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RESUMO

A imobilizagdo de proteinas em suportes insoliiveis em agua constitui-se em
importante ferramenta biotecnoldgica. Por outro lado, a magnetiza¢do suporte sintetizado
aumenta seu potencial de uso pela facilidade de sua remog¢ao do meio de reagao, mediante o
uso de um campo magnético, permitindo a remoc¢do de contaminantes e sua reutilizagdo.
Dentre as classes de proteinas imobilizaveis destacam-se as lectinas, como a Concanavalina
A (Con A), com afinidade a residuos de glucose, manose e derivados. Gomas provenientes
de vegetais constituem uma Otima fonte de polissacarideos. Sementes de Parkia pendula
sdo capazes de produzir goma (PpeG). Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo
magnetizar a PpeG, propor como matriz para a imobilizacdo de lectinas e purificar
glicoconjugados. Sementes de P. pendula foram hidratadas e o sobrenadante foi submetido
a filtragdo, precipitacdo, lavagem com etanol e secagem. A goma resultante foi
magnetizada pelo método de co-precipitagdo em solugdo de cloretos férrico e ferroso,
submetida a ativacdo com NalOj, e finalmente, incubada com a ConA. A purificagdo da
glicoproteina fetuina foi utilizada como modelo para investigar o uso do derivado y,cPpeG-
ConA como matriz de afinidade. Apds a cromatografia e eluicdo realizada com glucose
(300mM), a presenga de fetuina foi investigada através de SDS-PAGE. Cerca de 63% de
Con A ofertada foi imobilizada no suporte. 14% da amostra de fetuina foi recuperada por
eluicdo competitiva. Depreende-se desses resultados que a goma de P. pendula mostrou ser
um polissacarideo com potencial para utilizagdo como suporte para imobilizacdo de

proteinas e sua aplicacdo como suporte em cromatografia de afinidade.
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ABSTRACT

Protein immobilization in water insoluble supports is an important tool in
biotechnology. Meanwhile, support magnetization increases its potential application since a
magnetic field can be used to separate the support from the reaction system and its reuse
afterwards. Among the proteins immobilized special attention have been given for lectins,
mainly Concanavalin A (Con A) witch presents an affinity for residues of glucose, mannose
and their derivatives. Natural plant gums are sources of polysaccharides. Parkia pendula
seeds produce a gum (PpeG) witch has been investigated as support for lectin
immobilization. The present work aimed to magnetize PpeG and immobilize Con A on it to
be used as affinity chromatography matrix in the purification of glycoconjugates. P.
pendula seeds were hydrated and the gum from the supernatant was precipitated and
washed with ethanol being dried at 37°C. The gum was magnetized with the co-
precipitation method using solutions of Fe™ and Fe™. Support activation was accomplished
with NalOs for Con A immobilization. maPpeG-Con A was used as affinity
chromatography matrix for the recognition of bovine serum fetuin glycoprotein. Fetuin
elution was carried out with a solution of glucose (300mM) and investigated through SDS-
PAGE. The efficiency of Con A immobilization was 63%. After elution 14% of fetuin was
recovered. These results indicate that PpeG is a promising polysaccharide support for

immobilization of lectins and application as affinity chromatography matrix.



1 INTRODUCAO

1.1 Imobilizacao

A imobilizagdo de proteinas constitui uma importante ferramenta em biotecnologia.
A insolubilidade em agua, conferida a proteina apds a imobilizacdo, torna este material
facilmente removivel do meio de incubagdo, o que possibilita a obtencdo de produtos
isentos de contaminag¢do. Além disso, a biomolécula imobilizada pode reter parte ou a
totalidade de suas propriedades biologicas (TWEEDDALE & REDMOND, 1998;
KORECKA et alii, 2005).

A interacdo da proteina a ser imobilizada com a respectiva matriz pode acontecer
pela formagdo de redes interpenetradas (enclausuramento), adsor¢do fisica, ligagdo idnica,
quelacdo ou ligagdo covalente (PINHEIRO, 1995; FALCAO, 2002) ¢ a ativagdo do suporte
pode ser efetuada, usualmente, através de grupos hidroxil presentes na matriz polimérica
pelo brometo de cianogéneo, glutaraldeido, epoxi, carbonil-diimidazol, tosil clorido, entre
outros (TANYOLAC & OZDURAL, 2000).

A mudanga do microambiente ao redor das proteinas imobilizadas pode ocasionar
mudancas nas suas propriedades, quando as mesmas sdo comparadas a sua forma nativa
(ARAUJO et alii, 1997; GILL & BALLESTEROS, 2000). Assim, constantemente, novas
metodologias sdo propostas para a imobiliza¢ao de proteinas, tendo em vista que nenhuma
matriz € universal ou perfeita (WEETALL & LEE, 1989; HERMANSON et alii, 1992;
BARBOSA et alii, 2000a; BUCUR et alii, 2004).

NADRUZ-Jr e colaboradores (1996) observaram que a xantina oxidase era capaz de
reter sua atividade por um tempo maior quando a mesma era co-imobilizada com
superoxido dismutase e catalase em suporte de silicone-polianilina. A perda da atividade
estaria ligada a producdo de radicais livres (O,) e H,O,, que inativariam a enzima, apos a
sua incubacdo com hipoxantina (um de seus substratos). Impedimentos estéricos, devido a
imobilizagdo, também poderiam limitar a a¢do da enzima, ocasionando diminui¢do ou

auséncia de sua atividade catalitica.
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Antigenos provenientes do agente etioldogico da peste, Yersinia pestis, foram
covalentemente imobilizados em suportes formados por uma rede de alcool polivinilico e
glutaraldeido (PVA-glutaraldeido) e empregados como fase solida em ELISA (ARAUJO et
alii, 1996). BARBOSA e colaboradores (2000b) comparando o ELISA tradicional com o
ELISA-PVA-glutaraldeido observaram nao haver diferengas significativas na determinacao
de anticorpos IgG contra antigenos de Yersinia pestis, concluindo que a plastificagdo de
papéis de filtro com PVA-glutaraldeido possibilitou uma nova forma de suporte aliado ao
baixo custo do processo. Utilizando Dacron revestido com polianilina e ativado com
glutaraldeido, COELHO e colaboradores (2001) observaram uma maior imobilizacdo deste
mesmo antigeno acompanhada de uma eficiéncia no diagnostico comparada ao ELISA
tradicional.

Com a inten¢do de construir um biosensor sensivel a pesticidas ANDREESCU e
colaboradores (2001) modificaram geneticamente a enzima acetilcolinesterase (AchE) de
Drosophila melanogaster. Esta modificagdo permitiu a introdu¢ao de seis aminoacidos
histidina (His) na regido glicolipidica, anteriormente responsavel pela ancoragem da
enzima a membrana citoplasmatica. Devido a incorporagdo da histidina, a enzima pode ser
imobilizada de forma dirigida, através da forma¢ao do complexo metal-quelato, Ni-NTA-
Silica (niquel-acido nitrisoacético-silica). Isto foi possivel por causa da caracteristica do
Ni*" de se ligar a proteinas e peptideos contendo His. O complexo silica-NTA-Ni-(Hisg)-
AchE pdde entdo reconhecer os pesticidas comerciais “paraoxon”, “dichlorvos” e
“chlorpyrifos ethil oxon”.

A construcdo de biossensores empregando acidos nucléicos também recebe
destaque. HA e colaboradores (2004) demonstraram que a inser¢do de grupos tiol em
oligonucleotideos (5’-HS(CH;)s-oligonucleotideo-3’), do gene codificador da enzima
iduronato-2-sulfato (IDS), responsavel pela sindrome de Hunter, permitiu a imobilizacao

dos DNAs de fita simples em microbalancas de cristal de quartzo (QMC).



1.2 Imobilizacao de Lectinas

Nos ultimos tempos, tem-se observado que processos de imobilizagdo por afinidade
podem conferir um aumento da atividade catalitica de enzimas, promover estabilidade
estrutural de proteinas contra desnaturacdes e proporcionar o reuso da matriz
(MISLOVICOVA et alii, 2004). Neste contexto, as lectinas assumem importancia
significativa (HELMHOLZ et alii, 2003) por participarem de diversos processos bioldgicos
que envolvem a interacdo proteina-carboidrato, tais como infecgdes (virais, bacterianas,
parasiticas e por micoplasmas); interagdes células-alvo e componentes soliveis; metastases,
crescimento ¢ diferenciacao celular (LORIS et alii, 1998).

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas ubiquas de origem ndo imunologica que
interagem reversivelmente com carboidratos de glicoconjugados, aglutinam células e
precipitam polissacarideos (SHARON & LIS, 2004).

As diferentes especificidades para carboidratos distintos tém tornado estas proteinas
instrumentos valiosos nas mais diversas areas de pesquisa (BELTRAO, 1998). Lectinas,
dentre outros exemplos, podem ser empregadas na purificagdo e andlise de glicoproteinas,
glicolipidios (HELMHOLZ et alii, 2003) e polissacarideos (FRANCO-FRAGUAS et alii,
2003). Isto possibilita a purificagdo destes compostos provenientes de misturas complexas
com a preservagao de sua integridade estrutural (HELMHOLZ et alii, 2003).

Desse modo, FRANCO-FRAGAS e colaboradores (2003) propuseram que a
imobilizagdo da lectina de soja (“soybean agglutinin”, SBA) em Sepharose 4B modificada
seria capaz de reconhecer e purificar polissacarideos capsulares (CPS-14), responsaveis
pela resposta imunolégica a bactéria Streptococcus pneumoniae.

Também, através da imobilizacdo da lectina de gérmen de trigo (“wheat germ
agglutinin”, WGA) em Sepharose 4B, células vermelhas sangiiineas puderam ser
seletivamente reconhecidas e analisadas quanto a ligagdo de citocalasina B e o
transportador de glicose Glut-1 (GOTTSCHALK et alii, 2003).

Uma lectina extraida das sementes de Cratylia mollis foi imobilizada em Sepharose
e utilizada para purificacdo de proteinas plasmaticas humanas (LIMA et alii, 1997). Cerca

de 10% das proteinas de plasma foram separadas por cromatografia de afinidade, dentre
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elas a lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT, E.C.2.3.1.43), responsavel pela
esterificacdo do colesterol plasmatico.

Dentre as lectinas, certamente, a mais estudada, ¢ a Concanavalina A (Con A) (Fig.
1), extraida da Canavalia ensiformis. Sua estrutura compreende trés folhas [3 e sitios de
ligacdo para cdlcio e manganés (LORIS et alii, 1998). Dependendo do pH, Con A
apresenta-se como dimero (pH < 5,6), tetramero (pH 5,8 a 7.0) e em alto nivel
organizacional (pH > 7.0); e possui afinidade por residuos de glicose e ou manose e seus

derivados (BUCUR et alii., 2004).

Figura 1: Mondmero da Concanavalina A

(http://msdlocal.ebi.ac.uk/docs/Images/GIF/4CNA_concanavalin-A-monomer_1.gif)

MISLOVICOVA e colaboradores (2004) observaram que a conjugacio de manana a
enzima penicilina G acilase (penicilina aminohidrolase, E.C.3.5.1.11), propiciava a sua
ligacdo a Con A. Isto possibilitou a formacao de até trés camadas sucessivas de manana-
penicillina G acilase (MPGA) e Con A, sendo a primeira detentora de maior atividade
(73%) em relagdo a segunda (10,4%).

Estudando um novo método para imobilizacio da enzima acetilcolinesterase
(AchE), BUCUR e colaboradores (2004) demonstraram que as interagdes existentes entre
AchE e Con A poderiam ser uteis na construgdo de um novo biossensor. Por possuir pelo
menos dois sitios de ligacdo a carboidratos em sua estrutura (dimero), Con A reconheceria

o carboidrato o-D-mano-piranosideo imobilizado no suporte e disponibilizaria ao menos



mais um sitio de ligagdo que poderia ser usado pela AchE. Deste modo, o biossensor obtido
apresentou-se sensivel aos inseticidas organofosforicos.

FRAGUAS e colaboradores (2004) relataram que a purifica¢cdo da peroxidase (E.C.
1.11.1.7) de extrato bruto de raiz de Armoracia rusticana, estaria diretamente ligada a
quantidade de Con A ativa imobilizada em Sepharose, o que refletiria o0 método de
imobilizacado empregado. Com a utilizagdo do agente CDAP (1-ciano-4-(dimetilamino)-
piridino-tetrafluoroborato) os autores obtiveram uma alta atividade enzimadtica para a
peroxidase imobilizada devido a formacao de estruturas homogéneas na matriz de éster de
cianato.

Em cromatografia de afinidade, Con A imobilizada foi utilizada por
FONTANIELLA e colaboradores (2004) no reconhecimento de ligantes presentes na
parede celular das algas Evernia prunastri e Xanthoria parietina oriundas de liquens. Tal
interagdo demonstrou ndo somente que este ligante ¢ uma proteina glicosilada, contendo
manose, bem como indicou que a mesma poderia ser um receptor para sinais extracelulares.

MASAROVA e colaboradores 2004 propuseram uma nova metodologia para a
imobilizacdo da Con A. Através das interagdes hidrofobicas existentes entre o decapeptideo
polymyxin B, PMB, obtido a partir do Bacillus polymyxa, imobilizado no Chip C1 (SPR —
surface plasmon resonance), ¢ Con A, foi possivel reconhecer os carboidratos manana
originarios da levedura Saccharomyces cerevisiae. Entretanto, apesar da afinidade da Con
A pela manana ser observada, a imobilizagdo da mesma em PMB foi reduzida quando
comparada a sua imobilizacdo ao Chip CIl. O método ainda apresentou qualidades
apreciaveis quanto ao seu reuso, visto que, tanto a manana como a Con A podem ser

removidas e reimobilizadas.

1.3 Particulas Magnéticas

Atualmente, a utilizagdo de particulas magnéticas em areas da biologia e medicina
vem facilitando ndo somente a imobilizagdo de proteinas, mas também, a purificagdo de
DNA e RNA, separacao e purificacdo celular, transporte de drogas contra o cancer e a

ressonancia magnética por imagem, RMI (PAN et alii, 2005).



6

Misturas contendo particulas magnéticas possuem vantagens em relagdo aos
métodos convencionais, pois reduzem o tempo de processamento € o uso de agentes
quimicos, facilitam a separagdo e possibilitam uma automag¢do adequada. A interagdo entre
a magnetita e as espécies bioldgicas (células, acidos nucléicos e proteinas) aconteceria por
intermediarios de camadas organicas ou poliméricas (PAN et alii, 2005).

Estudos de ressonancia magnética nuclear (RMN), microscopia eletronica, difracao
de raio-X e das propriedades magnéticas mostraram indicios de que o complexo dextrana-
magnetita (DM) seria formado por um nticleo de magnetita revestido com dextrana (Fig.
2). A interagdo se daria entre o grupo carbonila da dextrana (exposto por aquecimento em
solucdo de NaOH) e o ferro. Em meio aquoso, estas particulas contendo dextrana de
diferentes pesos moleculares, formam complexos de moléculas totalmente estendidas ou

contorcidas ao acaso (KAWAGUSHI & HASEGAWA, 2000).

Magnetite
core ™

Dextran
chain
Fig. 2. Dextrana magnetizada

(KAWAGUSHI & HASEGAWA, 2000)

A construcao de microesferas magnéticas, envoltas em nitrocelulose, foi aplicada na
imobilizacdo da enzima glicosamilase (E.C.3.2.1.3) com retengdo de aproximadamente
94,7% da atividade enzimética da enzima soltivel (TANYOLAC & OZDURAL, 2000).

Apoiando-se na metodologia de magnetizagdo, PAN e colaboradores (2005)
imobilizaram a albumina de soro bovino (“bovine serum albumine”, BSA) em nanoesferas
modificadas com dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM). A adi¢do de grupos —NH;
pela PAMAM proporcionou um aumento da taxa de imobilizagdo de BSA em torno de 3,9
a 7,7 vezes quando comparado ao processo de imobilizagdo com amino-silano.

SAFARIKOVA e SAFARIK (2000) utilizaram quitosana magnetizada para a

purificagdo da lectina de tubérculos de Solanum tuberosum. Rica em hidroxiprolina, esta
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proteina possui afinidade por carboidratos do tipo N-acetilglicosamina, os quais podem ser
encontrados na quitosana. Cerca de 50% da atividade da lectina pdde ser recuperada apos a
separacdo da mesma do extrato bruto. Isto representou um aumento de 13 vezes na
atividade especifica desta lectina.

KORECKA e colaboradores (2005) demonstraram que a imobilizagdo de
glicoproteinas (tripsina, quimiotripsina, papaina e neuraminidase) poderia ser realizadas em
particulas magnéticas e a atividade enzimatica poderia variar dependendo do tipo de
tampao empregado e da presenga de sulfactante.

Estudando a imobilizagdo do anticorpo IgG contra peroxidase (“horseradish
peroxidase”, HRP) em agarose ativada com diferentes grupos reativos (MANAE =
monoamino-N-aminoetil-agarose, glutaraldeido, quelato-epoxideos e brometo de
cianogéneo), FUENTES e colaboradores (2005) observaram que suportes oxidados do tipo
MANAE apresentavam os melhores resultados, tendo em vista a ndo inibi¢do do processo
antigeno-anticorpo. Além disto, a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas contendo
MANAE e revestidas com um heteropolimero (poli-aspartico e dextrana-aldeido)
impediram a inativagdo do proprio anticorpo e a interacdo idnica com proteinas

inespecificas no momento da purificagdo da HRP.

1.4 Polissacarideos

Carboidratos e seus derivados tém sido investigados para serem utilizados como
suporte para imobilizacdo de proteinas (SAFARIKOVA & SAFARIK, 2000; FRANCO-
FRAGUAS et alii, 2003; FRAGUAS et alii, 2004; MISLOVICOVA et alii, 2004). E sua
magnetizacdo apresenta vantagens, pois, o revestimento da magnetita com o polimero
oferece a possibilidade de funcionalidade da superficie e subseqiiente imobilizagdo da
biomolécula, além de proteger a mesma do contato com o metal oxidado, o ferro
(KORECKA et alii, 2005).

Gomas naturais constituem uma O6tima fonte de carboidratos. O termo goma pode
denotar um grupo de polissacarideos (glicanas) ou derivados que se hidratam em agua
quente ou fria para formar solu¢des viscosas ou dispersdes em baixas concentragdes.

Podem ser classificadas como gomas naturais ou modificadas. As naturais compdem



extratos de algas (como por exemplo, os alginatos), ou exudados de plantas (como a goma
arabica), sementes e raizes (amido da batata) e fermentacdo microbiana (xantana). Celulose
e derivados do amido (éter ou ésteres de celulose) constituem as gomas modificadas
(ZOHURIAAN & SHOKROLAHI, 2004). Sua importincia deve-se ao emprego na
industria de papel, tintas, alimenticia, firmacos e cosméticos (MILLER, 1987).

Descri¢cdes de polisacarideos podem ser encontradas na literatura. SIMAS e
colaboradores (2004) isolaram a goma do exudado da palma Scheelea phalerata e
observaram que a mesma era insolivel em 4gua e composta por unidades de fucosil,
arabinose, xilose ¢ acido urdnico nas concentragdes molares 5:34:54:7 respectivamente.
Entretanto, de PINTO e colaboradores (1998) na andlise da goma dos exudados de
Laguncularia racemosa (“mangue blanco” encontrado na Venezuela) demonstraram a
presenga de um complexo pentassacarideo composto por acido urdnico, galactose,
raminose, além de residuos de arabinosil (piranosil e furanosil), galactosil, acido
glicurdnico e acido 4-o-metil-a-D-glicurdnico.

LU e YOSHIDA (2003) relatam que os polisacarideos da arvore “lacquer” (chinesa)
possuem atividade antitumoral e promotora da coagulagdo. Caso sejam sulfatados, os
mesmos adquirem atividade anti-HIV e anticoagulante. Os autores descrevem na sua
composicao os agucares D-galactose, 4-o-metil-o.-D-glicurdnico, acido D-glicurénico, L-
arabinose e raminose, contudo, comparagdes realizadas com diferentes variedades da Asia
demonstraram diferencas quanto a concentracio e composi¢ao dos mesmos.

Raizes de Vernonia kotschyana sdo utilizadas por habitantes de Mali no tratamento
de gastrites, ulceras gastroduodenais, no auxilio a digestdo e como remédio cicatrizante
contra ferimentos, dentre outros. Observando estes aspectos etnofarmacologicos,
NERGARD e colaboradores (2004) isolaram e caracterizaram parcialmente seus
polisacarideos, além de analisarem sua atividade imunomoduladora. Tais sacarideos
consistiam de frutose, arabinose, raminose, galactose, glucose e 4cido galactouronico. A
proliferacdo de células B, estimulacdo de macrofagos e a fixacdo do complemento
resultantes da atividade da porc¢do acidica do polissacarideo denotam e apdiam o uso

terapéutico desta planta.
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A Parkia pendula (Fig 03.) ¢ uma espécie arborea leguminosa pertencente a familia
das Fabaceae com distribuicdo pantropical, encontrada na Zona da Mata dos Estados de

Pernambuco, Alagoas e norte do Espirito Santo.

Fig 3. Parkia pendula

Também fazendo parte da flora da Floresta Amazdnica. A arvore ¢ considerada um
indicativo de Mata Atlantica remanescente, sendo popularmente conhecida como visgueiro
devido ao exudado obtido de suas vagens maduras e de seu tronco. A arvore pertence a sub-
tribo Mimosoideae, sendo também denominada de /nga pendula Wild ou Mimosa pendula
Poir (FILHO, 2003).

Sementes de Parkia pendula produzem uma goma composta pelos carboidratos:
galactose (30%), arabinose (62%), acido glicurdnico (3,5%) e acido 4-O-metilglicurénico
(4,5%). Apesar da sua descricdo na literatura, ndo foi observada uma aplicabilidade para

esta goma (ANDERSON & PINTO, 1985).
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a importancia de se explorar e aplicar o potencial de recursos
renovaveis botanicos da regido Nordeste e do Brasil, com impacto positivo na sociedade, a
goma de sementes de Parkia pendula, uma leguminosa encontrada na Zona da Mata de
Pernambuco, Alagoas e Espirito Santo e Floresta Amazonica, foi escolhida como matéria

prima para o desenvolvimento de um suporte para imobilizaciao de proteinas.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O presente trabalho tem como objetivo magnetizar e propor a goma das sementes de
P. pendula como suporte para imobilizacdo da lectina de Canavalia ensiformis,
Concanavalina A, Con A, com fins a purificagdio de glicoconjugados através de

cromatografia de afinidade sob campo magnético.

3.2 ESPECIFICOS

- Purificar a goma das sementes de P. pendula;

- Magnetizar a goma de P.pendula;

- Imobilizar Con A na goma de P. pendula;

- Verificar a atividade da Con A imobilizada quanto a sua eficiéncia na purificacao

de fetuina (glicoconjugado).
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ABSTRACT

Protein immobilization in water insoluble supports is an important tool in biotechnology.
Meanwhile, support magnetization increases its potential application since a magnetic field
can be used to separate the support from the reaction system and its reuse afterwards.
Among the proteins immobilized special attention have been given for lectins, mainly
Concanavalin A (Con A) which presents an affinity for residues of glucose, mannose and
their derivatives. Natural plant gums are sources of polysaccharides. Parkia pendula seeds
produce a gum (PpeG) which has been investigated as support for lectin immobilization.
The present work aimed to magnetize PpeG and immobilize Con A on it to be used as
affinity chromatography matrix in the purification of glycoconjugates. P. pendula seeds
were hydrated and the gum from the supernatant was precipitated and washed with ethanol
being dried at 37°C. The gum was magnetized with the co-precipitation method using
solutions of Fe™ and Fe™. Support activation was accomplished with NalO,4 for Con A
immobilization. m.PpeG-Con A was used as affinity chromatography matrix for the
recognition of bovine serum fetuin glycoprotein. Fetuin elution was carried out with a
solution of glucose (300mM) and ivestigated through SDS-PAGE. The efficiency of Con A
immobilization was 63%. After elution 14% of fetuin was recovered. These results
indicates that PpeG is a promising polysaccharide support for immobilization of lectins and

application as affinity chromatography matrix.
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INTRODUCTION

Sugar-specific and cell-agglutinating proteins of non-immune origin are named
lectins. This class of protein functions as recognition molecules in cell-molecule and cell-
cell interactions in a variety of biological systems (Sharon & Lis 2004).

Many biomolecules have been isolated using separation techniques based on the
interaction of biospecific molecules. Thus immobilized lectins have found applications in
the purification and analysis of glycoconjugates (Helmholz et al. 2003), polysaccharides
(Franco-Fraguas et al. 2003) and cells (Gottschalk et al. 2003). For instance, the lectin
extracted from Canavalia ensiformis, named Concanavalin A, briefly Con A, has been
extensively used in the isolation, fractioning and structural characterization of
glycoproteins (Mislovicova et al. 1995, Bucur et al. 2004) and others important
glycoconjugates bearing glucose and or mannose residues (Fraguas et al. 2004).

Among the supports used in protein immobilization carbohydrates have became the
focus of intense interest in biotechnology (Safarikova & Safarik 2000, Kawagushi &
Hasegawa 2000, Franco-Fraguas et al. 2003, Fraguas et al. 2004, Mislovicova et al. 2004).
Furthermore, to increase their performance supports have been magnetized to decrease the
processing time of samples, the utilization of chemicals as well as to facilitate separation
and process automation (Pan et al. 2005).

Natural plant gums are a source of carbohydrates. Parkia pendula (Fabaceae) is a
plant with pan tropical distribution (Anderson & de Pinto 1985) found in the Atlantic
Forest in the Northeast of Brazil and in the Brazilian Rain Forest. Its seeds produce a gum,
when hydrated with water. This work aimed to magnetize the P. pendula seed gum (PpeG)
and to use as a support for Con A immobilization for affinity chromatography of

glycoconjugates

MATERIALS AND METHODS

Gum purification: PpeG purification was carried out according to Rodrigues et al. (1993).
Seeds of P. pendula were hydrated with distilled water for 24 h. The supernatant (75 ml)
was diluted in 300 ml of distilled water, filtered through cheese-cloth and the gum
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precipitated with 750 ml of ethanol for 24 h at 4°C. Afterwards the precipitate was filtered
through cheese-cloth, washed twice with 150 ml of ethanol at 4°C and dried at 36°C

overnight.

Gum Magnetization: Dried PpeG (500 mg) was added to 50 mL of 1% acetic acid solution
and stirred for 4 h. Solution (10 ml) containing 1.1M FeCls.6H,O and 0.6M FeCl,.4H,0
(1:1) was added to the mixture, the pH was adjusted to 11 with a 28%/Liter solution of
NH4OH and heated in water-bath for 30min at 80°C. Finally, the magnetic particles were
collected by centrifugation and washed with distilled water until the supernatant reach pH
7.0. PpeG magnetized (maPpeG) was then dried at 25°C, grounded and sieved (particle size
250 pm).

Support activation and Con A Immobilization: 1 ml of sodium meta-periodate solution (100
mg/ml in 0.01M sodium phosphate buffer, pH 7.4) was added to 50 mg of n,.PpeG.
Activation reaction was developed in the dark, under stirring for 4 h at 25°C. The support
was washed 10 times with 0.01M sodium phosphate buffer, pH 7.4 (from now on called
buffer) and incubated with 1 ml of a solution of Con A (400 pg/ml in buffer) under stirring
for 20 h at 4°C. Afterwards magPpeG-Con A was washed with buffer (5 times) and
incubated with 1 ml of a solution of 0.03M sodium borohydride for 2 h at 4°C. The support
was washed 10 times with the buffer and kept at 4°C until use. Efficiency of Con A
immobilization onto m,,PpeG was determined by the difference between the protein content
of Con A offered and the one in the supernatant after immobilization process using Lowry

et al. (1951). All experiments were carried out in quintuplicates.

Affinity Chromatography with ,..PpeG-Con A: 1mL of a solution of fetuin (400 pg/ml in
buffer) was incubated with n,,PpeG-Con A (50mg) for 1 h under stirring at 25°C.
Afterwards the magnetic particles were collected by a magnetic field (6,000 Oe) and further
washed twice with the buffer. Protein determination was established for the supernatants
according to Lowry et al. (1951). The washed magnetic particles were incubated with 0.3M
glucose (1 ml) for 1 h at 25°C in order to disrupt the Con A-fetuin complex. Efficiency of

fetuin recognition by Con A immobilized on the ,,,PpeG was determined by the difference
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between the protein content of fetuin offered and the one in the supernatant. All

experiments were carried out in quintuplicates.

SDS-PAGE: samples were dialyzed, lyophilized and ressuspended in distilled water prior to
the gel running. SDS-PAGE (12.5%) was carried out according to Laemmli (1970) and
visualized with silver staining (Keshoven & Dernick, 1985). Protein pattern contained
bovine serum albumin (66 kDa), fetuin (64 kDa) egg-albumin (46 kDa), gliceraldehyde-3-P
enzyme (36 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), trypsinogen (24 kDa) e Con A (32 kDa).

Physical-chemical partial characterization: PpeG and m,,PpeG were analyzed for
elemental content and infrared spectrometry in the Analytical Laboratory of the

Departamento de Quimica Fundamental of the Universidade Federal de Pernambuco.

RESULTS AND DISCUSSION

Physico-chemical partial characterization

The element’s composition of the free and magnetized P. pendula seed gum (Table
1) showed the presence of carbon and hydrogen only. They increased with higher amounts
of gum used to magnetize. Although Anderson & Pinto (1985) suggested the presence of a
protein component, by the nitrogen and sulfur detections in the P. pendula seed gum these
elements were not detected in our preparation (Table 1). Furthermore, no amine and amide

characteristic bands were visualized in the gum infrared analysis (Figure 4).

Table 01. Element composition of free and magnetized P. pendula seed gum.

Sample %
Nitrogen Carbon Hydrogen  Sulfur
PpeG* (0,500 mg/ml) 0 35,83 5,29 0
magPpeG* (0,100 mg/ml) 0 3,58 1,42 0
magPpeG* (0,500 mg/ml) 0 9,24 1,98 0

* - PpeG and 1m,,PpeG stands for free and magnetized P. pendula seed gum, respectively.
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Infrared Spectrum

Corti et al. (2004) observed that 1656, 1631 e 1558 cm’ infrared bands
corresponded to axial deformation of carbonyl in amida (in our case related to carbonyl of
peptide bonds), N-H angular deformation of amina and N-H angular deformation of amida.
Similar bands were observed by Pan et al. (2005). Absence of these bands in the spectro of
PpeG confirms, together with the element analysis that no proteins were found in its
structure.

The PpeG infrared spectrum is typical for polysaccharide (Fig. 4) as those reported
for cellulose (Corti et al. 2004) and the cashew gum (Silva et al. 2004). The C=0 axial
deformation at the wavenumber 1736 cm™ typical of glucuronic acid is present for the
PpeG. On the other hand, Fig. 5 presents the infrared spectra of the free PpeG and
magnetized PpeG at different concentrations (0.100 mg/ml and 0.500 mg/ml) as well as the
magnetite. The Fe-O group can be seen at the 570 cm™ wavenumber (Pan et al. 2005).

Other groups present in the spectra are shown in Table 2.

T T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figure 4: Infrared spectrum of the P. pendula seed gum.
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Figure 5: Infrared spectra of P. pendula gum (a), magnetite (b) and magnetized gum using

0,100 mg/ml (¢) and 0,500 mg/ml (d)

Table 2. Infrared absorbance of the P. pendula seed gum derivatives.
Wavenumber (cm™) Chemical group  Deformation type

565, 564, 570 Fe-O -
1038, 1040, 1042 C-OH Axial
1231 C-0 Axial
1406, 1430 O-H Angular
1591, 1605, 1622, 1736 C=0 Axial
2851 C-H Axial asymmetry
2919, 2923, 2929 C-H Axial symmetry
3269, 3370, 3400, 3391 O-H Axial

Immobilization and Activity of Con A

The partial oxidation of the gum by NalO, aimed to introduce aldehydes groups in
the vicinal hydroxyls of the carbohydrates (Martinez-Barragdo & Angel. 2001) randomly

(Hong et al. 2004). These aldehydes groups then react to amino group from amino acids
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such as lysine, sulthydryl group from cysteine, imidazole group from histidine (Fraguas et
al. 2004).

The immobilization of Con A on the PpeG retained about 62% of the offered
protein (Table 03). Kobayashi & Ichishima (1991) reported 40% of retention immobilizing
bovine serum albumin on cellulose. It is worthwhile to notice that not all carbohydrate
moieties are oxidized by the NalO4 (Hong et al. 2004). Furthermore, the PpeG structure is

not completely identified yet and its linear and branched chains are not established.

Table 03. Immobilization efficiency of Con A on magPpeG.

Offered Supernatant Immobilized* Efficiency*
(ng/mL) (ug/mL) (ng) (%)
Sample

1 400 137 263 65

2 400 137 263 65

3 400 149 251 62

4 400 154 246 61

5 400 158 242 60

* - Mean £ SD 253.0 ug £ 9,7 pg and 62.6% £ 2.30%

The aim of this contribution was to use the immobilized Con A on the ,.PpeG as
affinity support for the glyconjugate purification. The fetuin, composed of one polypeptide
chain (Spiro 1963) containing 3 oligossacharides N-linked (Green et al. 1988) and 3 O-
linked (Spiro & Bhoyroo 1974), was used as a model. Table 04 summarizes the results of
this purification and shows that about 14% of fetuin was complexed to about 63% of Con
A. This relationship accounts for about 01 mole of fetuin per 08 mole of Con A considering
that the molecular weight are respectively 64 kDa (Johnson & Heath, 1986a) and 32 kDa
(Fontaniella et al. 2004). The ratio of 1:1 mole: mole of fetuin and Con A was probably not
accomplished due to steric hindrance caused by the immobilization procedure.

Beside that, even the higher quantity of oligossacharides present in fetuin and its
recognition by soluble Con A (Johnson & Heath 1986b), Green et al. (1988) observed that
among the 23 N-types of oligossacharides, that could be found in fetuin (di- or tri-

branched), only the di-branched ones would be recognized, that is, 17%.
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Table 4. Efficiency of fetuin recognition by the immobilized Con A on maPpeG.

Offered Supernatant Retained fetuin*  Efficiency*
Sample  (ug/mL) (ng/mL) (1) (%)
1 400 332 68 17
2 400 344 56 14
3 400 338 62 15
4 400 362 38 9
5 400 343 57 14

* - Mean £ SD of 56,2 ng £ 11,23 pg and 13.8% £2.95%

Figure 6 shows the SDS-PAGE three bands (64, 58 e 55 kDa) for the fetuin (Lane
B) whereas only two bands (64 e 58 kDa) for the purified fetuin (Lane C) by affinity
binding to the immobilized Con A on ,,PpeG. The Con A band (Lane D) is not present in
the Lane C, which demonstrates that this lectin was covalently linked to the n,,PpeG and

was not detached during the washings.

Pattern Fetuin Eluted Fetuin ConA
(A) (R (@) (M
66kDa 64kDa
- < 58kDa
46kDa —»
36kDa —»
32kDa
29kDa ==
24kDa 3

Figure 6: SDS-PAGE (Laemmli 1970) of eluted fetuin from the immobilized Con A on
magPpeG. Pattern (A), Fetuin (B), Eluted Fetuin (C), ConA(D).
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Because of its carbohydrate moiety fetuin presents an irregular run in SDS-PAGE.
Johnson & Heath (1986a) observed that in SDS-PAGE native fetuin, pre-fetuin and
glycosilated one (found in the rough endoplasmatic reticulum) present molecular weight of
64, 49 e 58 kDa, respectively. The 58kDa band would be a fetuin with two N-type
glycosylation.

According to Green et al. (1988) the recognition of Con A for di-branched fetuin
justifies the absence of the 55kDa band in the lane C of the SDS-PAGE (Fig. 05). Authors
observed that L-PHA (Leukoagglutinating Phytohemagglutinin) and RCA-I (Ricinus
Communis Agglutinin) interact with carbohydrates depending on the type of the bound
between the saccharide residue and its position in the oligossacharide chain. L-PHA
possess strong interaction if the neuraminic acid, present in fetuin, has one terminal a-2,3
bound linked to the mannose’s branching a-1-6. Otherwise, if the bound is a-2,6 on the
same branching (a-1-6) the recognition of the sugar by L-PHA cannot be made.
Furthermore, no significant interference, in recognition, was observed if the sugar was
located on another branching.

So, the spatial changes caused by certain saccharides bearing N-type glycosylation
in fetuin, would, possibly, impose a more or less stable interaction between Con A and

fetuin.

CONCLUSION
Ppeg was efficiently magnetized and used as support for Con A immobilization.

magPpeG-Con A was used as an affinity chromatography matrix for purification of fetuin

under a magnetic field showing to be a promising support for biotechnology application.
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CONCLUSOES

Ppeg foi:

- eficientemente magnetizada e usada como suporte para a imobiliza¢dao da Con A;

- magPpeG-Con A foi utilizada como matrix de afinidade cromatografica para a
purificagdo da fetuina sobre campo magnético;

- magPpeG-Con A demonstrando ser um suporte promissor em aplicagdes

biotecnoldgicas.
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