
papel importante na adeséo as superficies colonizadas pelos microrganismos. Por exemplo,
as lectinas do tomate se ligam as células da mucosa e resistem a desnaturagéo por acidos
e enzimas proteoliticas (KILPATRICK et al., 1984; KUMAR et al., 2012)

Estudos de revisdo tém demonstrado a aplicacdo em saude humana das lectinas,
como a inducdo da imunogenicidade, atividade antitumoral e antimicrobiana. Além do
mais, o uso de lectinas contra o HIV vem sendo considerado um hot spot (area quente) de
pesquisa sobre a doencga (HE et al., 2018).

Apesar de sua importancia no reino vegetal (CASTRO et al.,, 2018) e as inUmeras
aplicagbes biotecnoldgicas as lectinas sdo consideradas como fatores antinutricionais
quando consumidas de forma crua. Estudos de digestibilidade vém sendo realizados
utilizando técnicas de eletroforese e simulagdes do sistema gastrico (enzima pepsina) e
intestinal (tripsina e quimiotripsina), com e sem aquecimento de extratos de sementes de
Chenopodium quinoa, conhecida como quinua (SILVA et al., 2015), folhas de Pereskia
aculeata Miller, conhecida como ora-pro-nébis (POMPEU et al., 2014), sementes de pequi
(GONCALVES; GRANJEIRO; SILVA, 2017). Estes estudos evidenciaram a importancia
do cozimento para a desnaturacéo das lectinas que foram previamente identificadas em

extratos.

Os procedimentos visam determinar a atividade hemaglutinante das lectinas (EB e
os picos da coluna de afinidade) frente aos diferentes eritrécitos (POMPEU et al., 2015).



ATENCAO!!
Cuidados para manuseio do sangue:

+  Todo material biolégico deve ser mantido resfriado (4°C), para pre-
servagao das atividades enzimaticas e diminuigdo do metabolismo
celular.

Usar luvas cirdrgicas para manipulagéo.

+  Evitar manuseio por varias pessoas.

Dosar a atividade hemaglutinante em amostras extraidas das sementes de

Amaranthus caldatus ou de outras sementes de leguminosas.

a. Placas de microtitulacdo

b. Pipetas automaticas

c. Pipetade 1 mL

d. Provetas de 25 ou 50 mL

e. Becker de 25 ou 50 mL

f.  Solucgéo salina isoténica

g. Hemacias de humanos (A, B, O)

h. Solugdes de agucares (100 mM) e glicoproteinas (1 mg/mL)

a. 0,8 g de cloreto de sodio (NaCl 0,8 %)

b. 0,2 g de cloreto de potassio (KCI 0,2 %)

c. 2.2 g de fosfato de sédio hidratado (Na , HPO,0,17 %) ou 1,15g do Anidro
d. 0,02 g de fosfato de potassio (KH,PO, 0,02%)

e. H,Opgs 1000 mL



a. 1,21 gTris

b. 4,23 g NaCl

c. 0,367 g de cloreto de calcio (CaCl, 5 mM)
d. Acertar pH para 7,5 com HCI 50%

e. H,Opgs 500 mL

a. 2,05 gde glicose
b. 0,80 g de citrato de sddio
c. 0,42 g de cloreto de sodio

d. H,0pgs 100 mL

a. 0,001 g de enzima tripsina

b. PBSpgs 1.0 mL

a. 9,000 g de cloreto de sbodio (NaCl)
b. H,0Opgs 1000 mL

1. Coletar 5 mL de sangue e adicionar 5 vezes o volume de solucdo salina, ou
solucéo Alsever para evitar a coagulagéo do sangue;

2. Centrifugar por 10 minutos a 3.000 rpm (1.400 g por 5 minutos) a solugéo acima
separando o plasma do precipitado de eritrécitos;

3. Retirar o plasma e lavar repetidamente por 4 vezes (1800 g por 5 min) o precipitado
de eritrocito com solugéo salina 0,15 M em uma proporgéo de 1/3 (v/v), (5 mL de
eritrocito para 15 mL de solugéo salina);

4. A suspensao de eritrocitos lavada pode ser armazenada, em solucéo salina, para
uso posterior por até 4 dias em geladeira.



1. Adicionar a 1 mL de eritrocitos lavados em solucado salina, um volume de 24 mL
de PBS e 1 mL de solugao de Tripsina 1%. Deixar a mistura acima incubada por 1
hora a 37°C;

2. Parar a reagcado da mistura acima, adicionando solugéo salina gelada;

3. Centrifugar a mistura por 10 minutos a 1.800 g por 5 minutos, de forma obter
somente o precipitado de eritrocitos;

4. Lavar repetidamente por 4 vezes (1800 g por 5 min) o precipitado de eritrocito
com solugédo salina 0,15 M em uma proporgéo de 1/3 (v/v), (5 mL de eritrécito para
15 mL de solugéo salina), de forma retirar o excesso de tripsina e de PBS.

1. Adicionar 50 pL de CTBS nos pocos que serdo utilizados de uma placa de
microtitulacéo;

2. Adicionar 50 pL da amostra nos primeiros pocos da coluna 01;

3. Diluir serialmente a amostra com agitacéo e transferéncia de 50 L para o pogo
seguinte até a penultima coluna (11), descartando 50 pL. Considerar como controle
os ultimos pocos que ndo apresentam amostra;

4. Adicionar a todos os pocos 50 uL de CTBS;

5. Adicionar aos pogos 50 pL de suspenséo de eritrocitos (eritrécitos intactos e
tripsinizados devem ser diluidos a uma concentracao de 2%, ou seja, 100 pL = 0,1
mL de eritrocitos para 4,9 mL de CTBS);

6. Incubar a placa durante 2 horas a temperatura de 37°C.

1. Determinar a concentracdo minima de lectina que ocasione hemaglutinacao.
2. A lectina apresenta especificidade para algum tipo eritrocito.

ANOTACOES:

Tipo Sanguinea | CAMAH [ ffa/mL) 1 2 3 g9 10 11 12

T O TmMmOOmD>P




1. O que é ensaio de hemaglutinagéo? E qual seu principal objetivo?
2. Quais os possiveis interferentes nesse tipo de ensaio?

3. Quais os tipos de aglutinagéo e suas diferencas?

Segundo a plataforma de busca de patentes “Lens.org” realizada até maio de 2021,
havia 1.206 registros de patentes contendo o termo “hemagglutination” no seu titulo, resumo
ou reivindicagbes em ambito global. Essas patentes podem conter métodos de ensaios de
hemaglutinacéo, equipamentos, solugdes, reagentes ou novas formas de amostragem e
analise a serem utilizadas nesse tipo de ensaio. Das 1.206 patentes apenas 311 estédo
ativas, 313 estdo pendentes e 263 estdo expiradas. A empresa de produtos quimicos e
cosmeéticos KAO Corporation, com sede em Toquio — Japédo, é a pioneira na solicitacéo
de patentes contendo o termo “hemagglutination”, tendo posse de 13 pedidos de patentes
ativos e 15 pendentes.

No Instituto Nacional de Propriedade Industrial, o INPI, foram encontrados apenas
4 registros de patentes com o termo “hemaglutinacao” no resumo, sendo um depoésito de
origem brasileira e os demais depositantes norte americano, chinés e cubano. A invencéao
brasileira trata de um Método e kit para deteccdo de anticorpos em liquidos biolégicos,
dirigidos contra antigenos presente no esquistossoma ou em representantes do seu ciclo
evolutivo, sob o codigo INPI de P1 9800133-7 A2 (MACHADO, 1998).
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