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RESUMO

A técnica de fabricacdo de colunas de cromatografia de afinidade utilizando
lectinas tem exigido a elaboracdo de matrizes mais especificas, que resultem em
sistemas com boa capacidade de imobilizacdo e elevada atividade. Este trabalho
objetiva propor um sistema suporte-lectina imobilizada que permita a separagédo
de glicoproteinas, incluindo aplicagdes em cromatografia de afinidade. Uma
rede interpenetrada de PVA e PANI foi sintetizada e ativada com GA, sendo que
diferentes proporcdes destes reagentes foram testadas de acordo com um
planejamento estatistico composto central 2°. Em seguida, foram realizados
testes para definir as condicBes Otimas de imobilizacdo de duas lectinas
diferentes: a fracdo parcialmente purificada de lectina de Brosimum
gaudichaudii (Moraceae), uma planta de Cerrado conhecida por mama-cadela,
que demonstrou ter alta concentracdo de lectinas nas sementes; e a
concanavalina A (ConA), uma lectina comercial. O extrato bruto de mama-
cadela foi obtido a partir da moagem das sementes e foi parcialmente purificado
por uma sucessdo de cromatografias de exclusdo molecular e de bioafinidade.
As proteinas das fracdes cromatograficas foram quantificadas e a atividade
hemaglutinante foi determinada. Testes de caracterizagdo, através de inibicéo
por aclcares, mostraram que a lectina Brosimina apresenta seletividade para
lactose e seletividade anomérica para f-galactose. Outros testes demonstraram
que a lectina em questdo ndo depende dos fons Ca** e Mn?* e a presenca de
EDTA néo afeta sua atividade. Ambas as lectinas foram imobilizadas com
sucesso no mesmo suporte PVA-PANIG, porém, as condicdes otimas de
imobilizacdo foram diferentes. A Brosimina apresentou os melhores resultados
de atividade do suporte ap6s o tempo de imobilizacdo de 2 h com uma
concentracdo de 240 pg mL™ de lectina ofertada em pH 6,0; A ConA também
apresentou os melhores resultados com tempo de imobilizacdo de 2 h e com uma
concentragdo de 240 pg mL™ de lectina ofertada, porém o pH de imobilizacéo
6timo foi 8,0. Este resultado demonstra que o suporte PVA-PANIG sintetizado é
uma matriz promissora para a fabricacdo de colunas de bioafinidade com
lectinas e uma opc¢éo no auxilio ao estudo dos glicoconjugados em geral.

Palavras-chave: Alcool polivinilico, polianilina, lectinas, imobilizac&o,
cromatografia.
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ABSTRACT

The fabrication technique of affinity chromatography columns using lectins has
required the development of more specific matrix, which results in a good
immobilization capacity systems with high activity. This study aims to propose
a lectin-immobilized carrier system allowing the separation of glycoproteins,
including affinity chromatography applications. An interpenetrated network of
PVA and PANI was synthesized and activated with GA, and different
proportions were tested in accordance with a statistical design central compound
2. Then, tests were performed to define the optimal conditions for the
immobilization of two different lectins individually: the partially purified
fraction of Brosimum gaudichaudii (Moraceae) lectin, a Cerrado plant known as
mama-cadela, which showed a high concentration of lectin in the seeds; and
concanavalin A (ConA), a commercial lectin. The mama-cadela crude extract
was obtained from the milling of seeds and was partially purified by a series of
molecular exclusion and bioaffinity chromatography. The chromatographic
fractions of proteins were quantified and hemagglutinating activity was
determinated. Characterization tests by inhibition of sugars, shows that the lectin
has selectivity for lactose and B-galactose showing anomeric selectivity. Other
tests demonstrated that the lectin in question does not depend on Ca** and Mn?*
ions and the presence of EDTA does not affect its activity. Both lectins were
successfully immobilized in PVA-PANIG support, however, the optimal
conditions of immobilization were different. The best immobilization results for
Brosimina were obtained after 2 h with a concentration of 240 pg mL™" offered
lectin at pH 6.0; The ConA also showed the best results in 2 h with a
concentration of 240 offered ug mL™ lectin supplied, but the optimum pH was
8.0. This result shows that the PVA-PANIG support is promising for the
manufacture of bioaffinity lectin columns and an option to the study of
glycoconjugates in general.

Keywords:  polyvinyl alcohol, polyaniline, lectins, immobilization
chromatography.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Brosimum gaudichaudii

A familia Moraceae € tipica de regides tropicais e é formada por 75
géneros e 1550 espécies. No Brasil ha cerca de 340 espécies, distribuidas em 28
géneros, dos quais pode-se citar a jaqueira (Artocarpus heterophyllus), fruta-pdo
(Artocarpus spp); figueira (Ficus carica), gameleira (Ficus adhatodifolia), mata-
pau (Ficus spp.); amoreira (Morus spp.) e a mama-cadela (Brosimum
gaudichaudii) (MACHADO, 2007).

Brosimum gaudichaudii é um arbusto de pequeno porte encontrado na
regido de Cerrado do Centro-Oeste. A arvore pode atingir até 4 m de altura;
possui ramos tortuosos e latescentes; folhas simples, alternas, de consisténcia
firme, peciolo curto e face inferior aveludada e nervuras principais amareladas
na face superior. E uma espécie silvestre e frutifica de setembro a novembro
(ALMEIDA, 1998). A planta € mondica e as flores sdo minusculas, de coloracéo
verde-amarelada, agrupadas na extremidade de pedunculos pendentes das axilas
das folhas; caracteristica que ajuda a identificar a espécie.

Os frutos da mama-cadela sdo drupas, amarelo-alaranjados quando
maduros e comestiveis; sua textura lembra goma de mascar devido a alta
concentracdo de latex. O diametro de cada fruto pode chegar a 3 cm. O cortex da
raiz € a parte da planta que apresenta maior concentracdo de cumarinas. O pé
obtido da raspagem das raizes é utilizado como aromatizante (LOURENCO,
2001; POZETTI, 2006). A Figura 1 mostra as caracteristicas morfologicas da

especie.



Figura 1. Mama-cadela. A) Pseudofruto carnoso agfégado com exsudacdo leitosa no peciolo.
B) Sementes lisas e opacas com cicatriz bem demarcada. C) Folhas simples e alternas. D)
Face abaxial da folha com estipula axilar. Fonte: KUHLMANN (2012).

rara

As furocumarinas (NEVES et al.,, 2002), bergapteno e psoraleno
encontradas nas cascas da raiz sdo utilizadas na forma de cha para o tratamento
do vitiligo, pois possuem acdo fotossensibilizante, aumentando a pigmentacéo
da pele (VILEGAS; POZETTI, 1993). Tambem sdo encontrados na planta
saponinas, taninos, protoantocianidinas e alcaldides apresentando atividade
antigripal, antioxidante, cicatrizante, depurativa e estomaquica (NEVES et al.,
2002). As atividades anti-helmintica e antimicrobiana foram testadas por Pozetti
(2006).

As plantas do Cerrado sdo largamente conhecidas como fonte de
compostos de alto interesse biotecnologico e grande potencial econémico além
de servirem como matérias-primas promissoras para fins nutricionais e
medicinais. A partir de caracteristicas biotecnoldgicas interessantes que as
sementes de mama-cadela demonstraram, Machado (2007) conduziu a

purificacdo parcial da lectina Brosimina. Ao longo do estudo foi demonstrado



que a lectina de mama-cadela tem alta capacidade de hemaglutinacdo lactose-
especifica. Dessa forma, utilizou-se o extrato de mama-cadela para a construcao
de um reator com a proteina imobilizada em polianilina com a finalidade de

remocéo da lactose do leite.

1.2.  AS LECTINAS

As lectinas sdo proteinas (glicosiladas ou ndo), de origem néo-
imunoldgica que apresentam capacidade de se ligar reversivelmente a
carboidratos especificos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

As lectinas sdo largamente distribuidas na natureza encontradas em virus,
micro-organismos, plantas, animais vertebrados, invertebrados; seja nas
superficies celulares ou em particulas intracelulares. As lectinas foram extraidas
primeiramente de células animais, mas a capacidade de aglutinar eritrécitos foi
descoberta em 1908, quando foram isoladas de sementes de leguminosas
(SHARON; LIS, 1987).

Em 1888, Stillmark iniciou o estudo das lectinas. Ele atribuiu a toxicidade
do extrato de mamona (Ricinus communis) a um fator hemaglutinante protéico
(posteriormente chamado de ricina). Em 1908, Landsteiner e Raubitishek
demonstraram que as lectinas vegetais sdo seletivas, ao identificar diferencas nas
atividades hemaglutinantes de extratos de sementes distintos quando em contato
com hemacias de espécies diversas (SELL; COSTA, 2000).

A primeira purificacdo de lectina vegetal foi realizada por Summer, em
1919, quando foi obtida a concanavalina A (Canavalia ensiformis) por
precipitacdo salina e cristalizacdo (SHARON; LIS, 1987). Este momento deu a
base bioguimica para o salto posterior do estudo das lectinas: Renkonen (1948),
Boyd e Requera (1949), Watkins e Morgan (1952); todos trabalharam no sentido
de descrever a especificidade das lectinas para diferentes grupos sanguineos.



Destes estudos surgiram os fundamentos necessarios a caracterizacdo dos grupos
sanguineos do sistema ABO (SELL; COSTA, 2000).

O termo lectina é derivado do latim legere, que significa “selecionado”.
Este nome foi escolhido por Boyd e Shapleih, em 1954, pois reflete
etmologicamente a propriedade dessas proteinas de aglutinar preferencialmente
eritrocitos de determinados grupos sanguineos. No entanto, concluiu-se mais
tarde que essas proteinas tém capacidade de aglutinar também outros tipos de
células, o que gerou o termo aglutininas (SELL; COSTA, 2000).

Agraw e Goldstein (1965) descreveram um metodo pioneiro de
purificacdo de lectinas baseando-se em cromatografia de afinidade: para
purificar a lectina concanavalina A (D-glicose especifica), eles utilizaram uma
coluna com Sephadex-Dextrano como fase estacionaria. Apos a aplicacdo da
amostra na coluna eles recuperaram a concanavalina por eluicdo com solucao de
D-glicose.

O papel bioldgico das lectinas € identificar a informacéo pela ligacdo aos
oligossacarideos e disparar o mecanismo celular especifico a esta sinalizacéo
(SELL; COSTA, 2000). As lectinas tém sitios de ligacdo capazes de interagir
com diversos receptores de superficie celular. Esta ligacdo ativa um sistema de
traducdo das informacdes trocadas entre moléculas, células e organismos
(MISQUITH; RANI; SUROLIA, 1994). Como exemplo pode-se citar o
mecanismo de reconhecimento do dvulo pelo espermatozdide e a aderéncia de
neutrofilos as células endoteliais dos vasos sanguineos (ALBERTS et al., 2006).
Além disso, alguns estudos mostram que as lectinas estdo também envolvidas na
proliferacdo, diferenciacdo e inibicdo celular por contato; morte celular e
metéstase, desenvolvimento de infecgfes e defesa imunologica, além do
desenvolvimento de o6rgdos (LIS; SHARON, 1986; SHARON; LIS, 1989;
HOLMSKOV et al., 1994; PULVERER; BEUTH; KO, 1994; MODY:; JOSHI;
CHANEY, 1995; FREEZE; SHARMA, 2010; NUNES et al., 2012a; NUNES et

al., 2012b). Algumas lectinas encontradas em veneno de serpentes exercem



papéis na manutencdo da hemostase e tem ajudado a elucidar mecanismos
envolvidos na coagulacdo sanguinea e na ativacdo das plaquetas
(ARLINGHAUS; EBLE, 2012).

As lectinas ou os carboidratos solUveis podem agir como pontes ligando-
se as células opostas e a matriz extracelular (SHARON; LIS, 1989; MODY;
JOSHI; CHANEY, 1995). A funcéo das lectinas endogenas na interagéo célula-
célula e céelula-matriz é fundamental na proliferacdo, diferenciacdo e migracéo
celular. O processo é mediado pelas interacbes entre as glicoproteinas de
superficie celular, as moleculas de adesdo e seus receptores (NUNES et al.,
2012Db). Heitzeneder et al. (2012) estudaram o impacto clinico da deficiéncia de
uma lectina manana-especifica em humanos. A deficiéncia de MBL, do inglés
Mannan-binding lectin, € classificada como uma desordem de origem
imunoldgica relativamente comum, pois afeta aproximadamente 30% da
populacdo do mundo. A MBL é parte do sistema imune inato; reconhece
patogenos atraves da ligacdo a residuos de carboidratos expressos pelos micro-
organismos e ativa a cascata de complemento.

As lectinas sdo usadas como ferramentas ndo sO para identificar grupos
sanguineos, mas para caracterizar micro-organismos, para estimular o
crescimento de celulas imunes, para detectar e isolar carboidratos em solucéo ou
em superficie celular (PULVERER; BEUTH; KO, 1995). As lectinas que
induzem a mitose possuem a capacidade de aumentar a sintese de DNA e de
causar a diferenciacdo de populacdes especificas de celulas. A ativagédo
mitogénica de linfécitos, por exemplo, é policlonal e induz alteracOes
morfoldgicas, modulacéo fenotipica dos determinantes de superficie e secrecéo
de linfocinas ou imunoglobulinas (VOET; VOET; PRATT, 2002). A
estimulacdo de leucdcitos na presenca das lectinas pode resultar na producdo de
diversas citocinas, como as interleucinas (IL-2, IL-3, IL-5, IL-6), GM-CSF

(fator estimulador de colonia de granulocitos-macrofagos) e INF-y (interferon-



gama). A estimulacdo de células do bagco com lectinas é utilizada como fonte de
IL-2 (VOET; VOET; PRATT, 2002).

Apesar da classificacdo das lectinas ser baseada na especificidade por
monossacarideos, algumas lectinas podem mostrar diferencas na especificidade
por oligossacarideos. Portanto, lectinas pertencentes ao mesmo grupo genético
se ligam aos mesmos carboidratos, mas quando extraidas de espécies vegetais
distintas, mostram diferencas nestas ligacdes. Estas diferencas sdo bem menos
acentuadas quando essas proteinas sdo extraidas de plantas do mesmo género
(GOLDSTEIN; LIENER; SHARON, 1986).

Peumans e Van Damme (1995) dividiram as lectinas em trés classes. As
merolectinas possuem um Unico sitio ligante e por esta razdo ndo apresentam a
capacidade de aglutinar células. As hololectinas possuem dois ou mais sitios de
ligacdo e tem afinidade por um Unico tipo de acucar. A maioria das lectinas de
plantas sdo hololectinas. As quimerolectinas tém sitios de ligacdo para
carboidratos e outro sitio ativo com funcdo diversa (podendo ter até funcgéo
enzimatica).

Geralmente as lectinas vegetais se apresentam com duas ou quatro
subunidades. Sao constituidas de uma Unica cadeia polipeptidica como as de
Dioclea grandiflora, Cratylia floribunda, mas também sdo conhecidas lectinas
com subunidades compostas de duas cadeias polipeptidicas, como as lectinas da
tribo Vicieae (Pisum sativum, Lens culinaris) (ALLEN; NEUBERGER, 1973;
MOREIRA; OLIVEIRA, 1983; KONOZY et al., 2003). As lectinas vegetais
trimericas sdo mais raras mas também ja foram descritas (MULLER et al.,
1983).

Com base na especificidade por monossacarideos, as lectinas podem ser
classificadas em cinco grupos: manose (Man), galactose (Gal)/N-
acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglicosamina (GIcNAc), fucose (Fuc) e
acido N-acetilneuraminico-especificas (KALADAS et al., 1982). Certas lectinas

demonstram especificidade anomérica, isto significa que elas se ligam



preferencialmente a glicosideos alfa ou beta do mesmo monossacarideo.
Algumas delas exibem também especificidade a di, tri e tetrassacarideos, com
ligacdo até mil vezes mais forte que a ligagdo ao monossacarideo
correspondente (LIS; SHARON, 1998). Na maioria das vezes, 0 monossacarideo
ao qual a lectina tem afinidade se localiza na extremidade redutora, mas j& foram
descritas lectinas que reconhecem carboidratos situados no interior da cadeia
(LI1S; SHARON, 1998).

As lectinas reconhecem e se ligam reversivelmente a carboidratos
especificos por ligacdes de hidrogénio, coordenacdo com metais, forcas de van
der Waals e interac6es hidrofobicas sem alterar a molécula de aclcar (SAFINA,
2012). Dois residuos de aminoacidos na proteina se ligam ao metal e ao agUcar
enquanto outra cadeia lateral da proteina forma ligagdes de hidrogénio com
grupos hidroxila do carboidrato. Cations divalentes como Ca**, Mg?* e Mn**
estdo envolvidos no reconhecimento do carboidrato agindo como uma ponte
entre a proteina e a parte acUcar através de grupos hidroxil (SAFINA, 2012).

O EDTA é utilizado para se determinar a dependéncia da lectina por
cations divalentes. Esse éacido é um agente quelante que, por atracédo
eletrostatica, forma complexos com varios ions de modo que ndo ha
transferéncia de elétrons entre estes. Caso a atividade hemaglutinante da lectina
dependa de metais, apos ser dialisada com EDTA, ha perda parcial ou total da
atividade da lectina. Entretanto, a atividade pode ser restaurada pela adi¢céo dos
fons ao meio (SAFINA, 2012).

Apesar do carater hidrofilico dos carboidratos, causado pela presenca de
varios grupos hidroxil, as interac6es por ligacdes de hidrogénio ndo sdo maioria;
pelo contrério, as interacdes hidrofobicas tem papel mais importante na ligacdo
lectina-carboidrato (SAFINA, 2012).

Lectinas sdo ferramentas muito Uteis e explora-se em laboratério a sua
capacidade de hemaglutinacdo (VOET; VOET; PRATT, 2002), especialmente

na determinacdo de sua atividade nos extratos bioldgicos (SAMPAIO;



ROGERS; BARWELL, 1998, CARAMORI; LIMA; FERNANDES, 2004;
CARAMORI; FERNANDES, 2009; ARAUJO et al., 2012; ARLINGHAUS;
EBLE, 2012; BERGSTROM et al., 2012; DARVILLE et al., 2012; MU et al.,
2012; NUNES et al.,, 2012b) sua capacidade de monitorar a expressdo dos
carboidratos de superficies celulares e na caracterizacdo e purificacdo de
glicoconjugados (como glicoproteinas e glicolipidios) (GOLDSTEIN; LIENER;
SHARON, 1986).

A glicosilacdo desempenha um papel muito importante nas fungdes
biologicas das células; desordens neste tipo de ligacdo afetam processos como
crescimento de tumores, cancer, metastases, inflamacdes e desordens
imunoldgicas e cardiovasculares. As lectinas sdo ferramentas Uteis para
caracterizar biomarcadores glicosilados (BERGSTROM et al., 2012).

Apesar de as lectinas estarem distribuidas em gquase todos 0s seres vivos,
elas sdo mais estudadas nos vegetais, embora o papel dessas proteinas nas
plantas ainda néo tenha sido completamente elucidado. Ha indicios de que elas
possam ter funcdo como mediadores da simbiose entre plantas e micro-
organismos (DIAZ et al., 1989; LIMPENS; BISSELING, 2001), protecdo contra
patogenos (MISHKIND et al., 1982; SA et al., 2008), ativacdo de enzimas e que
atuariam como proteinas de reserva (KESTWAL et al., 2007).

O papel da lectina de M. urundeuva (aroeira-do-sertdo) na resisténcia a
deterioragdo por agentes biolégicos ¢ discutido por SA et al. (2008). No Brasil,
esta madeira € muito utilizada em construcdo civil, pois apresenta maior
durabilidade e resisténcia ao ataque de térmitas (cupins). A resisténcia das
plantas a insetos pode ser mediada por metabdlitos primarios (como lectinas) e
secundarios (como alcaldides e taninos), além disso, o impacto dos inseticidas
inorganicos sintéticos no meio ambiente tém estimulado a procura por
compostos toxicos para os térmitas que ocorrem na natureza. As lectinas sdo as
proteinas de plantas supostamente mais envolvidas na atividade de protegéo;

elas demonstraram atividade téxica em larvas de Callosobruchus maculatus
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(MACEDO et al., 2004) e em moscas Bactrocera cucurbitae (KAUR et al.,
2006) e sugere-se que essas proteinas possam ser exploradas como controle de
pestes por engenharia genética aumentando a resisténcia das plantas aos insetos
(SAHA et al., 2006).

Santana et al. (2012) demonstraram o isolamento de lectina de rizoma de
Microgramma vaccinifolia e a determinacdo do potencial eletroguimico na

presenca de Ca’* e Mg*

e eritrocitos humanos tipo O. A atividade
hemaglutinante dessa lectina foi neutralizada com EDTA sendo que a adigéo de
Ca” e Mg”" restaurou a atividade. O sistema eletroquimico demonstrou ser
sensivel a mudancas promovidas por esses ions e este efeito estimulatorio na
atividade hemaglutinante pode estar ligado a mudangas conformacionais na
distribuicdo da carga na superficie da lectina.

A cada dia surgem novas frentes de estudo com foco nas propriedades das
lectinas vegetais. Por esta razdo a pesquisa de plantas com alto teor dessas
proteinas aumentou muito nos Gltimos anos, principalmente no Brasil, onde sé&o
abundantes. O Cerrado brasileiro € um berco de biodiversidade e guarda
potencial biotecnologico inimaginavel. A planta Brosimum gaudichaudii faz
parte deste grande leque de espécies de interesse cientifico e por ter alta
concentracdo de lectinas em suas sementes é opcdo promissora para estudo de

purificacéo.

1.3. OS CARBOIDRATOS

Os carboidratos sdo as moléculas mais abundantes na natureza e nas
celulas estdo presentes de muitas formas. Ocorrem em bactérias e fungos
(dextranos e goma xantana), em algas (alginas, carragenanos, agar-agar), em
vegetais superiores (amido, celulose, gomas, mucilagens e pectinas) e em
animais, em que a oxidagcdo dos carboidratos constitui a principal via de

producdo de energia (Tabela 1). Carboidratos mais simples estdo envolvidos no
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reconhecimento e adesdo celular enquanto polimeros mais complexos destas
biomoléculas se ligam covalentemente a proteinas ou lipidios e agem como

sinalizadores, chamados glicoconjugados (BRUNETON, 1993).

Tabela 1. Exemplos de fungdes dos polissacarideos nos sistemas bioldgicos.

Funcéo Exemplos
Elemento estrutural Celulose, Hemicelulose, Pectina
Polimeros de reserva Amido, Frutanos, Mananos, Galactomananos, Xiloglicanos
Formadores de Hidrogéis Mucilagens em vacuolos e paredes celulares
Estruturais e funcionais Mucopolissacarideos e Glicosaminoglicanos

Fonte: HANSEL,; STICHER; STEINEGGER (1999).

Os polissacarideos podem ser divididos em homogéneos ou
homoglicanos, quando resultantes da condensacdo de muitas moléculas do
mesmo acucar e heterogéneos ou heteroglicanos, quando formados da
condensacdo de diferentes tipos de acucares, sendo as moleculas resultantes
lineares ou ramificadas (NELSON; COX, 2011). A sequéncia das moléculas de
acucares pode ser periddica ou ndo e pode ter o grau de polimerizacdo bastante
variavel de acordo com o numero de monossacarideos ligados. Poucos
polissacarideos tém menos de 100 monémeros, sendo que a maioria apresenta
entre 200 a 3000 mondmeros. Os polissacarideos também podem ser
classificados de acordo com sua solubilidade em &gua; entre os soltveis pode-se
citar as gomas, mucilagens e pectinas e entre os insolUveis, 0s componentes da
estrutura celular dos vegetais como a celulose e algumas hemiceluloses
(SPILLER, 1994).

As caracteristicas dos diferentes tipos de polissacarideos sdo determinadas
pela estrutura primaria, tipo e sequéncia dos monossacarideos, pelo grau de
polimerizacéo e pela conformacdo que, através da posicdo e do tipo de ligacéo,
originam a distribuicdo espacial de suas cadeias. Assim conformacdes regulares
produzem cadeias em hélice ou lineares, como é o caso de polissacarideos com

ligagdes (1—4) tipo amilose (a-(1—4)-D-glicopiranose), celulose (B-(1—4)-D-
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glicopiranose), pectinas (a-(1—4)-galacturonopiranose), alginas (o-(1—4)-acido
L-glicuronico). Cadeias irregulares com ligagdes lineares a-(1—4) e pontos de
ramificacdo o-(1—6) como na amilopectina conduzem a moléculas com
conformacBes tipo arvore, espinha-de-peixe ou enovelados randémicos
formando estruturas ramificadas que carregam mais informacdo biologica que
acidos nucléicos e proteinas de tamanho semelhante (NELSON; COX, 2011).

Dentre os principais tipos de polissacarideos estdo os dextranos, que sdo
homopolimeros ramificados de glicose de alta massa molecular, elaborados por
uma enzima exocelular (dextrana-sacarase) de diferentes bactérias dos géneros
Leuconostoc, Lactobacillus e Streptococcus. Cerca de 90% das unidades de
glicose encontram-se na cadeia linear principal formada por ligagoes a-(1—4),
enquanto as ramificagdes sao formadas por ligacdes a-(1—3), a-(1—4) e o-
(1—-2). Dispersoes aquosas de dextranos sdo atdxicas e esses polissacarideos sao
utilizados para fabricacdo de gel de preenchimento de colunas cromatograficas
de exclusdo molecular (HANSEL; STICHER; STEINEGGER, 1999).

Quando um ou varios oligossacarideos se apresentam ligados
covalentemente a proteinas, formam as glicoproteinas, que podem ser
encontradas na face externa da membrana plasmatica, na matriz extracelular e
no sangue. Dentro das células, as glicoproteinas sdo encontradas em organelas
especificas como o complexo de Golgi, granulos de secrecdo e lisossomos. A
porcdo oligossacaridica das glicoproteinas € rica em informacdes formando
sitios de reconhecimento e de ligacdo de alta afinidade por outras proteinas
(VOET; VOET; PRATT, 2002).

As glicoproteinas contém cadeias de monossacarideos, dissacarideos,
oligossacarideos, polissacarideos ou seus derivados (sulfo ou fosfosubstituidos),
ligadas covalentemente, pelo seu carbono anomérico, a cadeia lateral
polipeptidica. A porcentagem da massa de carboidrato nas glicoproteinas pode

variar de 1% a 80% e os agucares mais comuns sdo a glicose (Glc), galactose
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(Gal), manose (Man), fucose (Fuc), N-acetilgalactosamina (GalNAc) e N-
acetilglucosamina (GIcNAc) (SAFINA, 2012).

Algumas glicoproteinas tem uma unica cadeia de oligossacarideos, mas a
maioria tem mais de uma (NELSON; COX, 2011). Em geral, as glicoproteinas
podem apresentar oligossacarideos (como na membrana plasmatica), ou
carboidratos de cadeias de tamanho maior, como nas proteoglicanas da matriz
extracelular. No primeiro caso, a glicosilacdo pode ocorrer em apenas um ponto
ou em multiplos locais da estrutura protéica. Diferentemente, nas proteoglicanas
ocorre a ligacdo de varios polissacarideos a uma mesma proteina. A interacdo
entre diversas proteoglicanas na matriz ajuda a proteger as membranas das
células de danos mecanicos e quimicos, alem de absorver agua e conferir as
celulas uma superficie lubrificada, dando a elas maior mobilidade, alteracdo da
polaridade e solubilidade das glicoproteinas, além da protecdo contra algumas
enzimas proteoliticas. Existem evidéncias de que esta camada também atue na
estruturacdo da proteina, limitando a liberdade de conformacdo das cadeias
polipeptidicas (ALBERTS et al., 2006). E conhecido ainda que a mesma
proteina pode ter pontos de glicosilacdo diferentes dependendo do tecido onde é
expressa, como por exemplo 0 TNF-B1 que é diferente quando expresso nas
células dos ovarios de quando é expresso nas células das glandulas mamarias
(VOET; VOET; PRATT, 2002).

A porcdo carboidrato das glicoproteinas esta ligada a porcéo proteica por
uma ligacdo glicosidica a hidroxila de um residuo de serina ou treonina (O-
ligada) ou por uma ligacdo N-glicosil a um nitrogénio amida de um residuo de
Asparagina (N-ligado) (NELSON; COX, 2011). Dois tipos de O-glicosilacao
sdo observados: a ligacdo de N-acetilgalactosamina a uma serina ou uma
treonina; a ligacdo de um dissacarideo de galactose ou de glicosil-galactose ao
grupo hidroxil de uma hidroxilisina; ou ainda uma arabinose ligada ao grupo
hidroxil de uma hidroxiprolina. A outra classe de liga¢bes carboidrato-

polipeptideo é a N-glicosilacdo; neste caso uma N-acetilglicosamina é ligada a
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extremidade N-terminal de um residuo de asparagina. A asparagina deve estar
cercada por uma sequéncia de aminoacidos X-Asn-X-Thr em que o X pode ser
qualquer aminoacido; enquanto isso uma grande variedade de polissacarideos
pode ser ligada ao outro lado da N-acetilgalactosamina, como por exemplo,
residuos de manose (SAFINA, 2012).

Os carboidratos de superficie celular sdo os marcadores imunoquimicos
que definem os tipos sanguineos e ainda regulam o crescimento das células pela
inibicAo por contato. Por isto sdo essenciais na comunicacdo intracelular e,
juntamente com as lectinas, possuem atividade de reconhecimento e de adesdo
celula-célula (como as Selectinas) (VOET; VOET; PRATT, 2002).

1.4. IMOBILIZACAO DE BIOMOLECULAS

O conceito mais utilizado de imobilizacdo de proteinas foi definido por
Chibata (1978), que afirma serem ‘“macromoléculas que estdo fisicamente
confinadas, ou localizadas em uma regido definida do espaco, com retencao de
suas atividades, e que podem ser usadas repetidamente e continuamente”. Em
1916, Nelson e Griffin conduziram o primeiro procedimento de imobilizacdo ao
adsorver invertase em carvao ativado, e verificaram a manutencdo da atividade
desta enzima, mesmo apdés varios ciclos de utilizacdo e lavagens (KENNEDY;
WHITE, 1986). A partir dai varios métodos de imobilizacdo foram
desenvolvidos.

O uso de moleculas imobilizadas em suportes especificos tem varias
vantagens sobre o uso dessas moléculas livres. A maior delas ¢ a maior
resisténcia a fatores desnaturantes como temperatura, pH e agentes quimicos. O
custo também € reduzido pela reutilizacdo do sistema (KANG; KIM; KIM,
1997; AKSOY; TUMTURK; HASIRCI, 1998). Além disso, biomoléculas
imobilizadas permitem a interrupc¢do do curso da reagdo no momento desejado,

fornecendo alternativas para a obtencdo de novos produtos, aumentando a taxa
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de conversdo do processo, bem como o controle da qualidade. Essas vantagens
nem sempre sdo obtidas com a biomolécula livre (AKSOY; TUMTURK;
HASIRCI, 1998).

Para a escolha do suporte de imobilizacdo é necessario 0 conhecimento
sobre as caracteristicas do método, suas vantagens e limitacbes em relacdo as
outras opgdes existentes. Em relacéo a proteina que serd imobilizada, deve-se ter
conhecimento sobre a natureza quimica dos grupos reativos que poderdo estar
envolvidos, o custo e a estabilidade quimica e fisica dos reagentes, além das
condi¢bes de micro-ambiente onde a proteina ird atuar. Logo, a escolha do
método deve passar por uma andlise conjunta dos aspectos cientificos, de
engenharia e econdmicos no processo (KENNEDY'; WHITE, 1986).

Os metodos de imobilizacdo, segundo Kennedy e White (1986), sdo
classificados combinando a natureza da interacdo responsavel pela imobilizacéo
com a natureza do suporte utilizado. Dessa forma os métodos de imobilizacédo

podem ser para imobilizar proteinas sollveis ou insolUveis, como mostra a

Figura 2.
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em suporte insoluveis Cruzada
Ligacao {

Suporte

Figura 2. Fluxograma de classificagdo dos métodos de imobilizacdo segundo Caramori,
Rodrigues, Fernandes (2011).
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Para as técnicas de imobilizacdo para proteinas sollveis ha formas de
imobilizacdo por ligacdo ou por aprisionamento (por gel, fibras ou micro-
capsulas). Recentemente foi publicado um trabalho que demonstra a
imobilizacdo de peroxidase e concanavalina A (PGP-ConA) por aprisionamento
em gel de pectina. O complexo PGP-ConA teve boa eficacia e durabilidade e
demonstrou que um sistema com enzimas imobilizadas pode ser usado
eficientemente na remocao de corantes de efluentes industriais (JAMALA et al.,
2012). Entretanto, dentre todos os exemplos citados, 0 método de imobilizacdo
através da ligacao de proteinas a suportes insoltveis é o mais utilizado (SILVA,
2000).

A ligacdo entre as proteinas e 0s suportes insollveis, nas imobilizacdes
mais comuns, pode se dar por adsor¢do ou por ligacdo covalente. Na adsorcao, o
suporte interage com grupos de superficie da proteina, por atracdo eletrostatica,
forca de van der Waals ou ainda por ligacbes de hidrogénio (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 1995). A técnica consiste na mistura do suporte insolivel a
solugdo contendo as proteinas, sob condicdes apropriadas de pH, tempo e
concentracdo de proteinas, seguida da separacdo do suporte contendo a proteina
adsorvida do sobrenadante com as proteinas remanescentes nao-ligadas (SILVA,
2000; FERNANDES et al., 2003). Neste caso, a eficiéncia do método dependera
de quéo proximas estdo as condicOes reais das condi¢bes 6timas de imobilizacédo
para uma determinada proteina em seu respectivo suporte. Assim sendo, apés
imobilizacdo é necessario um cuidado especial para que as condi¢fes 6timas de
imobilizacdo sejam mantidas, caso contrario o sistema pode perder em eficiéncia
e durabilidade (KENNEDY; WHITE, 1986).

A imobilizacdo de proteinas pela formacdo de ligagbes covalentes entre
um grupo ligante da proteina e o suporte insoluvel € o método de escolha
quando se visa um sistema com maior durabilidade e quando a recuperacao da
proteina ndo € necesséria. Este método emprega os mais variados tipos de

ligacdo, sendo possivel imobilizar proteinas atraves de qualquer um de seus
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grupos superficiais reativos (HERNANDEZ; FERNANDEZ-LAFUENTE,
2011). Porém, os grupamentos quimicos responsaveis pela atividade da proteina
devem ser protegidos no momento da imobilizagcdo; isto significa que estes
grupos ndo podem estar envolvidos na formacédo da ligacdo covalente, o que
levaria a um sistema com proteinas imobilizadas desprovidas de atividade
(SILVA, 2000).

As imobilizacdes por ligacdes covalentes necessitam de mais etapas de
reacdo e mais tempo. No entanto, apés imobilizadas, essas preparagdes
apresentam grande estabilidade, de forma que somente reac6es muito drasticas
no meio seriam capazes de ter influéncia na desestruturacdo do sistema
(KENNEDY; WHITE, 1986).

Classificar os tipos de ligacdo das proteinas aos suportes separadamente
pode dar a falsa impressao que em cada sistema so ocorre um tipo de ligacéo por
vez. Isto ndo esta inteiramente correto, pois N0 mesmo sistema podem coexistir
varios tipos de ligacbes diferentes. Suportes com proteinas imobilizadas tanto
por adsorc¢ao quanto por ligacdo covalente sédo relativamente comuns (ROCHA;
GONCALVES; TEIXEIRA, 2012).

1.4.1. Escolha do Suporte

Durante a escolha do suporte, deve-se pesquisar na literatura a estrutura
quimica dos candidatos e a proposicdo do mecanismo de ligacdo. Esta ligacéo
pode se dar por simples adsorcéo (reversivel) ou por ligacdo cruzada idnica ou
covalente, que na maioria dos casos é irreversivel (KENNEDY; WHITE, 1986).

O conhecimento da natureza quimica dos grupos reativos que poderdo
estar envolvidos na reacdo de imobilizagcdo véo definir qual o suporte de melhor
custo-beneficio, a capacidade de regeneracdo deste e a estabilidade quimica e
fisica dos reagentes (KENNEDY; WHITE, 1986).



17

Durante a imobilizacdo podem ocorrer mudancas quimicas e fisicas na
superficie da proteina. Em casos ideais estas mudancgas devem gerar um carater
que minimize interagdes ndo-especificas com a amostra (MONZO; BONN;
GUTTMAN, 2007).

A escolha do suporte para imobilizagdo €, pois, 0 passo mais importante
da técnica. Suportes organicos (agarose, celulose, quitina) oferecem grande
versatilidade quimica, mas o fato de terem tempo de uso menor e maior
suscetibilidade ao ataque de micro-organismos também deve ser considerado.
Os suportes inorganicos (por exemplo silica ou vidro) oferecem a vantagem da
possibilidade de variar caracteristicas como tamanho do poro e forma das
particulas e sdo mais utilizados em processos industriais. Suportes sintéticos
como polianilina, poliestireno e polimeros de acrilamida também sdo opcdes
como matrizes para imobilizacdo (SILVA, 2000).

O suporte escolhido deve ser o que melhor se adeque ao micro-ambiente
em questdo. Ele deve favorecer a ligacdo do substrato (ndo pode se ligar a
proteina pelo sitio ativo), inibir o crescimento bacteriano, ser estavel, ser
resistente a compactacao e interferir o minimo possivel sobre a atividade da
proteina (SILVA, 2000).

O micro-ambiente criado pelo suporte pode ter seu grau de hidrofilicidade
variando desde muito hidrofilico até totalmente hidrofébico. Este parametro sera
definido de acordo com a capacidade da proteina de trabalhar em ambientes
mais ou menos solvatados. E interessante notar que inicialmente a maioria dos
sistemas utilizava suportes i06nicos com maior grau de hidratacdo, pois
acreditava-se que as proteinas imobilizadas mantinham melhor sua atividade
nestes micro-ambientes. Mais tarde, matrizes hidrofobicas foram ganhando
espaco (HERNANDEZ; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011).

Outros fatores afetam a atividade de uma proteina imobilizada,
principalmente porque o micro-ambiente onde a proteina se encontra pode ter

caracteristicas como pH e concentracdo de substrato totalmente diferentes do
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resto da superficie do suporte onde ndo ha biomoléculas imobilizadas. Isto
decorre de fatores como o efeito de particdo. Esse efeito é causa da atracdo ou
repulsdo do substrato, produto ou outras moléculas para perto ou para longe da
proteina . Vale destacar que diversos grupos funcionais podem ser inseridos na
superficie do suporte de acordo com a necessidade do método (TREVAN,
1980).

Suportes poliméricos sintéticos como poliestireno e polianilina e naturais
como quitosana tém sido alvo de estudos de imobilizacdo, assim como suportes
a base de misturas, chamados compdsitos. Pode-se definir compésito como um
produto em que dois ou mais elementos sdo combinados em uma estrutura para
obter vantagens e melhorias que nenhum dos componentes poderia fornecer
isoladamente (BHATTACHARYA; DE, 1996).

Para facilitar e, em outros casos, permitir a ligacdo da proteina ao suporte,
faz-se uso de reagentes bifuncionais, utilizados para tornar o suporte reativo ou
para criar um brago espacador entre a proteina e a superficie do suporte. Dentre
os ligantes mais utilizados destacam-se as carbodiimidas, os agentes silanizantes
e o glutaraldeido (WEETALL, 1975). Os ligantes devem permitir que a proteina
imobilizada atue da forma mais parecida possivel com aquela em solucédo
(MONZO; BONN; GUTTMAN, 2007).

1.4.2. A Polianilina

A polianilina (PANI), cuja estrutura basica é mostrada na Figura 3, é um
polimero de formula geral (CgH;N). resultante da oxidacdo quimica ou
eletroquimica da anilina, constituido de mais de mil unidades de PANI. E muito
produzido no mundo devido a sua facilidade de sintese e boa estabilidade
(TANG et al., 1988).
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Figura 3. Forma bésica da polianilina. Fonte: SILVA (2000).

A estrutura basica da PANI mostrada na Figura 3 pode mudar de acordo
com o grau de oxidacdo e o grau de protonacdo do polimero. O estado de
oxidacdo da polianilina pode ser variado gerando desde o polimero
completamente reduzido (Y=1) até o polimero totalmente oxidado (Y=0)
(FERNANDES et al., 2003). O menor estado de oxidacéo ¢ definido pelo termo
leucoesmeraldina; o estado de oxidacao intermediario € chamado de esmeraldina
e o termo pernigranilina refere-se a polimeros cujo estado de oxidacdo € alto
(MACDIARMID; EPSTEIN, 1989).

Alterando-se o0 estado de oxidagdo ou o grau de protonacdo da PANI, é
possivel mudar e controlar as propriedadas elétricas deste polimero. O atomo de
nitrogénio imina de qualquer uma dessas espécies pode ser totalmente ou
parcialmente protonado, dando origem aos sais correspondentes, sendo que 0
grau de protonacdo do polimero depende de seu estado de oxidagédo e do pH do
acido empregado no processo (MACDIARMID; EPSTEIN, 1989).

A PANI pode ser obtida por oxidacdo quimica ou eletroquimica,
entretanto a oxidacdo quimica é mais utilizada para producédo em larga escala, ja
que o produto da sintese ndo é limitado pela area dos eletrodos. Varios &cidos,
como o &cido cloridrico ou o acido sulfdrico tém sido usados juntamente com
diversos agentes oxidantes, como o dicromato de potéssio, o peréxido de
hidrogénio ou o persulfato de amonio, na polimerizacdo quimica da PANI
(SOUSA et al.,, 2003). Dentre os agentes oxidantes, o mais utilizado é o
persulfato de aménio, pois apresenta boa solubilidade em agua, conduz a bons

rendimentos e os produtos da sua reducdo sdo de facil tratamento e baixa
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toxicidade, uma vez que sdo gerados sais de metais leves e acidos inorganicos
(STEJSKAL; GILBERT, 2002). Ja a sintese eletroquimica se da pela oxidacéao
eletroquimica da anilina em meio &cido, sob a aplicacéo de corrente ou potencial
elétrico (MACDIARMID; EPSTEIN, 1989).

As polianilinas tém excelente reciclabilidade redox e propriedades
Opticas, elétricas e eletroguimicas, assim como alta estabilidade ambiental e
facilidade de preparo. Sdo polimeros de sintese barata e com alto rendimento.
Essas caracteristicas fazem da polianilina um bom candidato a suporte para
imobilizacdo de proteinas (SILVA, 2000). No entanto, apesar de todas as
vantagens citadas, o uso de polianilinas quimicamente sintetizadas, como
suportes para imobilizagcdo tem sido mais restrito, surgindo a necessidade de
estudar melhor as caracteristicas e propriedades deste polimero, bem como as
suas aplicacGes como suporte para imobilizacdo de proteinas.

Apesar das vantagens apresentadas, a PANI obtida por sintese quimica
forma um pé fino de compactacdo dificil, devido a baixa velocidade de
sedimentagdo. Somando-se a isso o fato de que a utilizagdo de lectinas
imobilizadas tem exigido a elaboracdo de matrizes mais especificas para esta
finalidade, apesar da grande variedade de suportes disponiveis, tornou-se
necessario combinar a polianilina uma substancia que melhorasse sua utilizacéo
como matriz. Este novo material deve resultar em sistemas com alta capacidade
de imobilizacéo, elevada atividade e caracteristicas adequadas ao uso (MONZO;
BONN; GUTTMAN, 2007).

As mais recentes tecnologias requerem materiais com combinacdo de
propriedades que ndo sdo encontradas naqueles convencionais. Materiais
hibridos sdo preparados pela combinacdo de componentes com caracteristicas
diferentes e constituem uma alternativa para a producdo de novos materiais

multi-funcionais, com uma larga faixa de aplicacdes.
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1.4.3. O Alcool Polivinilico

O alcool polivinilico (PVA, do inglés polyvinyl alcohol) é o polimero
sintético hidrossolUvel mais produzido no mundo. Foi obtido pela primeira vez
em 1924, por Herrman e Haehnel, pela hidrdlise do poliacetato de vinila, que € a
forma de obtencdo comercial utilizada. Sua formula geral é (C,H;O)4
(RAMARAJ, 2007).

O PVA tem grande potencial na utilizagdo como matriz para imobilizagédo
por ser um polimero de boa plasticidade, cristalinidade e transparéncia. Tem alta
resisténcia a tenséo, é permeavel, biodegradavel e apresenta boa compatibilidade
com compostos bioldgicos (CARAMORI; CARVALHO JR; FERNANDES,
2010). Este material vem sendo utilizado em associacdo com outros polimeros
objetivando melhores propriedades mecanicas através da sua grande
flexibilidade (IHM et al., 2002).

YT YT L T YT

OH OH OH OH OH OH OH OH

Figura 4. Estrutura do PVA.

Caramori et al. (2011) mostraram que a utilizagdo de matrizes de
imobilizacdo de PVA-PANI (alcool polivinilico-polianilina) resultou em
aumento da capacidade de imobilizagdo em comparagdo a suportes exclusivos
de PVA ou de PANI. Ao produzir uma matriz, para imobilizacdo de lectinas,
com melhor custo-beneficio que as atualmente utilizadas, facilita-se o estudo de
varias faces da bioquimica relacionadas a doencas com processos de
desenvolvimento ainda ndo elucidados. Desta forma, as lectinas vém sendo
utilizadas na investigacéo cientifica como uma ferramenta util na avaliacdo e no

entendimento de diversos sistemas biologicos.
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1.5. A CROMATOGRAFIA POR AFINIDADE POR LECTINAS

A capacidade de ligacdo das lectinas aos carboidratos torna possivel a
purificacdo de glicoconjugados (glicoproteinas, glicopeptideos, glicolipidios e
glicanas livres) utlizando a técnica de cromatografia por afinidade por lectinas —
LAC (do inglés lectin-affinity chromatography). A técnica LAC ¢é utilizada em
todo o mundo por ser um método simples e eficiente para separacdo de misturas
complexas de glicoconjugados com tamanhos e cargas similares, mas estruturas
diferentes. Neste tipico procedimento de separacdo, imobiliza-se a lectina em
uma matriz especifica e preenche-se a coluna desejada com a matriz ligada a
lectina. Depois se injeta a solu¢do amostra nesta coluna para que haja a selecéo
das glicanas de interesse e por fim as glicanas séo eluidas da coluna, usando o
equilibrio reverso induzido pela adicdo de agUcares aos quais a lectina tem maior
afinidade. Associada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés
High Performance Liquid Chromatography), este método pode prover
glicoconjugados altamente purificados para posterior analise estrutural
(CUMMINGS, 1999).

Um procedimento baseado em cromatografia por afinidade por lectinas foi
desenvolvido por Ribeiro, Catarino e Ferreira (2012). Partindo do principio de
que lectinas reconhecem oligossacarideos relativamente complexos e
ramificados, além de apenas simples moléculas de acUcares, o método
desenvolvido foi apto a isolar membranas de eritrécitos.

As técnicas de cromatografia de afinidade evoluiram em eficiéncia. Como
exemplo pode-se citar a Serial LAC (ENDO, 1996), em que colunas
cromatograficas sdo acopladas uma apos outra. A amostra passa de uma coluna
para a outra e cada uma delas seleciona uma das moléculas de interesse. A
técnica da Multi LAC (YANG; HANCOCK, 2004) se baseia na imobilizacao de

varias lectinas diferentes na mesma coluna com o objetivo de selecionar varias
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moléculas de interesse concomitantemente. A utilizacdo de espectrometro de
massa acoplado ao HPLC preparativo € ferramenta Gtil na caracterizacdo das
moléculas eluidas.

A cromatografia por afinidade por lectinas tem extrema importancia para
os estudos de glicoconjugados e protedmica. A utilizacdo correta da técnica de
imobilizacdo para a preparacdo do suporte € essencial para alcancar a
reprodutibilidade e robustez do método. E esperado que este campo da
cromatografia cresga ainda mais, inovando em tecnologia e diminuindo a

complexidade e o tempo de criagdo e montagem dos suportes.
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2. OBJETIVOS

Sintetizar uma matriz de PVA e PANI, utilizando o glutaraldeido como
agente de interligacéo, capaz de imobilizar a lectina de Brosimum gaudichaudii

parcialmente purificada e a lectina concanavalina A.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar os parametros ideais de imobilizacdo para cada lectina
individualmente: o tempo ideal para imobilizar a lectina no suporte, o pH

6timo de imobilizacéo e a relagdo quantitativa lectina/suporte;

b) Propor um sistema suporte-lectina imobilizada que permita a separagéo de

glicoproteinas, incluindo aplicagbes em cromatografia de afinidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho se desenvolveu a partir de duas frentes de estudo
concomitantes: a primeira se concentrou no desenvolvimento de um metodo
cromatografico para a purificacdo da lectina de Brosimum gaudichaudii,
enguanto que a segunda produziu uma rede interpenetrada de PVA-PANI para

imobilizagdo de lectinas.

3.1. PURIFICACAO PARCIAL DE LECTINA DE Brosimum gaudichaudii

A purificacdo parcial da lectina de Brosimum gaudichaudii foi conduzida
pela obtencdo do extrato bruto (EB) das sementes da planta e de tecnicas

cromatograficas de exclusdo molecular e bioafinidade.

3.1.1. Extracgao da lectina

As sementes utilizadas para a fabricacdo da farinha de mama-cadela
foram coletadas nos meses de outubro a novembro de 2009 no municipio de
Jatai — GO (Fazenda do Campus da UFG de Jatai — 51°42749,36”0). Ap0s
moagem, a farinha foi delipidada com hexano e mantida em capela até completa
volatilizacdo do solvente. Aproximadamente 24 h depois, a farinha foi
armazenada em frascos hermeticamente fechados e mantida a 4 °C no
Laboratério de Quimica de Proteinas do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Goiaés.

A producio do extrato bruto foi feita na concentragdo de 0,1 g mL™ com
solucdo glicina 0,1 mol L™ pH 9,0, sob agitacdo a 4 °C por 1 h. Posteriormente a
farinha foi separada do EB por centrifugacdo durante 15 min a 4300,8 x g. Com
0 EB resultante foram feitos testes para determinar a quantidade de proteinas

totais e atividade hemaglutinante.
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3.1.2. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas totais foi feita de acordo com Bradford (1976).
Adicionou-se 100 pL da amostra de EB a 5,0 mL do reagente de Bradford. Apés
10 min em repouso a temperatura ambiente, a solucdo foi lida em
espectrofotdmetro UV/Vis (Bel Photonics 2000 UV, Brasil) em comprimento de
onda de 595 nm e a concentracdo de proteinas do extrato foi calculada em
relacdo a curva padrdo do reagente, com leituras de concentragcdes crescentes
entre 0,4 pg mL™ e 1,0 pg mL™ de albumina sérica bovina (BSA) com

absorbancias lineares a 595 nm e r’= 0,99.

3.1.3. Teste de atividade hemaglutinante

O teste de hemaglutinacdo se baseia na capacidade das lectinas em
aglutinar hemacias. Seguindo o método de Moreira e Perrone (1977), utilizou-se
suspensdo de hemacias de sangue de coelho a 2% (v/v) em solucdo salina
0,15 mol L™ pH 7,0. Em tubos de ensaio, a cada 100 puL de EB, foram
adicionados 200 pL do sangue a 2%. A mistura foi levada ao banho-maria a
37 °C por 30 min. Posteriormente os tubos foram deixados em repouso a
temperatura ambiente por iguais 30 min. A seguir, 0 material foi centrifugado a
67,2 x g por 1 min e a capacidade de aglutinacdo do EB foi detectada a partir da
observacdo da formacdo de pequenos coagulos insollveis. Foram feitas
diluicbes seriadas na amostra para determinagdo do titulo em unidade de
hemaglutinacdo (UH). Uma UH foi definida como sendo o inverso da maior
diluicdo de uma dada solucdo que ainda é capaz de aglutinar uma suspenséo de
hemacias a 2 % (v/v) (MOREIRA; PERRONE, 1977).
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3.1.4. Cromatografias por exclusdo molecular

Para a separagéo das proteinas do extrato bruto inicialmente adotou-se o
procedimento de montagem das colunas de vidro de dimensdes 42,0 x 2,0 cm
com filtros de poliamida. As fases estaciondrias utilizadas foram os géis de
dextrano Sephadex G-75 e Sephadex G-50 (Sigma, EUA). Ambos foram
intumescidos com &gua destilada na proporcdo de 1:10 (p/v) por 1 h em
temperatura ambiente. Foi utilizada uma quantidade de 7,0 g de gel por coluna.

O volume vazio das colunas foi calculado aplicando-se 1,0 mL de uma
solucdo 1 mg mL™ do corante azul Blue Dextran (Sigma, EUA) as colunas de
gel Sephadex. O volume eluido das colunas desde a aplicacdo do corante até sua
total eluicdo em agua foi considerado o volume vazio. As colunas foram entéo
lavadas para posterior utilizacéo.

O volume de 1,0 mL de EB foi aplicado a coluna de Sephadex G-75
previamente equilibrada com a fase mével — glicina 0,1 mol L™ pH 9,0. O fluxo
foi mantido em 0,5 mL min® e as fracBes coletadas foram lidas em
espectrofotdmetro UV/Vis (Bel Photonics 2000 UV, Brasil) em comprimento de
onda de 280 nm.

As fracdes referentes aos picos obtidos foram testadas quanto a presenca
de lectinas da mesma forma descrita para o EB (item 3.1.3). As fracdes
cromatograficas que apresentaram aglutinacdo em sangue tiveram seus volumes
medidos, reunidos e dialisados em quatro ciclos de troca de agua destilada, com
duracdo de 30 min cada, a 4 °C. Em seguida foram congelados em tubos de
50 mL, tipo falcon, liofilizados e o material resultante foi mantido em freezer a
-10 °C.

Os liofilizados provenientes das cromatografias em coluna G-75 tiveram
sua massa determinada e cada 10,0 mg destes foram ressuspendidos em 1,0 mL

de solucdo glicina 0,1 mol L™ pH 9,0. Este volume foi aplicado & coluna de
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Sephadex G-50 e a cromatografia foi conduzida seguindo o0 mesmo método

descrito para a coluna G-75.

3.1.5. Cromatografias por bioafinidade

Foram montadas colunas de dimensoes 10,0 x 1,0 cm utilizando-se como
fase estacionaria gomas a-galactose e [(-galactose, gentilmente cedidas pelo
prof. Dr. Renato de Azevedo Moreira (Universidade de Fortaleza/UNIFOR,
Brasil). A goma de a-galactose é proveniente da planta conhecida por Carolina
(Adenanthera pavonina Beer, L.B. Smith) e a B-galactose do Jatoba (Hymenaea
courbaril L.).

O volume vazio das colunas foi calculado aplicando-se 1,0 mL de uma
solucdo 1 mg mL™ do corante azul Blue Dextran (Sigma, EUA) as colunas com
gomas a ¢ . O volume eluido das colunas desde a aplicacdo do corante até sua
total eluicdo em agua foi considerado o volume vazio. As colunas foram entéo
lavadas para utilizacéo.

Cada 5,0 mg do liofilizado da coluna G-50 foram ressuspendidos em
500 pL de solucdo salina 0,15 mol L™ pH 7,0 e aplicados nas colunas
previamente equilibradas com esta mesma solucdo a um fluxo de 0,5 mL min™.
A fracdo de proteinas ndo-ligadas eluida com solucdo salina (solucdo de
equilibrio) teve absorbancia detectada em espectrofotbmetro UV/Vis (Bel
Photonics 2000 UV, Brasil) em comprimento de onda de 280 nm até que esta
leitura atingisse absorbancia proxima de zero. Neste momento foi adicionada
uma solucdo para eluicdo da fracdo de proteinas ligadas a fase estacionaria
(solucdo de eluicéo). Foram testadas cinco solugGes para este fim: solucgéo salina
1,0 mol L™ pH 7,0; solucéo de galactose 0,1 mol L™ e 0,2 mol L™, solucéo de
lactose 0,1 mol L™ e tamp&o glicina-HCI 0,1 mol L™* em NaCl 0,1 mol L™

pH 2,6. A fracdo de proteinas eluidas teve sua absorbancia detectada a 230 nm,
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pois neste comprimento de onda sdo detectaveis também as ligacdes peptidicas
(BIOCHEMICAL APPLICATIONS FOR UV/VIS SPECTROSCOPY, 2000).
As fragdes referentes aos picos obtidos foram testadas quanto a presenca
de proteinas e lectinas. Posteriormente, foi feita eletroforese em gel de
acrilamida em condicdo ndo-desnaturante para o melhor acompanhamento da

purificacdo da lectina pelas colunas.

3.1.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sédio (SDS —
PAGE)

As amostras liofilizadas provenientes das colunas G-75 e G-50 foram
adicionadas ao tampdo de amostra (tampdo tris-HCI 100 mmol L™ pH 6,8;
SDS 4% p/v; azul de bromofenol 0,2% p/v; glicerol 20% v/v e B-mercaptoetanol
10% v/v) na proporcao de 1:1 e aquecidas até fervura por 5 min, assim como as
proteinas marcadoras (LAEMMLLI, 1970).

A eletroforese foi conduzida usando-se gel de aplicacdo de 5% (p/v) de
acrilamida 30%/ bis-acrilamida 0,8% em tamp4o tris-HCI 1,0 mol L™ pH 6,8,
SDS 10% (p/v), temed 99% (Nitrogen, EUA) e solucéo de persulfato de aménio
200 mg mL™; gel de separacdo 12% (p/v) de acrilamida 30%/ bis-acrilamida
0,8% em tampdo tris-HCI 1,0 mol L™ pH 8,8, SDS 10% (p/v), temed 99% e
solucdo de persulfato de amdnio 200 mg mL™.

A quantidade de amostra aplicada foi de 20 pL por pogo do gel,
aproximadamente 20 pg de proteina. A amperagem foi fixada em 40 mA. Apos
0 término da corrida, o gel foi tratado com solucdo corante contendo metanol
50% (v/v), &cido acético 10% (v/v) e 0,1% (p/v) de azul brilhante de Comassie.
Em seguida, o gel foi colocado em uma solugéo descorante reveladora contendo
metanol 40% (v/v) e &cido acético 10% (v/v). A mobilidade eletroforética de
uma proteina em um gel de poliacrilamida é inversamente proporcional ao seu

peso molecular. Com base nesta caracteristica, a massa molecular das bandas foi
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determinado por um grafico de log das massas das proteinas marcadoras contra a
migracdo das bandas desconhecidas (NELSON; COX, 2011).

3.1.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante

As amostras liofilizadas provenientes das colunas G-75, G-50 e
B-galactose foram adicionadas ao tampao de amostra (glicerol 50% v/v; solucéo
tris-HCI 1,0 mol L™ pH 6,0, azul de bromofenol 1% p/v e &gua destilada) na
proporc¢éo de 1:1, assim como as proteinas marcadoras.

A eletroforese foi conduzida usando-se gel de aplicacdo de 3,0% (p/v) de
acrilamida 30%/bis-acrilamida 0,8% em tampdo tris-HCI 1,0 mol L™ pH 6,8,
temed 99% (Nitrogen, EUA) e solucdo de persulfato de aménio 200 mg mL™;
gel de separacdo 7,5% (p/v) de acrilamida 30%/bis-acrilamida 0,8% em tampéo
tris-HCI 1,0 mol L™ pH 8,8, temed 99% e solucdo de persulfato de aménio
200 mg mL™.

A quantidade de amostra aplicada foi de 20 pL por pogo do gel,
aproximadamente 20 pg de proteina. A amperagem foi fixada em 35 mA. Apoés
o0 término da corrida, o gel foi tratado com solugdo corante contendo nitrato de

prata como mostra o protocolo da Tabela 2.
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Tabela 2. Solucgdes utilizadas e tempo de exposicdo dos géis para colora¢do por nitrato de

prata.

Coloracéo do Gel por Nitrato de Prata

1 Em agitacdo por 1 h

2 Lavar 3x 20 min

3 Pré-tratamento por 1 min

4 Enxaguar 3x 20 s

5 Impregnar por 20 min

6 Enxaguar 3x 20 s

7 Agitar até as bandas aparecerem

8 Enxaguar 3x 20 s

9 Enxaguar

10  Enxaguar

Solucdo Fixadora:
Metanol 50% (v/v)
Acido Acético 12% (v/v)
Formaldeido 0,5 mL L™

Etanol 50% (v/v)

Tiossulfato de S6dio 0,2 g L™

Agua destilada

Solucdo Nitrato de Prata:
Nitrato de Prata2 g L™
Formaldeido 0,75 mL L™

Agua destilada

Solucao Reveladora:

Carbonato de Sédio 0,06 g mL™
Formaldeido 0,5 mL L™
Tiossulfato de S6dio 0,2 g L™

Agua destilada

Solucéo de Parada:
Metanol 50% (v/v)
Acido Acético 12% (v/v)

Metanol 50% (v/v)
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3.2. TESTE DE INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE POR
ACUCAR

Foram preparadas solugdes partindo da concentracdo de 2,5 mol L™ até
solucdes de 0,5 mol L™ de frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, sacarose
e xilose. Em tubos de ensaio distintos foram adicionados 100 uL das respectivas
solucbes e 100 pL da fracdo purificada de Brosimina contendo 2 UH. Esses
tubos foram levados a banho-maria a 37 °C por 30 min e depois deixados em
repouso ate alcancarem temperatura ambiente. A cada tubo, foram adicionados
200 pL de suspensdo de hemécias de coelho a 2% (v/v) (MOREIRA,;
PERRONE, 1977) e os tubos foram novamente levados a banho-maria a 37 °C
por 30 min.

Apoés alcancarem a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados
por 5 min a 67,2 x g. Os resultados quanto a aglutinacdo ou ndo-aglutinacdo do
sangue foram observados a olho nu e a especificidade da lectina foi determinada
comparando-se as menores concentracbes dos diferentes aglcares capazes de

inibir completamente a atividade hemaglutinante.

3.3. EFEITO DO ACIDO ETILENODIAMINOTETRACETICO (EDTA) E
DOS [ONS CALCIO (Ca**) E MANGANES (Mn®") NA ATIVIDADE
HEMAGLUTINANTE

A fragdo de Brosimina purificada da coluna B-galactose foi dialisada
contra 0,2 mol L™ de EDTA por 24 h, seguida por dialise contra solucdo salina
0,15 mol L™ por iguais 24 h. A solucio de Brosimina na concentracio 2 UH teve
sua atividade hemaglutinante testada antes e depois da diélise. Da mesma forma,
a solucdo de Brosimina dialisada teve sua atividade medida antes e depois da

adicdo de CaCl, e MnCl, (5,0 mmol L'l) ao meio reacional.
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A sintese das matrizes PVA-PANI foi realizada de acordo com o0s

métodos de Anthonysamy et al. (1996) e de Caramori, Carvalho Jr. e Fernandes

(2010), com algumas modificacOes. Diferentes quantidades de PVA (Vetec

Quimica Fina, Brasil) triturado foram adicionadas a volumes constantes de

anilina previamente destilada (Merck, Alemanha), conforme Tabela 3. Apos a

homogeneizagdo dessa mistura, foi adicionada uma solugdo de persulfato de

amonio (Quimex, Brasil) na concentracdo 0,61 mol L™ em HCI 2,0 mol L. A

mistura foi levada a mufla a 250 °C por 2 h. Os polimeros resultantes foram

triturados em gral de porcelana e peneirados em peneira de analise

granulométrica inox de tamanho 500 um sendo gerado po finissimo que foi

entdo armazenado a temperatura ambiente em recipientes de polipropileno

hermeticamente fechados.

Tabela 3. Sintese dos Suportes PVA-PANI com diferentes proporc¢des de PVA.

PVA triturado Anl_llna Persulfato de
©) destilada aménio (mL)
(mL)

Suporte 1 50 10,0 10,0
Suporte 2 50 10,0 10,0
Suporte 3 50 10,0 10,0
Suporte 4 10,0 10,0 10,0
Suporte 5 10,0 10,0 10,0
Suporte 6 10,0 10,0 10,0
Suporte 7 15,0 10,0 10,0
Suporte 8 15,0 10,0 10,0
Suporte 9 15,0 10,0 10,0

3.5. ATIVACAO COM GLUTARALDEIDO (GA)

A ativacdo das matrizes foi realizada baseada em Silva (2000) com

modificacOes. Para analisar o efeito combinado das variaveis independentes na
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capacidade de retencdo de GA nos suportes PVA-PANI, optou-se pela
metodologia de superficie de resposta com delineamento experimental com
ponto central. Este tipo de delineamento foi definido a partir de resultados
preliminares dos testes e foi utilizado em todo o estudo. Os parametros foram
estabelecidos como varidveis independentes e foram estudados em trés niveis
(-), (0) e (+). Desta forma foi feito um planejamento composto central 22 em que
a quantidade de PVA dos materiais e a concentracdo das solucbes de GA

utilizadas na ativacgao foram variadas, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Planejamento composto central 22 da ativaco de trés tipos diferentes de PVA-PANI
com trés solucdes de diferentes concentracdes de GA.

Quantidade de PVA (g)

Solucéo de GA (%)

Experimento  do suporte PVA-PANI utilizada na
ativacgéo
1 05(-) 1,0 ()
2 05() 2,5 (0)
3 05() 4,0 (+)
4 1,0 (0) 1,0 ()
5 1,0 (0) 2,5 (0)
6 1,0 (0) 2,5 (0)
/ 1,0 (0) 40 (+)
8 15 (+) 1,0 (-)
9 1,5 (+) 2,5 (0)
10 15 (+) 4,0 (+)

A cada 10 mg das matrizes de PVA-PANI produzidas, foi adicionado
1,0 mL da solucdo de glutaraldeido (GA) e as suspensdes foram mantidas em
agitacdo leve por 1 h a temperatura ambiente. ApoOs a ativacdo, 0s suportes
ativados foram centrifugados por 5 min (3360 x g) e lavados exaustivamente
com solugéo tampéao fosfato de sddio 0,1 mol L™* pH 7,0 até que a absorbancia a
310 nm da solucéo de lavagem se aproximasse de zero.

A gquantidade de GA ligada aos suportes foi medida pela diferenca entre a
concentragdo da solucédo inicial de GA antes da ativacdo e a concentracdo do

sobrenadante com GA remanescente. Para isto foi utilizado método de deteccao
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colorimétrico de Boratynski e Zal (1990) com modificacdes. Em tubos de ensaio
foram adicionados 300 pL da amostra de GA na concentracdo 10% (v/v) e 40
KL de fenol em etanol 4% (v/v). Em seguida, foram lentamente adicionados 100
uL de H,SO, 96% (v/v) e posteriormente 200 yuL de agua destilada. Apos 0s
tubos atingirem temperatura ambiente, as solugdes foram lidas em
espectrofotdmetro UV (Bel Photonics UV, Brasil) a 482 nm. Utilizando este
método, foi feita uma curva de calibracdo de 0,5% a 5,0% de GA em solucéo.

A partir das leituras dos sobrenadantes, foi calculada a porcentagem de
GA que ficou retida ao suporte em cada material. Com o objetivo de definir qual
suporte e qual solucdo de GA teve o maior efeito de retencdo de GA, foi feito o
tratamento estatistico dos dados, utilizando o programa Statistica 6.0 (Statistica
6.0 Stat Soft Inc, Tulsa).

3.6. IMOBILIZACAO DE LECTINAS

O material PVA-PANIG que apresenta maior capacidade de retencdo de
GA foi utilizado para os testes de imobilizacdo de lectinas. Um planejamento
composto central 2° variando os parametros de tempo e pH foi delineado para os
testes de imobilizagao das lectinas e posteriormente foram feitos testes no intuito
de determinar a razdo Otima entre a concentracdo de lectina ofertada e a
quantidade de suporte utilizada. Primeiramente foi imobilizada a fracédo eluida
da coluna Sephadex G75 proveniente do EB das sementes de Brosimum
gaudichaudii, que contenha a lectina Brosimina. Em seguida, foi imobilizada a
proteina Concanavalina A (ConA) (Sigma Aldrich, EUA). A imobilizacéo
dessas lectinas se desenvolveu em tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L™*
garantindo-se assim o tamponamento nos valores de pH pré-determinados. Desta
forma foram determinadas as condicGes Otimas de imobilizacdo das lectinas
Brosimina e ConA no suporte PVA-PANIG com maior capacidade de retencéo
de GA.
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3.6.1. Imobilizacéo de Brosimina

A cada 10 mg do suporte PVA-PANIG, em tubos tipo Eppendorf, foi
adicionado 1,0 mL de solu¢do de Brosimina fracdo G75 na concentracdo de
240 png mL* acrescida de lactose a 5,0 mmol L, a fim de prevenir a
imobilizacdo das lectinas pelo sitio de ligacdo aos carboidratos. As solucdes
foram imobilizadas em diferentes pH, de acordo com o planejamento estatistico

composto central 22 descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Planejamento composto central 2° para determinagdo dos parametros de
imobilizagéo pH e tempo da lectina Brosimina fracdo G75 no suporte PVA-PANIG. Este teste
foi conduzido em triplicata.

Experimento pH Tempo (h)
1 5() 1()
2 5() 2(0)
3 5() 3(+)
4 6 (0) 1()
5 6 (0) 2 (0)
6 6 (0) 2 (0)
7 6 (0) 3(+)
8 7(+) 1()
9 7(+) 2 (0)
10 7(+) 3(+)

Os tubos foram agitados orbitalmente a 80 rpm em banho de gelo a
temperatura controlada de 0 °C. Apds os tempos determinados (1, 2 ou 3 h) as
amostras foram recolhidas do sistema de rotacdo e centrifugadas a 4300,8 x g.
Os sobrenadantes foram separados e lidos em espectrofotometro UV a 280 nm.
Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

A diferenga entre as leituras a 280 nm das solugdes iniciais da Brosimina
fracdo G75 e as leituras dos sobrenadantes, com a Brosimina, remanescentes das

imobilizacGes representa a porcentagem de proteinas que ficaram retidas ao
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suporte PVA-PANIG. As proteinas em solucdo foram quantificadas de acordo
com Bradford (1976).

Os suportes PVA-PANIG-Brosimina foram lavados duas vezes com
solucdo glicina 0,1 mol L™ e as solugbes resultantes das lavagens foram
recolhidas apos centrifugacdo a 4300,8 x g e lidas em espectrofotdmetro a
280 nm. As matrizes PVA-PANIG-Brosimina foram entdo submetidas a
medicdo da atividade da Brosimina imobilizada, como decrito no item 3.6.1.1.

Para determinar a proporcdo Otima lectina ofertada/quantidade de suporte
utilizada, foram feitos testes de imobilizacdo da Brosimina em diferentes
concentracdes. A partir da fracdo parcialmente purificada de Brosimina, foi
preparada uma solucéo inicial na concentracdo de 600 pg mL™ e partindo desta
solucdo foram preparadas solugdes diluindo 50 pL, 200 pL, 350 pL, 400 uL e
600 pL da solucéo inicial para volume final de 1,0 mL, obtendo concentracbes
de 30 pg mL™?, 120 pg mL™, 210 pug mL™, 240 pg mL™ e 360 pg mL™* com
tampdo fosfato de sddio 0,1 mol L™ em pH 6. A cada 10 mg do suporte PVA-
PANIG, em tubos tipo Eppendorf, foi adicionado 1,0 mL das solugGes de
Brosimina fracdo G75 nas concentragdes citadas acima. Conduziu-se 0 mesmo
processo de imobilizacdo por agitacdo orbital a 0 °C citada acima e
posteriormente foi feita a lavagem dos suportes com solucio glicina 0,1 mol L ™.
A quantidade de proteinas imobilizadas foi medida de acordo com Bradford
(1976) e a atividade dos suportes PVA-PANIG-Brosimina foi medida de acordo

com o descrito no item 3.6.1.1.
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3.6.1.1. Medida da atividade da Brosimina imobilizada

Para a medigdo da atividade da Brosimina imobilizada no suporte PVA-
PANIG, uma solucdo de lactose a 800 pg mL™ em tampdo fosfato de sédio
0,1 mol L pH 7,0 foi incubada com o sistema PVA-PANIG-Brosimina. Esta
solugédo teve sua concentracdo de lactose determinada por método de Miller
(1959) antes de ser acrescida as matrizes com a lectina imobilizada. Apos
intervalo de tempo de 1 h, sob leve agitagdo (80 rpm), a 37 °C, as matrizes
foram separadas do sobrenadante e este teve sua concentracdo de lactose
determinada novamente. A diferenca entre a concentracdo de lactose antes do
contato com 0s suportes e depois desta interacdo determinou a atividade das
lectinas f-galactose e lactose-especificas imobilizadas.

A medida da atividade neste teste foi realizada utilizando a capacidade de
reacdo dos acucares redutores com ADNS (acido-3,5-dinitrosalicilico). O ADNS
é reduzido para acido 3-amino-5-nitrossalicilico, enquanto que no caso mais
simples o grupamento aldeido é oxidado a acido aldénico (MILLER, 1959).
Apés 5 min de fervura, os acucares redutores foram quantificados por
espectrofotometria com comprimento de onda de 550 nm, utilizando-se uma
curva padrdo de lactose cuja concentracdo variou no intervalo de 0,18 a
1,8 mg mL™. A relacéo entre a concentracio de lactose e a absorbancia a 550 nm
foi linear, com r*> = 0,9665. As leituras das solucdes iniciais foram comparadas
as leituras dos sobrenadantes das imobilizacGes e essa diferenca representou a

atividade das proteinas Brosimina que ficaram imobilizadas no suporte.
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3.6.1.2. Determinacdo das condi¢des 6timas de imobilizacdo para a Brosimina

Tendo sido determinado o suporte ideal para maior retencdo de GA,
variou-se as condicbes de pH e tempo (através do planejamento composto
central 2% e ainda a concentracdo de proteina ofertada durante os testes de
imobilizacdo. Para isso variou-se o tempo de imobilizacdoem 1 h,2he3heo
pH de imobilizacdo em 5,0; 6,0 e 7,0. O tratamento estatistico dos dados gerados
foi feito utilizando o programa Statistica 6.0 que delineou as superficies de
resposta dos parametros variados e mostrou pela analise de variancia (ANOVA)

se houve ou ndo diferenca significativa entre eles.

3.6.1.3. Determinacéo da capacidade de reutilizacdo do sistema PVA-PANIG-

Brosimina

A determinacdo da capacidade de reutilizacdo do suporte foi desenvolvida
pela incubacdo de 10 mg do sistema PVA-PANIG-Brosimina (1,0 g de PVA /
2,5 % de solucdo de GA) em condicdes 6timas, com 1,0 mL de solucédo de
lactose 800 pg mL™, repetidas vezes até o desaparecimento da atividade. O
sistema foi mantido em agitacao leve (80 rpm), a 37 °C, por 1 h. Imediatamente
centrifugou-se a suspensdo separando-se o sistema PVA-PANIG-Brosimina-
Lactose do sobrenadante com quantidade desconhecida de lactose ndo-ligada. A
concentracdo da solucéo inicial de lactose foi comparada a sua concentra¢ao no
sobrenadante e esta diferenca representou a quantidade de lactose que ficou
ligada ao sistema PVA-PANIG-Brosimina.

Em seguida, o precipitado PVA-PANIG-Brosimina-Lactose foi lavado
com tampé&o fosfato de s6dio 0,1 mol L™ pH 7,0 e solugéo salina 0,15 mol L™

com o intuito de retirar da matriz as moléculas de lactose que ndo se ligaram
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eficientemente ao suporte. Apds a lavagem, foi adicionada a matriz PVA-
PANIG-Brosimina-Lactose uma solucdo de Glicina-HCI em NaCl 0,1 mol L™
pH 2,6. Esta solucéo foi adicionada com o objetivo de desligar as moléculas de
lactose do sistema PVA-PANIG-Brosimina para que as mesmas pudessem ser
quantificadas em solucdo e comprovar a reutilizacdo do suporte.

Apds centrifugar o sistema PVA-PANIG-Brosimina separando-o do
sobrenadante de solucéo glicina com as moléculas de lactose recém-desligadas,
0 precipitado PVA-PANIG-Brosimina foi lavado com tampéo fosfato de sodio
0,1 mol L™ pH 7,0 e com solucdo salina 0,15 mol L™ Apo6s as lavagens, o
suporte foi submetido a mais dois ciclos de utilizacdo da mesma forma descrita

acima.

3.6.2. Imobilizacao de ConA

Os fons Ca®* e Mn®* sdo cofatores necessarios a atividade da ConA
(AGRAW:; GOLDSTEIN, 1965). Para os testes de imobilizacédo de ConA foram
adicionados ao meio reacional cloreto de calcio 5,0 mmol L™ e cloreto de
manganés 5,0 mmol L™ obedecendo o tempo de incubacdo de 30 min a
temperatura ambiente. Também foi acrescido ao meio glicose 5,0 mmol L™ com
a finalidade de prevenir a imobilizacdo das lectinas pelo sitio de ligacdo aos
carboidratos.

Os testes de imobilizacdo seguiram 0s mesmos passos dos testes de
imobilizacdo da Brosimina descritos acima. Primeiramente definiram-se as
condicgdes 6timas de pH e tempo e posteriormente confirmou-se a otimizacéo da
imobilizacdo por testes com diferentes concentracdes de lectina ofertada.

A cada 10 mg do suporte PVA-PANIG, em tubos tipo Eppendorf, foi
adicionado 1,0 mL de solucdo de ConA na concentracdo 240 ug mL™ . Foi feito
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um planejamento composto central 22, variando pH e tempo, como é mostrado

na Tabela 6.

Tabela 6. Planejamento composto central 2° para determinagdo dos parametros de
imobilizacéo pH e tempo da lectina ConA no suporte PVA-PANIG.

Experimento pH Tempo (h)
1 6(-) 1()
2 6 (-) 2 (0)
3 6 (-) 3(+)
4 7(0) 1()
5 7(0) 2 (0)
6 7(0) 2 (0)
7 7(0) 3(+)
8 8 (+) 10)
9 8 (+) 2 (0)
10 8 (+) 3(+)

Os tubos foram agitados orbitalmente a 80 rpm em banho de gelo a
temperatura controlada de 0 °C. Apds os tempos determinados (1, 2 ou 3 h) as
amostras foram recolhidas do sistema de rotacdo e centrifugadas a 4300,8 x g.
Os sobrenadantes foram separados e lidos em espectrofotémetro UV a 280 nm.
Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata. O método de Bradford
(1976) foi utilizado para a dosagem de proteinas totais. A dosagem da atividade
hemaglutinante foi conduzida nos sobrenadantes das imobilizagGes de acordo
com Moreira e Perrone (1977).

Os suportes PVA-PANIG-ConA foram lavados duas vezes com solucéo
glicina 0,1 mol L™ e as solucdes resultantes das lavagens foram recolhidas ap6s
centrifugacao a 4300,8 x g e lidas em espectrofotdbmetro a 280 nm. As matrizes
PVA-PANI-ConA foram entdo submetidas a medicdo da atividade da ConA
imobilizada, como descrito no item 3.6.2.1.

Foram conduzidos testes de imobilizacdo de ConA em diferentes
concentracdes: 120 pg mL™, 240 ug mL™ e 360 pg mL™, em tampdo fosfato de
s6dio 0,1 mol L™" pH 8,0.
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3.6.2.1. Medida da atividade das proteinas ConA imobilizadas

A lectina ConA é glicose-seletiva, isto é, tem a capacidade de distinguir
glicose e manose de outros carboidratos especificamente (AGRAW;
GOLDSTEIN, 1965). Por isto, para a medicdo da atividade desta proteina
imobilizada no suporte PVA-PANIG, foi preparada uma solucdo de glicose a
600 ug mL™. Esta solucdo teve sua concentracdo determinada antes de ser
acrescida a matriz com a lectina imobilizada utilizando um kit comercial de
glicose oxidase. Apos intervalo de tempo de 1 h, sob leve agitacdo (80 rpm), a
37 °C, a matriz foi separada do sobrenadante e este teve sua concentracdo de
glicose determinada novamente. A diferenca entre a concentracdo de glicose
antes do contato com o suporte e depois desta interagdo determinou a atividade
das lectinas imobilizadas.

A medida da atividade neste teste foi realizada utilizando um kit
comercial de dosagem de glicose com base na atividade da enzima glicose
oxidase (Laborclin, Brasil). A glicose oxidase liga-se a molécula de glicose
gerando &cido glicurdnico e peréxido de hidrogénio (INVITROGEN, 2006).
Este reage com um aceptor de oxigénio formando uma cor amarelada. Esta
solucéo colorida é lida em espectrofotdmetro a 505 nm e, se comparada a leitura
da solucdo de glicose que ndo teve contato com o suporte (100%), € capaz de
definir a concentragédo de glicose retida no suporte. Foi feita uma curva de
calibracdo do kit adotado, utilizando-se solugdes de glicose nas concentracdes
entre 0,1 e 0,7 mg mL™ A relacdo entre a concentracdo de glicose e a

absorbancia a 505 nm foi linear, com r? = 0,9989.



43

3.6.2.2. Determinacdo das condi¢des 6timas de imobilizacdo para a ConA

O tratamento estatistico dos dados gerados foi feito utilizando o programa
Statistica 6.0 que delineou as superficies de resposta dos parametros de pH e
tempo de imobilizacdo variados e mostrou pela anélise de variancia (ANOVA)

se houve ou néo diferencga significativa entre eles.

3.6.2.3. Determinacéo da capacidade de reutilizacdo do sistema PVA-PANIG-
ConA

A determinacdo da capacidade de reutilizacdo do suporte foi desenvolvida
pela incubacdo do sistema PVA-PANIG-ConA, com solucdo de glicose,
repetidas vezes até o desaparecimento da atividade. Adicionou-se 1,0 mL de
solucdo de glicose 600 pg mL™ a 10 mg do sistema PVA-PANIG-ConA (1,0 g
de PVA / 2,5 % de solucdo de GA) imobilizado nas condic¢des definidas como
6timas. O sistema foi mantido em agitacdo leve (80 rpm), a 37 °C, por 1 h.
Imediatamente centrifugou-se a suspensdo separando-se o sistema PVA-
PANIG-ConA-Glicose do sobrenadante com quantidade desconhecida de
glicose ndo-ligada. A concentracdo da solucéo inicial de glicose foi comparada a
concentracdo de glicose no sobrenadante e esta diferenca representa a
quantidade de glicose que ficou ligada ao sistema PVA-PANIG-ConA.

Em sequida, o precipitado PVA-PANIG-ConA-Glicose foi lavado com
tampéo fosfato de s6dio 0,1 mol L™ pH 7,0 e solucdo salina 0,15 mol L™ com o
intuito de retirar da matriz as moléculas de glicose que ndo se ligaram
eficientemente ao suporte. Apds a lavagem, foi adicionada a matriz PVA-
PANIG-ConA-Glicose uma solucdo de Glicina-HCI em NaCl 0,1 mol L™
pH 2,6. Esta solucéo foi adicionada com o objetivo de desligar as moléculas de
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glicose do sistema PVA-PANIG-ConA para que as mesmas pudessem ser
quantificadas em solucao.

Apbs centrifugar o sistema PVA-PANIG-ConA separando-o do
sobrenadante de solucdo glicina com as moléculas de glicose recém-desligadas,
0 precipitado PVA-PANIG-ConA foi lavado com tampéo fosfato de sddio
0,1 mol L™ pH 7,0 e com solucdo salina 0,15 mol L™. Apos as lavagens, o
material foi submetido a mais um ciclo de utilizacdo da mesma forma que o

protocolo acima descrito.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EXTRACAO DA LECTINA BROSIMINA

O EB extraido das sementes de Brosimum gaudichaudii demonstrou a
presenca de proteinas na concentracdo de 50,23 mg g™ de farinha e atividade
hemaglutinante especifica de 27,87 UH mg™ de proteina. Outras espécies da
familia Moraceae também apresentaram lectinas; Artocarpus integrifolia
mostrou atividade especifica de 0,49 UH mg * (MIRANDA-SANTOS et al.,
1991; PEUMANS; VAN DAMME, 1995) e a frutalina proveniente da
purificacio de Artocarpus incisa apresentou atividade especifica de
4100 UH mg™ de proteina (MOREIRA et al., 1997).

4.2. CROMATOGRAFIAS POR EXCLUSAO MOLECULAR

Apo0s a obtencdo do EB da farinha de B. gaudichaudii, este foi aplicado a
uma coluna preenchida por gel Sephadex G75 equilibrada com solucdo glicina
0,1 mol L' pH 9,0. As fracdes de proteinas em solucdo obtidas desta
cromatografia foram sendo lidas a 280 nm e o resultado destas leituras esta
demonstrado na Figura 5.

A cromatografia de excluséo molecular promove uma selecdo de
proteinas. Primeiramente, sdo eluidas da coluna as biomoléculas maiores, pois
estas passam por fora do gel evitando os poros. J& as proteinas menores saem
depois, pois passam pelo interior do gel, atraves de seus poros, sendo atrasadas
de acordo com sua massa molecular.

O volume vazio calculado para a coluna foi de 20 mL. O intervalo de
fracionamento do gel Sephadex G75 encontra-se entre 3 e 80 KDa. Pode-se

observar que o cromatograma da coluna Sephadex G75 evidenciou trés picos
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(Pico 1, Pico 2 e Pico 3). Pode-se relacionar o primeiro pico as proteinas de
massa molecular maior e que por este motivo foram eluidas primeiro. O segundo
pico foi co-eluido com o primeiro e também esta relacionado as proteinas de
maior massa molecular capazes de atravessar os poros do gel.

O Pico 3 esta separado do Pico 2 por uma resolucgéo significativa e esta

relacionado as proteinas de massas menores presentes na amostra.

0,45 Pico 1 Pico 3 - 40
0,4

0,35
0,3
0,25

0,2

0,15

Absorbéancia a 280nm

0,1

0,05

Titulo de Atividade Hemaglutinante

0 50 100 150 200

Tubos

Figura 5. Cromatografia em coluna de gel Sephadex G-75. A linha em preto mostra as
absorbancias a 280 nm das fracdes obtidas da coluna Sephadex G75 em funcéo do tempo. A
linha vermelha mostra a atividade hemaglutinante destas fracoes.

Foram determinadas a quantidade de proteina total e a capacidade de
hemaglutinacdo para as fracdes eluidas. Todos os tubos apresentaram proteinas,
porém apenas o Pico 2 demonstrou ter atividade hemaglutinante. Esta atividade,
porém, ndo € caracteristica de todo o pico, mas esta restrita aos tubos 50 a 90.
Essa fragdo com atividade hemaglutinante obtida da coluna Sephadex G75 foi
reunida, dialisada e liofilizada com a finalidade de ser aplicada em uma coluna

de poros menores; a coluna de Sephadex G50, cujo volume vazio foi calculado
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em 10 mL. O cromatograma da coluna de gel G50 (Figura 6) evidenciou apenas

um pico. Este demonstrou atividade hemaglutinante nos tubos 24 ao 35.

0,300 -~ - 40
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- 25
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- 15
0,100 -

- 10

Absorbéancia a 280nm

0,050 -
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|
| \,
0,000 - ~ere T T 0
0 20 40 60 80 100
tempo (min)

Figura 6. Cromatografia em coluna de gel Sephadex G-50.

A utilizacdo da coluna de Sephadex G50 foi dispensada, pois ndo ofereceu
capacidade para separar a amostra em fracOes de faixas de massas moleculares
distintas.

Para corroborar os dados fornecidos pelas cromatografias por excluséo
molecular, fez-se necessaria a aplicacdo dessas amostras em gel de eletroforese

desnaturante.

4.3. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
DESNATURANTE

A eletroforese em gel SDS-PAGE, corado por azul brilhante de Comassie,

revelou que as amostras parcialmente purificadas contém fracbes de
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aproximadamente 11 KDa, 14,8 KDa e 21,35 KDa, conforme pode ser

observado na Figura 7.

1 2 3 4 1
59 KD pon e  B9KDa
45 KDa - B 45KDa
25 KDa 25 KDa
126 KDa

126 KDa

Figura 7. Eletroforese (SDS-PAGE) de lectina de Brosimum gaudichaudii em Sephadex G-75
e G-50. Coluna 1: marcador molecular; Albumina Sérica Bovina (69 KDa), Ovolbumina (45
KDa), Quimiotripsinogénio (25 KDa) e Ribonuclease A (12,6 KDa). Coluna 2: EB. Coluna 3:
pico 1 obtido da cromatografia em coluna Sephadex G-75. Coluna 4: pico obtido da
cromatografia em coluna Sephadex G-50.

As fragdes proteicas aplicadas nas colunas 2, 3 e 4 apresentam atividade
hemaglutinante, ou seja, apresentam resultados positivos para a presenca de
lectinas. Esses resultados vao ao encontro dos dados de Machado (2007) que
demonstrou o mesmo perfil eletroforético para a fracdo parcialmente purificada
da coluna G-50. O gel de eletroforese apresentado acima corrobora a hipotese de
que a cromatografia em coluna Sephadex G50 é dispensavel, pois ndo houve
diferenca aparente de purificacéo entre as colunas 3 (G75) e 4 (G50).



49

4.4. TESTE DE INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE POR
ACUCARES

Com a finalidade de definir a especificidade da lectina obtida pela
purificacdo parcial através da cromatografia em Sephadex G75, foram testados
0s acucares frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, sacarose e Xxilose.
Destes, apenas a lactose e a galactose foram capazes de inibir a atividade
hemaglutinante da Brosimina parcialmente purificada. A menor concentracdo da
solucdo de lactose capaz de inibir a atividade hemaglutinante da Brosimina foi
0,58 mol L™ enquanto a menor concentracdo da solucdo de galactose que
apresentou essa capacidade foi 2,2 mol L™.

Este resultado sugere que a Brosimina tem especificidade pelo
monossacarideo [-D-galactose (¢ uma lectina galactose-especifica), uma vez
que sua afinidade pelo dissacarideo lactose, forma em que a galactose aparece
apenas com o carbono anomeérico beta, é ainda maior que pelo monossacarideo,
que em solugdo aquosa se comporta como uma mistura das formas alfa e beta.

Este efeito foi estudado por Lis e Sharon (1998), que observaram que a
afinidade das lectinas € usualmente fraca com relacdo aos monossacarideos,
resultando em baixas constantes de ligacdo. Os resultados de seletividade,
entretanto, sdo geralmente altos. Como a classificacdo das lectinas é feita de
acordo com a sua especificidade por monossacarideos (ex. lectinas manose-
seletivas,  galactose/N-acetilgalactosamina-seletivas, = N-acetilglicosamina-
seletivas, fucose-seletivas e acido N-acetilneuraminico-seletivas) o fato de que
elas possam exibir uma especificidade por oligossacarideos maior que a
especificidade por monossacarideos fica em segundo plano. Lis e Sharon (1998)
citaram lectinas com constantes de ligacdo até 1000 vezes maiores para
oligossacarideos do que para os respectivos monossacarideos (LIS; SHARON,
1998).
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As lectinas ligam-se aos carboidratos por uma série de interacdes
hidrofébicas (forcas de van der Waals) e por ligacdes de hidrogénio. Os sitios
ativos das lectinas sdo chamados de sitios de ligacdo a carboidratos e estdo
dispostos nessas proteinas na forma de depressdes na superficie. As ligacbes de
hidrogénio sdo formadas entre a carga parcial negativa dos oxigénios dos
amino&cidos e 0s grupos amino e hidroxila dos carboidratos. As interacGes
hidrofobicas sdo formadas entre as cavidades hidrofébicas na superficie do
acucar (formadas pela disposicdo estérica das hidroxilas) e as regifes
hidrofébicas da superficie da proteina (LIS; SHARON, 1998).

Vaérias lectinas da familia Moraceae, como as extraidas de Artocarpus
integrifolia (PEUMANS; VAN DAMME, 1995); Artocarpus heterophyllus
(KABIR, 1995) e Artocarpus incisa (MOREIRA et al., 1997) apresentam
especificidade por galactose. A maioria das lectinas galactose-especificas
também se ligam a N-acetilgalactosamina. Em geral, as lectinas ligantes de
galactose ndo se ligam a glicose, nem a manose. Um exemplo de lectina de
planta que também demonstrou ser lactose-especifica € a lectina da leguminosa
Erythrina corallodendron (LIS; SHARON, 1998).

45. EFEITO DO ACIDO ETILENODIAMINOTETRACETICO E DOS
IONS CALCIO E MANGANES NA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A dialise da fracdo de Brosimina obtida da coluna Sephadex G75 contra
EDTA foi conduzida com o intuito de se verificar alguma alteracdo na acgdo da
lectina para possibilitar sua caracterizacdo. O EDTA é um quelante que tem
capacidade de complexar metais. Caso a lectina em questdo dependa de metais,
se anteriormente dialisada com EDTA, ela perde sua atividade, pois este acido
forma complexos com metais e estes ndo mais ficam a disposicéo da proteina. A

lectina Brosimina, porém, ndo sofreu influéncia do EDTA no que diz respeito a
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sua atividade hemaglutinante e os fons Ca** e Mn** foram desnecessarios para
manutencdo da sua atividade. Este resultado sugere que a Brosimina ndo é uma
metaloproteina, ou seja, ndo depende de céations divalentes para exercer sua
atividade. Outras lectinas da familia Moraceae também ndo dependem de
cations divalentes para exercer sua funcdo, pode-se citar como exemplo a lectina
de Artocarpus incisa (MOREIRA et al., 1997).

4.6. CROMATOGRAFIAS POR BIOAFINIDADE

Para tornar a cromatografia por bioafinidade uma ferramenta util é
necessario conhecer a natureza da especificidade da lectina em questdo. Os
resultados de caracterizacdo da Brosimina confirmam os de Machado (2007) e
tornam possivel a definicdo da Brosimina parcialmente purificada como uma
lectina lactose/galactose especifica.

A lactose ¢ um B-galactosideo em que um residuo de -1,4-glicose esta
ligado a um residuo de galactose (NELSON; COX, 2011). A partir deste dado,
partiu-se para mais testes de purificacdo da lectina Brosimina utilizando a
cromatografia de bioafinidade como ferramenta principal e as gomas de a e -
galactose como fases estacionarias. Para o primeiro caso foi usada goma de
Adenanthera pavonina, conhecida popularmente por Carolina; e para o segundo
caso, a goma de Hymenaea courbaril, o Jatoba. Estes testes visaram ndo s
aumentar o grau de purificacdo da lectina, mas também determinar se esta
lectina poderia ser classificada como uma proteina com seletividade anomérica,
isto ¢, se ela demonstra seletividade diferente para os andmeros o ¢ B da
galactose.

Apds as colunas de o e f-galactose terem sido montadas, as amostras da
Brosimina da fracdo G75 foram aplicadas (em solucéo salina) e para que estas

proteinas pudessem ser desligadas da fase estacionaria, algumas fases de eluicéo
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foram testadas. O melhor resultado foi obtido com a solucdo de glicina-HCI
0,1 mol L™ em NaCl 0,1 mol L™* pH 2,6 (Figura 8B) e vai de acordo com
Garros-Rosa (2006) que isolaram as lectinas de Artocapus integrifolia,
Artocarpus incisa e Abrus precatorius utilizando uma coluna de galactomanana
de Parkinsonia aculeate e a solucao de eluicdo citada.

Apbs a definicdo da fase de eluicdo da cromatografia foram feitas
adequacBes no método no intuito de obter a melhor resolucéo entre 0s picos e

estabilizar a linha de base do cromatograma.
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Figura 8. Perfil cromatogréafico das fracdes (Sephadex G75) aplicadas em matriz de o-
galactose (A) e B-galactose (B). O pico 1 corresponde a fracdo de proteinas nao-ligadas
eluidas com soluco salina 0,1 mol L™. O pico 2, em B, corresponde a fragdo de lectinas
retidas e eluidas com tampao glicina-HCI 0,1 mol L™ em NaCl 0,1 mol L™ pH 2,6. O volume
vazio da coluna a-galactose foi de 6,0 mL e o da coluna de -galactose foi de 4,0 mL.

A Figura 8A mostra o cromatograma da Brosimina eluida da coluna de a-
galactose. O unico pico obtido refere-se as proteinas nédo-ligadas a fase

estacionaria que foram eluidas em solucéo salina. Este pico foi eluido assim que
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se alcancou o valor do volume vazio da coluna, o que corrobora a afirmacédo de
que estas proteinas ndo foram capazes de se ligar eficientemente a fase
estacionaria. Este resultado permite excluir a hipotese de ser a Brosimina uma
lectina a-galactose especifica.

Observando a Figura 8B vé-se o cromatograma da Brosimina eluida da
coluna de B-galactose. O Pico 1 se refere as proteinas ndo-ligadas a fase
estacionaria que foram eluidas em solucéo salina. Estas proteinas correspondem
as lectinas em excesso na amostra (e outros contaminantes), que ndo foram
capazes de se ligar a fase estacionaria e que foram eluidas assim que se alcangou
0 valor do volume vazio da coluna. Porém, no cromatograma da Figura 8B foi
possivel observar um pico relativo as proteinas ligadas a fase estacionaria da
coluna: o Pico 2. Pode-se observar que apenas apos a aplicacdo da solucdo de
glicina-HCI 0,1 mol L™ em NaCl 0,1 mol L™ pH 2,6 é que ocorreu a eluicdo da
fracdo relativa ao Pico 2. Este experimento demonstra que a Brosimina
apresenta especificidade anomérica, apresentando-se como uma lectina -
galactose especifica.

O Pico 2 demonstrou atividade hemaglutinante nos tubos 34 ao 38, como
pode ser observado no cromatograma da Figura 8B. Isto confirma que uma
fracdo do Pico 2 contém a lectina em questdo e que esta pode ter seu fator de
purificacdo aumentado utilizando-se uma coluna -galactose-seletiva.

A fragao do Pico 2, obtida da coluna -galactose que apresentou atividade
hemaglutinante foi reunida, dialisada e liofilizada em quantidade suficiente para
a aplicacdo em gel de eletroforese desnaturante e ndo-desnaturante de forma a

ser possivel observar o grau de purificacdo da Brosimina obtida.
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4.7. TABELA DE PURIFICACAO

A Tabela 7 demonstra as caracteristicas de cada etapa de purificacdo
parcial da lectina Brosimina.

Tabela 7. Tabela de purificacdo das fracGes de EB, amostra eluida da coluna Sephadex G-75,
da coluna Sephadex G-50 e da coluna -galactose.

. Atividade .
Proteina 1 e Rendi-
(mg g de UH g~ de especifica Fator de mento
Fracoes : 1 e
farinha) farinha (UH r'ng purificacéo (%)
proteina)

EB 50,23 1400,00 27,87 1,00 100
Sephadex G75 1,21 280,00 530,30 19,02 20
Sephadex G50 0,82 140,00 681,26 24,44 10

[-galactose 0,07 175,00 2651,51 95,14 12,5

4.8. ELETROFORESE EM
DESNATURANTE (SDS-PAGE)

GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel SDS-PAGE, corado por nitrato de prata, revelou

que a lectina Brosimina tem subunidades de aproximadamente 11,15 KDa,
conforme pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9. Eletroforese (SDS-PAGE) de lectina de Brosimum gaudichaudii em Sephadex G-
75. Coluna 1. marcador molecular; Albumina Sérica Bovina (69 KDa), Ovolbumina (45
KDa), Quimiotripsinogénio (25 KDa) e Ribonuclease A (12,6 KDa). Coluna 2: EB. Coluna 3:
fragdo com atividade hemaglutinante do pico 2 obtido da cromatografia em coluna Sephadex
G-75. Coluna 4: fracdo com atividade hemaglutinante do pico 2 obtido da cromatografia em
coluna B-galactose.

49. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NAO
DESNATURANTE

A Figura 10 apresenta um gel de eletroforese de poliacrilamida nédo-
desnaturante que foi preparado a partir de uma amostra de EB e amostras
liofilizadas obtidas das cromatografias em coluna Sephadex G75 ¢ da coluna -

galactose.
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Figura 10. Eletroforese em gel ndo-desnaturante de lectina de Brosimum gaudichaudii.
Coluna 1: marcador molecular; Albumina Sérica Bovina (69 KDa), Ovolbumina (45 KDa),
Quimiotripsinogénio (25 KDa) e Ribonuclease A (12,6 KDa). Coluna 2: EB. Coluna 3: pico 1
obtido da cromatografia em coluna Sephadex G-75. Coluna 4: pico obtido da cromatografia
em Sephadex G-50. Coluna 5: amostra eluida da coluna (-galactose.

Pode-se observar que o gel ndo-desnaturante apresenta uma banda Unica
de 44,67 KDa na amostra eluida da coluna de B-galactose. Este resultado aliado
ao resultado da eletroforese desnaturante que evidencia uma banda de
aproximadamente 11,15 KDa pode corroborar a hipdtese de que a Brosimina
seja uma lectina tetramérica de massa molecular 44,67 KDa contendo
subunidades idénticas de 11,15 KDa cada uma.

Quando a lectina apresenta apenas uma cadeia, como é o caso da lectina
de Solanum tuberosum L. (ALLEN; NEUBERGER, 1973), ela é denominada
monomeérica. Quando apresenta duas subunidades, como a lectina de Erythrina
indica Lam. sdo diméricas (KONOZY et al., 2003). Qutras lectinas da familia
Moraceae, tais como Artocarpus heterophyllus, apresentam duas subunidades,
uma de 15,5 KDa e outra de 12 KDa (MOREIRA; OLIVEIRA, 1983). Lectinas
triméricas sdo raras, mas também ja foram descritas (MULLER et al., 1983). A
lectina jacalina (Moraceae) (PRATAP et al., 2002), é um exemplo de lectina

tetramérica.
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4.10. DETERMINACAO DA PROPORCAO OTIMA PVA-PANIG

A técnica de imobilizacdo de proteinas empregando GA como ativador do
suporte é muito utilizada por ser simples, rapida e eficiente. Em alguns casos, a
ativacdo por GA pode até melhorar a estabilidade da proteina através da
imobilizacdo por muitos pontos ou por varias subunidades (BETANCOR et al.,
2006). A reacdo do GA com o suporte se da por uma ligacdo entre uma
extremidade aldeidica e um grupo amino ou hidroxila do suporte. E
relativamente simples ativar suportes aminados com GA, desde que se tenha
entre uma ou duas moleculas de GA por grupo amino. A reacdo deve ser
controlada, pois sob condi¢fes drasticas, ha polimerizacdo do GA ligado ao
suporte e a quantificacdo destas moléculas em solucdo ndo corresponde a
quantidade real delas que esta disponivel para a ligagdo com as proteinas
(MONSAN, 1978). A outra extremidade aldeidica do GA geralmente se liga aos
grupamentos e-amino das cadeias laterais dos residuos de lisina da lectina
conforme Figura 11 (MIGNEAULT et al., 2004).

OH OH OH OH OH OH OH ©OH O

o

Figura 11. Rede interpenetrada PVA-PANIG. Demonstracdo esquematica da ligacao entre as
hidroxilas provenientes do PVA e as moléculas de GA; e a ligacdo entre o par de elétrons
livres dos nitrogénios provenientes da PANI e outras moléculas de GA. As moléculas de GA
funcionam como agentes de interligacé@o entre o suporte e as lectinas imobilizadas. A lectina
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se liga a molécula de GA através de uma ligagdo covalente entre uma extremidade aldeidica e
0 grupo e-amino da cadeia lateral de residuos de lisina.

O PVA pode interagir com o GA pelas hidroxilas e os grupos amino
provenientes da PANI também estdo disponiveis para a ligagdo com o GA.
Assim, a quantidade de PVA e a quantidade de moléculas de GA disponiveis no
meio s&o 0s parametros mais significativos na formagdo da ligagéo entre 0 GA e
0 suporte. Com base nestes pardmetros fez-se um planejamento de testes. Para
analisar o efeito combinado das varidveis citadas acima, foi feito um
delineamento experimental tipo ponto central em que a resposta € medida como
a capacidade de retencédo de GA nos suportes PVA-PANI, como mostra a Tabela
8.
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Tabela 8. Planejamento composto central 22 da ativacéo de trés tipos diferentes de PVA-PANI
com trés solucdes de diferentes concentracdes de GA*.
Quantidade de PVA Solucdo de GA Retencdo de GA

Experimento (g9) no suporte PVA- (%) utilizada na (%) no suporte
PANI ativacao PVA-PANI
1 0,5 (-) 1,0 (-) 45,2
2 0,5 (-) 2,5 (0) 50,6
3 0,5 (-) 4,0 (+) 55,6
4 1,0 (0) 1,0 (-) 73,2
5 1,0 (0) 2,5(0) 84,3
6 1,0 (0) 2,5 (0) 84,3
7 1,0 (0) 4,0 (+) 86,4
8 1,5 (+) 1,0 (-) 57,7
9 1,5 (+) 2,5 (0) 61,3
10 1,5 (+) 4,0 (+) 73,5

*Todos os valores sdo apresentados como média de trés determinagdes.

A analise dos valores apresentados na tabela de ANOVA (Tabela 9)
indica que o modelo foi estatisticamente significativo e adequado para
representar a relacdo entre as variaveis independentes PVA e GA em funcéo da
retencdo de GA, o que pode ser confirmado pelo valor de F apresentado. O
ajuste do modelo também pode ser avaliado pelo valor de r® que foi de 0,9655,
indicando que 96,55% da variabilidade na resposta pode ser expressa pelo
modelo. Isto sugere que o modelo pode representar acuradamente os dados na
regido que abrange o delineamento experimental. Outro dado expresssivo € o

valor reduzido de p, que demonstra o0 dominio da técnica.

Tabela 9. ANOVA. Andlise de variancia para retencdo de GA nos suportes PVA-PANI.

Causa da variacéo sQ' GL®  Qm’ F p’
(1) PVA Linear 281,38 1 281,38 35,86 0,0039
PVA Quadratico 1414,75 1 1414,75 180,30 0,0002
(2) GA Linear 259,72 1 25072 3310 0,0045
GA Quadratico 1,23 1 1,23 0,16  0,7127
1L por 2L 7,12 1 7,12 0,91 0,3949
Erro 31,39 4 7,85
Total SQ 2050,32 9

1SQ: Soma dos quadrados; “GL: Grau de liberdade; *QM: Média quadratica; 4p: Nivel de
significancia.
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Utilizando os dados da Tabela 8 obteve-se a superficie de resposta (Figura

12) da retencdo de GA em funcdo da quantidade de PVA e da concentracdo de
GA oferecida durante a ativagao.
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Figura 12. Superficie de resposta do planejamento composto central 22 relacionando a

concentracdo de GA oferecida ao sistema de ativacdo e a quantidade de PVA do suporte em
funcdo da resposta em retencao de GA.

Pode-se concluir, através da analise dos dados acima, que a interacdo das
variaveis que ofereceu maior resposta de retencdo de GA foi: PVA (1,09) versus
GA 2,5% ou 4,0%. Dentre as duas opcdes apresentadas, a interacdo PVA (1,0 g)
versus GA (2,5%) foi escolhida como a metodologia de ativacdo do suporte
PVA-PANI, ja que esta opcao apresenta o melhor resultado de retencdo de GA
com 0 menor gasto do reagente.

A Figura 13 demonstra que o termo quadréatico para a quantidade de PVA
teve o efeito mais pronunciado na retencdo de GA. Pode-se observar, entretanto,
que este efeito é negativo: quanto menor o valor do PVA quadratico, maior a
retencdo de GA. Entre as variaveis significativas tem-se na sequéncia que 0s

termos lineares tanto para a quantidade de PVA quanto para a quantidade de GA
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sdo os préximos fatores mais significativos, influenciando positivamente na
retencdo de GA. A interacdo do GA linear com o PVA linear e 0 GA quadratico
ndo influenciaram significativamente na retencdo de GA (p<0,05). Estes dados

corroboram os resultados demonstrados pela superficie de resposta (Figura 12).
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Figura 13. Grafico de Pareto da resposta de retencdo de GA em funcéo da quantidade de PVA
e da concentracdo de GA utilizado na ativagdo. PVA(Q)= PVA Quadrético; PVA(L)= PVA
Linear; glut(L)= Glutaraldeido Linear; 1Lby2L= interacdo entre o PVA linear e o
glutaraldeido; glut(Q)= Glutaraldeido Quadratico.

A superficie de resposta acima confirma os dados anteriores que afirmam
ser a interacéo das variaveis PVA (1,0 g) versus GA (2,5%) a condicao otima de
retencdo de GA do suporte PVA-PANI.

4.11. IMOBILIZACAO DE LECTINAS

Com a finalidade de submeter o suporte PVA-PANIG produzido a testes
de imobilizacdo de diferentes lectinas, foram conduzidos experimentos de
imobilizacdo tanto da lectina Brosimina, extraida de Brosimum gaudichaudii,

quanto da lectina ConA. Para definir os pardmetros de imobilizacdo mais
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indicados para cada lectina utilizando o suporte PVA-PANIG em questdo, foram
feitos testes variando as condigOes essenciais do processo: pH e tempo de
imobilizacdo (planejamento composto central 22) e concentracdo da solucdo da
lectina a ser imobilizada. Partiu-se dos mesmos parametros para a conducéo dos
testes das duas lectinas, porém os resultados mostraram que elas se comportam
de maneiras diferentes no suporte; as condi¢cGes Gtimas de imobilizacdo da
Brosimina no suporte PVA-PANIG sdo diferentes das condi¢bes Gtimas de

imobilizacdo da ConA neste mesmo suporte.
4.11.1. Imobilizacédo de Brosimina
Utilizando a concentracdo otima definida, foi feito um planejamento
composto central variando os valores de pH e tempo em funcao da retencdo de

lactose pelo sistema PVA-PANIG-Brosimina, como mostrado na Tabela 10.

Tabela 10. Planejamento composto central 22 da ativacao de trés tipos diferentes de PVA-
PANIG-Brosimina com trés niveis de variacdo de pH e tempo.

Retencéo de

Experimento pH Tempo (h) Lactose (%0)
1 5,0 (-) 1(-) 49,39
2 5,0 (-) 2 (0) 52,94
3 50 () 3(+) 34,26
4 6,0 (0) 1(-) 44,63
5 6,0 (0) 2 (0) 91,72
6 6,0 (0) 2 (0) 94,47
7 6,0 (0) 3(+) 84,2
8 7,0 (+) 1(-) 53,02
9 7,0 (+) 2 (0) 83,94
10 7,0(+) 3(+) 77,82

Como pode se observar pelos resultados descritos acima, a retencdo de

lactose € maior na condicdo de pH 6,0 por um tempo de 2 h.
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A analise dos valores apresentados na tabela de ANOVA (Tabela 11)
indica que o modelo foi estatisticamente significativo e adequado para
representar a relacdo entre as varidveis independentes pH e tempo em funcéo da
retencdo de glicose, o que pode ser confirmado pelo valor de F apresentado. O
ajuste do modelo também pode ser avaliado pelo valor de r? indica que 80,66%

da variabilidade na resposta pode ser expressa pelo modelo.

Tabela 11. ANOVA. Anélise de variancia para retencéo de lactose nos suportes PVA-PANIG-
Brosimina.

Causa da 1 2 3 4
variacao SQ GL QM F P

(1) pH Linear 3056.32 1 305632 3372 00000
oH Quadratico 1960,59 1 196059 21,63  0,0001
(2) Tempo Linear 1212,29 1 1212,29 13,37 0,0012
Tempo 3016,08 1 301608 3327 00000
Quadratico

1L por 2L 1196,00 1 1196,00 1319  0,0013
Erro 2175 40 24 90,64

Total SQ 13592.60 29

1SQ: Soma dos quadrados; ?GL: Grau de liberdade; *QM: Média quadratica; “p: Nivel de
significancia.

Utilizando os dados da Tabela 10 (com r?= 0,8086) obteve-se a superficie
de resposta (Figura 14) da retencdo de lactose em funcdo do pH e do tempo da
imobilizacdo da solugdo contendo a fracdo parcialmente purificada da

Brosimina.
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Figura 14. Superficie de resposta do planejamento composto central 2% relacionando o pH e o

tempo de imobilizacdo em funcdo da retencdo de lactose pelo sistema PVA-PANIG-
Brosimina.

Os dados acima corroboram que a interacdo das variaveis que ofereceu
maior resposta de retencdo de lactose foi pH 6,0 versus tempo de 2 h. Como
pode ser observado no grafico de Pareto da Figura 15, o termo linear do pH teve
o efeito mais pronunciado na retencdo de glicose. Entre as outras variaveis
significativas tem-se que o tempo quadratico é o segundo fator que mais
influenciou na resposta, porém esta influéncia é inversamente proporcional a
resposta. Na sequéncia tem-se que o termo quadratico do pH também
influenciou negativamente a retencdo de lactose. O tempo linear e a interacdo do
pH linear com o tempo linear também influenciaram significativamente na
resposta (p<0,05). Estes dados corroboram com os resultados demonstrados pela
superficie de resposta (Figura 14).
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Figura 15. Gréfico de Pareto da resposta de retencdo de lactose em funcéo do pH e do tempo
de imobilizacdo. pH(L)= pH Linear; tempo(Q)= Tempo Quadréatico; pH(Q)= pH Quadratico;
tempo(L)= Tempo linear; 1Lby2L = interacédo entre o pH linear e o tempo linear.

Os resultados indicam que o pH étimo de imobilizacdo da Brosimina €
6,0. Alem disto, pode-se afirmar que a reacdo entre a Brosimina e o suporte €
lenta, pois o tempo linear favorece a imobilizacdo positivamente. Esta relacdo
pode ser explicada pela difusdo da lectina através dos poros do material; estes
funcionam como uma limita¢do quimica e fisica imposta a velocidade de difuséo
da lectina. Porém a influéncia negativa do tempo quadratico é visivel a partir de
2 h e este efeito pode ser explicado analisando-se a adsor¢éo estabelecida entre a
lectina e o0 suporte. Se o sistema permanece muito tempo em agitacdo, ocorre
uma diminuicdo da atividade porque as lectinas anteriormente adsorvidas
comecam a se desligar do suporte tendendo ao equilibrio de concentracédo. Por
este fato supGe-se ser a ligacdo PVA-PANI-Brosimina de dois tipos: Covalente e
por adsorcdo. Suportes com enzimas imobilizadas tanto por adsor¢ao quanto por
ligacdo covalente sdo relativamente comuns e estdo descritos na literatura
(ROCHA; GONCALVES; TEIXEIRA, 2012).
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Para se confirmar que a concentracdo da lectina utilizada no planejamento
estatistico anterior estava otimizada, foram preparadas solucGes de Brosimina
fracdo G75 em cinco concentracdes diferentes e estas foram imobilizadas ao
suporte PVA-PANIG. Ao comparar a capacidade de retencdo de atividade dos
suportes PVA-PANIG-Brosimina nas concentracgdes testadas observou-se que a
concentragdo de Brosimina fracdo G75 6tima foi de 240 pg mL™* como

demonstrado na Figura 16.
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Figura 16. Relacdo entre a concentracdo de proteinas oferecidas ao suporte PVA-PANIG e a
resposta em porcentagem de retencao de lactose.

O gréfico da figura acima mostra que houve aumento da atividade do
suporte @ medida que houve aumento na concentracdo da lectina ofertada. Este
aumento é maximo em 240 pug mL™. Este fendmeno ja foi observado em
Caramori et al. (2011) e por Trevan (1980) e ressalta o fato de que um aumento
indefinido na quantidade de proteinas imobilizadas ndo implica necessariamente
em maior quantidade de proteinas ativas. Este efeito pode ser explicado pela
imobilizacdo de proteinas em camadas. Assim um efeito estérico é gerado,
impedindo que o substrato chegue ao sitio de ligacdo das proteinas causando
uma diminuicdo da quantidade de proteinas efetivamente ativas imobilizadas
(TREVAN, 1980).
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O sistema PVA-PANIG-Brosimina demonstrou capacidade de ser
reutilizado, sendo que 56,66% das proteinas imobilizadas ainda estavam ativas
na segunda utilizacdo do sistema. Esta porcentagem, porém, diminuiu no
terceiro ciclo para 41,53% na terceira utilizagcdo. No quarto teste de utilizacéo a

atividade da Brosimina imobilizada ndo mais pdde ser detectada.

4.11.2. Imobilizacdo de ConA

Apos a definicdo das condigbes 6timas de imobilizacdo para a Brosimina
no suporte PVA-PANIG, partiu-se para os testes de imobilizacdo de ConA neste
mesmo suporte. Os parametros testados para a ConA foram o0s mesmos
definidos para a Brosimina (pH, tempo de imobilizacdo e concentracdo de
lectina ofertada), porém os valores desses parametros se mostraram diferentes
para as lectinas testadas.

Foi feito um planejamento composto central 2? variando os valores de pH

e tempo em funcéo da retencao de glicose, como mostrado na Tabela 12.

Tabela 12. Planejamento composto central 2 da ativacdo de trés tipos diferentes de PVA-
PANIG-ConA com variacdo de pH e tempo em trés niveis.

Retencao de
PH  Tempo(h)  oce (%)

6,0 (-) 10) 8,42
6,0 (-) 2 (0) 57,48
6,0 (-) 3 (+) 23,09
7,0 (0) 1() 18,63
7,0 (0) 2 (0) 35,38
7,0 (0) 2 (0) 41,33
7,0 (0) 3 (+) 11,89
8,0 (+) 1() 61,94
8,0 (+) 2 (0) 69,38
8,0 (+) 3 (+) 20,52

Como pode se observar pelos resultados descritos acima, a retencdo de

glicose é maior na condicdo de pH 8,0 por um tempo de 2 h. Estes dados
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geraram a superficie de resposta da Figura 17 que ilustra as condi¢des 6timas de

imobilizacdo da ConA no suporte PVA-PANIG.
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Figura 17. Superficie de resposta do planejamento composto central 2 relacionando o pH e o

tempo de imobilizacdo em funcéo da retencédo de glicose pelo sistema PVA-PANIG-ConA.

A andlise dos valores apresentados na tabela de ANOVA (Tabela 13)

demonstra que o modelo foi estatisticamente significativo com r? de 0,9093,

indicando que 90,93% da variabilidade na resposta pode ser expressa pelo

modelo.

Tabela 13. ANOVA. Anédlise de variancia para retencdo de glicose nos suportes PVA-

PANIG-ConA.
Causa da 1 ’ 3 4
variacao SQ GL QM F P
(1) pH Linear 658,35 1 658,35 1514  0,0177
oH Quadrdtico 782,08 1 782,08 17,98  0,0133
(2) Tempo Linear 186,93 1 186,93 430  0,1068
Tempo 2080,74 1 2080,74 47,85  0,0023
Quadratico
1L por 2L 786,52 1 786,52 1809 00131
Erro 17394 4 43,49
Total SQ 431300 9

1SQ: Soma dos quadrados; 2GL: Grau de liberdade; 3QM: Média quadratica; 4p: Nivel de

significancia.
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Como pode ser observado no grafico de Pareto da Figura 18, o termo
quadratico para o tempo teve o efeito mais pronunciado na retencdo de glicose.
Pode-se observar, entretanto, que este efeito é negativo: guanto menor o valor do
tempo quadréatico, maior a retencdo de glicose. O tempo linear ndo influenciou
significativamente na resposta (p<0,05). Um efeito semelhante a este foi
observado na imobilizagcdo de Brosimina. Pode-se concluir que um tempo muito
menor que 2 h ndo é suficiente para imobilizar o maximo de proteinas (através
de ligacOes covalentes e adsor¢do); e um tempo maior que 2 h inviabiliza a
imobilizacdo da ConA pois as lectinas adsorvidas podem comecar 0 processo
inverso de desligamento ja que a concentracdo de lectinas € menor na solucéo

que no suporte e o sistema passa a tender para o equilibrio.
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Figura 18. Gréfico de Pareto da resposta de retencéo de glicose em funcdo do pH e do tempo
de imobilizacdo. tempo(Q)= Tempo Quadratico; 1Lby2L = interacdo entre o pH linear e o
tempo linear; pH(Q)= pH Quadratico; pH(L)= pH Linear; tempo(L)= Tempo linear.

Entre as variaveis significativas tem-se que a interagdo de pH linear com
tempo linear também influenciou negativamente na resposta. Na sequéncia tem-

se que os termos quadratico e linear do pH influenciaram positivamente na
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retencdo de glicose, diferentemente da Brosimina que foi favorecida por um pH
mais baixo. O pH 8,0 favoreceu a imobilizacdo da ConA, pois a maioria dos
aminoacidos de cadeias laterais polares positivas tem pKa acima deste valor.
Assim a forma ionizada facilita a formacdo de interacdes entre a proteina e o
glutaraldeido. Estes dados corroboram os resultados demonstrados pela
superficie de resposta (Figura 17).

A partir dos testes de otimizacdo da razdo das concentracdes
lectina/suporte, tem-se que a concentracdo utilizada para o planejamento
composto central 2% foi a concentragdo 6tima da lectina no suporte proposto. Ao
comparar a capacidade de retencdo de atividade de PVA-PANIG-ConA tem-se
que a concentracdo de ConA otima foi de 240 pg mL™, como pode ser

observado no grafico da Figura 19.
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Figura 19. Relacdo entre a concentracdo de ConA oferecida ao suporte PVA-PANIG e a
resposta em porcentagem de retencao de glicose.

O grafico da figura acima mostrou que a razao lectina/suporte foi idéntica
para ambas as proteinas testadas. Desta forma pode-se afirmar que o
comportamento da Brosimina e da ConA com relacdo a difuséo pelos poros do

suporte é semelhante.
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O sistema PVA-PANIG-ConA comecou seus ciclos de utilizacdo com
100% de atividade. Na segunda utilizacdo, 61,52% das lectinas imobilizadas
ainda estavam ativas e na terceira utilizacdo ndo mais pode ser detectada
atividade da lectina imobilizada.

A capacidade de reutilizacdo dos suportes PVA-PANIG-Brosimina e
PVA-PANIG-ConA demonstrou ser mais baixa que as de alguns sistemas
baseados em PVA-PANI com enzimas imobilizadas (CARAMORI;
CARVALHO JR; FERNANDES, 2010; CARAMORI et al., 2011). Este
resultado sugere que a imobilizacdo das lectinas possa ter ocorrido ndo s6 por
ligacdo covalente, mas também por adsorcdo. A perda da atividade entre 0s
ciclos de utilizacdo pode ter sido consequéncia das lavagens feitas entre eles,

desligando assim as lectinas do suporte.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados finais demonstraram que o suporte PVA-PANIG foi dtil
para a imobilizacdo de duas diferentes proteinas necessitando-se para isso
apenas utilizar as condi¢des 6timas de pH para cada uma delas. Este fato permite
concluir que a rede interpenetrada de PVA-PANIG sintetizada constitui uma
matriz promissora para imobilizacdo de lectinas. Sob as condi¢bes 6timas de
concentracdo, pH e tempo para cada lectina, a imobilizacdo nesta matriz
produziu um sistema com lectinas ativas. Por causa dessas caracteristicas, o
suporte PVA-PANIG se mostra como uma opcdo viavel ao estudo dos
glicoconjugados em geral.

A purificacdo parcial da lectina Brosimina foi obtida apds uma sequéncia
de cromatografias de exclusdo molecular em gel Sephadex de tamanhos de
poros distintos € de uma cromatografia de bioafinidade com fase estacionaria -
especifica. A eletroforese em condi¢do ndo-desnaturante corroborou os dados
fornecidos pelas cromatografias de que a lectina tem massa molecular 44,67
KDa. Os testes de inibicdo por carboidratos permitiram caracterizar a lectina
Brosimina como lactose e galactose seletiva e o método de purificacdo
desenvolvido aqui € uma ferramenta simples e de custo acessivel para obtencédo

de glicoconjugados especificos.
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6. PERSPECTIVAS

O foco deste trabalho foi propor um material polimérico de sintese
simples e barata que apresentasse boa capacidade de imobilizar lectinas,
fornecendo assim um suporte que venha a ser uma ferramenta util na separacao
de glicoproteinas podendo ser utilizado em cromatografia de bioafinidade. O
trabalho apresenta a perspectiva da imobilizacdo de outras lectinas no material
proposto e a andlise dos seus parametros 6timos de imobilizacdo. A fabricacdo
de colunas cromatograficas a partir dos suportes apresentados também
demonstra ser uma experiéncia promissora, visto que estes apresentam atividade
carboidrato-seletiva comprovada.

Outra abordagem que se pode dar aos experimentos futuros chama a
atencédo ao estudo da lectina de Brosimum gaudichaudii. Esta proteina foi obtida
num alto grau de pureza e sugere um padrdo tetramérico de subunidades. Os
resultados demonstrados aqui permitem que se dé seguimento as anélises de

caracterizacdo utilizando eletroforese bidimensional.
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