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‘“Ha momentos na vida em que sentimos tanto a falta de alguém que o que
mais queremos € tirar esta pessoa de nossos sonhos e abraca-la.

Sonhe com aquilo que vocé quiser. Seja o que vocé quer ser, porque vocé

possui apenas uma vida e nela sé se tem uma chance de fazer aquilo que se quer.
Tenha felicidade bastante para fazé-la doce. Dificuldades para fazé-la forte.
Tristeza para fazé-la humana. E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes nao tém as melhores coisas. Elas sabem fazer o

melhor das oportunidades que aparecem em seus caminhos. A felicidade aparece
para aqueles que choram. Para aqueles que se machucam. Para aqueles que
buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem a importancia das pessoas que passam

por suas vidas. O futuro mais brilhante é baseado num passado intensamente
vivido.

Vocé so tera sucesso na vida quando perdoar os erros e as decep¢oes do

passado. A vida é curta, mas as emocoes que podemos deixar duram uma

eternidade. A vida nao é de se brincar porque um belo dia se morre”.

Clarice Lispector
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RESUMO

Lectinas de sementes de Cratylia mollis (Cramoll) contém formas moleculares
(Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4), as quais foram previamente purificadas
com elevado grau de pureza. O padrao de ligagdo de Cramoll 1,4 (preparacido contendo
Cramoll 1 e Cramoll 4) e de Cramoll 3 a levanas livres e magnetizadas e de Cramoll 1,4
e Cramoll 3 imobilizadas em Sepharose a preparacdes de glicoproteinas de plaquetas
foram analisados. A ligagcdo das lectinas as levanas (ZAG-12L, Z-1-81L, ZAPL e CP-
50L) foi avaliada por ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante e a ligacdo as
glicoproteinas de plaquetas foi avaliada por cromatografia em Cramoll 1,4-Sepharose e
Cramoll 3- Sepharose. Incubacdao de Cramoll 1,4 e Cramoll 3 com ZAG-12 ferro
magnetizado (FMZAG-12L) que promoveu a melhor inibicdo também foi testada.
Eletroforese em gel de poliacrilamida foi usada para analisar o padrdo das proteinas
obtidas. A ZAG-12L e ZAPL inibiram ambas as isolectinas, enquanto Z-1-81L e CP-
50L ndo inibiram estas. Quando Cramoll 1,4 foi incubada com FMZAG-12L obteve-se
através da eluicdo especifica com D-glicose um pico protéico que mostrou o mesmo
padrao eletroforético observado para Cramoll 1,4 antes da incubacio; Cramoll 3 ndo se
ligou a FMZAG-12L. Glicoproteinas de plaquetas foram eluidas especificamente das
isolectinas 1imobilizadas com diferentes padrdes -eletroforéticos. Os resultados
mostraram que Cramoll 1,4 e Cramoll 3 possuem diferentes sitios de ligacdo e poderdo

ser utilizadas para caracterizar polimeros de carboidratos ou glicoproteinas.



ABSTRACT

Cratylia mollis seed lectin (Cramoll) contains molecular forms (Cramoll 1,
Cramoll 2, Cramoll 3 and Cramoll 4), which have previously been highly purified. The
binding pattern of Cramoll 1,4 (preparation containing Cramoll 1 and Cramoll 4) and
Cramoll 3 free using levans and magnetized levan or Cramoll 1,4 and Cramoll 3
immobilized to Sepharose using platelet glycoprotein preparations was analyzed. The
binding of the lectins to levans (ZAG-12L, Z-1-81L, ZAPL and CP-50L) was evaluated
by hemagglutinating activity inhibition assay and the binding of platelet glycoproteins
was evaluated by chromatography in Cramoll 1,4-Sepharose and Cramoll 3-Sepharose.
Incubation of Cramoll 1,4 and Cramoll 3 with ZAG-12 iron magnetized (FMZAG-12L)
which promote the best inhibition was also assayed. Electrophoresis in polyacrylamide
gels was used to analyze the pattern of obtained proteins. The ZAG-12 and ZAP
inhibited both isolectins while Z-1-81 and CP-50 did not inhibit them. When Cramoll 4
was incubated with FMZAG-12L a protein peak was obtained with D-glucose 0,3 M
specific elution which showed the same eletrophoretic pattern observed to Cramoll 1,4
before incubation; Cramoll 3 did not bind FMZAG-12L. Platelet glycoproteins were
specifically eluted from immobilized isolectins with different eletrophoretic pattern. The
results showed that Cramoll 1,4 and Cramoll 3 have different binding sites and could be

used to characterize carbohydrate polymers or glycoproteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lectinas

1.1.1 Generalidades

O estudo das lectinas come¢ou em 1888 quando Hermann Stillmark apresentou
uma tese descrevendo as propriedades aglutinantes da proteina ricina, que tinha sido
extraida e parcialmente purificada das sementes de mamona (Ricinus communis).
Algum tempo depois, Hellin também verificou a atividade hemaglutinante do extrato
toxico de jequiriti (Abrus precatorius) realizada pela proteina abrina. Esta proteina foi
utilizada por Ehrlich em 1890, como potencial modelo antigénico (Sharon e Lis, 1987).

A especificidade sacaridica das lectinas foi descoberta por James Sumner que
em 1919 isolou a Concanavalina A (Con A) de extratos do feijao Canavalia ensiformis
por precipitagdo salina, cristalizando-a e obtendo pela primeira vez uma lectina pura
(Sharon e Lis, 1987).

Boyd e Reguera (1949) descobriram que as aglutininas de plantas ou
fitoaglutininas eram especificas para determinado grupo sangiiineo do sistema ABO
quando estudando a aglutinina de Phaselous limenses (feijao de lima) verificaram que a
mesma aglutinava apenas eritrocitos humanos do tipo A. Estas aglutininas de plantas
especificas de grupos sangiiineos foram denominadas de lectinas por Boyd e Shapleigh
em 1954. O termo lectina vem do latim legere que significa selecionar. Este termo foi
generalizado em 1972 para incluir todas as proteinas, de origem ndo imune, obtidas de
plantas, animais ou microorganismos, que ligavam carboidratos, sendo especificas ou
ndo para determinados grupos sangiiineos (Sharon e Lis, 1987).

Goldstein et al. (1980) definiram lectinas como proteinas ou glicoproteinas de
origem ndo imune que interagem com carboidratos através de pelo menos dois sitios de
ligacdo, aglutinam células animais e/ou vegetais e precipitam polissacarideos,
glicoproteinas ou glicolipideos. A principal forca de interagdo das lectinas com
carboidratos € a hidrofobicidade (Quiocho, 1986).

As lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em
microorganismos, animais e plantas (Gerlach et al., 2002; Kilpatrick, 2002; Fenton-
Navarro, 2003; Tasumi et al., 2004; Santos et al, 2004; Ngai e Ng, 2004; Molchanova et
al, 2004; Gerlach et al., 2005).
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As plantas tém constituido o material de exceléncia para a obtencao de lectinas.
Nas plantas, as lectinas ocorrem em cascas de drvores, bulbos, folhas, frutos, raizes,
rizomas e tubérculos (Peumans et al., 1997; Coelho e da Silva, 2000; Naeem et al.,
2001; Rabijns et al., 2001; Ratanapo et al., 2001; Oliveira et al., 2003; Kim et al., 2004;
Ooi et al., 2004). Entretanto, a grande maioria das lectinas isoladas e caracterizadas
provém de sementes de leguminosas (Vattuone et al., 2001; Rahman et al., 2002; Sultan
et al., 2004).

Em algumas sementes de legumes, a localizacdo das lectinas tem sido bem
caracterizada. A maioria dos estudos indicou a presenga da lectina em células
parenquimatosas de armazenamento e em vacuolos especializados denominados de
corpos protéicos. Outras pesquisas relataram as lectinas no interior do citoplasma e
associadas a parede celular (Santos et al., 2004).

As lectinas tém sido aplicadas, entre outras, para explorar superficies celulares,
ligando-se a por¢do carboidrato de glicoproteinas ou glicolipidios que se projetam da
célula, como agentes mitogénicos, como hipoglicemiantes, na caracterizacao de
polissacarideos em biofilmes de bactérias, na diferenciacio e crescimento celular, na
deteccao histoquimica das cadeias de acticares da superficie da célula, no diagndstico e
prognéstico do cancer e na imobilizagdo em suportes inertes (Remani et al., 1994;
Suvachittanont e Jaranchavanapet, 2000; Sarui et al., 2001; Shibuya, 2001; Surolia e
Satish, 2001; Wréblewski et al., 2001; Strathmann et al., 2002; Beltrdo et al., 2003;
Ngai e Ng, 2004; Kim et al., 2005).

A presenca das lectinas € principalmente detectada através de um ensaio de
hemaglutinacdo (Sharon e Lis, 2001). Neste ensaio € efetuada uma dilui¢do seriada da
lectina e, posteriormente uma incubag¢do com eritrocitos humanos ou eritrdcitos de
outros animais (Coelho e Da Silva, 2000; Oliveira et al., 2003; Molchanova et al., 2004,
Ngai e Ng, 2004; Gerlach et al., 2005). A sensibilidade das células para a lectina é
aumentada usando-se um tratamento enzimadtico (tripsina, papaina ou neuraminidase) ou
um tratamento quimico utilizando glutaraldeido ou formaldeido (Correia e Coelho,
1995; Coelho e Da Silva, 2000; Mo et al., 2000; Banerjee et al., 2004; Winter e
Goldstein, 2004).

A inibi¢do da atividade hemaglutinante (AH) por carboidratos é um método
indispensavel para se ter certeza de que o agente aglutinante é uma lectina, assim
definindo-se a especificidade da mesma (Kawagishi et al., 2001; Yamamoto et al.,

2005)
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A purificac@o das lectinas de diferentes fontes requer inicialmente, a preparagdo
de extratos em solucdes aquosas salinas (Kawagishi et al., 2001; Oliveira et al., 2003;
Tasumi et al., 2004).

Os extratos que apresentam atividade lectinica sdo ainda parcialmente
purificados por didlise exaustiva e fracionamento salino com sulfato de amdnio (Coelho
e Da Silva, 2000; Naeem et al., 2001).

As técnicas convencionais de cromatografia que contribuem para a purificacdo
das lectinas podem ser baseadas na carga ou tamanho da proteina (Zenteno et al., 2000;
Ratanapo et al., 2001; Banerjee et al., 2004; Ngai e Ng, 2004).

A cromatografia de troca i0nica utiliza alguns suportes idnicos comerciais tais
como DEAE-celulose, CM-celulose dentre outros. Esta € uma técnica comum utilizada
para purificagdo de proteina. Trocadores i0nicos comerciais disponiveis sdo ativados
por grupos idnicos muito fortes para que eles possam adsorver uma percentagem
maxima de proteinas de um dado extrato (Guisan et al., 2004).

A cromatografia de afinidade é uma técnica extremamente poderosa para o
isolamento de macromoléculas, visto que baseia-se em interagdes moleculares
bioespecificas do tipo ndo covalentes (Helmholz et al., 2003).

A aplicacdo da cromatografia de afinidade para a purificacdo da lectina &
principalmente baseada na habilidade da proteina de se ligar a carboidratos de um modo
especifico e reversivel. Diferentes matrizes de afinidade para lectinas sdo escolhidas de
acordo com a especificidade da lectina aos carboidratos (Oliveira et al., 2003; Tasumi et

al., 2004; Gerlach et al., 2005).

1.1.2 Lectinas Imobilizadas Como Suporte de Afinidade

A utilizagdo de lectinas imobilizadas como suporte de afinidade € um processo
vantajoso por causa da rdpida obtencao de um grande nimero de glicoconjugados em
um tempo relativamente curto . O método da imobilizagdo é, portanto um dos mais
importantes passos na andlise da interacdo lectina-glicoconjugado (Masarova et al.,
2004).

A lectina imobilizada como suporte de afinidade € similar aos outros tipos de
cromatografia de afinidade. Uma mistura de glicoproteinas heterogéneas &
cromatografada em uma matriz com uma lectina particular imobilizada. A glicoproteina

com uma seqiiéncia de agucar especifica consegue adsorver na matriz por causa da sua
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interacdo com a lectina imobilizada, enquanto outras proteinas ou glicoproteinas sio
lavadas. A glicoproteina adsorvida € eluida da coluna, bioespecificamente, usando um
acuicar com uma estrutura complementar ou nao bioespecificamente através da mudanca
da forca idnica do meio ou do pH, e a sua pureza é confirmada posteriormente pela
eletroforese. A lectina imobilizada como suporte de afinidade € uma ferramenta
poderosa na purificacio e caracterizagdo de glicoconjugados, em diagndsticos clinicos e
em aplicacdes médicas e bioldgicas (Cartellieri et al., 2001; Satish e Surolia, 2001;
Bakalova e Ohba, 2003; Franco-Fraguas et al., 2003; Gottscalk et al., 2003; Miyata et
al., 2004).

1.2 Plaquetas

As plaquetas s@o corpusculos ou fragmentos que se originam dos
megacariécitos. Os megacaridcitos sdo células gigantes localizadas na medula éssea
(Ramasamy, 2004). As plaquetas t€ém a forma de mindsculos discos arredondados, sem
nucleo no seu interior, com didmetro médio de 1,5 a 4 microns e espessura de 0,5 a 1
micron. Quando ativadas, as plaquetas entumescem substancialmente e podem alcangar
didmetros entre 25 e 50 microns. A vida média das plaquetas € de cerca de 10 dias
(Lorenzi, 1999). No sangue circulante existem, em condicdes normais, entre 150.000 e
350.000 plaquetas por mililitro (Verrastro et al., 1998).

A plaqueta € circundada por uma membrana plasmatica que se estende através
de um sistema canalicular no citoplasma. O sistema canalicular aberto aumenta
grandemente a area superficial da plaqueta permitindo a expulsio de produtos
secretados por suas organelas para o plasma e também a penetracdo de substincias do
plasma para o interior das plaquetas (Ramasamy, 2004).

As organelas dispersas no citoplasma das plaquetas sdo: mitocondrias, particulas
de glicogénio e lisossomos. Os granulos o e os granulos densos sdo os granulos de
armazenamento especificos das plaquetas. Os granulos o contém proteinas tais como o
fator plaquetdrio 4, B-tromboglobulina, fibrinogénio, fibronectina, trombospondina,
plasminogénio e fator von Willebrand (vWF). Uma das maiores proteinas da membrana
plaquetaria, GPIb — o receptor do vVWF um dos receptores de trombina - ¢é a proteina
mais glicosilada da superficie plaquetdria. A cadeia de carboidrato dessa proteina

representa aproximadamente 50% do seu peso molecular (Kocourec e Freed, 1990;
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Lakhtin, 1995). Os granulos densos sdo ricos em serotonina, difosfato de adenosina
(ADP), trifosfato de adenosina (ATP) e cédlcio (Ramasamy, 2004).

O citoesqueleto plaquetério consiste de uma rede de longos filamentos de actina
que sdo cruzados por uma variedade de proteinas acessérias. As maiores fungdes do
citoesqueleto plaquetdrio s@o a regulacdo da forma discéide da plaqueta e a realizacdo
dos eventos contrdteis tais como a secrecao dos conteidos plaquetdrios devido a
contracdo dos filamentos de actina que comprime as organelas e os granulos
promovendo a liberacdo das substincias produzidas pelas plaquetas através do sistema
canalicular aberto (Ramasamy, 2004).

As plaquetas expressam na sua membrana uma variedade de receptores que sdo
designados de GP 1b-1X-V, GP VI, GP la-lla e GP llb-llla. Estes receptores sio
glicoproteinas (GP) especificas que regulam as funcdes de adesdo, ativagdo e agregacio
plaquetarias (Ramasamy, 2004). A nomenclatura das glicoproteinas utiliza numerais
romanos e o critério para a selecdo do numeral é a massa molecular; quanto maior a
massa molecular, menor o numeral romano (Williams et al., 1990). Portanto, a maior
glicoproteina € designada de 1 e a menor de 1X. As letras a e b foram acrescentadas
quando técnicas eletroforéticas permitiram a resolucdo de bandas unicas em duas
bandas separadas (Ramasamy, 2004).

Os receptores da superficie da membrana sdao importantes na funcio plaquetdria,
primeiro na adesdo ao coldgeno e, posteriormente, na agregacao plaquetdria. Os
receptores que sdo glicoproteinas se associam formando complexos. O complexo GP la-
Ila funciona como receptor da fibrila de coldgeno para o (vVWF). Os complexos GP Ib-
IX-V e llb-llla sdo os receptores plaquetarios para o VWF. O complexo GPIb-1X-V
media a deposicao inicial das plaquetas ao subendotélio. Isto envolve uma interacao
entre o complexo GP 1b-1X-V e vWF. O vWF media a adesdo das plaquetas aos locais
de lesdo pela formacdo de uma ponte entre os componentes do subendotélio e o
complexo GPIb-1X-V (Ramasamy, 2004). As plaquetas desempenham um papel
importante na hemostasia. No local de lesdo vascular, as plaquetas circulantes aderem a
diferentes componentes da matriz subendotelial, através da ac@o dos receptores de
superficie (Torti et al., 2004). A hemostasia € um mecanismo fundamental de defesa de
todos os vertebrados e envolve dois processos complementares: a formacdo de um
codgulo, ou trombo, para estancar a perda de sangue de um vaso lesado e o processo de
dissolucao do trombo, ou fibrindlise, depois que ocorrer a reparagdo endotelial (Gentry,

2003).
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O primeiro passo na hemostasia apds a lesdo vascular é a aderéncia das
plaquetas circulantes ao coldgeno no subendotélio exposto. Neste momento em que as
plaquetas aderem ao coldgeno, elas s@o ativadas. Esta reac@o é rapidamente seguida pela
agregacdo das plaquetas com a concomitante liberacdo de vdarias substancias
biologicamente ativas. Estes eventos caracterizam a hemostasia priméria. Na hemostasia
secunddria tem-se a formacdo da trombina e conseqiientemente de um codgulo
consistente, capaz de obstruir a lesdo vascular, devido a deposi¢do de uma rede de

fibrina entre as plaquetas agregadas (Lorenzi, 1999).

1.3 Lectinas versus Plaquetas

A interacdo das lectinas e dos gliconjugados da membrana plaquetdria é
evidenciada em procedimentos que utilizam lectinas imobilizadas em suportes
insoldveis como matrizes cromatograficas. A cromatografia de afinidade em coluna de
aglutinina de germe de trigo (WGA - Wheat Germ Agglutinin) foi eficiente em separar
diferentes GP da membrana das plaquetas; GP la, Ic e lla foram eluidas com baixa
concentragdo salina, enquanto GP llb-1lla e 1b ligaram-se fortemente a matriz sendo
eluidas com altas concentracdes de sal (Catimel et al.,1991).

A interacdo de lectinas com a superficie celular pode induzir a aglutinagio e
proliferacdo celular, ancoragem de proteinas da superficie celular, e algumas outras
reacoes (Ganguly, 1979; Franceschini, 1996; Grubhoffer, 1997). Algumas lectinas sdo
habeis para estimular agregacdo e secre¢do de granulos internos de plaquetas (George,
1986; Torti et al, 1995; Ghosh, 1999). Interacao de lectinas com a superficie plaquetaria
poderia também indicar a ativagdo de um segundo sistema mensageiro, incluindo
diferentes proteinas tirosina quinases, € subseqiiente fosforilagdo de algumas proteinas
plaquetarias intracelulares (Greenberg, 1984). Tais propriedades das lectinas podem
também ser usadas ndo somente para a andlise da estrutura de carboidrato das GP
plaquetarias, mas também no estudo do envolvimento dessas moléculas no processo de
ativacdo plaquetdria (Patscheke, 1977; Smirnova e Khaspekova, 1998).

Jamieson et al. (1997) propds que adesdo das plaquetas ao coldgeno pode ser
mediada pela formacdo de um complexo enzima-substrato entre o coldgeno e a
glicosiltransferase, ou seja, por residuos de galactose presentes no coldgeno e por uma
glicosiltransferase especifica presente na superficie plaquetaria. Entretanto tem também

sido sugerido que uma das razdes as diferentes respostas celulares para lectinas € a
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localizacdo de receptores especificos para acucares da cadeia lateral de carboidrato de
glicoproteinas de membrana (Goldman, 1996). Uma evidéncia adicional desta hipétese
foi a inibicdo da adesdo pelo uso de lectinas especificas para galactose, bloqueando o

sitio receptor no colageno (Patscheke et al., 1977; Cawthern et al., 2001).

1.4 Levanas

Levanas sdo polimeros de frutose compostos por residuos D-frutofuranosil
unidos por ligagdes B - 2,6 na cadeia principal e B - 2,1 nos pontos de ramificac¢do
(Kennedy et al., 1989; Kang et al., 1998). A levanassacarase transfere residuos D-
frutosil da sacarose para a cadeia de levana em crescimento, liberando glicose
(Sangiliyandi et al., 1999; Monsan et al., 2001).

As levanas podem ser produzidas por diversas espécies de plantas e bactérias,
onde a distribuicdo de peso molecular e o grau de ramificacdo dependem da fonte
produtora deste biopolimero (Huber e Viney, 1998). As levanas produzidas por plantas
apresentam baixo peso molecular e poucas ramificacdes, enquanto as levanas
produzidas extracelularmente por bactérias exibem peso molecular elevado e podem
conter numerosas ramificacdes (Simms et al., 1990).

Muitos microrganismos tais como Aerobacter levanicum, Bacillus subtilis,
Corynebacterium levaniformans, Streptococcus salivarius ¢ Zymomonas mobilis
produzem levana quando crescidos em meio contendo sacarose (Han, 1990). Entre os
principais produtores de levana, a bactéria Z. mobilis é a que produz em larga escala
(Ananthalakshmy e Gunasekaran, 1999).

Z. mobilis é uma bactéria Gram-negativa anaerébica facultativa em forma de
bastonete que produz etanol (Ananthalakshmy e Gunasekaran, 1999), descarboxilando
piruvato (Gibbs e De Moss, 1951). As destilarias de etanol produzem levana como um
valioso bioproduto (Bekers et al., 2002).

Em uma mesma temperatura de producgdo, linhagens diferentes de Z. mobilis
produzem levanas de diferentes pesos moleculares. Além disso, uma mesma linhagem
de Z. mobilis, submetida a diferentes temperaturas, produz levanas com diferentes pesos
moleculares (Calazans, 1997). Ao utilizar a técnica de precipitagdo fracionada, Vinhas
(1999) verificou que a bactéria Z. mobilis designada ZAG-12, produziu levanas com

diferentes faixas de pesos moleculares, onde a fracio denominada 50 (precipitada numa
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concentracdo de 50% de etanol na mistura hidroalcodlica) apareceu em maior
quantidade.

Por possuirem elevada viscosidade, as levanas sdo utilizadas como agente
espessante ou estabilizante na inddstria de alimentos, farmacéutica e de cosméticos
(Vina et al., 1998). Segundo Han (1990) as levanas também sdo uma boa fonte de
frutose, podendo ser utilizadas como adocante.

Estudando a aplicacdo clinica da levana Calazans et al. (1997) verificaram que
fracdes deste polimero, isoladas em diferentes concentracdes de etanol, possuem
atividades antitumorais variadas para carcinoma de Ehrlich e sarcoma 180. Um estudo
mais profundo estabeleceu que a atividade antitumoral apresentada por levanas de Z.

mobilis varia em funcdo do peso molecular médio do polimero (Calazans et al., 2000).

1.5 Lectinas de Cratylia mollis

A Regido Semi-Arida no Nordeste do Brasil corresponde a uma vasta drea, com
espécies nativas de plantas ainda pouco exploradas. Cratylia mollis, (feijao camaratu), é
uma forrageira nativa do estado de Pernambuco e pertence a familia Fabaceae,
taxonomicamente relacionada com a espécie Canavalia ensiformis da qual é obtida a
Con A. As sementes de C. mollis t€m sido consideradas uma importante fonte de
lectinas, fornecendo multiplas formas moleculares (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e
Cramoll 4) com diferentes especificidades para carboidrato (Paiva e Coelho, 1992;
Correia e Coelho, 1995). A mais abundante isolectina purificada de semente de C.
mollis € a Cramoll 1 a qual reconhece glicose/manose. Cramoll 2 e Cramoll 4 também
ligam glicose/manose, enquanto Cramoll 3 é uma glicoproteina galactose especifica.
Estas isolectinas migram diferentemente na eletroforese em gel de poliacrilamida para
proteinas nativas e bdasicas, tém diferentes seqii€ncias N-terminal, mas aglutinam
eritrocitos similarmente (Santos et al., 2004). A Cramoll 1, semelhante a Con A quanto
a especificidade para glicose/manose ja foi imobilizada e seu potencial como matriz
para isolar glicoproteinas do plasma foi demonstrado, sendo que a Cramoll 1 apresentou
diferencas no numero de proteinas purificadas, quando comparado a purificacio
usando-se Con A, indicando diferengas na especificidade por carboidratos complexos
entre estas lectinas (Lima et al., 1997). Estudos de caracterizacdo estrutural e aplicagcdes
bioldgicas com Cramoll 1 e Cramoll 1,4 (preparagdo que contém Cramoll 1 e Cramoll

4) vém sendo efetuados, demonstrando a versatilidade destas isolectinas (Beltrdo et al.,
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1998; De Souza, 2003; Santos et al., 2004; Souza et al., 2003; Andrade et al., 2004;
Maciel et al., 2004).

2 RELEVANCIA DO TRABALHO

Estudar os sitos de ligacdo a carboidratos de isolectinas € de interesse para uma
melhor caracterizacdo das mesmas. A avaliacdo do padrido de interacdo das lectinas de
C. mollis com polimeros de carboidratos (levanas) ou glicoproteinas contribuird para
uma melhor compreensdo da atividade destas proteinas. Cramoll 1,4 (glicose/manose
especifica) e Cramoll 3 (galactose especifica) j4 demonstraram capacidade de aglutinar
plaquetas humanas e de coelho, deste modo a cromatografia de solugdo contendo GP
plaquetarias em suportes contendo Cramoll 1,4 e Cramoll 3 imobilizadas em Sepharose
CL-4B podera contribuir para o estudo do sitio de ligacdo destas isolectinas, além de
representar uma interessante ferramenta na purificagdo de GP das plaquetas. Purificar
GP de plaquetas € importante para o estudo da funcdo plaquetdria, uma vez que, as duas
principais reacdes plaquetdrias, adesdo e agregacdo sdo mediadas principalmente por
proteinas de membrana que funcionam na superficie plaquetdria como receptores para
compostos biologicamente ativos de alto e baixo peso molecular (Clemetson, 1985;
Mazurov e Vasiliev, 1994). O estudo da inibi¢do da aglutinagdo de Cramoll 1,4 e de
Cramoll 3 por diferentes levanas e a utilizacdo destas em formas de particulas
ferromagnéticas (LFM) como um novo suporte de afinidade para purificacio de
lectinas, constituem, também, uma ferramenta para o estudo de caracterizacdo da
especificidade de lectinas. As LFM se configuram com um suporte alternativo para a
purificacdo de lectinas; os suportes atualmente utilizados sdao importados e de custo

elevado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o padrao de ligacdo das isolectinas de C. mollis, Cramoll 1,4 e Cramoll 3, a
levanas obtidas de diferentes linhagens de Z. mobilis e a glicoproteinas de plaquetas
contidas em duas preparagdes distintas.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Avaliar a inibi¢do da atividade hemaglutinante de Cramoll 1,4 ¢ de Cramoll 3
frente as levanas ZAG-12L, Z-1-81L, ZAPL e CP-50L obtidas das linhagens ZAG-12,

Z-1-81 e ZAP.

3.2.2 Avaliar o padrao de ligacdo e perfil de eluicdo bioespecifica de Cramoll 1,4 e
Cramoll 3 a ZAG-12L magnetizada (FMZAG-12L).

3.2.3 Avaliar a atividade hemaglutinante e o padrao de bandas por eletroforese para

proteinas bésicas nativas das proteinas adsorvidas a FMZAG-12L.

3.2.4 Imobilizar Cramoll 1,4 e Cramoll 3 & Sepharose CL-4B.

3.2.5 Obter glicoproteinas de plaquetas a partir de plasma de coelho.

3.2.6 Cromatografar as preparacdes de glicoproteinas de plaquetas utilizando Cramoll

1,4-Sepharose e Cramoll 3-Sepharose como suportes de afinidade.

3.2.7 Avaliar por SDS-PAGE em condig¢des redutoras o padrio de bandas das proteinas

de plaquetas adsorvidas aos suportes contendo as isolectinas imobilizadas.
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Abstract

Cratylia mollis seed lectin (Cramoll) contains molecular forms (Cramoll 1,
Cramoll 2, Cramoll 3 and Cramoll 4), which have previously been highly purified. The
binding pattern of Cramoll 1,4 (preparation containing Cramoll 1 and Cramoll 4) and
Cramoll 3 free using levans and magnetized levan or Cramoll 1,4 and Cramoll 3
immobilized to Sepharose using platelet glycoprotein preparations was analyzed. The
binding of the lectins to levans (ZAG-12L, Z-1-81L, ZAPL and CP-50L) was evaluated
by hemagglutinating activity inhibition assay and the binding of platelet glycoproteins
was evaluated by chromatography in Cramoll 1,4-Sepharose and Cramoll 3-Sepharose.
Incubation of Cramoll 1,4 and Cramoll 3 with ZAG-12 iron magnetized (FMZAG-12L)
which promote the best inhibition was also assayed. Electrophoresis in polyacrylamide
gels was used to analyze the pattern of obtained proteins. The ZAG-12L and ZAPL
inhibited both isolectins while Z-1-81 and CP-50 did not inhibit them. When Cramoll 4
was incubated with FMZAG-12L a protein peak was obtained with D-glucose 0,3 M
specific elution which showed the same eletrophoretic pattern observed to Cramoll 1,4
before incubation; Cramoll 3 did not bind FMZAG-12L. Platelet glycoproteins were
specifically eluted from immobilized isolectins with different eletrophoretic pattern. The
results showed that Cramoll 1,4 and Cramoll 3 have different binding sites and could be

used to characterize carbohydrate polymers or glycoproteins.

Keywords: Cratylia mollis lectin, platelet glycoproteins, levan, magnetized levan.



23

1. Introduction

Lectins are proteins that specifically and reversibly bind mono or
oligosaccharides, are not products of an immune response and have not catalytic activity
(Fenton-Navarro et al., 2003). They are normally found in a variety of organisms, being
involved in numerous cellular processes (Hong, Cassely, Mechref, & Novotny, 2001).

On account of their ability to specifically bind cell surface carbohydrate which
play important roles in biological recognition, lectins have, during the recent past, found
extensive applications for differentiating between cells. The reason why lectins find
applications across such a broad spectrum is that they are not only ubiquitously
distributed in nature, and occur in abundance in plants, especially seeds of legumes, but
also because of the ease of their purification to homogeneity and wide repertoire of
carbohydrate specificities that they exhibit (Surolia & Satish, 2001).

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 (Yamamoto, Ito, Yasukawa, Konami, & Matsumoto, 2005). Sugar moieties on the
cell surface play important roles in these cellular recognition events. 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 (Yamamoto et al., 2005). Conventional  hapten  inhibitions  of
haemagglutination using various sugars and sugars derivatives as inhibitors and affinity
chromatography on immobilized lectin columns are useful assays to study the
carbohydrate-binding specificities of lectins (Surolia & Satish, 2001; Yamamoto et al.,

2005).
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Studies of lectin effects on platelet functions have shown that some of them are
able to stimulate platelet aggregation and agglutination (Samal, Timoshenko, Loiko,
Kaltner, & Galbius, 1998) or to evaluate serotonin secretion (Smirnova & Khaspekova,
1998). Canavalia ensiformis lectin (Concanavalina A, Con A) showed to be able in
react with glycoproteins (GP) Ib and Illa (Ganguly, Could, & Sidhu, 1979) as well as to
isolate GP III (Clemetson, Pfueller, Luscher, & Jenkins, 1997; Howard, Shulman,
Sadanandan, & Karpakitin, 1982) while Lens culinaris lectin was able to purify GP IIb-
[la.

Levan is a fructose polymer from transfructosylation of sucrose by action of
levansucrase. It is composed by -2,6 linkage in the main chain and B-2,1 in the side
chain (Kang, Lee, Lim, Jang, & Lee, 1998). Applications for levan in food industries, as
an emulsifier, formulation aid, stabilizer, thickener, surface-finishing agent,
encapusalating agent, and as a carrier of flavours and fragrances have been suggested
(Calazans, Lopes, Lima, & Franca, 1997 ). Among the principal producing of levan, the
bacteria Zymomonas mobilis is the one that it produces in wide scale (Ananthalakshmy
& Gunasekaran, 1999) and ethanol distilleries produce levans as a valuable bioproduct
(Bekers et al., 2002).

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 specie which Con A is obtained. C. mollis seeds
have been considered an important lectin font, giving multiple molecular forms
(Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4) with different carbohydrate specificities
(Correia & Coelho, 1995; Paiva & Coelho, 1992). 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) presents a high hemagglutinating
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activity when compared with the isolated Cramoll 1 and Cramoll 4. Cramoll 1,4 and
Cramoll 1 were used with success in different biological assays as well as in structural
and electrochemical studies (Andrade, Correia, Coelho, Nascimento, & Santos-
Magalhaes, 2004; Baszkin, Boissonnade, Santos-Magalhdes, Carvalho Jr, Correia, &
Coelho, 2000; Beltrdo, Correia, Figueredo-Silva, & Coelho, 1998; Lima, Correia,
Cechinel, Sampaio, Owen, & Coelho, 1997; Maciel, Aradjo-Filho, Nakazawa, Gomes,
Coelho, & Correia, 2004; Nascimento, Coelho, Correia, & Cunha, 2002; Souza,
Correia, Pessoa, Kennedy, Lima-Filho, & Coelho 2001; Souza, Dutra, Correia, Pessoa,
Lima-Filho, & Coelho, 2003; Tavares, Caracelli, Burger, Correia, Coelho, & Oliva,
1996).

The aim of this work was to evaluate the pattern of carbohydrate binding site of
Cramoll 1,4 and Cramoll 3, free or immobilized to Sepharose, using levans, magnetized

levans and platelet glycoprotein preparations.

2. Experimental

2.1 Materials

Sephadex G-75 and CM-Cellulose were purchased from Sigma. Sepharose 2-B
was from Pharmacia Fine Chemicals.

Cramoll 1,4, and Cramoll 3 were obtained following the previously established
protocol (Correia & Coelho, 1995; Paiva & Coelho, 1992).

Rabbit plasma was obtained from healthy adult animals by puncture of the

marginal ear vein.
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Levans (L) denominated ZAG-12L, Z-1-81L and ZAPL were produced by Z.
mobilis strain (ZAG-12, Z-1-81 ZAP) that belonging to the Department of Antibiotcs
collection; and CP-50L was obtained by 50 % ethanol fractionated precipitation of
ZAG-12. Ferromagnetic ZAG-12L. (FMZAG-12L) was obtained by the method
previously described (Carneiro-Ledo, Oliveira, & Carvalho Jr, 1991).

All other chemical reagents used were of analytical grade.

2.2 Protein determination

The protein content was carried out by the method described by Lowry,
Rosebrough, Farr, & Randall (1951) using bovine serum albumin as standard. Reading
of the absorbance at 280 nm was used to determine the relative concentration of the

column eluteds.

2.3 Hemagglutinating activity and inhibition of lectin induced hemagglutination

Lectin sample solutions (50 wl) serial 2-fold diluted in 0.15 M NaCl, in
microtiter U-plates, were incubated with of a 2.5 % suspension of glutaraldehyde treated
rabbit erythrocytes (50 pl), and the titer, defined as the lowest sample dilution which
showed hemagglutination, was read after 45 min incubation according to Correia &
Coelho (1995). 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 samples solutions (50 ul) serial 2-

fold diluted in 50 pl of levan solutions (25, 50, 100 and 200 mM) followed by a 15 min
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incubation and addition of the erythrocyte suspension. The HAI was obtained by HA

read after 45 min.

2.4 Binding evaluation of Cramoll 1,4 and Cramoll 3 to FMZAG-12L

Cramoll 1,4 and Cramoll 3 (1 ml) were incubated with FMZAG-12L particles (1
ml) with 2 h of constant agitation, at 4 °C. The unbound proteins were eluted by 0.15 M
NaCl several washes (1 ml). The adsorbed lectins were eluted with 0.3 M D-glucose
(Cramoll 1,4 incubation) or 0.3 M D-galactose (Cramoll 3 incubation) solutions in 0.15
M NaCl with several washes (1ml each wash); fractions with the highest absorbance
were pooled and analysed by HA and PAGE for native and basic proteins according
Reisfeld, Lewis, & Williams (1962). The supernatant from each wash were obtained
using a 6,000 Oe magnetic camp. The support was re-equilibrated with 0.5 M followed

by 0.15 M NaCl after biospecific elution.

2.5 Preparation of rabbit platelets

Rabbit plasma (10 ml) were collected in plastic tubes in presence of Alsever (1,6
ml for 1ml blood) and the Platelet Rich Plasma (PRP) was obtained by centrifugation
(20 min, 3,0000 x g). The PRP (5 ml, 2.8 x 10% of platelets) were washed according to
modified Tangem method (Tangem et al., 1971) by molecular exclusion
chromatography in a column (8.8 x 2.2 cm) containing Sepharose 2-B (20 ml),
equilibrated with 200 ml of Tyrode buffer (0.15 M NaCl, 0.0035 M KCI, 0.012 M
NaHCO:s, 0.075 M NaH,PO,, 0.002 M CaCl,, 0,05 M Dextrose and 2,5 g gelatine in 11

distilled water), at 50 ml/h flux. Following, washed platelets were eluted with Tyrode
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buffer and fractions (2ml) were collected in plastic tubers. Spectrophotometer read (405
nm) was performed and fractions rich in platelet were pooled (washed platelets).

The washed platelets were dissolved in Tyrode buffer containing 1 % of Triton
X-100, disrupted by vigorous agitation by 5 min, followed rest (10 min at 4 °C)
according Santoro, Barbaro, Da Rocha, Torquato, Hirata, & Sano-Martins (2004). The
disrupted platelets were centrifuged (12,100 x g, 30 min at 4 °C). The supernatant
named crude platelet preparation (CPP) was precipitated by ammonium sulphate
fractionation 0 to 60 % ; the precipitate was ressuspended in 0.15 M NaCl, centrifuged
(12,100 x g, 30 min at 4 °C) and dialysed in NaCl 0.15 M (PF60). Preparations were

kept at 4 °C until used.

2.6 Preparation of the Cramoll 1,4- Sepharose and Cramoll 3- Sepharose affinity

SUpports

Sepharose CL-4B activated with cyanogen bromide was equilibrated according
the manufacturer's recommendations. The lectins were immobilized to Sepharose
followed the method described by Lima et al. (1997) to Cramoll 1,4 and that described

by Paiva et al. (2003) to Cramoll 3.

2.7 Affinity chromatography for evaluation platelet glycoproteins binding

Columns (6.0 x 1.0 cm) were packed with 1 ml of Cramoll 1,4-Sepharose or
Cramoll 3-Sepharose and were equilibrated with 0.15 M NaCl. Samples (1ml) of CPP

(1.75 mg/ml with A 280 nm of 2.638) and PF60 (2.102 mg/ml with A 280 nm of 2.5)

were applied to columns and re-circulated at least three times. The columns were
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washed with 0.15 M NaCl and fractions (1 ml) were collected until the absorbance of
washing at 280 nm reached zero. Elution was performed with 0.3 M D-glucose
(Cramoll 1,4-Separose) or 0.3 M D-galactose (Cramoll 3-Separose) solutions in 0.15 M
NaCl. Fractions containing the highest absorbance were pooled and analysed by SDS-

PAGE (Laemmli, 1970).

3. Results and discussion

3.1. Binding evaluation of C. mollis lectins to levans

The previous studies of Cramoll 1,4 specificity using different monosacharides
showed that D-fructose solution inhibited Cramoll 1,4 HA at the same proportion than
D-mannose solution; 6.2 mM of carbohydrates was required to inhibit 4 HA units. This
fact justify the evaluation of Cramoll 1,4 and Cramoll 3 binding to different levans for
the investigation of possible analogies or differences between the isolectin binding sites.
According Calazans (1997), in a same temperature of production, different Z. mobilis
strains produce levans with distinct molecular weight. Besides, a same Z. mobilis strain
submitted to different temperatures or precipitation by fractionation technique using
solvents also results in levans with distinct molecular weight. The results showed (table
1) that the levans binding differently to lectins. While ZAG-12L and ZAPL were able to
inhibit the isolectins, Z-181L and CP-50L, obtained by fractionation with 50% ethanol
precipitation in the hydroalcoholic mixture using ZAG-12 Z. mobilis strain, did not; the

results are a mean of four assays. Few works have been described in literature about
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levans and lectins, however distinct levans could be useful and cheap tool for a best
characterization of carbohydrate binding site of lectins. Mo, Winter, Van Dame,
Peumans, Misaki, & Goldstein (2001) compared the carbohydrate binding properties of
banana (Musa acuminate) lectin with Con A (lectin glucose/manose specific,
structurally similar to Cramoll 1,4) observed that Con A bind to D-fructofuranosyl
groups present in plant and microorganism levans whereas banana lectin react with only

microorganism levans.

3.2. Evaluation of the capacity of FMZAG-12L to specific binding C. mollis lectins

The use of magnetized support has been proposed as an easy and cheap method
of biomolecule purification. Supports can be conjugated to magnetite (Fe304) and been
immediately recovered by the magnetic strength without lost of protein activity
(Carneiro-Ledo et al., 1991). The inhibition of lectins by levans suggested that
magnetized levans could be potential affinity support to investigation or purification
lectins that recognize fructose. Evaluation of the specific binding of Cramoll 1,4 and
Cramoll 3 to FMZAG-12L was based by the success to obtain magnetized FMZAG-12L
and by the high inhibition of the lectins by ZAG-12L. When FMZAG-12L particles
were used as affinity support to analyze the specific binding of Cramoll 1,4 (absorbance
at 280 nm 1.5) by batch assay a yield of 36.67 % of retained protein was obtained (Fig.
1), none protein was specific binding to FMZAG-12L when Cramoll 3 was used.
Characterization of the lectin binding site have been studied by many workers with

finality to more understand these versatile proteins (Banerjee, Chaki, Bhowal, &
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Chatterjee, 2004; Hong et al., 2001; Mo et al., 2001; Roy, Sardar, & Gupta, 2005;

Yamamoto et al., 2005).

3.3. Evaluation of Platelet glycoprotein binding to Cramol 1,4-Sepharose and Cramoll

3-Sepharose

The two principal reactions with platelets, adhesion and aggregation, were
mediated principally by membrane glycoproteins which have function at platelet surface
as receptors to active biological compounds with high and low molecular weight
(Mazurov & Vasiliev, 1994). Rabbit and human platelets share several features in
common, which make rabbit a useful model for studying platelet physiology (Packham,
Rand, & Kinlough-Rathbone, 1992). Santoro et al. (2004) had used Con A-Sepharose as
affinity support to purify rabbit platelet glycoprotein to characterize and compare them
with human platelet. C. mollis lectins immobilized to Sepharose were efficient to isolate
glycoproteins from different sources (Lima et al., 1997; Paiva et al., 2003). Affinity
chromatography of the two platelet preparations showed a specific bind to Cramoll 1,4
and Cramoll 3 (Fig. 2). It can be observed a similar profile to Cramoll 1,4 and Cramol 3
chromatographic curves. However, a distinct patter was observed when the different
platelet preparations were used; preparation PF60 showed two adsorbed peak, while
CPP showed only one peak. The electrophoretic patter of these peaks was distinct (Fig.

3).

4. Conclusions
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Carbohydrates polymers and glycoproteins could be used to characterize lectin
binding sites. Cramoll 1,4 and Cramoll 3 have discriminate between levans with distinct
molecular wheight and levan could be useful support to purify lectins that recognize
fructose demonstrated by the binding of Cramoll 1,4 to magnetized levan. The results
with platelet preparations showed that the affinity chromatographies were efficient in
purify platelet glycoproteins and the lectin supports resolved the distinct platelet
preparations in different way.

It is the first communication of magnetized levan to purify lectin.
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Table 1

Hemagglutinating activity inhibition of Cramoll 1,4 and Cramoll 3 by levans

Levan Cramoll 1,4 Cramoll 3
ZAG-12 32 64
Z-1-81 - -
ZAP 32 32
CP-50 - -

Hemagglutinating activity: Cramoll 1,4 = 4096; Cramoll 3 =512
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Fig. 1. Schematic curve of Cramoll 1,4 elution from FMZAG-12L particles (A) and

electrophoresis to native and basic protein of a sample (100 pg) of aliquots 12 and 13

(B).

Fig. 2. Affinity chromatography of platelet glycoprotein preparations, crude preparation
(A and B) and ammonium sulphate fractionation (C and D), on Cramoll 3-Sepharose (A
and C) and Cramoll 1,4-Sepharose (B and D), in 0.15 M NaCl, at a flow rate of 10 ml/h

and 1 ml of fractions.

Fig. 3. SDS-PAGE of adsorbed fractions (100 pg) from the affinity chromatography of
platelet glycoprotein preparations, crude preparation (1 and 2) and ammonium sulphate
fractionation (3, 4 and 5), on Cramoll 1,4-Sepharose (1, 3 and 4) or Cramoll 3-
Sepharose (2 and 5). Molecular mass marker (6). The 7.5 % gel was stained with

Coomassie Brilliant Blue.
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5 CONCLUSOES

5.1 As diferentes levanas testadas inibiram de modo distinto as atividades das

isolectinas de C. mollis.

5.2 Cramoll 1,4 ligou-se bioespecificamente a ZAG-12L magnetizada demonstrando

a capacidade deste polimero como suporte de afinidade para purificacdo de lectinas.

5.3 Cramoll 1,4-Sepharose e Cramoll 3-Sepharose foram eficientes na purificacio

de glicoproteinas de plaquetas.
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Prof®. Dr. Vera Lucia de Menezes Lima - (Membro Interno) - Depto. de
Bioquimica/UFPE

Prof*. Dr?. Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho - (Membro Interno) -
Depto. de Bioquimica/UFPE

Prof®. Dr®. Adriana Carla Cavalcante Malta Argolo - (Membro Externo) - Depto. de
Bioquimica/UFPE

Data de Aprovacao 28 / 02 / 2005.



Ata da defesa de dissénaq:éo da mestranda Gilvanely Cardoso Alves, realizada
em 28 de fevereiro de 2005, coma requisito final para obtengao do titulo de Mestre
em Bioguimica.

As 09:20 minutos do dia 28 de fevereiro de 2005, foi realizada, no Auditdrio Prof.
Marcionilo Lins, a defesa de dissertagao de Gilvanely Cardoso Alves, aluna do
Curso de Mestrado em Bioquimica/UFPE. Iniciando, a Profa. Dra.Vera Licia de
Menezes Lima, Coordenadora do curse supra citado, fez a apresentacio da aluna,
de sua orientadora, Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia, da sua co-
orientadora Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva e da Banca Examinadora
composta pelos professores doutores: Maria Tereza dos Santos Comeia, na
qualidade de Presidente, Vera Lacia de Menezes Lima, Luana Cassandra
Breitenbach Barroso Coelho, e Adriana Carla Cavalcante Malta Argolo, as-quatro
do Depto. de Bioguimica/lUFPE, sendo a Ullima exterma ao Programa. Apds as
apresentagdes, a Sra. Presidente convidou a atuna para a apresentacao de sua
- dissertag@o intitulada: spvallagio do Padrdo de Ligagdo de Isolectinas de
Cratylia mollis a Levanas @ Glicoproteinas de Plaguetas™, e informou, que de
acordo com o Regimento Intemo do Curso, o candidato dispde de até 50
(cinquenta) minutos para apresentagfo do trabatho e o tempo de argligao para
cada examinador, juntamente com o tempo gasto pelo aluno para responder as
perguntas sera de 30 (trinta) minutos. A aluna procedeu a sua apresentacdo em
25 (vinte e cinco MInutos). Apds a defesa, a Sra. Presidente convidou os membros
da Banca Examinadora para Jtupar seus lugares, passando a palavra para a
Profa. Dra. Adriana Carla Cavalcante Argolo, em seguida para a Profa. Dra. Vera
Lucia de Menezes Lima, e finalmente para a Profa. Dra. Luana Cassandra
Breitenbach Bamoso Coelho. Concluidas suas argiigbes, agradeceram e
cumprimentaram a mestranda e suas orientadoras. Em seguida, a sessdo foi
suspensa para o juigamento pela Banca Examinadora, que Se reuniu na
Secretaria do Curso, na presenga da Coordenadora. Apbs alguns comentarios, a
Banca decidiu, por unanimidade, conceder a mengdo “Aprovada”. Nada mais
navendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim, Secretario, e
demais membros da Banca Examinadora. Recife, 28 de fevereiro de 2005.
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