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RESUMO

Levanas, compostas por residuos D-frutofuranosil unidos por liga¢des B-2,6 podem ser
produzidas por diversas espécies de plantas e bactérias. Aplicagdes para estes polissacarideos
tém sido sugeridas na industria alimenticia, farmacéutica e na medicina. As particulas
magnéticas sdo largamente estudadas para suas aplicagdes nas areas biologica e biomédica.
As lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas entre plantas, animais e microorganismos.
Cramoll 1 ¢ uma lectina glicose/manose e sua purificacdo ¢ feita através de um extrato das
sementes de Cratylia mollis a 10 % (p/v), posteriormente uma precipitagdo com sulfato de
amonio a 40 a 60 % de saturacgdo (F40-60). Esta foi entdo cromatografada em Sephadex G-75
(Cramoll 1,4), seguida por uma cromatografia de troca ionica em CM-cellulose (Cramoll 1 e
Cramoll 4). Esta lectina tem uma grande variedade de aplicagdes biotecnoldgicas. Cramoll 3,
lectina galactose especifica, também purificada a partir do extrato das sementes de C. mollis e
fracionamento com sulfato de amoénio a 0 a 40 % de saturacdo (F0-40), foi cromatografada
por exclusao molecular em Sephadex G-100. A Ressonancia Magnética Nuclear ja ¢
referéncia mundial para a andlise de estruturas moleculares em diversas areas do
conhecimento, sendo utililizada frequentemente para polissacarideos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o uso de levana de Zymomonas mobilis insolubilizada na sua forma
magnetizada (FMZAG-12) para purificar lectinas fructose especificas usando preparagdes de
lectinas de sementes de C. mollis. Testes de inibicdo da Atividade Hemaglutinante (AH)
foram utilizados para avaliar a ligagdo especifica de Cramoll 1, Cramoll 1,4, Cramoll 3 ¢ Con
A as levanas (ZAG-12, na sua forma nativa e fracionadas por etanol, Z-1-81, ZAP e CP-50).
Estas mesmas lectinas e a F40-60 foram incubadas com a FMZAG-12 que foi usada como um
suporte de afinidade; as proteinas adsorvidas foram eluidas com seus carboidratos especificos.
Meétodos eletroforéticos e AH foram utilizados para avaliar as lectinas obtidas. As levanas
inibiram diferentemente a AH das lectinas. Con A e Cramoll 1,4 ligadas a FMZAG-12 foram
eluidas com glicose, a elui¢do de Cramoll 1,4 mostrou o mesmo padrao eletroforético (duas
bandas polipeptidicas). Cramoll 3 ndo se ligou ao suporte magnetizado. Quando a F40-60 foi
incubada apenas a Cramoll 1 foi purificada, revelando uma banda polipeptidica (padrio).
Levanas entdo inibiram diferentemente a AH das lectinas testadas e FMZAG-12 foi eficiente
em purificar Cramoll 1 através de um protocolo mais rapido.



ABSTRACT

Levans, fructose polymer, are composed by -2,6 linkages and can be produced by differents
species of plants and bacteria . Applications for levans have been suggested in food industries,
pharmaceutics, also in medicine. Ferromagnetic particle in biomedical and industrial areas
have been used. Lectins find are ubiquitously distributed in nature, and occur in plants,
animals and microorganisms. Cramoll 1 is specific to glucose/mannose and was purification
through 10 % (w/v) seed extract of Cratylia molli,s fractionated with ammonium sulphate and
the fraction (F) 40 to 60 % of saturation (F40-60) was affinity chromatographed in Sephadex
G-75 (Cramoll 1,4) followed by ion exchange chromatography in CM-cellulose (Cramoll 1
and Cramoll 4). This lectin has successfully used in different biological assays. Cramoll 3,
galactose specific, was purified by the same 10 % (w/v) seed extract followed by ammonium
sulphate fractionated and the fraction (F) 0 to 40% of saturation (F0-40) was ion exchange
chromatographed in Sephadex G-100. Nuclear Magnetic Ressonance constituting one of the
major methods for structure elucidation of biomolecules in general and this technique is used
with polysaccharides. The aim of this work was to evaluate the use of Zimomonas mobilis
levans insolubilized and ferromagnetic (FMZAG-12) to purify lectins fructose specifics using
preparations of lectins of C. mollis seeds. Hemagglutinating activity (HA) inhibition assays
were used to evaluate the specific binding of Cramoll 1, Cramoll 1,4, Cramoll 3 and Con A to
levans (ZAG-12 native form and fractionated by ethanol, Z-1-81, ZAP and CP-50). Con A,
Cramoll 1,4, Cramoll 3 and F40-60 were incubated to FMZAG-12 wich was used as affinity
support; bound lectins were eluted with specifc carbohydrates. Electrophoresis and HA were
used to analyze obtained lectins. Con A and Cramoll 1,4 bound to FMZAG-12, eluted with
glucose, The eluation of Cramoll 1,4 showed its characteristic eletrophoretic pattern (two
polypeptide bands). Cramoll 3 did not bind. When F40-60 was incubated with FMZAG-12,
only Cramoll 1 was purified, revealing one polypeptide band (isolectin pattern). Levans
inhibited differently the AH of lectins and FMZAG-12 was able to purify Cramoll 1 through a
faster protocol.
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1. INTRODUCAO

1.1 Polissacarideos

Polissacarideos, também conhecidos por glicanas, consistem de unidades de
monossacarideos unidas por ligacdes glicosidicas. Eles sdo classificados como
homopolissacarideos ou heteropolissacarideos quando constituidos por um ou mais tipos de
monossacarideos, respectivamente (Voet et al., 1999). Essas macromoléculas naturais,
presentes em quase todos os organismos vivos, exercem varias fungdes: fazem parte da
estrutura das paredes celulares de plantas superiores ou algas marinhas (celulose,
hemicelulose, pectina) ou de animais (quitina, mucopolissacarideos); sdo reservas metabolicas
de plantas (amido, dextranas, frutanas) e de animais (glicogénio); agem como substancias
protetoras de plantas, devido a sua capacidade de reter grandes quantidades de agua, o que faz
com que oS processos enzimaticos nao sejam interrompidos mesmo em condigdes de
desidratacdo (Imrie e Tilbury, 1972; Brock e Madigan, 1991).

Diversos microrganismos produzem grandes quantidades de polissacarideos sob uma
ampla variedade de condigdes. Tais biopolimeros desempenham papéis especificos e sua
producdo estd intimamente ligada a capacidade de sobrevivéncia a condigdes adversas do
meio (Pace, 1987; Glazer e Nikaido, 1995; Pelczar et al., 1997). Muitos polissacarideos
microbianos estdo associados a superficie celular; porém os exopolissacarideos estdo
totalmente dissociados da célula microbiana, apresentando consideravel diversidade em
composi¢ao e estrutura (Sutherland, 1990).

Os polissacarideos microbianos (dentro de uma classe de polimeros ou gomas soliveis
em agua) sdo os de maior interesse comercial, sendo usados amplamente como espessantes,
gelificantes, agentes suspensores ou colodides de prote¢ao (Mulchandani et al., 1988). Consta
0 uso de goma arabica como componente do fluido de embalsamamento usado pelos antigos
egipcios e o cozimento de algas vermelhas pelos chineses, para produ¢do de um gel que era
flavorizado e adogado para uso como alimento (Kang e Cottrell, 1979).

A producdo de polissacarideos para uso comercial por fermenta¢do, comparada a
extracdo destes de plantas e algas ou sintese quimica oferece muitas vantagens, dentre elas: a
ampla diversidade de polimeros produzidos por microrganismos € a produgdo de goma em
quantidade suficiente e qualidade independente de variacdes no meio ambiente (Sutherland,
1983). Espécies de fungos filamentosos e leveduriformes produzem polissacarideos, porém os

de origem bacteriana (Aerobacter levanicum, Zymomonas mobilis, Escherichia coli),
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apresentam maior viabilidade industrial e comercial (Calazans et al., 2000; Jang et al., 2001;

Lobato, 2003).

1.1.1 Levanas

Dois tipos de polimeros de frutose sdo encontrados na natureza: inulina, constituido
por residuos de D-frutose unidos por ligagdes B-2,1 e levana, composto por residuos D-
frutofuranosil unidos por liga¢des B-2,6 (Jang et al., 2001) . As levanas (Figura 1) podem ser
produzidas por diversas espécies de plantas e bactérias, onde a distribuicdo do peso molecular
e o grau de ramificacdo dependem da fonte produtora deste biopolimero. Levanas produzidas
por vegetais apresentam baixo peso molecular e poucas ramificagdes; enquanto as produzidas
por sintese microbiana ou enzimatica exibem peso molecular elevado, da ordem de 2,5 x 10°
daltons, ¢ podem conter numerosas ramificagoes (Barros, 2002; Bekers et al., 2005). O peso
molecular de levanas produzidas por via fermentativa estd relacionado com a for¢a idnica do

meio de producgao.

CHOn O—CH, o O—CH, 0—CH; 0-§—
HO HO HO HO
CH,0H CH,OH CH,OH CH,OH

OH OH OH

Figura 1. Estrutura tipica de uma levana com ligagées B-2,6.

Levanas obtidas por sintese microbiana sao polimeros com solubilidade variada em
dgua na temperatura ambiente, muito soluveis em temperaturas acima de 40° C ¢ insoluveis
em etanol. Elas sdo mais soliiveis em agua que as inulinas e sdo polimeros ndo redutores,
susceptiveis a hidrolise por acidos (Barros, 2002). Segundo Bekers et al. (2002), a
concentracdo de sacarose € a temperatura sdo fatores muito importantes que regulam a
atividade catalisadora da levanassacarase de Zymomonas mobilis na sintese de
frutooligossacarideos e produgdo de levana. Concentragdes de sacarose entre 10-15 % a 25 °C
levam a produgdo de etanol; enquanto que, sacarose a 50-70 % a 45-50 °C garantem a sintese
de frutooligossacarideos.

A estrutura quimica e as propriedades fisiologicas das levanas tém sido estudadas
extensivamente em termos de peso molecular, tipo de ligacdo e viscosidade. Aplicagdes para
estes polissacarideos tém sido sugeridas na industria alimenticia como emulsificante,

estabilizante, espessante, carreador de sabores e frangrancias e também na industria
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farmacéutica, em cosméticos (Bekers et al., 2005); na medicina, como um substituto do
plasma, prolongador de atividade de drogas, como agente antihiperlidémico e como um
potencial agente antitumoral (Calazans et al., 2002; Yoo et al., 2004).

Zymomonas mobilis (Figura 2) é uma bactéria anaerdbica aerotolerante, Gram-
negativa, produtora de etanol a partir de glicose utilizando a via de Entner-Doudoroff (2-ceto-
3-desoxi-6-fosfogluconato, KDPG) em conjunto com as enzimas piruvato descarboxilase e
alcool deidrogenase. Essa bactéria apresenta uma maior produtividade de etanol (3-7 vezes)
em relacdo as leveduras, com um rendimento tedrico maximo de 97 %.

Além da alta produgdo de etanol, outras caracteristicas favoraveis tais como condigdes
simples para crescimento, tolerancia a altas concentragdes de agucar (>400 g/L) e resisténcia a
altas concentragdes de etanol (>12 %) fariam da bactéria um bom competidor para as
tradicionais leveduras se a faixa limite de substrato pudesse ser vencida. Por outro lado, o
crescimento da bactéria em meio contendo sacarose ¢ acompanhado pela formagado
extracelular de levana e sorbitol com significante reducao na producao de etanol, neste meio
ela converte a sacarose em glicose e frutose usando trés enzimas: uma levanassacarase
extracelular (LevU, formando levana e glicose), uma invertase extracelular (InvB, formando
glicose e frutose) e uma segunda invertase (InvA) cujo papel exato e localizagdo, em Z.

mobilis, ainda ndo se conhecem (Sprenger, 1996; Ananthalakshmy ¢ Gunasekaran, 1999).

Figura 2. Micrografia eletronica de Z. mobilis.

1.1.2 Magnetizacio

As particulas magnéticas (microparticulas, nanoparticulas e ferrofluidos) sao
largamente estudadas para suas aplicagdes nas areas biologica e biomédica. Os materiais
magnéticos modificados sdo compostos de um nucleo de 6xido de ferro coberto com um

polimero. Essa cobertura, em geral, ¢ biocompativel (tal como dextrana, PEG, etc.), ou possui
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grupos ativos que podem ser conjugados a biomoléculas tais como proteinas e enzimas (Ma et
al., 2003; Yamaura et al., 2004).

A utilizagdo de particulas ferromagnéticas na area biomédica (Pardoe et al., 2001) e
industrial (Hong et al., 2004) tem sido largamente explorada. Grande parte destas aplica¢des
necessita de compostos quimicamente estaveis, soliveis em d4gua, biocompativeis,
biodegradaveis e atoxicos. Polissacarideos magnéticos (Figura 3) como a dextrana tém sido
muito utilizados em diversas aplicacdes como agentes de contraste em ressonincia magnética,
imunoensaio, transporte de drogas magneticamente controlado, termoterapia contra cancer ou
tumor, deteccdo de modificagdes da membrana celular (Roger et al., 1999) e engenharia
quimica (Hong et al., 2004; Kawaguchi e Hasegawa, 2000; Kawaguchi et al., 2001; Pardoe et
al., 2001; Paul et al., 2004).

Técnicas de separacdo magnética tém muitas aplicacdes em vdrias areas da biociéncia
e da biotecnologia. Essas técnicas sdo usadas especialmente em biologia molecular para a
separacdo de acidos nucléicos e oligonucleotideos (Bosnes et al., 1997), em biologia para a
separagdo de células alvo e organelas celulares, em microbiologia para a pré-concentracao de
microrganismos patogénicos (Safaik e Safaiikova, 1999), em bioquimica para o isolamento
de varias enzimas, lectinas e anticorpos (Safaiik e Safafikova, 2000) e em quimica analitica
para a pré-concentragio de analitos (Safaiik e Safafikova, 1999). Essas aplica¢des incluem
também técnicas de imagem de ressonancia magnética (MRI) para diagnostico do cancer,
terapia do cancer tal como drogas controladas por carreadores magnéticos e hipertermia, e

remogao de elementos toxicos de residuos industriais (Yamaura et al., 2004).

Figura 3. Levana ferromagnética sob acdo de um campo magnético (6.000 Oe). (Maciel, 2005)

1.2 Lectinas

As lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas entre plantas, animais e
microorganismos (Rojo et al., 2003; Banerjee et al., 2004; Bockelmann et al., 2004). Estas

macromoléculas sdao conhecidas por sua capacidade de aglutinar células, especialmente
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eritrocitos de diferentes espécies animais (Paiva e Coelho, 1992; Correia e Coelho, 1995;
Reynoso-Camacho et al., 2003).

O termo lectina (originado do latim lectus, que significa selecionado, escolhido) foi
proposto por Boyd e Shapleigh (1954) para fazer designacdo de um grupo de proteinas que
apresentavam uma caracteristica comum: seletividade na interagdo com carboidratos. Este
termo foi generalizado por Sharon e Lis (1972), englobando todas as proteinas presentes em
fontes de natureza variada, de origem nao imunolodgica, capazes de se ligarem a carboidratos,
com especificidade ou ndo para eritrocitos de um determinado grupo sangiiineo.

A origem n3o imune das lectinas serve para distingui-las de anticorpos
anticarboidratos que aglutinam células. Enquanto os anticorpos sao estruturalmente similares,
as lectinas diferem entre si quanto a composi¢do aminoacidica, requerimentos de metais, peso
molecular e estrutura tridimensional (Moreira et al., 1998).

Avangos recentes na analise estrutural e molecular destas proteinas tém redefinido o
termo lectina. De acordo com a nova defini¢dao, sdo consideradas lectinas as proteinas ou
glicoproteinas que possuem pelo menos um sitio que se liga reversivelmente a mono ou
oligossacarideos especificos, sem apresentar fun¢do catalitica ou caracteristicas imunoldgicas
(Peumans e van Damme, 1995). Esta definicdo ¢ mais abrangente, pois inclui uma série de
proteinas com diferentes propriedades de aglutinacao e/ou precipitagao de glicoconjugados.

Cada lectina liga-se a um carboidrato especifico ou grupos de carboidratos em
oligossacarideos ou glicoproteinas, através de seus sitios de ligacao que tendem a se localizar
na superficie da molécula protéica, essa interacdo ¢ obtida através de ligagdes fracas como:
pontes de hidrogénio, interagdo de Van der Walls, interagdes hidrofobicas (Sharon e Lis,
2002). A maioria dessas interagdes, por sua vez, ¢ feita pelas pontes de hidrogénio devido a
maior disponibilidade do grande nimero de grupos hidroxilas nos actcares, que permite a
criacdo dessas pontes entre os aminoacidos da lectina e o agucar. Pontes de hidrogénio
mediadas por 4gua também participam da interacdo lectina-carboidrato, € moléculas de agua
podem agir como pontes ou elementos estruturais fixos (Naismith e Field, 1996).

Varias lectinas requerem ainda cations divalentes, como Ca*" e Mg2+, para estabilizar e
fixar a estrutura dessas proteinas. Sem eles ndo ¢ possivel a formagdo dos dominios de
reconhecimento de carboidratos a partir de grupos funcionais presentes em diferentes partes
da cadeia peptidica (Rini, 1995).

O ensaio de atividade hemaglutinante com eritrocitos de diferentes animais e de
inibi¢do por carboidratos e/ou glicoconjugados ¢ um excelente meio de caracterizacio

lectinica, promovendo a descoberta quanto a ligagdo especifica a eritrocitos, quanto a
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especificidade a mono, di ou oligossacarideos € quanto a capacidade de interacdo da lectina
em estudo a outras moléculas como glicoproteinas, glicopeptideos ou polissacarideos
(Moreira et al., 1998; Machuka, 1999).

As lectinas de plantas sdo as unicas proteinas de origem vegetal capazes de
reconhecer e de se ligar a glicoconjugados presentes na superficie de microorganismos ou no
trato intestinal de insetos e mamiferos herbivoros; tais moléculas parecem desempenhar um
importante papel de prote¢cdo do vegetal contra esses organismos predadores, afetando o
crescimento e desenvolvimento de insetos e apresentando atividades toxicas em animais
herbivoros (Lehninger, 2002). Algumas lectinas ja sdo conhecidas quanto a sua toxicidade,
tais como a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA), a lectina de Robinia pseudoacacia e a
lectina de Sambucus nigra (Peumans et al., 1998; Rabjins et al., 2000).

Estas proteinas sdo particularmente abundantes em sementes de leguminosas
(Konozy et al., 2003), chegando a constituir até 10 % da proteina total (Sharon e Lis, 1990;
Spilatro et al., 1996). A maioria dos estudos indicou a presenga de lectinas em células
parenquimatosas de armazenamento e em vacuolos especializados denominados corpos
protéicos. Outras pesquisas relataram que estas proteinas estdo presentes no interior do
citoplasma e associadas a parede celular (Santos et al., 2004).

O papel fisiolégico das lectinas nas plantas ndo estd claramente definido, mas
crescentes estudos sugerem que essas moléculas sdo proteinas de defesa contra ataques de
predadores como virus, fungos e insetos (Cavada et al., 1998; Ratanapo et al., 2001). Porém
outras hipoteses estdo sendo investigadas como, por exemplo, reconhecimento celular,
simbiose, estoque de proteinas (Van Damme et al., 1996), bem como a estimulagio,
proliferagdo e crescimento celular da planta (Wititsuwannakul et al., 1998).

A disponibilidade de um grande numero de lectinas, com diferentes
especificidades para carboidratos, tem resultado na crescente utilizacdo dessas versateis
proteinas como valiosos instrumentos em pesquisas médicas e biologicas. A associacao de
lectinas com carboidratos ¢ um evento primario em alguns processos bioldgicos tais como,
infeccdo e metastase. Em adigdo a este papel importante no reconhecimento celular, a
interagdo de lectinas com carboidratos tem sido explorada em varios ramos de pesquisa onde
a especificidade sacaridica ¢ essencial (Baskin et al., 2000; Sharon e Lis, 2001; Shibuya,
2001).

Estas proteinas sdo utilizadas como mediadores de liberacdo e adsor¢do, na
mucosa, de drogas e microparticulas (Clark et al., 2000); na visualizagdo e caracterizagao

bioquimica de polissacarideos de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa (Strathmann et al.,
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2002); como agentes mitogénicos (Maciel et al., 2004); ainda, pela sua versatilidade, as
lectinas tém sido usadas para a tipagem de células vermelhas do sangue (Mo et al., 2000).

Em células tumorais ocorre geralmente um aumento de glicoproteinas de membrana,
resultante de modificacdes que ocorrem em regides controladas por determinados genes
(Hounssel et al., 1992). Aumento na ramificagdo dos agucares ¢ alteragdes em complexos
com acido sidlico em diferentes estagios da transformacdo tumoral aparentemente estdao
associados com o aumento da capacidade de tais células realizarem metastases (Dennis et al.,
1989). Com base nas transformagdes das glicoproteinas destas células, as lectinas estdo sendo
usadas para detectar alteracdes durante transformagdes (Beltrdo et al., 1998) ¢ no
reconhecimento de fatores envolvidos no crescimento de tumores (Sarui et al., 2002). Além
disso, ja foi observada a capacidade antitumoral dessas proteinas, e elas ja estdo sendo
avaliadas por esta propriedade (Wrobleski et al., 2001; Andrade et al., 2004).

Virias espécies de plantas tém sido descritas como tendo propriedade hipoglicémica.
Kavalali et al., (2003) propuseram a lectina de sementes de Urtica pilulifera como principio
ativo responsavel por atividade hipoglicemiante em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Outras propriedades bioldgicas ja foram detectadas: antifiingica, nas lectinas
isoladas da orquidea Gastrodia elata (Liu et al., 2002) e das sementes de Talisia esculenta
(Freire et al., 2002) e lectina com atividade aglutinante contra bactéria patogénica, como a

encontrada em Anguilla japonica (Tasumia et al., 2004).

1.2.1 Purificacdo de Lectinas

As lectinas de diferentes fontes, para serem purificadas, em geral, requerem,
inicialmente, a preparagdo de extratos em solu¢des aquosas salinas (Kawagishi et al., 2001;
Mladenov et al., 2002). Alguns extratos com atividade lectinica sdo submetidos a purificagdes
parciais por métodos como didlise exaustiva ou fracionamento salino, em especial, com
sulfato de amoénio (Coelho e Silva, 2000).

Posteriormente para o aumento da pureza e o rendimento da proteina, sdo utilizadas
técnicas cromatograficas. Dentre as existentes, a cromatografia de afinidade ¢ extremamente
poderosa para o isolamento de macromoléculas, ocupando uma posi¢do impar na tecnologia
de separagao de proteinas visto que se baseia em interagcdes moleculares bioespecificas do tipo
ndo covalentes (Helmholz et al., 2003). A aplicagdo deste tipo de cromatografia na
purificagdo de lectinas ¢ principalmente baseada na habilidade dessas proteinas se ligarem a

carboidratos de um modo especifico e reversivel.
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Diferentes matrizes de afinidades para lectinas, entdo, sao escolhidas de acordo com a
especificidade destas aos diferentes carboidratos (Tasumi et al., 2004; Gerlach et al., 2005) e
alguns destes suportes j4 sdo disponiveis comercialmente, assim; lectinas especificas para
glicose/manose ou seus derivados podem usar como matrizes de afinidade, Sephadex
(polimero de dextrana) com diferentes limites de exclusdo (Borrebaeck and Rougé, 1986;
Koshte et al., 1990; Won-Kyo et al., 2003); aquelas com especificidade para N-acetil-D-
glicosamina e seus oligosacarideos, ou derivados de quitina podem ter quitina como matriz de
afinidade (Shibuya et al., 1986; Stoeva et al., 2001; Trindade et al., 2006) e as especificas
para galactose e seus derivados podem ser purificadas utilizando agarose (Yamaguchi et al.,
1998; Gottschalk, et al., 2003), goma de guar (Shet e Madaiah, 1988; Kabir ¢ Daar, 1994), gel
de guar (Alencar et al., 2003), Sepharose (Panunto et al., 2005) e Sepharose tratada com acido
(Barbieri et al., 1980). Ainda algumas matrizes de afinidade t€ém sido preparadas por
acoplamento de carboidratos ou glicoproteinas a diferentes suportes (Ooi et al., 2004,
Chumkhunthod et al., 2006).

Estudos com base em desenvolvimentos de novos suportes de afinidade para
purificagdo de lectinas estdo sendo feitos com a finalidade de reduzir os custos das matrizes
comercialmente utilizadas ¢ em alguns casos otimizar o protocolo de purificagdo. Boi et al.,
(2006) propuseram a utilizacdo de membranas imobilizadas a polissacarideos para purificagao
da lectina de sementes de Momordica charantia, através da associacdo destas proteinas ao
complexo membrana-polissacarideo. Outro exemplo de suporte desenvolvido sdo contas de
alginato imobilizadas em gel de guar, utilizado em um novo protocolo alternativo para a
purificagdo da jacalina, lectina obtida de sementes de jaca (Roy et al., 2005). A partir da gema
do ovo, conhecida por ser uma fonte rica em glicoproteinas, um novo suporte de afinidade
para obtencdo de lectinas foi desenvolvido, esta matriz purificou de forma réapida, simples e
com boa reprodutibilidade, miligramas das lectinas testadas (Zoccatelli et al., 2003).

Além da separagdo por afinidade sdao também utilizadas outras técnicas de
cromatografia para purificagdo de lectinas, baseadas na carga ou tamanho da molécula. A
cromatografia de troca idnica, método de separacdo baseado na adsor¢do reversivel e
diferencial dos ions da fase movel pelo grupo trocador da matriz; essa diferenca de afinidade
se deve a diferencas de carga, e pode ser controlada por fatores como o pH e a forga idnica
(Spadaro, 1997). Exemplos de matrizes de troca idnica sdo DEAE-Cellulose (Anuradha e
Bhide, 1999), CM-Cellulose (Han et al., 2005), CM-Sephadex (Shashidharamurthy et al.,
2006), Sp-Sephadex (Kortt, 1985) e DEAE-Sepharose (Kolberg e Sletten, 1982; Yoshida et
al. 2000).
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A cromatografia de gel filtragdo, baseado no efeito de exclusao molecular, ¢ um
método usado para a separagao de substancias de acordo com o tamanho e forma moleculares
(Kumar et al., 2004). Estas peneiras moleculares sdao redes porosas tridimensionais,
constituidas por cadeias lineares de polimeros que se entrecruzam e formam a matriz do gel.
Os géis mais usados sdo os obtidos pela polimerizacdo de cadeias de polisacarideos,
Sephadex, ou os constituidos pela polimerizacao de cadeias de poliacrilamida, Biogel (Pusztai
et al., 1981; Khang et al., 1990).

Entre técnicas de alta resolucdo usadas para obter lectinas puras estdo também os
sistemas FPLC utilizando cromatografias de troca ionica sobre coluna de Mono Q ou Mono S
(Xu et al., 1998; Chung et al., 2001) ou exclusdo molecular (Jimbo et al., 2000) ¢ HPLC
utilizado para estimar massas moleculares de lectinas purificadas (Yanagi et al., 1990), para
fracionar proteinas (Pratt et al., 1990) e para separar fragmentos peptidicos, obtidos por

digestdo com endoproteinases, de lectinas purificadas (Kusui et al., 1991).

1.2.2 Cramoll

O feijao camaratu ou camaratuba (Cratylia mollis Mart.) é uma forrageira da Regido
Semi-Arida do Estado de Pernambuco; a planta pertence a tribo Phaseoleae, subtribo,
Diocleinae, que contém o género Canavalia, botanicamente relacionado com a Cratylia.
Concanavalina A (Con A), extraida de sementes de Canavalia ensiformis, ¢ uma das lectinas
mais estudadas, constituindo um padrio de comparacdo de exceléncia para lectinas
glicose/manose (Lee e Linhardt, 1992; Mandal e Brewer, 1992; Sheldon e Bowles, 1992).
Quatro formas moleculares, isolectinas e isoformas ja foram detectadas em sementes de C.
mollis, estas apresentam diferentes atividades monossacaridicas e foram denominadas
Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4. Cramoll 1, Cramoll 2 e Cramoll 3 ja foram
reconhecidas como isolectinas. Cramoll 1, Cramoll 2, e Cramoll 4 pertencem ao grupo de
especificidade glicose/manose, enquanto Cramoll 3 reconhece com maior afinidade galactose.

A purificagdo de Cramoll 1 aconteceu em 1995 por Correia e Coelho, através de um
extrato das sementes a 10 % (p/v), posteriormente houve uma precipitagdo com sulfato de
amonio a 40 to 60 % de saturagdo (F40-60). Esta foi entdo cromatografada em Sephadex G-75
(Cramoll 1,4), seguida por uma cromatografia de troca ionica em CM-Cellulose (Cramoll 1 e
Cramoll 4). Desde entdo crescentes estudos de caracterizacdo e aplicacdes biotecnologicas
vém sendo desenvolvidos com essa proteina. Esta lectina tem uma grande variedade de
aplicagdes como: caracterizagdo de células transformadas (Beltrdo et al., 1998); sensibilidade

eletroquimica (Souza et al., 2003); atividade mitogénica (Maciel et al., 2004); inibigdo
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tumoral (Andrade et al., 2004), sendo de interesse obté-la através de um protocolo mais
rapido.

Cramoll 3 foi purificada por Paiva e Coelho, 1992, também através de um extrato das
sementes a 10 % (p/v), seguido de uma precipitagdo com sulfato de amoénio a 40 % de
saturagdo (F0-40). Posteriormente foi realizada uma cromatrografia de gel filtragdo em
Sephadex G-100. As pesquisas envolvendo esta lectina ainda estdo sendo desenvolvidas visto
que existe uma maior dificuldade para obté-la pura até a homogeneidade.

Cramoll 1 teve sua estrutura terciaria (Figura 4) recentemente resolvida por
cristalografia de raios-X com 1,77 A de resolucio, exibindo uma estrutura classica de lectinas
de leguminosa (De Souza et al., 2003). Com 82 % de homologia em seqiiéncia primaria com a
Con A, esta lectina apresenta estrutura secundaria composta exclusivamente por folhas f3,
todas conectadas por voltas. Em nivel monomérico, ambas as lectinas exibem estruturas
tridimensionais essencialmente idénticas, além de apresentarem formas similares de
associagoes quaternarias. Por outro lado, Lima et al., (1997) mostraram que Con A e Cramoll

1 mostram diferencas significativas em aplicagdes biologicas.

Figura 4 — Estrutura tridimensional do mondémero da isoforma 1 da lectina de Cratylia
mollis — Cramoll 1. Originada pelo programa MOLMOL (Koradi et al., 1996).

1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia ¢ o estudo da interacdo da radiagdo eletromagnética com a matéria.
Essa radiacdo pode ser vista como uma onda com duas componentes, uma elétrica e outra
magnética, que oscilam perpendicularmente entre si, sendo ambas também perpendiculares a

dire¢do de propagacdo da luz (Figura 5). A interagdo entre a radiacdo eletromagnética e a
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matéria pode ocorrer de duas formas: pela sua componente elétrica ou pela sua componente

magnética.

E i Campo elétrico )

]

D ttviregio de
propagagio
da luz)

B { Carrpo magnetico)

Figura 5 — Radia¢do eletromagnética.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é um tipo de espectroscopia onde a interagao
da radiagdo eletromagnética com a matéria se dd com o campo magnético € ndo com o campo
elétrico como, por exemplo, o infravermelho ou o ultravioleta. A RMN encontra-se nas
radiofreqiiéncias (MHz). Em um campo magnético sob determinadas condigdes, uma amostra
pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de radiofreqiiéncia, absorg¢do essa
governada por caracteristicas da propria amostra. Essa absor¢do ¢ fungdo de determinados
nucleos presentes na molécula que sdo sensiveis a radiacdo aplicada e, por isso, esses nicleos
sdo alvo de estudo para compreensdo da RMN (Nascimento e Bloch Jr., 2001).

Um espectrometro de RMN consiste de trés componentes: um probe, no qual a
amostra esta localizada; um magneto supercondutor, no qual o probe esta localizado, e um
console capaz de gerar pulsos de radiofreqiiéncia em combinag¢des programadas.

Os espectros de RMN evidenciam o aparecimento de sinais em diferentes valores de
freqliéncia, isto indica que o campo magnético experimentado por cada ntcleo depende da
localizagdo do mesmo na molécula como também a vizinhanca de nucleos que a rodeiam.
Cada nucleo possui um deslocamento quimico (8) de acordo com a nuvem eletronica ao seu
redor, cuja densidade varia com o ambiente quimico. Essa nuvem eletronica gera campos
magnéticos secundarios que sdo os principais responsaveis pela alteracdo do deslocamento
quimico de um nucleo em uma macromolécula. A unidade do deslocamento quimico ¢
representada por partes por milhdo (ppm) que ¢ a freqiiéncia de ressonancia do nicleo sobre o
campo magnético. O deslocamento quimico ¢ de extrema importancia para os estudos de
hidrogénios em proteinas por RMN, pois ¢ possivel distinguir diversos grupos de atomos de

hidrogénio através do seu deslocamento quimico caracteristico (Traficante, 1989).
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1.3.1 Experimentos Unidimensionais

Os experimentos unidimensionais sdo muito importantes porque podem evidenciar
rapidamente informacgdes quanto ao estado da amostra. Com apenas este experimento,
problemas como concentragdo da molécula, grau de pureza e solubilidade sdo observados. O
espectro unidimensional de uma proteina, por exemplo, contém informacdes quanto a
dispersdo do deslocamento quimico, que pode nos informar sobre estrutura, pois quanto maior
a dispersdo do deslocamento quimico, mais estruturada ¢ a proteina (Harris, 1986).

Apesar deste, mostrar todos os picos da molécula ¢ impossivel o assinalamento

somente com este espectro, devido a sobreposicdo dos picos. Para diminuir este tipo de

problema ¢ necessaria a utilizagao de experimentos de duas ou mais dimensdes.

1.3.2 Aplicacoes da Ressonancia Magnética Nuclear

Apesar de relativamente recente, a RMN ja ¢ referéncia mundial para a andlise de
estruturas moleculares em diversas areas do conhecimento. Na Bioquimica moderna, essa
técnica permitiu, de forma inédita, a investigagdo de estruturas tridimensionais de
biomoléculas em condi¢gdes proximas do estado fisiologico (solugdes aquosas) (Nascimento e
Bloch Jr., 2001).

Algumas levanas ja tiveram sua estrutura resolvida por RMN, estas se apresentam
como um polimero de frutose unido por ligagdes B-2,6. Erwinia herbicola (Blake et al.,
1982); Acetobacter xylinum (Tajima, et al., 1997) e Bacillus subtilis (Natto) Takahashi (Shih
et al., 2005) sdo exemplos de microorganismos que produzem auténticas levanas bacterianas
caracterizadas por RMN. Contudo a bactéria Zymomonas mobilis fabrica um polissacarideo
que foi denominado de levana incomun com ligagdes a-2,1 ¢ B-2,6 (Barrow et al., 1984).

RMN também pode ser usada na confeccdo e andlises de vacinas baseadas nos
carboidratos de algumas bactérias e de alguns fungos ja que esses polissacarideos estdo
presentes na superficie destes microorganismos e tem um papel de fundamental importancia
na prote¢ao desses patdogenos e no estabelecimento da infec¢ao (Jones, 2005).

Recentes avancos na metodologia com RMN multidimensional (4D) e de magnetos
mais potentes tém permitido elucidar estruturas de proteinas de até 250 residuos (Clore e
Gronenborn, 1998). Tal fato possibilitou também um consideravel avango nos estudos de
dindmica molecular que, antes da RMN, limitava-se quase que exclusivamente a dados
cristalograficos (Key, 2005).

O uso da RMN para proteinas permite a determinacdo estrutural e de dindmica de

trocas em diferentes regides da molécula, mostra informacdes especificas de distancias
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obtidas entre residuos de aminoacidos (Nuclear Overhauser Effect — NOE) e usa programas
de calculos para determinar essas distdncias e obter dados de angulos. Por fim esses dados
compelidos sdo convertidos em fungdo da sua energia e correlacionados com dados
experimentais identificando assim a estrutura da proteina (Rosh, 2001). Proteinas de
diferentes organismos, tecidos e com fungdes distintas véem sendo caracterizadas por RMN,
suas interacdes € seus sitios ativos também podem ser estudados por esta técnica (Ababou et
al., 2006; Chill et al., 2006; Elmi et al., 2006; Gombos et al., 2006; Kulis-Jr. e Shuker, 2006;
Transue et al. 2006).

Como ja foi dito, a ressondncia ¢ também util para avaliar a interagdo entre as
biomoléculas. Por RMN, Hibertt et al. (2005) analisaram a liga¢do da IgE com seus diferentes
receptores, de baixa e alta afinidade, avaliando assim a producdo desta glicoproteina na
resposta alérgica. Também por esta técnica foi avaliada a interacdo da ubiquitina com dois
diferentes peptideos (Burz et al., 2006). Interagdes lipideos-proteinas sdo importantes para
avaliar as fung¢des de proteinas integrais de membrana e com aplicagdo de STD-RMN, que ¢
um modelo de ressonancia onde envolve transferéncia de saturacdo, a caracterizagao deste
tipo interacdo ¢ mostrada (Sobias e Gawrisch, 2005).

Muitos processos biologicos importante, malignos ¢ benignos, sdo baseados na
interacdo proteina-carboidrato, a ressondncia chega como uma técnica que consegue avaliar
essa interagdo, estabelecer exatamente locais na proteina onde estd o ligante (carboidrato),
caracterizando esse processo (Henshall et al., 2004; Pollock et al., 2004). A ligagdo de
diferentes peptideos a heparina, um glicoaminoglicano sulfatado com atividade
anticoagulante, tem sido bem caracterizada por RMN (Hricovini e Tori, 1994; Hricovini et al.,
1995; Hari et al., 2000; Sanstrom et al., 2004).

As lectinas, por possuirem essa propriedade de ligacdo especifica a diferentes
carboidratos, também sdo objetos de estudo da ressonancia. Esta técnica entdo tem sido usada
para investigar o conluio dos sitios dos diferentes complexos de lectinas-oligossacarideos
(Acensio et al., 1995). Lectina de ervilha (Pisum sativum), especifica para glicose/manose ja
teve seus sitios caracterizados por RMN (Cheong et al., 1999). Outra lectina que teve seus
sitios de ligacdo a distintos carboidratos caracterizados por RMN e se essa interagdo era
dependente de Ca®" foi a haveina, lectina da Hevea brasiliensis, espécie de onde ¢ retirado o
latex (Ascencio et al., 1995). A lectina de germe de trigo (WGA) teve seus sitios
caracterizados por esta técnica na interacdo com glicoproteinas presentes em células tumorais
(Lycknert et al. 2004). Con A ja possui esses sitios bem caracterizados tanto para

monossacarideos como para glicoconjugados pela ressonancia (Brewer et al., 1973; Turov et
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al., 1997; Kim et al., 2004) e pela associagdo com a calorimetria, através das constantes de
afinidade (Brice et al., 2001).

Investigacdes estrutural e bioquimica das moléculas sdo confinadas, artificialmente, a
experimentos in Vvitro, contudo comega a surgir uma nova aplicagdo da espectroscopia de
RMN dentro das células (STINT-NMR) que proporciona um meio de acompanhamento das
interagdes proteina-proteina in vivo e suas resolugdes atémicas (Selenko e Wagner, 2006). A
ressonancia foi usada para estudar a composi¢do e os processos bioquimicos em bactéria
(Gadian, 1995); o processo de fusdo de membrana, como o usado no envelope viral, o qual o
mais bem estudado é o mecanismo do virus influenza para entrar na célula hospedeira (Martin
et al., 2003); recentemente um polissacarideo capsular (CPS) da Neisseria meningitidis teve
sua estrutura resolvida por esta técnica (Gudlavalleti et al., 2006); ¢ também uma ferramenta
complementar para a ressondncia magnética por imagens (MRI) em pequenos animais,
adicionando dados bioquimicos sobre o estado metabdlico dos tecidos saudaveis e doentes

para informagdes anatomicas (Méric et al., 2004).
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3. JUSTIFICATIVA

Cramoll 1, Cramoll 3, Cramoll 4 e Cramoll 1,4 sdo preparacdes lectinicas, obtidas de
sementes de Cratylia mollis, que vém sendo utilizadas em diferentes aplicagdes bioldgicas e
em estudos eletroquimicos e de caracterizagdo estrutural de lectinas, este ultimo com o intuito
de elucidar semelhancas ou diferencas entre lectinas obtidas de uma mesma espécie ou de
espécies distintas. Métodos de purificacdo utilizando matrizes ndo comerciais, a custos mais
baixos ou com menos etapas cromatograficas, vém sendo estudados, mesmo para lectinas que
jé& apresentam protocolos de purificacdo bem estabelecidos.

A utilizagdo de matrizes naturais como a levana ¢ bastante vantajosa e viavel além de
ser produzida constantemente pela bactéria Zimomonas mobilis. A tecnologia de separagdo
magnética, utilizando particulas magnéticas, ¢ um método rapido e facil para recuperagao de
biomoléculas, sendo um adicional as vantagens proporcionadas pela matriz (polissacarideo),
pois facilita no manuseio das amostras. A Ressonancia Magnética Nuclear foi utilizada para a
avaliacdo do grau de pureza das levanas e elucidar seus componentes estruturais.

Levana ferromagnetizada foi preparada com o proposito de imobilizar de enzimas,
porém a afinidade por frutose (mondmero da levana) apresentada pela inibi¢do da atividade
hemaglutinante de Cramoll 1, Cramoll 3 ¢ Cramoll 1,4, motivou o uso desta matriz como uma
alternativa na purificacdo destas lectinas, através de um meio mais rapido de obten¢do das
mesmas. Adicionalmente, esta matriz poderd ser uma alternativa na purificagdo de lectinas

que tenham afinidade pela frutose ou pelas levanas.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de levana de Zymomonas mobilis caracterizada por RMN, insolubilizada
na sua forma magnetizada para purificar lectinas fructose seletivas usando preparagdes de

lectinas de sementes de C. mollis.

4.1 Objetivos Especificos

4.1.1 Avaliar o padrao de ligacdo de Cramoll 1,4 ¢ Cramoll 3 e Con A, através do
ensaio de inibicdo de suas atividades hemaglutinantes, utilizando as diferentes preparagdes
levanas;

4.1.2 Caracterizar através de RMN, o padrao estrutural de levanas em suas formas
nativas ¢ fracionadas por etanol obtidas de Z. mobilis;

4.1.3 Avaliar a utilizagdo da levana ZAG-12 em sua forma ferromagnetizada
(FMZAG-12) como suporte de afinidade para a purificacdo de lectinas através do perfil de
ligacdo da Cramoll 1,4, Cramoll 3 e Con A;

4.1.4 Avaliar a capacidade de FMZAG-12 em purificar as isolectinas de C. mollis que

se ligaram a levana a partir de fragdes parcialmente purificadas.
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Abstract

Molecular forms of Cratylia mollis seed lectin, Cramoll 1, Cramoll 3 and Cramoll 1,4
(preparation containing Cramoll 1 and Cramoll 4) have been purified and used in
biotechnological applications. Cramoll 1,4 was obtained by chromatography on Sephadex G-
75 of an ammonium sulphate fraction (F40-60). Cramoll 1 was a further purified on
chromatography with CM-Cellulose. The aim of this work was to evaluate the binding of
Cramoll preparations using ferromagnetic (FM) levan as an affinity support to purify lectins.
Hemagglutinating activity (HA) and HA inhibition assays were used to evaluate the specific
binding of Cramoll 1,4 and Cramoll 3 to levans from Z. mobilis. Con A (control lectin),
Cramoll 1,4, Cramoll 3 and F40-60 were incubated to FMZAG-12; bound lectins were eluted
with specific carbohydrates. PAGE and HA were used to analyze obtained lectins. ZAG-12
and ZAP inhibited all isolectin preparations. Con A and Cramoll 1,4 did bind to FMZAG-12
and were eluted with glucose. Bioselectively dissolved Cramoll 1,4 showed the same
eletrophoretic pattern (two polypeptide bands). When F40-60 was incubated with FMZAG-
12, only Cramoll 1 was purified, revealing one polypeptide band (isolectin pattern). Levans
did bind Cramoll preparations and FMZAG-12 was able to purify Cramoll 1 through a faster
protocol.

Keywords: Cratylia mollis lectin, levan, ferromagnetic levan.
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1. Introduction

Oligosaccharides are considered to have several important functions in nutrition
(energy source), material properties (protection from aging, lowering of water activity), and
physiology (plant differentiation, growth promoting activities for some enteric bacteria, and
stimulating effects on the immune system (1). In the recent decades, polysaccharides isolated
from botanical sources (mushrooms, algae, lichens and higher plants) have attracted a great
deal of attention in the biomedical field due to the broad spectrum of therapeutic properties
and relatively low toxicity (2, 3).

Levan is a fructose polymer from sucrose transfructosylation by levansucrase, known
as a promising material for the production of fructooligosaccharides. It is composed by 3-2,6
linkages (4); also, it is a by product formed during sucrose fermentation. The chemical
structure and physical properties of levans have been extensively characterized, in terms of
molecular weight, linkage type, sugar components, and viscosity. Applications for levans
have been suggested in food industries, as emulsifier, formulation aid, stabilizer, thickener,
surface-finishing agent, encapsulating agent (5); also in medicine as a plasma substitute, drug
activity prolongator, antihyperlipidemic agent (6, 7, 8) and a potential antitumor agent (9, 10).
They are reductor polymers with variable solubility in cold water, very soluble in hot water
and insoluble in ethanol, susceptible to hydrolisis by acids.

Zymomonas mobilis, a facultative anaerobic Gram-negative bacterium, is the main
productive of levan in wide scale (11) and ethanol distilleries produce levans as a valuable
bioproduct (12). Sucrose concentration and temperature are the most important factors which
regulate the activity of Z. mobilis levansucrase which catalyze fructooligosaccharide synthesis
and levan formation. At low sucrose concentrations (10 —15% at 25 °C) ethanol is produced
while at high sucrose concentration (50-70% at 45-50 °C) ensured fructooligosaccharide
synthesis (12). Its fermentable substrate range is restricted to glucose, fructose, and sucrose.

Ferromagnetic particle in biomedical (13) and industrial (14) areas have been used.
Most of these applications require magnetic fluids to be chemically stable, water-soluble,
biocompatible, biodegradable and nontoxic. Magnetic polysaccharides such as magnetic
dextran just meet these needs and have been used extensively like magnetically directed drug
transport, localized therapeutic hyperthermia, immunoassays and MRI analysis (15). But
dextrans or other polysaccharides are inert to most direct reactions with proteins or antibodies,
and they must be chemically activated to conjugates to biomolecules. A common method,
which introduces active functional groups at random positions in dextran, is to cleave the
sugar rings with periodates to form magnetic polyaldehyde—dextran. Magnetic separation is
an emerging technology using magnetism, sometimes in combination with conventional
separation or identification methods, to purify cells, cell organelles and biologically active
compounds (nucleic acids, proteins, xenobiotics) directly from crude samples (16).

Lectins are proteins that bind mono or oligosaccharides specifically and reversibly, are
not products of an immune response and do not have catalytic activity (17). They are
normally found in a variety of organisms (18); binding of lectins to glycoconjugates on cell
surfaces have been involved in a variety of biological processes (19).

During the recent past, lectins have found extensive applications for cell
differentiations, on account of their ability to specifically bind cell surface carbohydrates
which play important roles in biological recognitions. Lectins find are ubiquitously distributed
in nature, and occur in abundance in plants, especially seeds of legumes; they are purified to
homogeneity with a broad repertoire of carbohydrate specificities (20). Commercial
polysaccharide matrices are widely used as affinity chromatography support to lectin
purification. Sephadex (glucose polymer), chitin (n-acetilglucosamine polymer) and guar gel
(galactosamine polymer) are good examples of these supports (21, 22, 23).
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A number of cellular recognition events are thought to involve the specific binding of
a structure expressed on one cell surface to a particular receptor on another cell (24). Sugar
moieties on the cell surface play important roles in these cellular recognition events (25).
Therefore, it is important to understand the molecular bases for the specificity and affinity of
these interactions, especially to assess the structures of sugar chains required for interaction
with the lectins (24). Conventional hapten inhibitions of haemagglutination using various
sugars and sugar derivatives as inhibitors and affinity chromatography on immobilized lectin
columns are useful assays to study the carbohydrate-binding specificities of lectins (20).

Cratylia mollis (camaratu bean), is a native forage from the Semi-Arid Region of
North Eastern Pernambuco State, Brazil, and belongs to Fabaceae family, taxonomically
related with Canavalia ensiformis species from whose seeds Concanavalin A, Con A, is
obtained. C. mollis seeds have been considered an important lectin source, giving multiple
molecular forms (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4) with different carbohydrate
specificities (26, 27). Cramoll 1, Cramoll 2 and Cramoll 4 are specific for glucose/mannose;
Cramoll 3 is galactose specific. A preparation containing Cramoll 1 and Cramoll 4 (Cramoll
1,4) showed a high hemagglutinating activity when compared with the isolated Cramoll 1 and
Cramoll 4, and as Canavalia ensiformis seed lectin (Concanavalin A, Con A). These lectins
preparations (Cramoll 1, Cramoll 4, Cramolll,4) are inhibited by different carbohydrates (D-
glucose, D-mannose, a-D-methyl-mannoside, D-fructose, among others) in distinct
concentrations. Cramoll 1,4 and Cramoll 1 were successfully used in different biological
assays as well as in structural and electrochemical studies (28, 29, 30, 31, 32, 33, 34).

The aim of this work was to evaluate the use of insolubilized levan in the magnetized
form to purify lectins that are inhibited by fructose using preparations containing C. mollis
lectins and Con A, reducing the cost of the affinity adsorbents and at the same time to
improve its properties and performance.

2. Experimental
2.1 Materials

Cramoll 1,4 and Cramoll 1 were obtained through a previously established protocol
(27). A 10 % (w/v) seed extract was ammonium sulphate fractionated and the fraction (F) 40
to 60 % of saturation (F40-60) was affinity chromatographed in Sephadex G-75 (Cramoll 1,4)
followed by ion exchange chromatography in CM-cellulose (Cramoll 1 and Cramoll 4).
Cramoll 3 was obtained through a previously protocol (26). Cramoll 3 was obtained by the
same 10 % (w/v) seed extract followed by ammonium sulphate fractionated and the fraction
(F) 0 to 40% of saturation (F0-40) was exclusion molecular chromatographed in Sephadex G-
100; Con A was obtained from SIGMA.

Levans (L) denominated ZAG-12L, Z-1-81L, CP4 and ZAPL were produced by Z.
mobilis strain (ZAG-12, Z-1-81, CP4, ZAP) that belonging to the collection of the
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Levans were obtained
in native form and ethanol fractionated (f) by precipitation in different concentrations [10 %
to 70 % (v/v)]. Ferromagnetic ZAG-12L (FMZAG-12L) was obtained as previously described
(16).

All other chemical reagents used were of analytical grade.
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2.2 Protein determination

The protein content was carried out by Lowry (35) using bovine serum albumin as
standard. Reading of the absorbance at 280 nm was used to determine the relative
concentration of column eluates.

2.3 Hemagglutinating activity and inhibition of lectin induced hemagglutination

Lectin sample solutions (50 pl) were serially 2-fold diluted in 0.15 M NacCl, in
microtiter U-plates, incubated with of a 2.5 % (v/v) suspension of glutaraldehyde treated
rabbit erythrocytes (50 ul), and the titer, defined as the lowest sample dilution which showed
hemagglutination, was read after 45 min incubation according to Correia and Coelho (27).
Hemagglutinating activity (HA) corresponded to the reciprocal of titer and specific HA
(SHA) corresponded to HA divide by the protein concentration.

HA inhibition (HAI) was assayed by lectin sample solutions (50 ul) serially 2-fold
diluted in 50 pl of levan solutions (25, 50, 100 and 200 mM) followed by a 15 min incubation
and addition of erythrocyte suspension. HAI was obtained by HA read after 45 min.

2.4 Levans by Nuclear Magnetic Ressonance Spetroscopy (NMR)

'H unidimensional spectra were recorded in a BRUKER DRX 400MHz with a
triple ressonance 5-mm probe. About 1 mg of levan was dissolved em 0.5 ml
0f 99.8 D,0. All spectra were recorded at 60 °C.

2.6 Binding evaluation of Con A, Cramoll 1,4, Cramoll 3 and F40-60 with FMZAG-12L

Con A, Cramoll 1,4, Cramoll 3 and F40-60 were incubated with FMZAG-12L
particles (1 ml) with 2 h of constant agitation, at 4 °C and the supernatant were removal. The
remaining proteins were eluted with 0.15 M NaCl by several washes (1 ml). The adsorbed
lectins were eluted with 0.3 M D-glucose (Con A and Cramoll 1,4) or D-galactose (Cramoll 3
incubation) solutions in 0.15 M NaCl with several washes (1 ml each); fractions with the
highest absorbance were pooled and analyzed by HA and PAGE for native and basic proteins
according to Reisfeld (36). The supernatant from each wash was obtained using a 6,000 Oe
magnetic field. The support was re-equilibrated with 0.5 M followed by 0.15 M NaCl after
biospecific elution.

3. Results and discussion

The availability of Cramoll 1 in milligram quantities and more quickly is interesting
owed its biotechnological applications (28, 30, 31, 32, 33, 34). The levans from Z. mobilis are
easily obtained and ferromagnetic appear like an alternative support to immobilize and purify
proteins.

NMR can yield important conformational information on oligosaccharides,
constituting one of the major methods for structure elucidation of biomolecules in general
(37) and was used to analyze the structure of levans. Zymomonas mobilis’s levans evalueted,
revealed six peaks in the spectra, and these peaks corresponded to the protons constructing the
fructose residues. The simplicity of the spectra reflects that these polysaccharides are
homopolymers of fructose (Figure 1). Erwinia herbicola (38); Acetobacter xylinum (39) ¢
Bacillus subtilis (Natto) Takahashi (40) produced levans with the same characteristics when
analyzed by NMR spectroscopy.
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Previous studies of Cramoll 1,4 specificity using different monosaccharides showed
that D-fructose inhibited Cramoll 1,4 HA at the same proportion than D-mannose. This fact
justifies the binding evaluation of Cramoll 1,4 and Cramoll 3 to different levans to investigate
analogies or differences among isolectin binding sites. According to Calazans (41), in the
same temperature, different Z. mobilis strains produce levans with distinct molecular weights.
Besides, the same Z. mobilis strain submitted to different temperatures or precipitation by
fractionation technique using solvents also results in levans with distinct molecular weights.
The results (mean of four assays) showed that assayed levans did bind differently to isolectins
(Table 1). ZAG-12L and ZAPL were able to inhibit Cramoll 1,4, Z-1-81L and CP4L, did not;
Cramoll 3 and Con A were inhibited by levans. Also some levans fractionated by ethanol did
not inhibit the lectins. Few works have been described in literature about levans and lectins;
however distinct levans could be useful and cheap tools for a better characterization of
carbohydrate binding site of lectins. Mo (42) compared the carbohydrate binding properties of
banana (Musa acuminate) lectin and Con A (structurally similar to Cramoll 1,4), both
glucose/manose specific. Con A did bind to D-fructofuranosyl groups present in plant and
microorganism levans whereas banana lectin reacted only with microorganism levans.

The use of magnetized support has been proposed as an easy and cheap method of
biomolecule purification. Matrices can be conjugated to magnetite (Fe;Os4) and been
immediately recovered by the magnetic strength without lost of protein activity (16). This
process insolubilized the levan. The inhibition of lectins by levans suggested that magnetized
levans could be potential affinity matrices to investigate or purify lectins that recognize
fructose. Evaluation of Cramoll 1,4, Cramoll 3 and Con A specific binding to FMZAG-12L
was based on the success to obtain magnetized FMZAG-12L and by the high inhibition of
lectins by ZAG-12L. When FMZAG-12L particles were used as affinity matrix to analyze the
specific binding of Con A (Figure 2) and Cramoll 1,4 (1.5 mg/ml) by batch assay retained
protein was obtained. The eluted Cramoll 1,4 showed a similar pattern to the
chromatographed sample (two bands) by polyacrylamide electrophoresis to basic and native
proteins (Figure 3); none specific binding to FMZAG-12L was detected when Cramoll 3 was
used. Recently, the importance of protein—protein interaction has been pointed out in certain
oligomeric lectins since differences among their quaternary organizations appear to be related
directly to those among their functions (43). Characterization of lectin binding sites has been
studied by many workers to understand more deeply these versatile proteins (22, 24, 44).

The evaluation of FMZAG-12L to purify Cramoll lectins was assayed with F40-60,
the ammonium sulphate preparation used to obtain Cramoll 1,4 by one step (affinity
chromatography on Sephadex G-75) and Cramoll 1 by two steps (affinity chromatography on
Sephadex G-75 using Cramoll 1,4 followed by ion exchange chromatography on CM-
Cellulose). When F40-60 (10 mg) was incubated with FMZAG-12L a peak protein was
obtained. A matrix saturation assay was performed with different concentrations of F40-60
(18; 10 and 5 mg). A peak protein was obtained with the best concentration (10 mg) when
F40-60 was incubated with FMZAG-12L. Polyacrylamide gel electrophoresis to basic and
native proteins revealed a unique band, the same pattern of Cramoll 1 (Figure 3). This pure
lectin showed HA of 256 and was inhibited by all levans as Cramoll 1,4. The lectin purified
by levan showed the same SA and the best yield. This new method to purify Cramoll 1, a
glucose/mannose-binding lectin, valuable in biomedical research, is faster and reproducible.

4. Conclusions
NMR spectra of Zymomonas mobilis’s levans showed polysaccharides as

homopolymers. Carbohydrate polymers such as levans could be used to characterize lectin
binding sites; Cramoll 1,4 and Cramoll 3 distinguished levans with distinct molecular weights
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and magnetized levans could be useful matrices to purify fructose recognition lectins.
FMZAG-12L showed to be an excellent and alternative affinity support to obtain Cramoll 1,
by one step purification.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1 — '"H NMR spectra of levans from Zymomonas mobillis. All spectra
were recorded at 60 °C for samples in D,0O solution. 1: ZAG-12, native form;
2: ZAG-12 130; 3: ZAG-12 {70; 4: Z-1-81, native form; 5: CP4, native form; 6:
Erwinia herbicola levan.

Figure 2 — Con A (1.5 mg) elution from FMZAG-12L particles, each bar
represents the mean + S.D. of four experiments.

Figure 3 — Cramoll 1,4 (1.5 mg) elution from FMZAG-12L particles (A), each
bar represents the mean = S.D. of four experiments. Electrophoresis to native
and basic protein, stained with amido black of aliquots 14 and 15 (100 pg) (B).

Figure 4 — Matrix saturation assay with different concentrations of F40-60
[18(A) and 5(B) mg] to Cramoll 1 elution from FMZAG-12L particles. C
shows the best elution of Cramoll 1 with 10 mg of F40-60, each bar represents
the mean + S.D. of four experiments. Electrophoresis to native and basic
protein, stained with amido black of aliquots 10 and 11 (100 pg).
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Table 1- Hemagglutinating activity inhibition of Cramoll 1, Cramoll 1,4, Cramoll 3 and Con A

Cramoll 1,4 Cramoll 1 Cramoll 3 Con A
HA
ZAG-12
Native form 32 2 0 2
f10 16 4 0 64
20 16 0 0 8
30 32 0 0 8
40 4 0 0 0
50 8 0 0 16
f60 128 0 8 8
70 64 4 8 16
ZAP
Native form 64 2 0 16
CP4
Native form 1024 8 32 64
Z-1-81
Native form 1024 8 8 16
Levan (sigma) 1024 8 8 8
Frutose 2 2 2 4

Hemagglutinating activity (HA): Cramoll 1,4 = 4096; Cramoll 1 = 256 ; Cramoll 3 = 512;
Con A = 2048. HA was made with 2.5% (v/v) suspension of glutaraldehyde treated rabbit

erythrocytes.
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5. CONCLUSOES

5.1 Diferentes levanas inibem de modo diferente as atividades hemaglutinantes das
isolectinas de C. mollis e de Con A; enquanto ZAG-12 ¢ ZAP nas formas nativas e
fracionadas inibiram a AH de todas as lectinas, CP4, Z-1-81 e a levana comercial obtida da

SIGMA inibiram fracamente a AH de Cramolll,4;

5.2 As levanas de Z. mobilis tém um padrao similar visualizado pela Ressonancia
Magnética Nuclear, apresentando seis picos no espectro que correspondem aos carbonos que
constituem os residuos de frutose. Houve diferenca nas larguras de linhas devido aos distintos

tamanhos das levanas;

5.3 ZAG-12 em sua forma ferromagnetizada (FMZAG-12) utilizada como suporte de
afinidade foi capaz de ligar bioespecificamente a Con A e a Cramoll 1,4 e de purificar
Cramoll 1 por cromatografia de afinidade a partir da preparagdo obtida por fracionamento

salino (F40-60) utilizando uma unica etapa cromatografica.
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