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RESUMO

Uma preparac® contendo as isoformas 1 e 4 da lectina de sementes de Cratylia mollis
(Cramoll 1,4) e uma ledina de folhas de Bauhinia monandra (BmoLL) foram previamente
purificadas por fracionamento com sulfato de amdnio seguidos por cromatografia de
afinidade em Sephadex G-75 e gel de guar, respectivamente. Cramoll 1,4 foi imobilizada em
Sepharose CL-4B ativada com CNBr (Cramoll 1,4-Sepharose) e usada para purificar
imunoglobuina A secretéria (IgAS) de diferentes <wcregbes humanas. Dacron
ferromagnético na forma hidrazida (FDH) foi utilizado como suparte sdlido paraimobilizar
Cramoll 1,4 (Cramoll 1,4-Dacron) e BmoLL (BmoLL-Dacron). As lectinas imobilizadas
foram usadas para a purificacéo de glicoproteinas do colostro humano. Cramoll 1,4 foi
adsorvida a contas de Nafion e caracterizada por voltametria ciclica., Cramoll 1,4-Dacron
BmoLL-Dacron e Cramoll 1,4-Sepharose mostraram picos ap0s a duicao bioespecifica. Os
materiais eluidos da coluna de Cramoll 1,4 Sepharose foram submetidos a imunodifusio
radial smples (SRID) contra Anti-IgA humana. Para aavaliacdo pa voltametria dclica da
interacé® de Cramoll 1,4 com seu carboidrato especifico, a lectinafoi adsorvida a ©ntas de
Nafion e aresposta éetroquimica foi obtida usando um sistema de trés el etrodos. Uma airva
de calibragdo avaliou a concentragdo de glicose. Os picos eluidos mostraram bandas com
migragdes eletroforéticas smilares as da IgAS do colostro humano em SDS-PAGE: cadeias
pesada (H) e leve (L) bem como comporente secretor. Os picos e€luidos da @luna de
Cramoll 1,4-Sepharose mostraram anéis de precipitacé contra anti-lgA humana. A interacéo
entre Cramoll 1,4 e diferentes concentragdes de glicose mostraram picos de reducéo e
oxidag8o. Esses picos anddicos e ctddicos diminuiram com o aumento da @ncentragdo de
glicose. Neste estudo IgAS foi purificada de diferentes scregdes humanas em colunas
contendo Cramoll 1,4 Sepharose, utilizando metil-a-D-manopiranosideo glicose como
eluente. Cramoll 1,4 e BmoLL e foram capazes de ligarem-se aFDH, podendo ser usadas
como matrizes de dinidade para a purificaggio de glicoproteinas do colostro humano. O
resultado da transferéncia de elétrons da Cramoll 1,4 durante a interagdo com a glicose foi
significativo. O sistema pode ser usado como um sensor de @libracdo para determinar

glicose.

Palavras chave: ledinas de sementes de Cratylia mollis (Cramoll) Ledinas de folhas de Bauhinia
monandra (BmoLL) imohilizagcdo, purificagdo de IgAS, Dacron, Sepharose CL-4B,

voltamogramas ciclicos, Nafion.
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ABSTRACT

A Cratylia mollis sead ledin preparation containing Cramoll 1 and Cramoll 4 isoforms
(Cramoll 1,4) and Bauhnia monanda led ledin (BmoLL) were purified previously by
ammonium sulphate fradionation followed by Sephadex G-75 and guar gel affinity
chromatography, respedively. Cramoll 1,4 was immobili zed in CNBr-adivated Sepharose
CL-4B (Cramoall 1,4-Sepharose) and was used to puify seaetory immunoglobuin (IgAS)
from different human seaetions. Ferromagnetic Daaon hydrazide (FDH) was used as a
solid-phase immohili ze Cramoll 1,4 (Cramoll 1,4-Daaon) and BmoLL (BmoLL-Daaon).
Immohili zed ledins were used to puify human colostrum glycoproteins. Cramoll 1,4 was
adsorbed to Nafion beals and charaderized by cyclic voltammograms.BmoLL -Daaon,
CramoLL-Daaon and CramoLL -Sepharose showed peeks after bioespedfic dution. The
materials eluted from Cramoll 14-Sepharose were submitted to single radial immudifusion
(SRID) against anti-human IgA. To evaluate by cyclic voltammetry the interadion d
Cramoll 1,4 with its gedfic cabohydrate, the ledin was adsorbed onNafion beads. The
eledrochemica response was obtained with a threeeledrode system. A cdibration curve
evaluated glucose cncentration. The duted pesks howed bands with eledrophaesis
migration similar to human colostrum IgAS on SDS-PAGE; heavy(H) and light (L) chains
as well as aetary comporent. The duted pegs from Cramoll 1,4-Sepharose mlumns
showed predpitation rings against anti-human IgA.The interadion ketween Cramoll 1,4
and dfferent glucose mncentrations showed reduction and oxdadion peeks. Thisanodc-
cahodc peds deaeased with the glucose mncentration. In this gudy I1gA was purified
from different human seaetions on Cramoll 1,4-Sepharose @lumns using gucose &
eluent; Cramoll 1,4 e BmoLL were aleto bind FDH and can be used as affinity matrices
to puify glycoproteins from human colostrum. Cramoll 1,4 eledrontransfer resulted from
glucose interadion and was significant. The system can be used as a cdibration sensor to

determine glucose.

Key word:Cratylia molli s seed ledin (Cramoll), Bauhinia monanda led ledin (BmoLL)
immobili zation, purification d IgAS, Daaon, Sepharose CL-4B, cyclic voltammograms,
Nafion.
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INTRODUCAO



INTRODUCAO

1. Generalidades bre ledinas

Stillmark observou pela primeira vez, em 1888 que aricina, proteina extraida da
planta Ricinus comnunis, era resporsavel pela hemaglutinac@® de diferentes espédes de
eritrocitos (BIES et al., 2004). Na décala seguinte, Ehrlich uilizouaricina e a arina, esta
Ultima, uma proteina obtida da planta Abrus precatorius, ambas com atividade
hemaglutinante (AH), como paencial modelo antigénico (SHARON & LIS, 1988.

Asledinas s80 proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune (BANERGEE et al.,
20049, que alutinam céulas, predpitam carboidratos e glicoconjugados (NAEEM et al.,
2001, através de sitios de ligac® (MOREIRA et al., 1991). Propriedade que resulta na
cgpaddade de alutinar seletivamente eitrocitos (ELIFIO et al., 2000 o que permite asua
deteccd® através de ensaio de hemaglutinacd. Muitas ledinas apresentam ions adjacentes
aos dtios de ligac® a caboidratos para gjustar e manter a estrutura terciaria en uma
conformacé favoravel para aperfeita funcdo hioldgicadesta proteina (AUDETTE et al.,
2000.

A espedficidade de umaledinatem sido determinada por estudos de inibig&o, usando
caboidratos smples ou digossacaideos para inibir a alutinagd® de eitrocitos, ou pela
inibicéo de predpitac@® de padissacaideos ou glicoproteinas. A classficac@® das ledinas
dentro de um pegqueno nimero de grupacs resulta da definicéo da espedficidade en termos
do melhor moncssacaideo inibidor da hemaglutinacé (LIS & SHARON, 1987).

Asledinas estéo presentes em animais (VAN DE WETERING et al., 2009 e vegetais
(HO et al., 2004. Em plantas, encontram-se an grandes concentragdes nas ementes
(CORREIA & COELHO, 1995, como também estdo presentes em folhas (COELHO &
SILVA, 2000, caules, raizes (VANDENBOCH et al., 1994).



Ainda ndo existe umaresposta amnclusiva quanto afuncdo dessas proteinas em plantas
(MOREIRA et al.,1991). A habili dade de reconhece carboidratos € de importancia aucial
no rewmnhedmento de varios process biologicos ( HILDEBRAND et al., 2002
ela é abase da sssciaca entre legumes e uma badéria simbidticafixadora de nitrogénio
tal como Rhizobium (PEUMANS & VAN DAMME, 1995, as ledinas também atuam na
interacd parasitalhospedeiro (MULLER et al., 2004). Qualquer que sgja afuncéo destas
proteinas, ela esta necessariamente reladonada cm a sua locdizac® e distribuicéo nas
véarias partes da planta (MURAKI et al., 2000. As recentes pesquisas em diferentes
grupcs de ledinas de plantas que reladonam estrutura, espedficidade efuncéo tém sido
importantes para a @licac® das mesmas. O fato das familias de ledinas apresentarem
diferentes espedficidades para caboidratos, como também diferentes estruturas, pode
justificar diversos papéis fisiologicos destas ledinas em plantas (PEUMANS & VAN
DAMME, 1998.

2. Ledinas de Cratylia mollisMart

A planta Cratylia mollis (feijdo camaratu ou camaratuba) é uma forrageira que
encontra-se na regido Semi-Arida do Estado de Pernambuco (Ibimirim); ela pertence a
tribo Phaseoleae subtribo Dioclinag que mntém o género Canavalia, botanicamente
reladonado com Cratylia. Uma preparacé® de ledina das smentes de C. mollis
(Cramoall 1,4), dotipo glicose/manose foi purificadano Laboratério de Glicoproteinas da
UFPE por CORREIA & COELHO (1995, através do fradonamento com sulfato de
amoénio (40-60%) seguido pa cromatografia de dinidade en Sephadex G-75. Cramoll
1,4 tem resultado em dissertagdes de mestrado, teses de douorado e pulicages que
revelam caraderizagdes e glicaes desta ledina autdctone. Os estudos bre Cramoll
1,4 imobilizada em Sepharose CL-4B (Cramoll 1,4 -Sepharose) tém sido empregada
como etapa final na purificac® da ledtina wlesterol adl transferase (LIMA et al.,
1997. Estudcs tém demonstrado um potencial emprego como marcador para detecc®
de cédulas normais e transformadas (BELTRAO et al., 1998.



3. Ledinas de Bauhinia monandra Kutz

Bauhinia monanda Kurtz, conhedda vulgarmente por pata-de-vaca éuma planta
pertencente afamilia das Caesalpiniaceae Suas folhas, como as de outras deste mesmo
género, tém sido wsadas na medicina popuar com supcsta dividade hipoglicemiante en
padentes diabéticos (LEMUS et al., 1999 PEPATO et al., 2002.

Ledinas de B. monanda descritas em sementes por ABREU et al., (1990 foram
também detedtadas em limbo foliar (COELHO & SILVA, 2000. A ledina de folhas de B.
monanda, BmoLL (B. monanda Led Ledin) foi purificada aravés de fradonamento
com sulfato de anénio (0-60%) seguido pa cromatografia de dinidade an coluna de gel
de guar, um pdissacaideo de manose com substitui¢des de a 1-6 galadose (COELHO &
SILVA, 2000. Em eletroforese en gel de pdiaailamida contendo sulfato sodico de
dodedla (SDS-PAGE), BmoLL apresentou uma banda principal de 33 kDa (glicosilada) e

uma banda menor de 26 kDa (néo gli cosil ada).

Estaledinadefolhas, galadose espedficatem tido suas caraderisticas estudadas no
Laboratério de Glicoproteinas através da Profa. Dra. Luana C. B. B. Coelho, em parceria
com outros Laboratorios na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no Brasil e

exterior.

4. munoglobulinas

Séo glicoproteinas envolvidas com as respostas imunes. Sdo conheddas como
receptores quando encontram-se nas superficies cdulares e quandolocdizadas livres no

sangue ou ralinfa, sdo denominadas anticorpos (HUSE et al., 2002).

Carboidratos, li pideos, addos nucléicos e pali peptideos naturais ou sintéticos podem
ser denominados antigenas ou imundgencs por serem capazes de levar a formacd de um

anticorpo. O contato entre & cdulas B e o antigeno é necessario para indwzir o



desenvolvimento de plasmaocitos, cdulas que produwzem anticorpos (LUELLAU et al.,
1998.

A unidade basica de umaimunaoglobuina (Ig) é formada por duas cadeias leves, L
(do inglés, light) e duas cadeias pesadas, H (do inglés, Heavy) formando assm um
tetramero (H2 L »). S&o cinco as classes das imunaglobuinas, que diferem entre si por suas
cadeias H, enquanto as cadeias L sdo iguais para cala uma delas. As imunaglobuinas
apresentam-se como um mondmero (IgG), como pdimeros de duas, trés (IgA), ou cinco
(IgM) unidades basicas tetraméricas ligadas entre si pela caleia J (doinglés, joining), um
pequeno pdipeptidio (HUSE et al., 2009. A IgA ocorre cmo dues subclasses IgA; e
IgA,. A forma monamérica da IgA; ocorre principalmente no soro sangtiineo, enquanto
nas eaegdes externas como colostro, saliva eseaec¢é nasal predomina aformadimérica
I0A2. A IgA,diméricadas seaegdes externas além de gresentar dois monémeros ligados
por portes de sulfeto & caleia J, apresenta também um determinante antigénico extra, o
comporente seaetor, SC (do inglés, seaetory comporent) de amdo com GARCIA-
PARDO et al., (1981).

5. Purificagdo de proteinas por afinidade em lecinas imobili zadas

5.1 Em Sepharose CL — 4B

A cromatografia por afinidade com ledinasimobili zadas resultou em uma aescente
utilizacd® dessas versateis proteinas, como instrumento em pesquisas médicas e
biolégicas. A ledina de Canavalia ensiformes, concanavalina A (Con A) imohili zada
Sepharose CL-4B tem sido wsada para purificar glicoproteinas (PRATT et al., 1990.
Supates de dinidade com ledinas comerciais imohili zadas s8o largamente empregados
para apurificaca de glicoproteinas de membranas (TORRES & SMITH, 1988.

Os grupcs amina de uma ledina interagem com a Sepharose CL-4B ativada cmm
brometo de danogénio (figura 01). A ledina imobilizada deixa exposto o seu sitio de
ligacé@ espedfico para caboidratos. Assm, uma ledina imohilizada en material inerte

interage com glicoproteinas.
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Figura 01 Imohilizacd® de proteinas em Sepharose CL-4B (Fonte: Janson e
Rydén, 1989

A interac@ entre Ig e ledinas tem sido demonstrada por diversos autores (tabela
01). Uma ledina imohilizada en supate inerte, como Sepharose CL-4B, pode ser
utili zada como suparte para apurificac® de Ig (figura 02) uma vez que & |g apresentam
oligossacaideos ligados a sua caleia H (BAENZIGER & KORNFELD, 1974. As
cond¢des brandas de duicdo, quando ledinas 80 usadas como ligantes, garantem a
atividade biolgica da proteina de interesse a contrario das cond¢des de dui¢éo quando
se usa anticorpo como ligante que sdo feitas em rigorosas cond¢oes de pH (SATISH &
SUROLIA, 200]). A jacdina imobilizada a Sepharose tem sido uili zada para purificar
IgA (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-NETO, 1985.



Tabela 01 Interac& entre imunoglobdinas e ledinas galadose emanose espedficas

Fonte Ledina Espedficidade lg
Ricinus

communis RCA Manose lgM
Agaricus ABL Galadose IgA1 elgD
bisporus

Canavalia ConA Manose IgA e IlgM
ensiformis

Artocarpus Jacdina Galadose lgA1elgD
integrifolia

Referéncia

KOPFEL & BEKA,
2001

IRAZOQUI et al.,
1992

LIM et al., 1997

WANG etal., 2004

RCA, Ricinus comunis Agdiutinin, Aglutininade R. comunis
ABL, Agaricus bisporus Ledin, Ledina de Agaricus bisporus
ConA, Ledinade C. ensiformis

Carboidrato [l

Sepharose CL -4B

+

>

ledina

Figura 02. Purificac@® de anticorpo em ledinaimobhili zada en Sepharose CL-4B.

5.2 Em supartes aternativos

A cromatografia de dinidade tem sido umatémicamuito usadatanto napurificac®

de biomoléaulas como instrumento de pesguisas como para a purificacd em escda

indwstrial. O desenvolvimento de novos supates lidos mais praticos e mencs

dispendiosos e que retenha a biomoléaula cm sua substancial atividade é de grande

importancia (FIRER, 2003).



A busca de novos ligantes para asintese de matrizes de dinidade também tem sido
uma das grandes &eas da pesquisa, visando a purificac® de proteinas de interesse
bioteanadl6gico, como enzimas e anticorpos (FASSNA et al., 200]1). A sintese de uma
matriz requer a introducd de um ligante que tenha dinidade pela proteina de interesse.
Esses ligantes devem ser compativeis com as lugdes usadas durante aimobilizacd e
posalir no minimo um grupo funcional (amino, carboxilico, adeido, tiol, hidroxilico)
através do qual serda amplado ao supate inerte. Este grupo funcional ndo pocde ser
esencial para afuncdo hiologicado ligante, garantindo sua dividade gpds aimohili zacé
(JANSON E RYDEN, 1989.

Os grupos funcionais dos ligantes sio imohili zados em compostos que ligados ao
supate propriamente dito, servem de bragos que neutralizam o impedimento estérico,
permitindoassm a dicada daligacé da proteina aser purificada. O glutaraldeido é um
dos reagentes bifuncionais mais empregados em imobhilizagd® de proteinas (WALT &
AGAYN, 1994. O dcod pdlivinilico (PVA) tem sido wsado como supate dternativo
para aimobili zacé covalente de enzimas (CHASE et al., 1998.

A capaddade das ledinas imohili zadas de interagir seletivamente com carboidratos,
as torna excedentes ligantes para a purificac® de glicoproteinas. Seus grupos aminos
resporsaveis pela ligacd® com Sepharose-CNBr podem também ligarem-se a outros

bragos, tais como azida de sodio e glutaraldeido.

Daaon, um podiester quimicamente @nheddo como pdietilenctereftalato
largamente anpregado no comércio tem sido em sua forma hidrazida (figura 03)
ferromagnetizada usado para aimobhilizac@® de enzimas via glutaraldeido (CARVALHO,
et al., 1989 e para imohilizac® de dbumina humana via glutaraldeido e aida
(PINHEIRO et al., 1999.
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Figura 3 Esguema de hidrazindlise do Daaon (Fonte: HERMANSON et al., 1992

6 Estudos eletr oquimicos

Num biossensor, um elemento biolégico imobhilizado em um supate solido
(transdutor) deteda dravés de sinais eletroquimicos 0 seu analitico correspondente que
deverd ser apenas um produo espedfico domaterial analisado (SIGRIST & GAO 1999.

Os transdutores 80 clasdficados em eletroquimicos, el etromagnéticos e opticos.
Existe um consideravel interesse na transferéncia de détrons direta entre detrodos e
proteinas para glicagdes como em biossensores e estudos fundamentais (NASSAR et al.,
1995.

Estudacs cinéticos e mecanisticos da interacé@ de ligantes a proteinas podem ser
redizados por métodos eletroquimicos (YOSHIZUMI et al., 1999. A interac® ledina-
caboidrato tem sido avaliada por voltametria dclicas um método amperomeétrico.
(SUGAWARA, 2004. Potenciais redoxes para ledina foram obtidos por témicas



potenciostéaticas, usando una solucéo salina cmo suparte para cntrole da distribuicéo de
cagas entre o eletrodo c referéncia eo eletrodo ce trabalho (SOUZA et al., 2007). A
voltametria € uma variac® da témica anperométrica, ela registra varios portos numa
regido escolhida no perfil corrente-patencial. A voltametria de varrimento linea e a
voltametria dclicasdo as témicas voltamétricas de varrimento mais conheddas, enquanto
na linea o varrimento € feito apenas numa direcd, na dclica adire¢cd® do varrimento €
invertida (SOUZA et al., 2003

O primeiro pas® tanto para a o©nstrucd de biosensores como para a
caraderizacd® eletroquimica de uma ledina € asua imohili zac&® covalente ou adsor¢éo
num supate. Imunaossensores para adetecc® de anticorpos de Schistosoma japoricum foi
redizado uilizando o Nafion para aimobilizagd® do imunoreaente (ZHOU, et al.,
2003, isto pa que o Nafion, um poimero perfluosaulfonado, apresenta ions cgpazes de
indwzir interagdes eletrostéticas intermoleaulares com um ligante (YOSHIZUMI et al.,
1999. Este iondmero € um padimero anfifilico, em que aregido fluorcarboreda, onde
locdiza-se de 5 a 13 (n) unidades de tetrafluorpdlietiieno é resporsavel por sua

hidrofobicidade; j4 aregido hidrofilica parece ser constituida por um sitio contendo
grupamentos sulfénicos que @dsovem agua, ions Ht e cdions metdlicos Nat revelados

por experimentos utili zando anali se de disperséo de raios-X de aordo com BROOKMAN
et al., 1986(figura 04).

[(-CF2 -CF2-); CF2-CF-],
v sitio hidrofilico

CF,

Figura 04 -Estrutura do Nafion. Fonte: modificado ceYOSHIZUMI et al., 1999
X=-COOH OU SO;

10



7 Objetivos

7. 1 Objetivo Geral

Imobilizar Cramoll 1,4 e BmoLL para isolar glicoproteinas de interesse
biotendégico e caaderizar eletroqumicamente aligacd entre aglicose e aCramoll 1,4

adsorvida em Nafion

7. 2 Objetivos espedficos

7.2.1 Purificar imunaglobuinas de wlostro humano, saliva e seaecd nasal utili zando
Cramoll 1,4 imobili zada en Sepharose CL-4B.

7.2.2 Utili zar o Daaon ferromagnético como suparte para aimobili zagé@ de Cramoll 1,4 e
BmoLL e utilizar as matrizes como abordagens para purificar proteinas do colostro

humano.

7.2.3 Detedar através da voltametria dclica atransferénciade cagas resultantes da

interacd da glicose mm Cramoll 1,4 adsorvida en Nafion.

11
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CAPITULO 2

PURIFI CACAO DE IMUNOGL OBULINA A
SECRETORIA COM LECTINA DE Cratylia mollis
IMOBILIZADA EM SEPHAROSE CL-4B

A ser submetido ao periédico Bioresource Techndogy
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PURI FICACAO DE IMUNOGL OBULINA A SECRETORIA

COM LECTINA DE CratyliamollisIMOBILIZADA EM SEPHAROSE
CL-4B

Edilson G. Santana, Luana C. B. B. Coelho, Correig, M. T. S*

Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB), Departamento de
Biogumica Rua Prof. Nelson Chaves S/N, 50670901, Cidade Universitaria, Redfe-PE, Braal.

Resumo

Imunaglobuina A seaetdria (IgAS) de mlostro humano, seaec@® nasal e saliva foi
purificada em apenas uma dapa por cromatografia de dinidade en uma preparacé® de
ledina de Cratylia mollis (Cramoll) contendo as isoformas 1 e 4 (Cramoll 1,4)
imobili zadas em Sepharose CL-4B ativada com brometo de danogénio (Cramoll 1,4-
Sepharose). O pH do sobrenadante do colostro, obtido pa centrifugacé foi gjustado para
4,6 para remover a caeing, a seaecd nasal e asdliva foram diluidas em PBS e foram
clarificados por centrifugacé; a saliva foi fradonada com sulfato de anénio. As IgAS,
parciamente purificadas das diferentes fontes foram aplicadas a alunas de Cramoll 1,4-
Sepharose. Os picos eluidos com carboidrato e algAS usada como controle mostraram
trés principais bandas em SDS-PAGE: cadeias pesada (H) e leve (L) e o comporente
seaetor. Os controles de IgA e os materiais ndo adsorvidos e duidos bioespedficamente
da mluna Cramoll 1,4 Sepharose; colostro humano, seaec@® nasal e saliva mostraram
anéis de predpitacd® quando submetidos a imunodfusdo radial simples (SRID) contra
anti-IgA de soro humano. Cramoll 1,4 -Sepharose retém efetivamente IgAS
imundogicamente diva e pock ser usada ®@mMO uma matris alternativa para obter

esta imunaoglobuina.

Palavras chave: Purificac® de Imunaglobdina; seaec¢d® humana, IgAS; leding

Cratylia mallis.

*Corresponcncia para: Correia, M. T. S ou Luana C. B. B. Coelho, fone/Fax: (+55-81) 2126

8576 E-mail: mcorreia@ufpe.br
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Abstract

Seaetory immuncoglobdin A (IgAS) from human colostrum, nasal seaetion and saliva
were purified in asingle step by affinity cromatography onaledin preparation containing
Cratylia mollis (Cramoll) isoforms, Cramoll 1,4, immobilized in CNBr-adivated
Sepharose CL-4B (Cramoll 1,4-Sepharose). Colostrum supernatant, obtained hy
centrifugation, was adjusted to pH 4.6 to remove caein; nasal seaetion and saliva were
diluted in phcphate buffered saline and aso clarified by centrifugation; saliva was
ammonium sulphate fradionated. Partially purified human IgAS from the distinct sources
were gplied to Cramoll 1,4-Sepharose @wlumns. Carbohydrate duted peeks and control
purified humnan IgAS showed threemain bands on SDS-PAGE: heary (H) and light (L)
chains, as well as a seaetory comporent (SC). Control 1gA, unboundand bospedficdly
eluted materials from Cramoll 1,4 — Sepharose @lumn, colostrum, nasal seaetion and
saliva showed predpitate rings when submitted to single radial immunodffusion (SRID)
against anti-IgA from human serum. C. mollis ledin immobili zed in Sepharose CL-4B
effedively retained immundogicdly adive dimeric IgAS and can be an alternative

matrix to oltain thisimmunoglobuin.

Key wordsImmunaoglobuin puificaion; human seaetions; IgAS; ledin; Cratyliamolli s.

*Corresponcence to: Correia, M.T.S or Luana C.B.B. Coelho, Phore/Fax: (+55-81) 21268576

E-mail address mcorreia@ufpe.br
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1 Introducéo

Ledinas $0 proteinas de origem néo imune, ligantes a caboidratos, que tém sido
imobili zadas em supartes inertes. Matrizes de dinidade com ledinas comerciais 80 muito

usadas na purificac® de glicoproteinas[1 2, 3, 4] como pa exemplo imunaglobdinas[5].

Imunoglobdina A (IgA) associada cm o comporente seaetor (SC, do inglés
seaetory comporent) é designada como IgA seaetodria (IgAS) por Zaha [6]. IgAS
diméricatem sido isolada do colostro humano clarificado e livre de caeina, por apenas
uma dapa ou pa uma cmbinac® de témica predpitac® em sulfato de amonio,
cromatografias em gel de filtrac@® e troca ibnica en DEAE-Sephacd [7], bem como
filtrac@® em Sephadex G-200 e aomatografia en DEAE—Cellulose [8]. IgAS de mlostro
clarificado ce baboonfoi fraaonado pa cromatografia de filtrag@ em Ultrogel AcA 34
[9]. IgA também j& foi purificada por cromatografia de dinidade en Jacdina (ledina da
semente da jacg imobili zada en Sepharose CL-4B [10].

Em humanos IgA constitui amaior Ig do soro e étambém a das< predominante de
Ig encontrada nas saegdes externas dos tratos respiratorio, gastrintestinal e geniturinério,
como também em saliva, suor, leite e olostro [11]. IgA do soro € representada
predominantemente por moléaulas monaméricas da subclase IgA; que é produwzida
principalmente na medula 6sg em seaegdes externas a maior parte da IgA € produwzida
no poprio teddo da mucosa eocorre na cnfiguracd pdimérica, com relativo aumento
damoléaulalgA, [12].

Como principal anticorpo da superficie damucosa, IgA representa aprimeiralinha
de defesa mntra doengas infecdosas causadas por microrganismos que entram no corpo
através das membranas da mucosa[13]. IgAS é mmposta de dois monémeros de IgA, um
SC e uma caleia J (doinglés, Joining), seu peso moleaular é de 390 KDa. A IgA dosoro €
compasta por apenas um monémero [14]; cada mondmero € mmpaosto pa duas cadeias

leves (L doinglés, light) e duas cadeias pesadas (H doinglés, heavy) [15].
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A ledina Cramoll foi purificada e caaderizada das sementes de Cratylia molli s
Kurt, umaforrageira nativa do Brasil. Esta ledina contém quatro isoformas: Cramoll 1, 2,
3 e 4. Cramoll 1 e Cramoll 4 foram fortemente inibidas por metil -a-D-manopranasideo
[16] e pertencem a dasse de reconhedmento gli cose/manose de ledinas. Uma preparacéd
contendo Cramoll 1 e Cramoll 4 (Cramoll 1,4) em miligramas (300 mg de ledinas / 100
gramas de sementes), foi obtida por cromatografia de dinidade anm Sephadex G-75[17].
Cramoll 1,4 foi imobilizada en Sepharose CL-4B e foi usada como matriz de dinidade
parapurificar a enzima wlesterol adl transferase [18]. A presente investigaca descreve a
purificac® de IgAS de wlostro humano, seaecd nasal e saliva por cromatografia de
afinidade en Cramoll 1,4 imobili zada en Sepharose CL-4B (Cramoll 1,4-Sepharose).

2. Materiais e métodos

2.1 Purificag® e imobili zagd® de Cramoll 1,4

As ®mentes de C. molli s foram coletadas em Ibimirim, no Estado de Pernambuco,
Nordeste do Brasil. Cramoll 1,4 foi obtida de um extrato de sementes a 10% (p/v) em
NaCl 0,15 M e @ proteinas foram predpitadas usando sulfato de anbénio a 40-60%,
seguido pa cromatografia de dinidade em colunas (70 x 2 cm) de Sephadex G-75; as

proteinas ligadas foram eluidas com 0,3 M de D-glicose[16].
A concentracd de proteinas foi definida segundoLowry et al. [19] e ésorbancia a
280 M (Azg0). A atividade hemaglutinante (HA) foi feita en placa de microtitulaga®

como previamente descrito [16].

Cramoll 1,4 (12 mg) foi incubada cm Sepharose- CL 4B ativada com brometo de

cianogénio (GE) por 3 hem temperatura ambiente esob agitacé suave; aimobili zacé
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seguiu-se por 16 h 4°C. Cramoll 1,4 foi avaliada por A,go do sobrenadante antese g06s a

imohili zac.

2.2 Preparacé docolostro humano, seaecd nasal e saliva.

Colostro hunanofoi obtido doDepartamento de Microbiologia, Laboratério Central
Dr. Milton Bezerra Sobral (LACEN), Seaetaria de Salde, cidade do Redfe, Estado ce

Pernambuco (Brasil). As amostras foram obtidas de mulheres sadias pGs-parto.

O colostro (20 ml) foi clarificado pa centrifugacd pa 20 min a 10,000 xg. O pH
do sobrenadante foi gjustado para 4,6 pa adicé de aédo acéico glada e a caeinafoi
predpitada em seu porto isoelétrico. O colostro clarificado e livre de caeina (CCLC) foi

armazenado a4 °C até o uso.

Saliva (40ml) e seaecd nasal (Iml) foram coletadas diretamente en um béquer,
em banho & gelo. Em seguida foram diluidos a 80 ml e 2 ml respedivamente, em
tampéo fosfato salino (PBS), 0,15M pH 7,2 contendoNaCl 0,15M. A sdivadiluida e a
seaecd foram clarificadas por centrifugacd® (15 min 10000 x g). Apenas o0
sobrenadante da saliva foi fradonado com 60% de sulfato de anénio, em temperatura
ambiente, por 3 h; 0 material predpitado foi resauspenso em 5 ml de PBS e dialisado pa
trés horas contra 0 mesmo tampéo. Preparagdes de saliva (P e de seaec® nasal (PSN)

foram armazenadas a4 °C até 0 uso.

2.3 Cromatografia en coluna de Cramoll 1,4-Sepharose

A 1gAS humana (Sigma) usada como controle (500ug), CCLC (1 mg), PS(1mg), ou
P3SN (1mg) foram aplicadas a @wlunas de 1 ml (0,68 x 4cm) contendo Q9 ml de Cramoll

1,4-Sepharose. As colunas foram equili bradas e desenvolvidas em temperatura anbiente
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com PBS pH 7,2 e velocidade de fluxo de 5 ml / h gjustada por uma bomba peristéltica
Apés a remogdo das proteinas ndo adsorvidas, as proteinas ligadas foram eluidas com
metil -a-D-manoprancsideo ou D-glicose 0,5 M. As fragdes (1 ml) foram coletadas e &
proteinas foram determinadas por Azgo. Os experimentos foram redizados trés vezes em

temperatura anbiente.

2.4 Imunodfusdo radial smples

A imunodfusdo radial simples (SRID, do inglés, single radial imnmunodffusion) foi
redizada de a®rdo com Mancine [20] usando uma placa ontendo anti IgA humana
prodwida en cabra (espedfica para a por¢do Fc da imunoglobuina) em agarose
tamporada a pH 7,2 ma presenca de NaN3z 0.1%. Amostras de IgAS (10 pl) foram
adicionadas aos pogos das placas, em seguida foram incubadas a4 °C em atmosfera Umida
por 72 h

2.5 Eletroforese an gel de pdiaailamida contendo sulfato sodico de dodedla

Amostras de IgAS foram submetidas a detroforese en gel de pdiaailamida
contendo sulfato sodico de dodedla (SDS-PAGE) em cond ¢bes desnaturantes, de acordo
com Laemmli [21]. As amostras foram misturadas com 30 ul do tampdo redutor e
incubadas por 5 min a100°C. A corrida foi desenvolvidanum gel a12% a200V por 1 h.
Proteinas com peso moleaular entre 14,2 e 66 kDa foram usadas como padréo (SIGMA).
Detecc@® das bandas protéicas foi feita amm azul de Coomasse (Merck) e adescoloracd®

foi feita com addoacéico 106 (v/v).
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3. Resultados e Discussio

A escolha da metoddogia gropriada para apurificac@® de anticorpos, como para
qualquer proteina, depende do rendimento, do grau de pureza edo custo do pocedimento.
Purificac® de anticorpos por afinidade éum interessante método, baseado ra habili dade
dessas proteinas de reconhecaem espedficamente um adsorvente de dinidade, que
consiste num ligante imohili zado, geralmente a um brago espacalor, que por sua vez,

encontra-se ligado a uma matriz [22].

A habili dade da Cramoll 1,4-Sepharose de ligar-se aLCAT representou o pimeiro
uso de Cramoll 1,4 na purificac® de glicoproteinas [18]. No presente trabalho, o
rendimento daimobili zac& de Cramoll 1,4 em Sepharose CL-4B foi de 96%.

Ledinas tém sido usadas para caaderizar imunaglobuinas, como IgM e IgA;
[22,10]; interac@® de IgA com ledinas glicose-manose ou galadose espedfica aopladas
a Sepharose CL-4B ativada com CNBr tem sido descrita [23]; a presenca de ledinas
manose-espedficas em véarios antigenos infecdosos, pode ser resporsavel por um opcéo
ndo imune cgaz de prevenir os primeiros pasws de dgumas doengas infecdosas da
mucosa [24]. 1gA, reagiu mais fortemente com a Con A, uma ledina glicose/manacse
espedfica 1gA; reconhecemais fortemente ledinas galadose-espedficas como aglutinina

| da Ricinus commnunis e alutinina de Abrus precatorius [24].

Cromatografia de dinidade de IgAS de mlostro humano (Figure 1A), como de
CCLC (Figura 1B), PN (Figura 1C) e PS (Figura 1D) em colunas de Cramoll 1,4-
Sepharose goresentaram picos apés a duicdo espedfica O melhor pico de proteinas (Azso

> 0,800) foi ohtido doCCLC eluido com metil a-D-manopiranosideo ouglicose 0,5 M.
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Isolar grandes quantidade de IgAS imundogicamente pura ndo tem sido fadl, pois
IgA e lgG em soro humano séo similares e @& témicas para separélas sdo baseadas na
cargaliquida ou peso moleaular e proparcionam um baixo rendimento. Protocol os usando
cromatografia de dinidade com ledinas imobhili zadas tém sido efetuados. Jacdina, uma
ledina isolada da jaca(Artocarpus integrifolia) foi imobili zada en agarose eusada para
purificar 1gA. Visto que IgAS e IgA do soro possiem O-glicans em suas regides
dobradi¢cas [10], ledinas glicose/manose e gadadose espedficas tém sido wsadas na
purificac® destas moléaulas [23]. Preparagdes de wlostro, seaecd® nasal e sdiva

mostraram um pico eluido hioespedficamente com gli cose ou metil -aD-manopi ranosideo.

Estas fragdes bioespedficamente duidas do CCLC mostraram quatro bandas
principais quando submetidos a SDS-PAGE; SC, cadeia H e um complexo L-J que
migraram adma de 66 kDa, entre 66 e 45 kDa e @roximadamente 24 kDa,
respedivamente (Figure 2). Resultados smilares para a amostras foram ohtidos das PSe
PSN. Ascadeias L e Jndo sdo bem resolvidas em SDS-PAGE [24].

Em teste SRID contra anti-IgA, 1gA de soro humano, IgAS controle, CCLC, frac@®
ndo adsorvida do CCLC, e & fragdes bioespedficamente duidas do CCLC e das PSe
PSN, com D-glicose ou metil a-D-manopranosideo resultaram em anéis de predpitacé®
(Figure 3). A redividade confirmou a presenca das imunoglobuinas. A redividade nos
picos bioespedficamente duidos do CCLC, PS e PN, mostrou a dicada da wluna
Cramoll 1,4-Sepharose na obtencéo de IgAS ativa em diferentes aegdes.

Métodos de purificac® de imunaglobuinas tém uma longa histéria de muitos
tentativas para obter estes anticorpos, de forma pura e diva. Até hoje, cromatografia en
Proteina-A Sepharose éo método ce purificac® escolhido para uma produgé em grande
escda de aiticorpo, mas as cond ¢les bruscas necessarias para aeluicdo destas proteinas
sensiveis tém levado ao desenvolvimento de procedimentos alternativos de purificac@®

[25]. A descoberta de novos ligantes para a purificac@® de anticorpas tem umagrande
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aplicacd; ligantes de dinidade como Proteina-A ou G para apurificac® de 1gG, ou
ledinas para apurificac® de IgA e IgM tém sido avaliados. Portanto, proteinas A e G sdo
obtidas de microorganismos ou badérias geneticamente modificadas através de
procedimentos complexos e relativamente demoradaos [25]; jacdina usada para purificar
IgA, requer D-galadose na duicédo da imunaglobuina da wluna de dinidade, um
caboidrato de dto custo, impraticavel em larga escda [25] A purificacd de
imunaglobdinas € muito importante para o estudo destas proteinas que representa uma
classe de agentes terapéuticos inovadores para o tratamento de um vasto ramo de doencas
[22]. Neste estudo IgA foi purificada de diferentes saegdes humanas em colunas de

Cramoll 1,4-Sepharose utili zandoglicose como eluente, carboidrato de austo muito baixo.
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Abrevaturas. Cramoll 1,4-Sepharose, Ledina Cramoll 1,4 imobili zada en
Sepharose CL 4 B; PBS (do inglés, phasphate buffered saline) tamp&o sali na fosfatada;
IgAS, Imunaglobdina A seaetdria; SDS-PAGE (do inglés, sodium docedl sulphae
payacrylamide gel eledrophaesis) eletroforese en gel de pdiaailamida contendo
sulfato sodico de dodedla; IDRS, imunodfusdo radial simples; CS, comporente seaetor;

cadeias H (doinglés heavy); e L (doingléslight)
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Figural. Cromatografia de dinidade em Cramoll 1,4-Sepharose. 1gAS controle (A),
colostro clarificado e livre de caeina (B), preparacéd da sdliva (D) e seaecd®d nasa (C)

eluicdo com PBS (¢ ) seguido pa metil-a-D-manoprancsideo ouglicose 0,5 M em PBS

()

Figura 2. SDS-PAGE de IgAS purificada en Cramoll 1,4-Sepharose. Colostro clarificado e
livre de caeina, eluido da wluna Cramoll 1,4-Sepharose mm metil -a-D-manopranasideo

(1) ou glicose 0,5 M em PBS (2).

Figura 3. SRID de: (A) colostro clarificado e livre de caeina (1), frac® da aomatografia
do colostro eluido com D-glicose (2) e fracd néo adsorvida da aomatografia do colostro
(3); (B) fracd ndo adsorvida da acomatografia do colostro (1), Frac@® da aomatografiado
colostro eluida com metil-a-D-manogranasideo (2), IgA do soro hunano (3); (C) IgAS
controle (1), fracd® da aomatografia da saiva (2) e seaec® nasa (3) eluida om D-

glicose.
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Purification of Secretory lmmunoglobulin A with Cratylia mollis

Ledin Immobili zed on Sepharose CL-4B

Segue o trabalho do capitulo 2, em inglés, de acordo com as normas
corre spondentes ao Bioresource Technology, periédico aoqual 0 mesmo sera

submetido.



Purification of Secretory Immunoglobulin A with Cratylia mollis Ledin

I mmobili zed on Sepharose CL-4B

Edilson G. Santana, Luana C. B. B. Coelho, Correia, M. T. Santos.*
Universidade Federa de Pernambuco, Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB), Departamento de
Biogumica Rua Prof. Nelson Chaves S/N, 50670901, Cidade Universitaria, Redfe-PE, Braal .

Abstract

Seaetory immunaglobudin A (IgAS) from human colostrum, nasal seaetion and
saliva were purified in a single step by affinity cromatography on a ledin preparation
containing Cratylia mollis (Cramoll) isoforms, Cramoll 1,4, immobilized in CNBr-
adivated Sepharose CL-4B (Cramoll 1,4-Sepharose). Colostrum supernatant, obtained
by centrifugation, was adjusted to pH 4.6 to remove caein; nasa seaetion and saliva
were diluted in phaphate buffered saline and also clarified by centrifugation; saliva
was ammonium sulphate fradionated. Partially purified human IgAS from the distinct
sources were gplied to Cramoll 1,4-Sepharose @lumns. Carbohydrate duted peeks
and control purified human IgAS showed three main bands on SDS-PAGE: heavy (H)
and light (L) chains, as well as a seaetory comporent (SC). Control IgA, unboundand
biospedficdly eluted materials from Cramoll 1,4-Sepharose @lumn, colostrum,
nasal seaetion and saliva showed predpitate rings when submitted to single radial
immunodffusion (SRID) against anti-human IgA from human serum. C. mollis ledin
immobilized in Sepharose CL-4B effedively retained immundogicdly adive dimeric

IgAS and can be an alternative matrix to oktain this immunoglobdin.

Key words: Immunoglobulin purification; human secretions; IgAS; lectin; Cratylia

moalli s.

*Corresponcence to: Correia, M. T. S or Luana C. B. B. Coelho, Phore/Fax: (+55-81)
21268576 E-mail address mcorreia@ufpe.br
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1. Introducéo

Ledin, are cabohydrate - binding proteins of nonmmune origin which have
readly been immobilized to inert suppats. Commercial ledin affinity matrices are
widely used in the purificaion d glycoproteins[1, 2, 3, 4] such asimmunaglobuins [5].

Immunaglobuin A (IgA) associated with the seaetory comporent (SC) has been
designated as ®aetory IgA (IgAS) by Zaha [6]. Dimeric IgAS has been isolated from
deffated and clarified human colostrum by one step o a mmbination d tedhniques:
ammonium sulphate predpitation, gel filtration and ion-exchange on DEAE-Sephacd
chromatography [7], Sephadex G-200gel filtration and DEAE—Cellulose chromatography
[8]. IgAS from clarified baboon colostrumwas  fradionated Ly Ultrogel AcA 34
gel filtration chromatography [9]. Also, human serum IgA was purified by
affinity chromatograph in jacdin (ledin from jadk fruit seeds) immohilized to
Sepharose CL-4B [10].

In humans, IgA, constitutes a major serum |g and the predominant classof Ig foundin
external seaetions from respiratory, gastrointestinal, and genitourinary trads, as well as
sdiva, teas, milk, and colostrum [11]. Serum IgA is represented predominantly by
monameric moleaules of 1gA; subclass and is produced mainly in bore marrow; in
external seaetion most of IgA, produced locdly in mucosal tisaues, occurs in pdymeric
configuration with arelatively increased propation d 1gA, moleaules [12].

As the main antibody at mucosal surfaces, IgA represents the first line
of defense aainst infedion dsesses caused by microorganisms entering

the body through the mucosal membranes [13]. IgAS is composed d two
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monamers of IgA, one SC and ore J (joining) chain, with a sedimentation
coefficient 11S and moleaular weight (MW) of 390 KDa. Serum IgA is composed
of one 7S monamer [14]; such monamer is composed o two light (L) and two
heary (H) chains[15].

Cratylia molli s ledin (Cramoll) was purified and charaderized from a seed extrad
of the native Brazilian forage C. mollis (camaratu bean), which contains four isoforms
(Iso): Cramall 1, 2, 3 and 4 Cramoll 1 and Cramoll 4 were strongly inhibited by methyl-
o-D-mannopyrancside [16] and belongs to the glucose/manncse recognition class of
ledins. One preparation containing Cramoll 1 and Cramoll 4 (Cramoll 1,4) in milligram
guantities (1009 of seads yields 300mg of ledin) was obtained by affinity chromatograph
in Sephadex G-75[17]. Cramoll 1,4 was immohili zed to Sepharose CL-4B and was used
as an affinity matrix to puify the enzyme ledthin-chdesterol agyltransferase, LCAT [18].
The present investigation describes the purificaion d 1IgAS from human col ostrum, nasal
seqetion and sdiva by affinity cromatography  with  Cramoll 1,4

immobili zed onSepharose CL-4B (Cramoll 1,4-Sepharose).

2. Materials and methods

2.1 Purification and immobhili zation o Cramoll 1,4
C. mollis seads were mlleded in the State of Pernambuco, Northeastern
Brazil. Cramoll 1,4 was obtained from a 10% (w/v) seal extrad in 0Q15M

NaCl and the proteins were predpitated uwsing a 40-60% ammonium sulphate

39



fradionation, followed by affinity chromatography on Sephadex G-75 column (70
X 2cm); the bound potein was eluted with 0.3 M D-glucose [16].

Protein concentration was performed acording to Lowry et al. [19] and
absorbance @ 280 mm (Azsg). Hemagdutination adivity (HA) was caried ou in
microtitre plates as previously described [16].

Cramoll 1,4 (12 mg) was incubated with CNBr-adivated Sepharose-4B (GE) for 3
h at room temperature, under gentle mixing; immobili zation was caried ou by 16 hat 4

°C. Cramoll 1,4 was evaluated through Ago of original and final solutions.

2.2 Preparations of human colostrum, nasal seaetion and saliva

Colostrum was obtained from the Departmento de Microbiologia, Laboratorio
Central Dr. Milton Bezerra Sobral (LACEN), Seaetaria de Salide, Redfe dty, State of
Pernambuco (Brazil ). Samples were obtained from hedthy post-partum women.

Colostrum (20 ml) was first clarified by centrifugation for 20 min at 10,000 xg.
The supernatant was adjusted at pH 4.6 by addition o gladal acdic add and casein was
predpitated in its isoeledric point. Defatted colostrum withou casein (DCC) was then
aliquaed in fradions (5 ml) and frozen at 4 °C until used.

Sdliva (40 ml) and resal seaetion (1 ml) were mlleded dredly in a
bedker, in abath of ice and dluted in 0.15M phasphate buffer containing 0.15M NaCl,
pH 7.2 (PBS) to 80 ml and 2 ml, respedively. Following, diluted saliva and resa
seaetion were darified by centrifugation (15 min at 9,200 x g). Only saliva

supernatant was treded with 60% saturated ammonium sulphate, at room
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temperature, for 3 h the predpitated material was redislved in 5 ml of PBS,
and dalyzed by 3 h against the same buffer. Saliva and mesa seaetion

preparations (SPand NSP, respedively) were stored at 4 °C until used.

2.3 Cra-Sepharose wlumn chromatography

Human IgAS (Sigma) used as control (500 ug), DC (1 mg), SP(1 mg), or NSP(2
mg) were gplied to 1 ml columns (0.68 x 4.cm) containing 0.9 ml Cra-Sepharose. The
columns were ajuili brated and developed at room temperature with PBSpH 7.2, at aflow
rate of 5 ml / h adjusted through a peristaltic pump. Bound poteins were duted with 0.5
M methyl-a-D-mannopyranaside or D-glucose, after PBS removal of unbound poteins.
Fradions (1ml) were mlleded and protein was determined (Azso). The experiments were

performed threetimes, at room temperature.

2.4 Single Radial Immunodffusion (SRID)

Immunodffusion was performed acwrding to Mancine [20] using an
endodate test (Sandfi kits) containing a buffered agarose goat anti-human IgA
(spedfic to Fc portion d immunoglobuin) at pH 7.2 with 01% NaNs. IgAS
samples (10 pl) were alded to the wells in the plates and incubated at 4 °C in a

humid atmosphere, by 72 h
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2.5 Polyaaylamide Gel Eledrophaesis containing Sodium Dodecyl Sulfate (SDS
PAGE)

IgAS samples were submitted to eledrophaesis in SDS-PAGE under reducing
condtions acoording to Laemmli [21]. First, samples were mixed with 30 pl of
reducing buffer and incubated for 5 min at 100 °C. Then, samples were run on 126
SDS-PAGE gel a 200V for 1 h Proteins with moleaular weight ranges of 14.2 to
66 KDa were used as dandards (SIGMA). Proteins were stained with Coomasde

Bril hante Blue (Merck) and cdestained with 10% (v/v) acdic aad.

3. Results and discusson

The doice of appropriate methoddogy for the antibodes purificaion, as to
every proteins, depends on the yield, purity and the procedure ast; antibodes
affinity purificaion is an interesting method kased on ability of these proteins to
recognize spedficdly an affinity adsorbent, which consists of an immobili zed
ligand, sometimes a space, and the matrix to which the ligandis attached [22].

The aility of Cramoll 1,4-Sepharose to adsorb LCAT represented the first use of
immobili zed Cramoll 1,4 to puify glycoproteins [18]. In the present work Cramoll 1,4-
Sepharose yielded 96% of retained proteins in Sepharose CL-4B.

Ledins have dready been used to charaderize immunoglobdins such as IgM and
[0A1 [22, 10Q]; interadion between IgA with glucose-manncse or galadose
espedfic ledins couded to CNBr-adivated Sepharose has been described [23];
also the presence of mannase-spedfic ledin in various infedious antigens, may be

resporsible for a nonmmune opsonization able to prevent the ealy step of some
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infedious mucosal diseases [24]. IgA, readed more strongly with Con A, a
glucose/manncse-spedfic ledin; IgA; readed more strongly with two galadose-
spedfic ledins, Ricinus communis agglutinin | and Abrus precatorius agglutinin [24].

Human colostrum IgAS (Figure 1A), as well as DC (Figure 1B), NSP (Figure
1C) and SP (Figure 1D); affinity chromatographied on Cramoll 1,4-Sepharose columns,
showed peeks after bioespedfic dution. The highest pess of adsorbed protein were
obtained from DC (A2s0> 0,800 eluted with methyl a-D-mannopyranoside. Same results
were obtained with 0,5 M D-glucose dution.

Isolation d large quantities of immunochemicaly pure IgAS has been dfficult,
IgA and I1gG in human serum are similar and techniques to separate them on the basis of
net-charge or moleaular-weight give alow yield. Protocols using affinity chromatography
with immobili zed ledins have been reported. A ledin isolated from the tropicd jadkfruit,
jacdin, conjugated to agarose has been used to puify IgA. Since IgAS and serum IgA
possess a series of O-glycans which are dosely located within the hinge region d the
moleaule [10], manncse and galadose-spedfic ledins have been used in the purificaion
of IgA [23]. Colostrum, nasal seaetion and saliva preparations howed only one pe&
biospedficdly eluted with D-glucose or methyl-a-D-mannopyranoside.

These bioespedficdly eluted fradions from DC showed three main bands when
submitted to eledrophaesis in SDS-PAGE; SC, Heavy (H) and light (L) chains migrated
above 66, between 66 and 45and abou 24 kDa, respedively (Figure 2), similar results
were observed to sample obtained from SPand NSP, the latter pdypeptide may represent

a complex of one L and Jchains. L and J chains are not well resolved in SDS-PAGE [24].
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When SRID containing anti-lgA was assayed with IgA from human serum,
control IgAS, DC, nonadsorbed fradion from DC and koespedficdly fradions
from DC eluted with methyl a-D-mannopranoside or D-glucose, and
biospedficdly fradions from SPand NSPeluted with D-glucose predpitated rings were
observed (Figure 3). The presence of predpitation ring in control IgAS, as well as
chromatography fradions from unboundand hiospedficdly eluted materias showed
readivity that confirmed the presence of the immunaglobuin. The rings obtained for
biospedficdly eluted samples from DC, SPand NSPare similar showed the performance
of Cramoll 1,4-Sepharose in oltain IgA from diff erent seaetions.

Purification methods for immunaglobuins have a long history of highly
qualified attempts to oltain them in an adive and pue manner. Until now, Protein-
A-chromatography is the purificaion method d choicefor a large scde of antibodes, but
the harsh condtions necessary to elute these sometimes sensitive proteins have led to the
development of alternative purification procedures [25]. The discovery of novel ligands
for the purification o antibodes have agrea application; affinity ligands, such as Protein
A or G for 1gG purificaion, or ledins for IgA and IgM purificaion are drealy avail able.
However protein A and G are obtained from microorganisms or geneticdly modified
baderia through complex and expensive procedures [25]; jacdin, used to puify IgA
required D-galadose to elute the immunoglobdin from affinity columns, a cabohydrates
used to elution are aostly and impradicd for large-scde operations [25]. Purification o
immunaglobuins is of most importance to study these proteins, which represent a

class of innovative therapeutic aents for the treament of a vast array of diseases
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[22). In this qudy IgA was purified from different human seaetions on Cramoll

1,4-Sepharose mlumns utili zing ducose & eluent; a chegp carbohydrate.
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Abbrevation. Cramoll 1,4-Sepharose, Cramoll 1,4 ledin immobilized in
Sepharose 4 B; PBS, phaosphate buffered saline; IgAS, seatory immunaglobuin
A; SDSPAGE, sodium dodedl suphete poyaaylamide gel eledrophaesis,
SRID, single Radial immunodfusion; SC, seaetory comporent; H, heavy chain;

L, light chain
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Figure 1. cramoll 1,4-Sepharose dfinity chromatography of: control 1gAS (A)
clostrum withou casein (B) saliva preparation (C) and resal seaetion (D) eluted
with PBS (¢) followed by 0.5 M methyl-a-D-manopyranoside in PBS ( L)

Figure 2. SDS-PAGE of purified IgAS on Cramoll 1.4-Sepharose. colostrum without
casein eluted from Cramoll 1.4-Sepharose @mlumns with casein eluted from Cramoll 1,4-
Sepharose  wlumns with 0.5 M methyl-a-D-mannopyranoside in PBS (1) or 0.5 M D-
glucosein PBS (2).

Figure 3. SRID of: (A) clarified colostrum withou casein (1) chromatography
fradions from colostrum eluted with D glucose (2) and non — adsorbed
chromatography fradions from colostrum (3); (B) nonadsorbed chromatography
fradions from colostrum (1), chromatography fradion rom colostrum eluted with
methyl-a-D-mannopyranocside (2) , IgAS from human serum (3); (C) Control IgAS (1),
chromatography fradion from saiva (2) and rmesa seaetion (3) eluted with

D- glucose.
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PURIFICAQAO DE GLICOPROTEINAS USANDO LECTINAS DE SEMENTES
DE Cratylia mollis E DE FOLHAS DE Bauhinia monandra IMOBILIZADAS EM
DACRON FERROMAGNETIZADO

E.G. Santana? |.P.G. Amaral *°, M. B. R. Silva®, R.S. Bezara®”, Jr. L. B. Carvaho®, M.T.S,
Correia® L.C.B.B. Coelho?*

4Departamento de Bioguimica, CCB, UFPE, Brasll b| abaratério del munopaologia Keizo Asami,
LIKA, Universidade Federal de Pernambuco, Av., Moraes Rego, Redfe-PE 50670420, Brasil

Abstract

Ledins are proteins or glycoproteinsthat interad seledively and reversibly with carbohydrates and
glycoconjugates. This gpedal classof proteinsimmobili zed to inert suppats have been useful tods
to puify mainly glycoproteins. Previoudy, a Bauhinia monanda led ledin (BmoLL), galadose
spedfic, and a seal ledin preparation have been oltained and charaderized from Cratylia molli s
(Cramoall), containing two isoforms: Cramoll 1 and Cramoll 4 (Cramoll 1,4), glucose/manncse
spedfic. In this work, BmoLL and Cramoll 1,4 immobhilized to ferromagnetic Daaon were
evaluated as affinity matrices to puify human colostrum proteins Daaon was converted to
ferromagnetic Daaon hydrazde (FDH). Daaon tydrazde (DH) was magnetized by reading
ferrous (Fe*?) and ferric (Fe™) ions. Ferromagnetic Daaon hydrazide (FDH) was adivated with
glutaraldehyde (FDHG). FDHG was incubated with ead ledins. FDHG was able to immohili zed
BmoLL (FDHG-BmoLL) and Cramoll 1,4 (FDHG-Cramoll 1,4). Human colostrum supernatant
was obtained by centrifugation for 20 min and adjusted to pH 4.6 with gladal acdic add to
remove caein, followed by incubation with FHDG-BmoLL and FHDG-Cramoll 1,4. The
materials were washed with Tris-HCI until A,g was lessthan 0.03. Bound poteins were duted
from FDHG-BmoLL and FDHG-Cramoll 1,4 with 0.5 M of galadose or glucose, respedively, and
were submitted to SDS-PAGE. Samples showed heavy, light chains and seaetory comporent. In
conclusion, Cramoll 1,4 and BmoLL were &le to bind FDHG. Proteins smilar to IgAS from
human colostrum were obtained by spedfic dution from the dfinity matrices FDHG-Cramoll 1,4
and FDHG-BmoLL.

K ey words: ferromagnetic daaon; ledin; Bauhinia monanda; Cratylia molli s; protein puification;

human col ostrum.
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Resumo

Ledinas si0 proteinas que interagem seletiva e reversivelmente cm caboidratos
e glicoconjugados. Esta dasse de proteinas imobilizada em suparte inerte tem sido um
intrumento Uil para purificar principalmente glycoproteinas. Previamente, foram obtidas e
caraderizadas uma ledina de folhas de Bauhnia monanda (BmoLL), espedfica para
galadose, e uma preparacd® Oe ledinas de sementes de Cratylia mollis contendo dwas
isoformas: Cramoll 1 e Cramoll 4 (Cramoll 1,4), glicose/manose espedfica Neste
trabalho, BmoLL e Cramoll 1,4 imobilizadas em Daaon ferromagnetizado foram
avali adas como matrizes de dinidade para purificar proteinas do colostro hunano. Daaon
foi convertido a Daaon hdrazida ferromagnetizado (DHF). O Daaon raforma hidrazida
(DH), foi magnetizado através de rea@es com fons ferroso (Fe'?) e férrico (Fe*®). DHF
foi ativado com glutaraldeido (DHFG). DHFG foi incubado com cada uma das ledinas.
DHFG imohilizou a BmoLL (DHFG-BmoLL) e a Cramoll 1,4 (DHFG-Cramoll 1,4).
O sobrenadante do colostro humano foi obtido pa centrifugac@® e o pH foi gustado
com addo acdico gladal para remover a caeina e en seguida foi incubado
com DHFG-BmoLL and DHFG-Cramoll 1,4. As proteinas adsorvidas aos
supates DHFG-BmoLL e DHFG-Cramoll 1,4 foram eluidas com galadose e glicose,
respedivamente, sendo submetidas a SDS-PAGE. As amostras apresentaram cadeias
pesadas, leves e comporente seaetor. Em conclusdo Cramoll 1,4 e BmoLL foram cgpazes
de ligar ao DHF. Proteinas similares a IgAS do colostro humano, foram obtidas
pela duicéo espedficadas matrizes de dinidade DHFG-Cramoll 1,4 and DHFG-BmoLL.

Palavras chave: Daaon ferromagnético; Ledina, Bauhinia monanda Cratylia molli s; purificacéo de

glicoproteinas do colostro humano,
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1. Introducédo

Ledinas s0 proteinas ligantes a caboidratos, de origem ndo imune, que ajlutinam
cdulas e/ou pgreapitam glicoconjugados encontrando-se distribuidas tanto em vegetais
como em animal (Banergee @ al., 2004 Ho et al., 2004). Essas proteinas podem ser
purificadas por afinidade (Kgjiva etal., 2003.

Devido a sua inerente espedficidade biossletiva para caboidratos, ledinas puras
podem ser usadas como instrumentos valiosos nas pesquisas médica ebiogumica, na
proliferacd® de linfocitos (Kilpatrick, 1999, na marcac® de céulas transformadas
(Okazaki et al., 2009 e omo marcadores fluorescentes (Konska & al., 2003.
Imobilizadas em supates inertes tém sido wadas como matrizes de dinidade para
purificac@® de glicoconjugados (Helmhalz et a., 2003, como imunoglobuinas (Wang et
a., 2004 e enzimas (Lima d al., 1997). Interagdes entre IgA e ledinas espedficas para
galadose (Huse et al., 2002 ou glicose/manose (Koppel & Beka, 2001) tém sido
avaliadas. As cond¢des brandas utili zadas na dui¢éo da proteina de interesse (Satish &
Surolia, 2001) sdo geralmente feitas com solugéd de monassacaideos (Coelho & Silva,
2000.

E comum o uso de agarose aivada eseus derivados como matrizes para imobili zagdes
covalentes; entretanto, o interesse no Wso de matrizes alternativas paraimobili zar proteinas
tem sido crescente (Fassna et al., 2001). Desta forma, o Daaon (pdli etil enotereftal ato,
PET) um pdliéster de condensacé sintetizado a partir do etilenoglicol e aédo tereftalico
foi ferromagnetizado e usado como supate sélido para aimobilizacé® de dbumina de
soro humano em imuncensaios (Carneiro Le& et al., 1994, entre outras proteinas
(Carneiro Leé et al., 199]). Esta mesma témica também foi usada para imobili zac&
covalente de enzimas (Carvalho et a., 1989. Daaon ferromagnetizado, ativado com azida
e om glutaraldeido foi usado como fase-sdlida em ensaios de quimiluminescéncia
(Pinheiro et a., 1999.

Ledina de sementes de Cratylia mollis Mart. (Cramoll), glicose/manase espedfica
(Correia & Coelho, 1995 De Souza @ a 2003 e de folhas de Bauhinia monanda
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(BmoLL), galadose espedfica (Coelho & Silva, 2000 tém sido puificadas por
fradonamento com sulfato de andnio e aomatografia de dinidade. Uma preparacé®
contendo as isoformas 1 e 4 (Cramoll 1,4) interagiu com cdulas mamarias humanas
transformadas e normais de formas diferenciadas (Beltrdo et al., 1998 e gresentou
atividade mitogénica an linfécitos humanos (Madel et a., 2004 podendo ser usada em
uma primeira dapa na purificac® da enzima ledtina wlesterol adl transferase, LCAT
(Lima & al., 1997. BmoLL e Cramoll 1,4 foram purificadas em quantidades de

miligramas.

Neste trabalho, Cramoll 1,4 e BmoLL imobilizadas em Daaon ferromagnetizado
foram utilizadas como matrizes de dinidade para isolar glicoproteinas do colostro

humano.

2 Métodos

2.1 Dacron-hidrazida ferr omagretizado (DHF)

Daaon foi convertido a Daaon hdrazida ferromagnetizado (DHF) de aordo com
Carneiro Ledo et a (1991). Fragmentos de Daaon foram incubados b agitacéd suave,
por 72 h a 40°C com hidrato de hidrazina, na presenca de metanol. Na ocasido da
magnetizacd® o H foi gustado para 8,3. Neste experimento foi modificado otempo e
incubac@® doDaaon-hidrazida cm FeCls. 6H,0/ FeCl,.4H,0, que foi redizado duante
30min (Pinheiro et al., 1999 a 100°C. Depois de sem, 0 material pasou pa um procesn

de tamisaga.
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2.2 Obtencdo doDacron - hidrazida ferromagnretizado divadocom glutaraldeido (DHFG)

DHF (100 mg: tamanho < 250 um) foi incubado com 2 ml de glutaraldeido 125%
(V/v), por 2 h, em temperatura anbiente, sob agitac@® suave. Em seguida o suparte foi dez
vezes lavado com 2 ml de Tris-HCI, pH 7,0. Durante & lavagens, os Sbrenadantes foram

descartados com auxilio de uma placamagnética (60000e€).

2.3 Imohili zagéo de Cramoll 1,4 e BmoLL em DHFG

Cadaledina (2 mg) foi incubada com uma diquaa (50 mg) de DHFG por 16 ha4°C,
sendo em seguida submetidas a lavagens como adma ja descrito. Os fbrenadantes
obtidos com o auxilio de uma placa magnética foram submetidos a dosagem protéica
usando ométodo ck Lowry et al., (1951). Cramoll 1,4 e BmoLL imobili zadas em DHFG
constituiram os supates DHFG-Cramoll 1,4 e DHFG-BmoLL, sendo incubados com
glicina0,1 M, durante 2 h. Em seguida foram lavados 10 vezes com 2 ml de Tris-HCI, pH

7,0. O material ficou armazenado a4°C, em Tris-HCI até o uso.

2.4 Obtencdo docolostro humanoclarificado e descaseinado

Colostro de mulheres foi gentiimente calido pelo Departamento de Microbiologia do
Laboratorio Central Doutor Milton Bezerra Sobral (LACEN) da Seaetaria de Salude do
Estado ce Pernambuco.

Colostro clarificado livre de caeina (CCLC) foi obtido pa centrifugacé (20 min,
10,000rpm) e predpitacd com addo acdico gladal (Zaha, 1986, com modificages no
tempo e velocidade de centrifugac@. Para remover a caeina en seu porto isoelétrico, o
pH do sobrenadande foi ajustado a 4,6 com addo acdico gladal e centrifugado (20 min,
10,000rpm).

59



2.5 Isolamento das glicoproteinas do colostro clarificadoe livre de aseina

CCLC (1 mg) foi incubado (4 ha4°C) com DHFG-Cramoll 1,4- ou DHFG-BmoLL,
sob leve ajitagd®. Os materiais foram lavados 10 vezes com Tris-HCl para remover as
proteinas ndo imohili zadas. As fragdes (1 ml) foram eluidas com glicose ou galadose 0,5

M em Tris-HCI e & proteinas foram determinadas (A 2so).

2.6 Eletroforese engel de padliacrilamida em cond ¢des desnaturantes e redutoras

As amostras eluidas de DHFG-Cramoll 1,4 e DHFG-BmoLL foram submetidas a
SDS-PAGE segundoatémicade Laemmli (1970. As amostras (80 ug ) foram misturadas
com 30 pl do tampdo redutor e foram incubadas por 5 min a 100® C, migrando
concomitantemente cm um padr&o de peso moleaular conheado (SIGMA) em gel a10%
a 200 volts por 1 h. As proteinas foram coradas com azul de Coomasde (Merck) e

descoradas com aado acéico a 10% (v/v).

3. Resultados e discussio

Ledinas o geralmente imohili zadas em Sepharose- CL 4B ativada com brometo de
cianogénio (Huse @ al., 2002, entretanto, supartes menas dispendiosos tém sido avaliados
(Fasdna ¢ al., 2007). Enzimas podem ser ligadas covalentemente aforma hidrazida do
Dacaon ferromagnetizado previamente aivado com glutaraldeido (Carneiro Ledo et al.,
199)). Este método foi usado para imobilizar as ledinas Cramoll 1,4 e BmoLL para

subseqliente purificac@ de gli coproteinas do colostro humano.

O gue determina o tamanho dcs granulos do pdietilenctereftalato € o tempo de
hidrazindlise. O tempo empregado pa Carneiro Led et a. (1991) para amagnetizacéd®
dos granulos pdlietilenotereftalato foi modificado e aordo com Pinheiro et al. (1999

para garantir a obtencdo de um material magnetizado totalmente solGvel, evitandoassm a
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perda de ferro durante os process de lavagem. A ativagé@® doDHF com glutaraldeido foi
proposta para divar supates que @ntém grupcs hidrazidas terminais. O glutaraldeido
reagiu com um de seus grupcs aldeidicos para formar ligagdes hidrazonas e o outro grupo

aldeidico ficoulivre para aimobili zagcé covalente daledina.

DHFG-BmoLL apresentou uma imohilizac& de 28 ug de proteinas por miligrama
de supate e DHFG-Cramoll 1,4 teve resultado similar (30 pg). DHFG-Cramoll 1,4 foi
mais efetiva em reter proteinas do CCLC (8,2 mg/mg) que DHFG-BmoLL (3,8 mg/mg).
Em seaegdes externas, embora ocorra algA; a predominancia ébem maior da subclasse
IgA, e os residucs de aninoaddos daregido flexivel dalgA; que mnstituem os dtios para
oligossacaideos O-ligados (Carpenter e Proctor, 2000 n&o ocorrem na lgA, que possui ha
mesma regido digossacaideos N-ligados (Baenzinger e Kornfeld, 1974). Jacdina, uma
ledina galadose espedfica jafoi usada paraisolar IgA; de IgA, (Gregory et a., 1987).
As condc¢les necessrias a duicd de IgA em colunas contendo anti-IgA provocam
modificages nos residucs de caboidratos desta imunaglobuina; assm, para o estudo ca
glicosilac® de IgA a duicdo com carboidratos em ledinas imobili zadas torna-se mais
eficiente (Huse € al., 2002.

As fragdes bioespedficamente duidas de DHFG-Cramoll 1,4 e DHFG-BmoLL (fig. 1)
apresentaram apenas um pico. Em SDS-PAGE na presencade [3-mercaptoetanad as bandas
migraram similarmente & cadeias pesada eleve e omporente seaetor da IgAS (fig. 2).
A cadeia J, de peso moleaular entre 23 e 27 kDa, por ter fortes ligagdes covalentes (Zaha,
1986 nado € bem resolvida ean SDS-PAGE, parecendo migrar juntamente com a cadeia
leve (Koshland, 1975.

O supate DHF foi capaz de imobili zar via glutaraldeido as ledinas Cramoll 1,4 e
BmoLL. DHFG-Cramoll 1,4 e DHFG-BmoLL foram eficientes na purificac® de
proteinas do CCLC de padréo eletroforético similar algAS. Os resultados obtidos indicam
gue DHFG pode ser usado como supate para imohilizac@® de ledinas e subseqiente

purificac@® de gli coproteinas de interesse bioteanol égico dotipo IgAS.
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Fig. 1. Padréo de duicd doCCLC por afinidade en DHFG-Cramoll 14 (a) e an
DHFG BmoLL (b).
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Fig. 2. SDS-PAGE a 10% de proteinas eluidas bioespedficamente de Cramoll 1,4-
DHFG (1) de BmoLL-DHFG (2). Amostras contendo 80ug de proteinas eluidas com
glicose 0,5M (1) egaladose 0,5M (2).
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Deteccdo da transferéncia de argas atraves de
voltamogramas ciclicos na interacao da ledina de
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Resumo

Voltamograma dclico (CV) interessante na medida da aividade de proteinas através
da transferéncia direta de détrons. Neste trabalho, avaliamos os CV da aividade
deinterac@® de uma preparacd e ledinada Cratylia molli s contendoasisoformas 1 e 4
(Cramoll 1,4) adsorvidas em contas de Nafion e concentragdes de glicose. A resposta
eletrogumicafoi obtida cm um sistema mnvencional de trés eletrodas empregando um
eletrodo e referéncia de cdomelano saturado, um eletrodo e trabalho ce platina eum
fio de platina, usado como eletrodo auxiliar. CV foram efetuados com diferentes
concentragdes de glicose: 100, 200, 300e 400mM. Uma aurvade cdibracé foi também
efetuada. Pares de picos andd cos — caddicos foram observados proximos a100mV. A
interacd contas Nafion-Cramoll 1,4 carboidrato apresentou estados de oxi-redugcéo bem
definidos, em 100 mV, quando interagiu com glicose. Os picos de oxi-reducéo
diminuiram devido oaumento da mncentracd docabaoidrato. O sistema pode ser usado

COMO UM sensor para determinar

Palavras chave: Ledina de sementes de Cratylia mollis, contas de Nafion,
voltamogramas cicli cos concentracé de glicose (faixa entre 0 — 300mM) em solucéo, a
100mV.
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Abstract

Cyclic voltammograms (CV) are interesting measurements of protein adivity through
direa eledron transfer. The am of this work was to evaluate CV interadion adivity
from Cratylia molli s sead ledin (Cramoall), containing Cramoll 1 and Cramoll 4 isoforms
(Cramoll 1,4) adsorbed on Nafion beads and glucose @ncentrations. The
eledrochemica resporse was obtained with a cnventional threeeledrode system
employing one saturated cdomel reference déedrode, one working platinum eledrode
and datinum wire & an auxili ary eledrode. CV were performed with dfferent glucose
concentrations: 100, 200, 300 and 400mM. A cdibration curve was also performed.
Cathodc-anodc pedks pairing nea 100 mV were observed. Nafion beads-Cramoll 1,4
carbohydrate interadion reveded states of oxi-reduction well defined, at 100mV, when
interaded with glucose. Pe&ks of oxi-reduction ceaeased due to the incresse of
cabohydrate concentration. The system can be used as a cdibration sensor to determine

glucose ancentration (range of 0-300mM) in solution, at 100mV.

Key works: Cratylia molli s Seed ledin, Nafion beads,. cyclic voltammograms.




1. INTRODUCAO

A caaderizac® de uma biomoléaula pode ser redizada por métodos
eletroquimicos, cdorimétricos [1], eletromagnéticos [2] e opticos [3]. Biosensores 0
sistemas analiticos que incorporam o material biologicamente divo em contato intimo
com um elemento apropriado ce transducdo, com o0 oljetivo de detedar seletivamente a
concentracd ouatividade do produo de interess [4]. O elemento de transdugéo traduz
em sinal elétrico, o sinal dareac® ocorrida entre o analitico e o elemento biolégico nele
imobilizado [5]. Os transdutores eletroquimicos, clasdficados em amperométricos,
potenciométricos e aonduimétricos, tém sido wsados para a caaderizacd® de teddos,
microrganismos, enzimas, organelas, dentre outros materiais biolégicos [6] Estudcs
cinéticos e mecanisticos da interacé de ligantes a proteinas podem ser redizados por
métodas eletroquimicos [7]. Os sensores amperomeétricos sio confiaveis, de baixo custo
e podem fornece alta sensibilidade (107 a 10° mol/L) por andlise de espédes
eletroativas presentes numa amostra bioldgica [1]. Atuamente éde grande interesse a
avaliac® de transferéncia de détrons entre detrodcs e proteinas para glicacd® em
sistemas analiticos [8] e estudcs fundamentais [9] Esta témica éfundamental para o
estudo & cagas wperficiais de macomoléaulas [10] [11 [12] [8] [13] [9]
Imuncssensor para a detecc® de aticorpos de Schistosoma japoricum foi feito
utili zando oNafion para aimobilizac&® doimunoreagente [14] Nafion € um padimero
perfluosaulfonado, que gresenta ions cgpazes de indwzir interagdes eletrostaticas
intermoleaulares com um ligante [7]. Experimentos utili zando andlise de dispersdo de
raios-X tém revelado agrupamento metali co nesses paimeros; as regides hidrof6bicas do
Nafion sdo compastas por polimeros de fluorcarboratos e & regides hidrofilicas pelos
citados agrupamentos metdlicos [15]. Métodas eletroquimicos ja foram utili zados para
avaliac® dainterac® proteina-carboidrato [16] [6] [17] Esta interag& constitui o sinal
inicial pararespostas dotipo atividade mitogénica[18] ou seledinas einteragdes cdula-
cdula[19].

7C



Cratylia mollis € uma forrageira nativa da Regido Semi-Arida do Estado o
Pernambuco, Nordeste do Brasil de aijas smentes ja foi purificada Cramoll, uma
ledina espedfica para glicose e manose. Esta ledina ja foi purificada para detedar
ligagdes diferenciais a cdulas mamérias humanas transformadas e normais [20] bem
como atividade mitogénica sobre linfécitos humanos, que envolve sitios de ligacé a
carboidratos presentes naledina ereceptores cdulares [18]. Proteinas adsorvidas bre
paimeros devem tornar disponiveis dtios de ligacd® que fadlitam o ancoramento de
ligantes afins. O objetivo deste trabalho foi obter voltamogramas ciclicos utili zando
Cramoll 1,4 adsorvida a Nafion, durante ainterac@® desta ledina cm diferentes

concentragdes de gli cose.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacao contendo Cramoll 1,4

Cramoll 1,4 foi isolada por extrac@® em NaCl 0,15M (10% p/v) e purificada por
fradonamento com sulfato de anénio (F40—-6®%), por cromatografia de dinidade am
Sephadex G-75, como descrito pa [21]].

2.2 Adsorcéao protéica
Para obtencd de uma canada de ledina alsorvida sobre o Nafion] NR50
(Aldrich), o Nafion, foi incubado com 3 ml de solucéo de Cramoll 1,4 e mantido em

repowso a4 °C durante 6 h. Em seguida, o sobrenadante foi retirado através de lavagens
com NaCl 0,15M (Nafion-Cramoll 1,4).
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2.3 Interacdoledina — carboidrato

As medidas voltamétricas para avaliacé dainteracd de Nafion-Cramoll 1,4 (19)
com 0, 100, 200 300 e 400 mM de glicose, em NaCl 0,15 M foram procedidas apés
repouwso pa 30 min. Para controle, as medidas foram igualmente detuadas na auséncia

de glicose. Os experimentos foram redi zados em 5 repeticoes.

2.4 Sistema eletroquimico

O sistema foi constituido pa uma céula detroqumica @ntendo um eletrodo
platina (como eletrodo ce trabalho), A = 2 cm?, um eletrodo de referénciade cdomelano
saturado e um fio de platina, como eletrodoauxili ar, (Figura 1).

(@) I ) ‘ ©

Figura 1: Representacé® esquemética do sistema detroquimico. Eletrodo de platina (a); Eletrodo de
cdomelano saturado (b); Eletrodo auxiliar (¢) e de Nafion-Cramoll 1,4 (d).

(d)
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O eletrodo cdomelano saturadofoi utili zado pa apresentar potencial estavel em
relac@® a temperatura (27°C), ndo apresentando variagdes devido a cagas presentes no
meio. Para obtencd dos pardmetros eletrogumicos o sistema foi acmplado a um
potenciostato PSAR modelo 175 contas de Nafion-Cramoll 1,4 dspostas em NaCl 0,15

M e solugdo contendo gli cose foram utili zadas como meio de reaca.

3. RESULT ADOSE DISCUSSAO

A detecc®d dainteracd@® de um ligante auma proteina alsorvida auma superficie
demonstra a cpaddade de dinidade desta biomoléaula como receptor redox; todo
potencial de interacé® de um ligante éregido pelo estado de oxidacd do seu receptor
[22] Esta propriedade de interacd é uma ferramenta bésica para medidas eletroqumicas
[23] [6]. A interacd® de uma ledina com um caboidrato resulta na transferéncia de
elétrons. Nestas interagdes estdo envolvidas ligagdes hidrofébicas, for¢cas de Van Der
Wads, portes de hidrogénio e interagdes eletrostéticas; a presencada moléaula de gua
participa das mudancas conformadonais fadlit ando esta interacé [24] [6]. Eses tipos
de ligacd também sdo resporsaveis pela estabilidade estrutural e funcional de uma
proteina[25].

O Nafion tem sido amplamente glicado a voltametria dclica de proteinas
presentes em fluidos extracdulares [26]. O Nafion pock ser aplicado em sistemas para
anali ses voltamétricas, para avaliar mudangas anodcas e cdddicas devido ainteracd de
biomoléaulas com os sus ligantes espedficos [14]. Os resultados mostram picos de oxi-
reducéo nas diferentes concentragdes de glicose. Nafion-Cramoll 1,4 apresenta estados
de oxi-reducd bem definidos, em 100 mV. O aumento da @ncentracd® deste
caboidrato seletivo para Cramoll 1,4 provoca variagdes nos picos de oxi-reducéo
(Fig. 2). Os picos caddicos (de reducdp) e anddcos (de oxidacd) indican a
ocorréncia da transferéncia de détrons devido as propriedades eletroativas do
sitio de ligacd da Cramoll 1,4 duante a interac® com a glicose. Para o
sistema Nafion-Cramoll 1,4, na aséncia de glicose ndo ocorre pico redox. O
caboidrato espedfico funciona @mo amplificador de sinais indwindo

0 apareamento desses picos. CV ndo foram obtidos para aledina an solugéo



interagindo oundo com seu ligante espedfico, confirmando s resultados smilares
obtidos por Y oshizumi et al., (1999. Resultados prévios mostram que adeterminacé do
potencial eletroquimico da Cramoll 1,4 em solucd de NaCl 0,15 M interagindo com
glicose foi de 0,094V [23]. No mesmo sistema, Cramoll 1,4 imobili zada sobre contas de
vidro ativadas com 3-aminatrietoxisil ano resultou em um potencial eletrogqumico de 100
mV [23] [6]. A expressio de picos de oxi-redugd a 100mV mostrados nos CV indicam
gue a performance da Cramoll 1,4 néo foi aterada pela alsor¢éo sobre o filme de
Nafion. Com base naos resultados obtidos pode-se deduzir que na superficie do eletrodo,
Cramoll 1,4 e glicose sdo reagentes; o resultado da interacd Cramoll 1,4 -glicose pode

ser considerado como produo.

A voltametria dclicatem sido bastante usada para estudcs da transferéncia de
elétrons em sistemas redox envolvendo poteinas [8]. Através de CV foram observadas
interagdes de ligantes a hemoglobina ewolvendo transferéncia de détrons [10].
Alteragdes nos picos anddcos e cdddicos, apresentados em um voltamograma dclico
para hemoglobina alsorvida sobre detrodo de cabono qumicamente modificado,
mostram a detroatividade dos quatros grupos heme desta proteina [22]. Os resultados
apresentados pelos CV indicam propriedades eletroativas nos dtios de ligac® a
caboidratos da Cramoll 1,4, que estdo envolvidas em muito processos bioldgicos

importantes incluindosinaliza¢é, reconhedmento e cddlise [27].

A Figura 3 mostra uma airva anperométrica versus concentracé® de glicose,
com lineaidade entre 100-300 mM indicando a cgaddade do sistema. Respostas
amperomeétricas, potenciostaticas, obtidas da interacd® de ligantes com proteinas
adsorvidas bre filmes conduores, podem ser af etadas pela cncentragcé doligantes no
meio [9]. O aumento de rrente indica que ocorreu uma diminuicdo da repulséo
eletrostética na superficie do eletrodo [28]. Transferéncia de détrons envolvendo
padimeros conduores e semicondiutores tém sido uili zados para desenvolvimento de
sensores quimicos e para estudos fundamentais de biomoléaulas [29]. Proteinas com
sitios eletroativos como grupamento heme [16] [22] [9] e ledinas [23] [6] interagem

com moléaulas ou maaomoléaulas envolvendo transferéncia de détrons. Geralmente
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detecgdes eletroquimicas de glicose em solucéo sdo altamente sensiveis quandoaplicado
um potencial de 0,6 V versus eletrodo ce cdomelano saturado; semelhante potencial
permite que substancias freqlentemente presentes em amostras bioldgicas, tais como
addo ascorbico e acgaminafend, sejam eletrogumicamente oxidadas interferindo res
respostas quantitativa da concentrac® do substrato [13]. Quando un sistema gera
potenciais eletroquimicos negativos € necessaria autilizagd® de mediadores quimicos,
como amplificadores de sinais, trabalhando em 100 e 200 mV, diminuindo a ac&® de
interferentes em meios biologicos [11]. Estudos tém mostrado qe ha uma necessdade
de sistemas eletroquimicos que trabalhem em potenciais paositivos, sem adicdo de
mediadores, na nstrugcdo de dispositivos amperométricos para monitorar a
concentracd® de glicose am diferentes meios [30]. Os CVs representam a faixa de
potencial eletrogumico versus corrente anperométrica para expressr a dindmica da
interacd ledina-carboidrato. No presente trabalho as medidas confirmam que ocorre a
mudanca do estado ce oxidacd® devido a transferéncia de détrons e estabili zacd®
protéica pela presenca de um ligante espedfico. O método desenvolvido com aledina
em sistema detroquimico é simples e sensivel, detedando ateragdes moleaulares
decorrentes da interacd ledina—carboidrato, ndo requerendo sistemas adicionais de

seguranca, ou mediadores quimicos.
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Figura 2: Voltamogrameas cicli cos de Cramoll 1,4 adsorvida en Nafion interagindo com
glicose, 100mM (@), 200mM b), 300mM (c) e 400mM (d). As curvas foram ohtidas na
auséncia (---) e na presenca de glicose mm picos e anddcos ou ¢k oxidac®d (O) e
caaodicos ou ¢k reducéo (®). Velocidade de varredura de 20 mV/S
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Figura 3: Cdlibracé de Cramoll 1,4 adsorvida an contas de Nafion interagindo com glicose, a
concentragdes de 0 mM a400mM. Potencial do eletrodo: 0,1 V versus eletrodo ce cdomelano

saturado. i = corrente détrica
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CONCLUSOES

IgASfoi purificada de diferentes saegdes humanas empregando colunas de Cramoll 1,4

—Sepharose eutili zando glicose emetil -a-D-manopranosideo como eluente.

Daaon pock ser usado como suparte para imohilizacé@ de Cramoll 1,4 e BmoLL, e &
matrizes sntetizadas podem ser subseqlentemente usadas para purificar glicoproteinas

de interesse bioteanadl égico.

A transferéncia de détrons observada nos CV, devido as propriedades eletroativas de
Cramoll 1,4 mostram que ainterac® de mntas de Nafion-Cramoll 1,4 com glicose
apresentou @dcos de oxi-reducéo bem definidos, em 100 mV, que mostraram reducéo

com aumento da oncentrag@ docarboidrato.
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PERSPECTIVAS

1. Utili zar Cramoll 1,4 imobili zada en Sepharose CL-4B, ou Daaon raforma hidrazida
nado ferromagnetizado, como colunas de aomatografia de dinidade, para puificac®

de IgAS, entre outras gli coproteinas de interesses bioteaa dgico.

2. Determinar por imunodfusdo a subclasse da IgA S ohtidas das colunas Cramoll 1,4 —
Sepharose.

3. Caraderizar por imunodfusdo as proteinas smilares algAS obtidas dos supartes
DHFG-Cramoll 1,4 e DHFG-BmoLL .

4. Utilizar Cramoll 1,4, adsorvida an contas de Nafion como sensor para avaliac® de glicose ou outros

caboidratos reconheddos pelaledina.z
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