UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
MESTRADO EM BIOQUIMICA

ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO PARCIAL E
IMOBILIZACAO EM SEPHAROSE CL-4B DA LECTINA DE
ENTRECASCA DE Crataeva tapia L.

REGINA MARIA SOUSA DE ARAUJO

RECIFE, 2004




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
MESTRADO EM BIOQUIMICA

REGINA MARIA SOUSA DE ARAUJO

ISOLAMENTO, CARACTERIZAGAO PARCIAL E
IMOBILIZAGAO EM SEPHAROSE CL-4B DA LECTINA DE
ENTRECASCA DE Crataeva tapia L.

Dissertagcao apresentada ao
Mestrado em Bioquimica do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco, como parte dos
requisitos exigidos para obtengao do
titulo de Mestre em Bioquimica.

Orientadora: Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva
Co-orientadora: Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia

RECIFE
FEV/2004



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
MESTRADO EM BIOQUIMICA

REGINA MARIA SOUSA DE ARAUJO

ISOLAMENTO, CARACTERIZAGAO PARCIAL E IMOBILIZAGAO EM
SEPHAROSE CL-4B DA LECTINA DE ENTRECASCA DE Crataeva tapia L.

Orientadora:

Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva

Co-orientadora:

Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Luana Cassandra Breintenbach Barroso

Profa. Dra. Maria das Gragas Carneiro da Cunha

Profa. Dra. Maria Inés Sucupira Maciel

Suplentes:

Profa. Dra. Vera Lucia de Menezes Lima

Profa. Dra. Maria do Socorro Mendonga Cavalcanti

RECIFE, FEV/2004



Deus quer, o homem sonha, a obra nasce.
Fernando Pessoa



A minha mae, que sera sempre presencga
viva em minha vida, pela forca que me deu
mesmo no siléncio, mesmo na auséncia... A
minha gratiddo, silenciosa e eterna, pelo teu
amor e pelo teu sorriso que sempre de algum
lugar me encoraja e me da forcas para

prosseguir.



AGRADECIMENTOS

A Deus, razdo de tudo. “Meu coracédo € para ti, Senhor, porque tu me
destes a vida, o existir, o carinho e o amor”.

A Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva pela forma carinhosa que me
acolheu, pela orientacado cientifica maravilhosa, pelo apoio, atencéo, confiancga,
incentivos e oportunidades constantes. Enfim, mais que uma orientadora, foi
verdadeira amiga.

A Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia pela co-orientagao, pela
tranquilidade, confianca, apoio e amizade.

A Maria Barbosa Reis, pela dedicagao, ensinamentos e por ter me oferecido
a entrecasca com a qual pude desenvolver e obter os resultados deste trabalho.

Aos amigos que encontrei no Mestrado e no Laboratério de Glicoproteinas
que fizeram a distancia de casa e a rotina tornar-se menos ardua e mais alegre,
pela amizade, companheirismo e apoio. Eu amo vocés!

Aos professores e funcionarios do Departamento de Bioquimica pela
dedicagao, amizade ou pelo simples convivio que se fez presente nesta conquista.
Em especial a Miron, Neide e Joao Virginio.

Palavras ndo traduzem meu eterno e sincero agradecimento ao meu pai
pelo amor, carinho, educacdo, respeito, compreensao e apoio em todos os
momentos da minha vida. Hoje estou aqui devido a sua forga e seu incentivo. Pai,
nds vencemos!

A Luciano pelo seu amor, amizade, cumplicidade, carinho, compreensao,
respeito e estimulo constantes. Encontro na minha conquista a sua presenca.

Ao meu irmdo, Henrique, e a minha familia, em especial a Tia Ana Alice,
que sempre me incentivaram a seguir em frente.

Aos meus amigos que mesmo distantes sempre me ajudaram e apoiaram.

A Erika e Libia, companheiras maravilhosas que conviveram dia-a-dia
comigo toda esta trajetoria.

Ao CNPq pelo suporte financeiro.



AH

AHE

CM

CNBr

Con A
CrataBL
DEAE
EDTA

IgA

LCH
PAGE
PEG 8000
PHA

PNA
RIP-2
SBA
SDS-PAGE

WGA

LISTA DE ABREVIATURAS

Atividade hemaglutinante

Atividade hemaglutinante especifica

Carboximetil

Brometo de cianogénio

Concanavalina A (lectina de Canavalia ensiformis)
Lectina da entrecasca de Crataeva tapia
Dietilaminoetil

Acido etilenodiaminotetraacético

Imunoglobulina A

Aglutinina de Lens culinaris

Eletroforese em gel de poliacrilamida
Polietilenoglicol

Hemaglutinina de Phaseolus vulgaris

Aglutinina de amendoim

Proteina que inativa ribossomo tipo 2

Aglutinina de soja

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato
de sodio

Aglutinina de gérmen de trigo



Figura 1:

Figura 2:

LISTA DE FIGURAS

Representacdo Esquematica de Aglutinacao por Lectinas

Visao Geral de Crataeva tapia

11



SUMARIO

AGRADECIMENTOS %
LISTA DE ABREVIATURAS VI
LISTA DE FIGURAS Vil
SUMARIO VIl
RESUMO IX
ABSTRACT X

1. INTRODUCAO 1
1.1. Lectinas 1
1.1.1. Generalidades 1

4

1.1.2. Purificacdo e Caracterizacao

1.1.3. Propriedades Biologicas e Aplicagdes Biotecnoldgicas 8

1.2. Crataeva tapia L. 11
2. RELEVANCIA DO TRABALHO 12
3. OBJETIVOS 13
3.1 Objetivo Geral 13
3.2 Objetivos Especificos 13
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 14

5. ARTIGO “Purification in milligram quantities of Crataeva tapia

bark lectin and its use as biospecific adsorbent for glycoprotein

isolation” 24
6. CONCLUSOES 49



RESUMO

Lectinas sao proteinas ou glicoproteinas de origem nao imune cuja ligacéo
reversivel e especifica a carboidratos resulta em aglutinagdo celular. Estas
proteinas, presentes em plantas, bactérias, invertebrados ou vertebrados, sao
detectadas por ensaio de hemaglutinagdo. Crataeva tapia L. pertence a familia
Capparaceae. Uma lectina de entrecasca de C. tapia, CrataBL, foi purificada a
homogeneidade através de fracionamento com sulfato de amdnio (Fracdo 30-
60%), seguida por cromatografia de afinidade (gel de guar) ou troca idnica (CM-
Celulose). CrataBL foi ativa com eritrécitos de humanos, galinha e coelho
(atividade hemaglutinante especifica, AHE, 102) e principalmente inibida por
glicoproteinas. CrataBL foi termoestavel e tratamento com EDTA ndo afetou a
atividade hemaglutinante (AH); atividade n&o foi alterada apés adicdo de Ca?*,
Mn?*, Mg*. CrataBL migrou como uma Unica banda apds eletroforese para
proteinas nativas basicas e duas bandas polipeptidicas de massa molecular 21 e
40.000 Da apés SDS-PAGE com ou sem agente redutor; os polipeptideos foram
também detectados sob o gel usando reagente para glicoproteina. A natureza
glicoprotéica de CrataBL foi também revelada por sua interagdo com lectina
glicose/manose sob gel de agarose. A massa molecular da lectina por
cromatografia de gel filtragao foi de 52.000 Da. CrataBL imobilizada em Sepharose

CL-4B adsorveu bioseletivamente e purificou caseina, fetuina e ovoalbumina.



ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins of non immune origin which reversible
and specific carbohydrate binding results in cellular agglutination. These proteins
are present in plants, bacteria, invertebrates or vertebrates and are detected by
hemagglutinating assay. Crataeva tapia belongs to the Capparaceae family. A
lectin from C. tapia bark, CrataBL, was purified to electrophoretic homogeneity by
ammonium sulphate fractionation (30-60% fraction) and affinity (gum guar) or ion
exchange chromatography (CM-Cellulose). CrataBL activity was obtained with
human, chicken and rabbit erythrocytes (specific hemagglutinating activity, SHA =
102), which was mainly inhibited by glycoproteins. CrataBL was thermostable and
EDTA treatment did not affect the HA; activity did not change after Ca®*, Mg®* and
Mn?* addition. CrataBL migrated as a single band after electrophoresis to native
basic proteins and two polypeptide bands of molecular mass 21,000 Da and
40,000 Da after SDS-PAGE with or without reducing agent; the polypeptides were
also detected on gel using glycoprotein reagent. Glycoprotein nature of CrataBL
was also revealed by its interaction with glucose/mannose lectin upon agarose gel.
The lectin molecular mass by gel filtration chromatography was 52,000 Da.
CrataBL immobilized on Sepharose 4B bioselectively adsorbed and purified

casein, fetuin and ovalbumin.



1. INTRODUGCAO

11. Lectinas

1.1.1. Generalidades

As proteinas estdo entre as macromoléculas biolégicas mais abundantes
sendo extremamente versateis em suas funcgdes. Elas participam da atividade
celular, por exemplo, como enzimas, inibidores de enzimas, horménios, proteinas
de transporte, proteinas de reserva, proteinas contrateis e proteinas estruturais.

As lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas entre plantas, animais e
microorganismos (Rojo et al., 2003; Banerjee et al., 2004; Bockelmann et al.,
2004). Estas macromoléculas sao conhecidas por sua capacidade de aglutinar
células, especialmente eritrocitos de diferentes espécies animais (Paiva e Coelho,
1992; Correia e Coelho, 1995; Reynoso-Camacho et al., 2003).

O termo lectina (originado do latim “lectus”) foi introduzido por Boyd e
Shapleigh no ano de 1954, em virtude da habilidade de ligarem-se
especificamente a carboidratos de uma forma ndo-covalente (Hong et al., 2001). O
termo aglutinina € usado como um sinbnimo para lectina, porque se refere a
habilidade de aglutinar eritrocitos ou outras células (Peumans e
van Damme, 1995). Goldstein et al. (1980) definiram lectinas como proteinas ou
glicoproteinas de origem nao imunoldgica que se ligam a carboidratos através de
pelo menos dois sitios de ligagdo, aglutinam células vegetais e/ou animais e
precipitam polissacarideos, glicoproteinas e dlicolipideos. Porém, o exato
delineamento de proteinas capazes de se ligarem a carboidratos, que sao
comumente referidas como lectinas ou aglutininas, tem sido alvo de controvérsias.
Avancos recentes na analise estrutural e molecular das lectinas tém redefinido o
termo lectina. De acordo com a nova definicdo, sdo consideradas lectinas as

proteinas ou glicoproteinas que possuem pelo menos um sitio que se liga



reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos, sem apresentar fungao
catalitica ou caracteristicas imunoldgicas (Peumans e van Damme, 1995). Esta
nova definicho € mais abrangente pois inclui uma série de proteinas com
diferentes propriedades de aglutinagdo e/ou precipitacdo de glicoconjugados. A

figura 1 mostra uma representacdo esquematica de aglutinagéo por lectina.

Figura 1 — Representacédo esquematica de aglutinagao por lectinas
(M = carboidrato;—{_ = lectina).

Baseada na estrutura global, lectinas de plantas sdo também classificadas
em merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Peumans e van
Damme, 1998). Merolectinas sao pequenas e simples; devido a sua natureza
monovalente sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células,
sendo um exemplo deste grupo a proteina que se liga a quitina obtida do latex da
seringueira (Hevea brasiliensis). Hololectinas contém dois ou mais sitios de
ligacao para carboidratos, idénticos ou muito homdlogos; devido a sua natureza di
ou multivalente aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados. A maioria das
lectinas de plantas pertence ao grupo das hololectinas. Quimerolectinas sao
proteinas que possuem um ou mais sitios de ligagdo para carboidratos e outro

sitio com atividade catalitica (ou outra atividade biolégica) que funciona



independentemente daquele de ligagado para carboidratos. Dependendo do
nuamero de sitios de ligagdo para carboidratos, quimerolectinas agem como
merolectinas ou hololectinas. Exemplos de quimerolectinas sédo proteinas que
inativam ribossomos tipo 2 (RIP-2). Superlectinas consistem de pelo menos dois
sitios de ligacao para carboidratos diferentes e podem ser consideradas como um
grupo especial de hololectinas.

Em lectinas, os sitios de ligagdo para carboidratos tendem a ser na
superficie da molécula (Sharon e Lis, 1990; Cominetti et al., 2002) e a seletividade
da ligagao € obtida através de pontes de hidrogénio e intera¢cdes de van der Walls
entre o agucar e a proteina (Surolia et al., 1996; Weis e Drickamer, 1996). A
especificidade da lectina é definida em fungdo do monossacarideo que mais
eficazmente inibe a atividade (Kennedy et al., 1995).

O reconhecimento entre proteinas e carboidratos € de suma importancia em
muitos processos bioldgicos tais como infecgdo viral, bacteriana e parasitica;
fertilizacdo e metastase, bem como em crescimento e diferenciacdo do cancer
(Loris et al., 1998). As lectinas de plantas sdo escolhidas para estudar a base
molecular destes eventos de reconhecimento porque sido facilmente obtidas na
forma purificada e porque exibem uma larga variedade de especificidade a
carboidratos (Loris ef al., 1998; Sharon e Lis, 2002).

As plantas constituem ricas fontes de lectinas e sua estocagem organica
ocorre principalmente nas raizes, folhas, flores, frutos, sementes, tubérculos,
bulbos, rizomas e entrecascas (Rudiger, 1998). As lectinas séo particularmente
abundantes em sementes de leguminosas (Konozy et al., 2003), chegando a
constituir até 10 % da proteina total (Sharon e Lis, 1990; Spilatro et al., 1996).
Porém tem crescido o interesse por lectinas presentes em tecidos como folhas
(Coelho e Silva, 2000; Moriyama et al., 2003), tubérculo (Suseelan et al., 2002;
van Damme et al., 2004), entrecasca (van Damme et al., 1997a,b; Wititsuwannakul
et al., 1998; Eloff et al., 2001; Huang et al., 2002; Rojo et al., 2003), raizes (Naeem
et al., 2001), rizomas (Tateno et al., 2003), flores (Liu et al., 2002) e cotilédones
(Oliveira et al., 2002; Nakamura et al., 2002).



Varias evidéncias enfatizam uma forte semelhanca entre as classicas
proteinas de reserva em sementes e suas homologas funcionais em tecidos de
entrecasca. Primeiro, as proteinas de reserva de entrecasca, que sao definidas
como proteinas presentes no tecido em grande quantidade durante o inverno e
ausente durante o verdo, estdo sujeitas a um rigoroso controle evolucionario.
Segundo, todas as proteinas de reserva de entrecasca estudadas acumulam-se
em células parenquimais depositadas em organelas similares aos corpos protéicos
das sementes. Terceiro, a composicdo de aminoacidos destas proteinas se
assemelha fortemente a das proteinas de reserva das sementes (van Damme et
al., 1995).

Os papéis fisiolégicos de lectinas de plantas ndo estdo claramente
definidos. Tém sido sugeridas diferentes fungbes, incluindo transporte de
carboidratos, empacotamento e/ou mobilizacdo de proteinas e carboidratos de
reserva, alongamento da parede celular, interagdo entre plantas e
microorganismos e defesa contra o ataque de fungos, virus, pestes e insetos
(Peuman e van Damme, 1995; Rudiger, 1998).

As lectinas de entrecasca tém papel importante no metabolismo do
nitrogénio de arvores da regido temperada (van Damme et al., 1995) e tem sido
sugerida sua participacdo no mecanismo de defesa da planta (Rojo et al., 1997).
Outras fungdes propostas para estas proteinas incluem a participagcdo no
metabolismo dos carboidratos e estocagem de proteinas de reserva (Spilatro et
al., 1996; van Damme et al., 2002).

1.1.2. Purificagao e Caracterizagao

O crescente interesse na purificagao e caracterizagéo de lectinas deve-se a
sua potencial utilizacdo em diversas areas da medicina clinica, bem como em
pesquisa quimica e biolégica (van Damme et al., 1996; Spilatro et al., 1996;
Banerjee et al., 2004).



Lectinas de plantas tém sido isoladas e extensivamente investigadas em
relacdo as suas propriedades quimica, fisico-quimica, estrutural e biologica
(Konozy et al., 2003). Um grande numero de lectinas tem sido clonadas e
homologias em suas sequéncias de aminoacidos e similaridades em suas
estruturas moleculares, estabelecidas (Goldstein, 2002).

Métodos comuns utilizados na purificagdo de proteinas sao aplicados para
purificar as lectinas. Extratos podem ser feitos a partir de uma solugdo salina
como no caso do isolamento da lectina das sementes de Erythrina speciosa
(Konozy et al., 2003) ou usando tampdes como na obtencédo das lectinas de
cotilédones de Luetzelburgia auriculata (Oliveira et al., 2002), dos tubérculos de
Helianthus tuberosus L. (Suseelan et al., 2002) e de entrecasca de Hevea
brasiliensis (Wititsuwannakul et al., 1998), Sambucus racemosa (Rojo et al., 2003)
e Morus nigra (Rougé et al; 2003). Extratos apresentando atividade
hemaglutinante (AH) podem ter suas lectinas purificadas parcialmente através de
fracionamento salino com sulfato de amoénio e dialise exaustiva (Keneddy et al.,
1995; Kabir, 1998; Coelho e Silva, 2000) ou pela utilizagdo de polietilenoglicol
(PEG 8000) que remove compostos polifendlicos, como o0s presentes na
entrecasca de H. brasiliensis (Wititsuwannakul et al., 1998).

As lectinas podem ser purificadas a homogeneidade através de
cromatografia de afinidade (Tateno et al., 2003), cromatografia de troca i6nica
(Zhao et al., 2003) ou cromatografia de gel filtracdo (Rojo et al., 2003). O que
varia, principalmente, sdo as matrizes que sao utilizadas nestas cromatografias
cuja escolha depende da especificidade a carboidratos (cromatografia de
afinidade), carga liquida (cromatografia de troca idnica) e tamanho molecular da
lectina (cromatografia de gel filtragao).

A cromatografia de afinidade, técnica mais amplamente utilizada, tem como
principio de separacado a habilidade das lectinas se ligarem especificamente a
suportes polissacaridicos através de ligagdes nao covalentes. A proteina desejada
€ obtida com alto grau de pureza (Ye e Ng, 2002), alterando-se as condi¢cbes de
pH (Datta et al., 2001), forca ibnica (Freire et al., 2002) ou pela eluigao com uma

solugao contendo um competidor (Oliveira et al., 2002).



Na cromatografia de troca ibnica a ligagdo da proteina ocorre com os
grupos de carga de sinal contrario imobilizados na matriz. A coluna é lavada com
solugao tampéo e as proteinas com nenhuma ou pouca interagdo com o trocador
de ions sdo excluidas. As proteinas adsorvidas a matriz podem ser eluidas pelo
aumento da forga ibnica ou alteragdo do valor de pH do meio (Datta et al., 2001).
Uma das matrizes mais utilizadas neste tipo de cromatografia € a celulose. Como
exemplo temos a carboximetil (CM) celulose, um trocador catiénico carregado
negativamente, e a dietilaminoetil (DEAE) celulose, um trocador anidnico.

Na cromatografia de gel filtragdo, a separagdo ocorre de acordo com o
tamanho da proteina. A fase estacionaria consiste de esferas de gel contendo
poros cujos intervalos de tamanho sao relativamente estreitos. Quando uma
solugcdo aquosa contendo moléculas de varios tamanhos é passada através da
coluna, as maiores permanecem na solu¢do que contorna as esferas e, portanto,
atravessam a coluna mais rapidamente que as moléculas pequenas, que passam
através dos poros. Este tipo de cromatografia & utilizado tanto para obter
preparagdes protéicas homogéneas (Freire et al., 2002) como para definicdo da
massa molecular da proteina (Kawagishi et al., 2001).

Em geral, um protocolo de purificacdo de lectinas envolve um ou mais
métodos cromatograficos. A lectina de tubérculos de H. tuberosus (Suseelan et al.,
2002) foi obtida a partir de uma cromatografia de troca idnica, utilizando coluna de
DEAE-Sephacel, de uma cromatografia de gel filtragcdo em coluna de Ultrogel e
uma cromatografia de afinidade em coluna de manose-agarose.

Vale ressaltar que a purificacdo utilizando matrizes comerciais é cara, e
portanto a busca por matrizes alternativas com capacidade de ligar lectinas de
diferentes especificidades e de baixo custo tem crescido. Um exemplo € o método
desenvolvido para imobilizar proteinas da clara do ovo de galinha para obter uma
matriz com ampla especificidade para diferentes lectinas (Zoccatelli et al., 2003). A
partir de 12 ovos foram obtidas 35 a 40 g de resina seca que foi utilizada para a
purificacdo de lectinas pertencentes a 4 classes de especificidade: hemaglutinina
de Phaseolus vulgaris (PHA, liga sacarideos complexos), aglutinina de Lens

culinaris (LCH, liga manose e glicose), aglutinina de gérmen de trigo (WGA, liga



acido sialico, N-acetil-glicosamina e seus polimeros) e aglutinina de amendoim
(PNA, liga galactose N-terminal). A matriz foi estavel por pelo menos 2 meses e
eficiente para a purificacdo de PHA, LCH e WGA; a pureza das preparacgdes foi
comparada com as lectinas disponiveis comercialmente. PNA ligou-se muito
fracamente a matriz de ovo (Zoccatelli et al., 2003).

Para a caracterizacao de lectinas diversas propriedades fisico-quimicas séo
avaliadas. A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser realizada
usando um gel contendo dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), que sob condi¢des
redutoras revela o grau de pureza, a composicdo de subunidades e a massa
molecular (Reynoso-Camacho et al., 2003). A eletroforese em condigdes nativas
caracteriza a proteina em relagdo a sua carga liquida. Proteinas acidas, como a
de E. speciosa (Konozy et al., 2003), e proteinas basicas, como a de H. tuberosus
(Suseelan et al.,, 2002), sdo reveladas. Os géis de poliacrilamida podem ser
corados com azul de Coomassie ou negro de amido que revelam bandas
polipeptidicas, ou com coloragdes especificas para glicoproteinas (Konozy et al.,
2003).

Avaliagcdo da AH de lectinas em diferentes valores de pH e temperatura é
importante para a determinacdo da estabilidade das moléculas quanto a sua
propriedade de ligagdo a carboidratos e glicoconjugados. O pH tem efeito variado
sobre as lectinas; em alguns casos nao afeta a atividade (Wititsuwannakul et al.,
1998) e em outros a lectina perde sua atividade em determinada faixa de pH,
como é o caso da lectina de E. speciosa (Konozy et al., 2003). Quanto ao efeito da
temperatura, algumas lectinas permanecem estaveis até 55-65° C e a partir de
entdo, com a elevagado da temperatura, a atividade hemaglutinante decai até ser
abolida, como no caso das lectinas de Luetzelburgia auriculata e E. speciosa
(Oliveira et al., 2002; Konozy et al., 2003). Lectina ativa apds aquecimento a 95° C
também foi isolada (Suseelan et al., 2002).

Muitas lectinas contém metais e, em alguns casos, existe evidéncia da
necessidade de ions para sua atividade (Sharon e Lis, 1990). A lectina de E.
speciosa, por exemplo, é uma metaloproteina que contém Ca®" e Mn?*, quando

tratada com EDTA sua AH é totalmente abolida sendo a mesma restaurada apds a



adicdo de Ca** e Mn?" (Konozy et al, 2003). Por outro lado, a lectina de H.
tuberosus (Suseelan et al., 2002) ndo teve sua atividade abolida quando tratada
com EDTA e ndo necessitou de ions metalicos tais como Ca?*, Mn** e Mg®* para a
mesma.

Testes de inibicdo da AH, fazendo uso de monossacarideos simples ou
carboidratos complexos, também sao frequentes na caracterizagdo de lectinas,
desde que a especificidade & um critério para classificar lectinas de plantas em 6
grupos: grupo fucose, grupo galactose/N-acetilgalactosamina, grupo N-
acetilglicosamina, grupo manose, grupo acido sialico e grupo glicanos complexos
(Peumans e van Damme, 1998). Duas lectinas com diferentes propriedades de
ligacao a carboidratos foram isoladas da entrecasca de Morus nigra (Rougé et al.,
2003); morniga M e morniga G foram especificas para manose e galactose,
respectivamente. Lectinas de entrecasca também tém sido inibidas com
glicoproteinas, como € o caso da isolada de H. brasiliensis (Wititsuwannakul et al.,
1998) que foi inibida com fetuina. A interagdo de lectinas com glicopeptideos
(Zeng et al., 2000) e glicoproteinas (Lima et al., 1997) tem sido também
identificada através de ensaio de difusdo dupla em gel de agarose.

Outras maneiras de caracterizar as lectinas sao pela determinagao do ponto
isoelétrico, eletroforese bidimensional, analise da composicdo de aminoacido,
determinagdo do N-terminal, estudos de fluorescéncia, dicroismo circular,

avaliacao de atividade mitogénica e estudos toxicolégicos, dentre outros.

1.1.3. Propriedades Bioldgicas e Aplicagées Biotecnolégicas

A ligacdo de lectinas as células pode resultar em uma variedade de
propriedades bioldgicas. Varias lectinas sao toxicas para células de mamiferos in
vitro e in vivo; inibem o crescimento quando incorporadas na dieta e s&o toxicas
quando injetadas em animais. Por outro lado, devido apresentarem citotoxicidade
(Reynoso-Camacho et al., 2003), tem sido sugerido o uso de lectinas como uma

alternativa no tratamento do cancer.



Outras propriedades biolégicas detectadas foram: antifungica, nas lectinas
isoladas da orquidea Gastrodia elata (Liu et al., 2002) e das sementes de Talisia
esculenta (Freire et al., 2002), antitumoral da lectina do cogumelo Agrocybe
aegerita (Zhao et al., 2003) e atividade mitogénica do gastropodo Belamyia
bengalensis (Banerjee et al.,, 2004). Podemos encontrar, ainda, lectina com
atividade aglutinante contra bactéria patogénica, como a encontrada em Anguilla
Japonica (Tasumia et al., 2004).

Varias espécies de plantas tém sido descritas como tendo propriedade
hipoglicémica. Kavalali et al. (2003) determinaram que a lectina de sementes de
Urtica pilulifera foi o principio ativo responsavel por atividade hipoglicemiante em
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Preparac¢des de folhas (Silva et
al., 2002; Yadav et al., 2002; Seetharam et al., 2002) e entrecascas (Rao et al.,
2001; Vats et al.,, 2002) também tém sido avaliadas quanto aos seus efeitos
hipoglicemiantes em ratos.

As lectinas sao muito estaveis e constituem ferramentas poderosas em
estudos citoquimicos e histoquimicos (Danguy et al., 1998), fracionamento de
células (Ohba et al., 2002), como moléculas bioadesivas na entrega de drogas
(Gabor et al., 2001) e no estudo de oligossacarideos e glicoconjugados (Matsui et
al., 2001; Helmholz et al., 2003; Banerjee et al., 2004).

Técnicas de separagao por afinidade baseadas nas interagcdes moleculares
bioespecificas de lectinas s&o utilizadas para o isolamento de valiosas
macromoléculas biologicas (Helmholz et al., 2003). Além disso, podem ser
empregadas para analisar mudangas estruturais que ocorrem em oligossacarideos
presentes em glicoproteinas e glicolipideos.

O desenvolvimento de um suporte de afinidade contendo lectina imobilizada
€ um pré-requisito crucial para o sucesso do isolamento do glicoconjugado
(Helmholz et al., 2003). Fazendo uso da habilidade das lectinas se ligarem
especificamente a estruturas oligossacaridicas de glicoproteinas, a cromatografia
de afinidade com lectinas imobilizadas facilita o isolamento especifico de

compostos alvos de uma mistura complexa; a vantagem desta técnica néo é



apenas separar a proteina desejada, mas também preservar o padréo natural de
glicosilagao (Cartellieri et al., 2002; Helmholz et al., 2003).

A eficiéncia de um adsorvente de afinidade é dependente da densidade do
ligante, a qual €, por sua vez, uma fungdo do método e condi¢des escolhidas para
0 processo de ativagao e imobilizagédo (Franco-Fraguas et al., 2003). O adsorvente
preparado é caracterizado de acordo com a sua especificidade, estabilidade e
capacidade (Helmholz et al., 2003). Condigdes cromatograficas tais como
tamanho da amostra, velocidade do fluxo e comprimento da coluna séao definidas
visando o isolamento do glicoconjugado (Santori e Hubble, 2003).

As proteinas possuem um grande numero de grupos reativos e podem ser
imobilizadas sem a destruicdo de sua estrutura ou fungcdo. Dentre os suportes
mais amplamente utilizados para imobilizacdo de lectina estd a Sepharose
(Yoshida et al., 1997), sendo os grupos amina das lectinas usados para sua
imobilizacdo. No meétodo mais amplamente empregado, a imobilizacdo de
proteinas & feita por reagcdo entre o grupo amina da lectina e o residuo
imidocarbonato da Sepharose ativada com brometo de cianogénio (CNBr).

A cromatografia de afinidade em colunas contendo lectinas imobilizadas
tem sido amplamente utilizada no estudo de glicoproteinas humanas e de outras
espécies animais. IgA de microorganimos tem sido purificada utilizando jacalina
imobilizada em Sepharose (Fassina et al., 2001). As glicoproteinas fetuina, de
soro fetal bovino, e peroxidase, de rabanete, foram isoladas por cromatografia em
colunas contendo WGA e Con A, respectivamente (Helmholz et al., 2003). A
lectina do cogumelo Marasmeus oreades imobilizada em Sepharose 4B ligou
laminina de rato e tireoglobulina bovina, glicoproteinas que contém o epitopo
responsavel por rejeicdo de transplantes em humanos (Loganathan et al., 2003). A
lectina de soja imobilizada (SBA-Sepharose) foi capaz de isolar o polissacarideo

de Streptococcus pneumoniae (Franco-Fraguas et al., 2003).



1.2. Crataeva tapia L.

Crataeva tapia L. € uma planta da familia Capparaceae, conhecida
vulgarmente como trapia (Figura 2). E encontrada de Pernambuco até Sdo Paulo
e Minas Gerais (Zona da Mata), na mata pluvial Atlantica e no Pantanal
Matogrossense (Lorenzi, 1998). Em Pernambuco foi encontrada no litoral, na zona
da mata e em vegetagado de caatinga (Tabarelli et al., 2002). E uma planta de 5-12
m de altura, dotada de copa arredondada e densa. Tronco geralmente tortuoso e
mais ou menos cilindrico, com casca rugosa, de 20-40 cm de diametro. Folhas
compostas trifolioladas, foliolos membranaceos, glabros em ambas as faces.
Flores apicolas e frutos com polpa carnosa, contendo muitas sementes. A madeira
€ empregada para obras internas em construcao civil, para forros, caixotarias e
construcao de canoas. Os frutos, cascas e folhas sao considerados de valor
medicinal (Lorenzi, 1998). Vale ressaltar que a entrecasca do caule vem sendo
amplamente utilizada pela populag&o para diminuir o nivel de glicose no sangue,

ou seja, tem sido utilizada como hipoglicemiante.

Figura 2 — Visao geral de Crataeva tapia: arvore (A), folhas e flores (B), frutos (C)

e entrecasca (D).



2. RELEVANCIA DO TRABALHO

O Laboratério de Glicoproteinas do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco tem como propdsito, desde 1983, a
obtencdo de um painel de lectinas puras e a investigagdo do potencial
biotecnoldgico das proteinas obtidas.

A entrecasca do caule de Crataeva tapia L. vem sendo utilizada na
medicina popular no tratamento de diabetes. Diante do uso continuo pela
populagdo é de vital importancia a investigacdo de constituintes protéicos com
atividades biologicas, dentre eles, lectinas de entrecasca. Atividade
hipoglicemiante ja foi detectada em lectina (Kavalali et al.,2003). O isolamento da
lectina de entrecasca de Crataeva possibilita uma avaliacdo posterior da atividade
hipoglicemiante.

Matrizes  contendo lectinas  imobilizadas s&o  disponibilizadas
comercialmente a elevados custos. A imobilizacao de lectina de C. tapia visando a
purificacdo de glicoproteinas constitui uma avaliagdo do potencial biotecnologico
da matriz lectina de C. tapia — Sepharose.



3.0BJETIVOS

3.1. Geral

Isolar, caracterizar parcialmente e imobilizar em Sepharose CL-4B a lectina

de entrecasca de Crataeva tapia L..

3.2. Especificos

e |[solar a lectina de entrecasca de C. tapia;

e Determinar a atividade hemaglutinante com diferentes eritrocitos em
preparacoes de entrecasca de C. tapia;

¢ Definir a especificidade de ligagao da lectina;

e Avaliar o efeito da temperatura e ions na atividade hemaglutinante;

e Determinar as subunidades e a natureza da carga liquida da molécula;

e Determinar a massa molecular por gel filtragcéo;

e Avaliar a natureza glicoprotéica da lectina através de eletroforese em gel de
poliacrilamida e difusdo em gel de agarose;

¢ Imobilizar lectina de C. tapia em Sepharose CL-4B;

e Purificar glicoproteinas usando imobilizado lectina C. tapia — Sepharose.
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Abstract

A lectin from Crataeva tapia bark, CrataBL, was purified to electrophoretic
homogeneity by ammonium sulphate fractionation and affinity or ion exchange
chromatography. CrataBL activity was obtained with human, chicken and rabbit
erythrocytes, which was mainly inhibited by glycoproteins. CrataBL was
thermostable and EDTA treatment did not affect the HA; activity did not change
after Ca**, Mg? and Mn?* addition. CrataBL migrated as a single band after
electrophoresis to native basic proteins and two polypeptide bands of molecular
mass 21,000 Da and 40,000 Da after SDS-PAGE with or without reducing agent;
the polypeptides were also detected on gel using glycoprotein reagent.
Glycoprotein nature of CrataBL was also revealed by its interaction with
glucose/mannose lectin upon agarose gel. The lectin molecular mass by gel
filtration chromatography was 52,000 Da. CrataBL immobilized on Sepharose 4B

bioselectively adsorbed and purified casein, fetuin and ovalbumin.

Key words: Bark lectin; Crataeva tapia; lectin immobilization; glycoprotein isolation.



1. Introduction

Plant lectin comprises a structurally versatile group of proteins and
interaction with carbohydrates of the cell surface promotes hemagglutination (1).
The carbohydrate binding specificity makes lectins potential tools as bioselective
ligand to isolate glycoprotein (2,3).

Legume seeds have been the main source of plant lectins, but its presence
was also detected in other tissues such as tuber (4) and bark. From the later tissue
lectins were isolated from species belonging to different families including
Moraceae, genus Morus (5), Leguminosae, genus Maackia (6), Cladrastis (7),
Robinia (8), Sophora (9), Laburnum (10), Euphorbiaceae, genus Hevea (11) and
Caprifoliaceae family, genus Sambucus (12).

Most of bark lectins did not human blood group specific, were inhibited by
glycoproteins, had multiple subunits and were thermostable, remaining active at
high temperatures (6, 7, 8, 9, 11, 12, 13). Evaluation of bark lectin biological
properties revealed the ineffective action of Sambucus nigra lectin upon tobacco-
mosaic virus translation (13) and mitogenic activity of M. amurensis lectin (6).

Around the world, bark extracts have been used in popular medicine as
therapeutic agents in human affections. Hypoglycemic (14), antifungal (15) as well
as antibacterial (16) effects of bark extracts were already demonstrated. In
Northeast Brazil Crataeva tapia bark infusion has been used to control blood
glycemic level. This work describes the purification and partial characterization of
C. tapia bark lectin, CrataBL. The lectin was immobilized on Sepharose 4B and the

affinity matrix CrataBL-Sepharose 4B was analyzed for casein, fetuin and



ovalbumin binding. This is the first report of bark lectin purification from the

Capparaceae family.

2. Methods

2.1. Lectin purification

C. tapia bark was collected in the State of Pernambuco, Northeast Brazil,
and the powder (10 g) obtained by trituration was added to 0.15 M NaCl (100 ml).
The mixture was left under agitation for 16 h at 4°C. After, filtration on gaze and
centrifugation (4,000 x g for 15 min) were performed. The supernatant (crude
extract) was fractionated with ammonium sulphate and the 30-60% fraction (11 mg
of protein), containing lectin activity dialyzed against 0.15 M NaCl was applied to
column (4.4 x 1.2 cm) of cross-linking refined gum guar (17) equilibrated with 0.15
M NaCl and CM-Cellulose (Sigma, USA) column (5.2 x 1.6 cm) equilibrated with 10
mM citrate-phosphate buffer, pH 5.5. The columns (flow rate of 20 ml/h) were
washed with the respective equilibration solutions until A280 nm < 0.05. CrataBL
was eluted from guar gel and CM-Cellulose columns with 1 M NaCl and 0.5 M
NaCl, respectively. Guar gel column was also irrigated with 0.2 M galactose. The
protein measurement of eluted fractions was performed according to Lowry et al.

(18) using bovine serum albumin (0 a 500 ug ml™") as standard.

2.2. Hemagglutinating activity and effect of ions, temperature and
inhibitors on activity.

Hemagglutinating activity (HA) of CrataBL preparations was evaluated

according to Paiva and Coelho (19) using glutaraldehyde (Merck, Germany)



treated chicken, rabbit and human (A, B, AB and O) erythrocytes. Assays were
performed on microtiter plates (Kartell S.P.A., Italy) and the evaluated preparations
(50 nl) were serially two-fold diluted in 0.15 M NaCl before addition of 2.5% (v/v)
suspension of erythrocytes (50 nl). The HA (titer) was defined as the lower sample
concentration which showed hemagglutination. Specific HA (SHA) means titer
divided by protein (mg/ml). Inhibition of HA was performed by incubation (45 min)
of lectin with monosaccharides and glycoproteins before erythrocyte addition. To
evaluate the effect of ions on HA, CrataBL was previously dialyzed against 5 mM
EDTA by 16 h at 4° C followed by 0.15 M NaCl (6 h) to eliminate EDTA. Then a 50
ul aliquot of dialyzed CrataBL was serially diluted with 0.15 M NaCl containing 5
mM Ca?*, Mg®* or Mn?* before erythrocyte addition. For temperature effect on HA,

CrataBL was heated (30, 40, 50, 60 and 100°C, 30 min) before HA assay.

2.3. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

Electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulphate (SDS-PAGE)
was performed on 10% (w/v) gel according to Laemmli (20). Polypeptide bands of
CrataBL (50 pg of protein) and standards (bovine serum albumin, 66,000,
ovalbumin, 45,000 Da, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 36,000 Da,
carbonic anhydrase, 29,000 Da, trypsinogen, 24,000 Da, trypsin inhibitor, 20,000
Da, a-lactalbumin, 14,200 Da from Sigma, USA) were stained with Coomassie
Brilliant Blue (20). Glycoprotein staining (21) was performed with Schiff's reagent

(Merck, Germany). PAGE for native basic (7.5% (w/v) gel) and acidic (12% (w/v)



gel) proteins were made according to Reisfeld et al. (22) and Davis (23),

respectively.

2.4 Gel filtration chromatography

CrataBL was chromatographed on gel filtration Hiprep 16/60 Sephacryl S-
300 column (16 mm x 60 cm)/Akta FPLC system (Amersham Pharmacia Biotech,
Sweden) pre-equilibrated at 24°C with 0.5 M NaCl. Samples (2.0 ml; 4 mg of
protein) were injected and eluted (3.0 ml fraction) with the same solution at a flow
rate of 0.5 ml min™'. The standards (Sigma, USA) similarly chromatographed were
bovine serum albumin (66,000 Da), fetuin (64,000 Da), ovalbumin (45,000 Da) and

trypsin inhibitor type IlI-O chicken (28,000 Da).

2.5. Gel diffusion

Gel diffusion assay was performed according to Ashford et al. (24). The
central well was charged with glucose/mannose specific isolectins 1,4 (15 ug) from
Cratylia mollis (25); sample wells were filled with 100 ug of bark extract, 100 ug of
30-60% fraction and 26 ug of CrataBL. Samples were allowed to diffuse in agarose
(Inlab, Brazil) gel (1% in 0.15 M NaCl) in a humid chamber at 4°C; after 24 h the
gel was exhaustively washed and stained with Coomassie Brilliant Blue (0.4%

(W/v) in 25% (v/v) ethanol and 8% (v/v) acetic acid) for 15 min.

2.6. CrataBL immobilization on Sepharose 4B



Cyanogen bromide-activated Sepharose 4B (Pharmacia, Sweden) was
used for CrataBL immobilization according to Paiva et al. (3). CNBr-activated
Sepharose 4B (3 g) was washed with 0.5 M NaCl, pH 2.5, followed by 0.1 M
NaHCO3/0.5 M NaCl, pH 8.2. Then, incubation (24 h, 4°C) was performed with
CrataBL (10 mg of protein). After filtration and washing with the NaHCO3; solution
the matrix CrataBL-Sepharose 4B was washed with 0.1 M NaHCO3/0.5 M NacCl,
pH 8.2 followed by 0.1 M sodium acetate/0.5 M NaCl, pH 4.0 and distilled water.
Protein concentration was determined (18-Lowry) in the preparations obtained after
filtration and wash; for quantification of CrataBL immobilized, the values were

compared to total protein used to immobilization.

2.7. Evaluation of glycoprotein binding on CrataBL-Sepharose 4B

Casein (Inlab, Brazil), fetuin and ovalbumin (Sigma, USA) glycoproteins (1
mg) were chromatographed on CrataBL-Sepharose 4B column (2.3 x 1.2 cm)
equilibrated (flow rate of 10 ml/h) with 10 mM citrate-phosphate buffer, pH 5.5. The
lectin affinity support was then washed with the same buffer until A280 nm < 0.05
and bound proteins were eluted with the buffer containing 1 M NaCl. The

procedure for each glycoprotein was performed three times.

3. Results and discussion
C. tapia bark infusion is broadly used as hypoglycemic agent in popular
medicine. The interest in C. tapia bark as a lectin source started with detection of

HA in bark extract (Table 1) and inhibition of this activity with carbohydrates and



glycoproteins (data not showed). Inhibition of HA determined the lectin nature of
hemagglutination; bark is generally rich in phenolic compounds (8, 11) that can
promote erythrocytes dispersion and thus false hemagglutination (11).

The initial step of ammonium sulphate fractionation resulted in a 30-60%
fraction (Table 1); this step was important to concentrate the lectin.

Isolation by affinity chromatography using a galactose derived matrix (guar
gel) yielded a CrataBL preparation eluted with 1 M NaCl of high SHA (561) and low
protein concentration (0.5 mg). Attempts to remove bound CrataBL with galactose
(0.2 M) did not elute the lectin. Similarly, mannose/glucose lectin from Sophora
Japonica remained bound to mannose-Sepharose 4B column after 0.1 M mannose
elution (9). Bark lectin tightly bound to affinity matrix was eluted by altering pH to
11 (8).

CrataBL was also obtained through ammonium sulphate fraction
chromatography of 30-60% on CM-Cellulose; the lectin was separated from
unadsorbed contaminants as a single 0.5 M NaCl peak (Figure 1). This protocol
also contains a single chromatographic step but provided CrataBL in milligram
quantities (Table 1). Additionally, it was a cheap procedure with a short execution
time.

Characterization of CrataBL activity revealed the lectin similarly recognizing
human, chicken and rabbit erythrocytes (SHA of 102), thermostable at 40 to 60°C
(SHA of 51) and inactive at 100°C. CrataBL HA was not affected after dialysis

against EDTA and ions addition. Detection of HA after EDTA treatment was



speculated as not dependence of ion or that quelant agent was not efficient to ion
elimination because its tight binding to the lectin (26).

CrataBL activity was inhibited by monosaccharides and glycoproteins but
only fetuin abolished its HA (Table 2). Bark lectin inhibition with monosaccharide,
glycoproteins or both were previously reported (6, 8, 11). The inhibition of Morus
nigra bark lectin by galactose, mannose as well as glucose was justified by
extended size of carbohydrate-binding site (5).

CrataBL CM-Cellulose or affinity obtained showed the same electrophoretic
pattern; on native PAGE for basic protein gave a single protein band (Figure 2A)
and no protein was detected on native PAGE for acidic protein. Although isolectins
are common in bark (6, 7, 8, 9), the electrophoretic pattern indicated that CrataBL
purification methods resulted in a unique protein. The detection of only one peak
with HA in the chromatographic profile of CM-Cellulose column corroborate with
this. Native PAGE and ion-exchange chromatography has been tools to isolectin
identification (4, 8) detecting differences in protein structure.

CrataBL on SDS-PAGE revealed of two polypeptide bands of molecular
mass 21,000 Da and 40,000 Da (Figure 2B); the same pattern was obtained with
or without reducing agent f-mercaptoethanol. Glycoprotein staining on SDS-PAGE
showed that the 21,000 Da polypeptide band was more strongly stained than
40,000 Da band revealing different glycosylation pattern. Similarly to CrataBL, bark
lectin constituted of arrangements of subunits that differ in glycoprotein nature has
been already found (7). Characterization of glycan chains of bark lectins showed

mannose as a very common monosaccharide (8, 12); interaction of CrataBL with



glucose/mannose isolectins from C. mollis upon agarose gel (Figure 3) suggest
that the carbohydrate moiety of CrataBL contains the mentioned carbohydrate
residues. Similarly, binding of Erythrina speciosa seed lectin to glucose/mannose
lectin from Canavalia ensiformis confirmed its glycoprotein nature and indicated of
mannose presence in glycan chain (27).

Chromatographic profile of gel filtration revealed one protein peak of 52,000
Da (Figure 4) indicating that CrataBL is a dimer constituted of 21,000 Da and
40,000 Da subunits similar to other bark lectins that constitute a mixture of multiple
polypeptides (6, 7, 8, 9). The difference in molecular mass obtained by SDS-PAGE
and gel filtration is probably due to the glycoprotein nature of subunits (28).

CrataBL was effectively immobilized to Sepharose 4B (9.4 mg)
corresponding to 94% of initial protein. Glycoproteins that inhibits CrataBL similarly
bound (0.52 mg) to CrataBL-Sepharose 4B and were eluted with 1.0 M NaCl.
Immobilized CrataBL thus could be applied to the fractionation and purification of

glycoproteins.

4. Conclusion

CrataBL isolated from bark of Capparaceae family resembles to bark lectins
from other botanical families. The lectin maintains the glycoprotein binding capacity
after immobilization on Sepharose 4B. The results revealed thus a practical
utilization of CrataBL. The facility to obtain highly pure CrataBL in milligram
quantities stimulates its use as a biotechnological tool. Hypoglycemic propertie was
already detected in lectin (29); evaluation of CrataBL hypoglycemic activity is in

progress.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. CrataBL isolation by ion exchange chromatography.

Sample of 30-60% ammonium sulphate fraction (11 mg of protein) was applied to
the column; arrows demonstrate eluents added. Fractions of 2.0 ml were collected.
A 280 nm ( @ ), HA ( O ). Each bar represents the mean + S.D. of four

experiments.

Figure 2. Electrophoretic patterns of CrataBL.

(1) CrataBL (50 ng), (2) cytocrome C (10 ug) and (3) molecular mass standards
containing bovine serum albumin (66,000 Da), ovalbumin (45,000 Da),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36,000 Da), carbonic anhydrase
(29,000 Da), trypsinogen (24,000 Da), trypsin inhibitor (20,000 Da) and o-
lactalbumin (14,200 Da) were applied. Native-polyacrylamide gel was stained with
amido black (A); SDS-polyacrylamide gel was stained with Coomassie Brilliant

Blue (B) and Schiff’s reagent (C).

Figure 3. Diffusion in agarose gel.

C. tapia lectin preparations were allowed to diffuse in agarose gel against isolectins
1,4 (15 pg) from C. mollis (A). The precipitation lines were stained with Coomassie
Brilliant Blue. Wells: 1- Bark extract (100 ug); 2- 30-60% fraction (100 ug) and 3-

CrataBL (26 ng).



Figure 4. Gel filtration on Sephacryl S-300.
Sample (2 ml; 4 mg) of CrataBL was applied on Sephacryl S-300 (16 mm x 60 cm).

Fractions of 3.0 ml were collected at 0.5 ml/min.



Table 1. Summary of CrataBL purification.

Preparation Total Total SHA Purification Yield
protein HA (fold) (%)
(mg)
Bark extract 473 40,960 87 1 100
30-60% fraction 310 29,696 96 1.1 72
CrataBL ion exchange isolated 10 1,024 102 1.2 100

The protein was measured according to Lowry et al. (18). Hemagglutinating activity
(HA) was made with 2.5% (v/v) suspension of glutaraldehyde treated rabbit
erythrocytes. SHA, specific HA (titer/protein). Yield was expressed as percentage

of total HA isolated.



Table 2. Inhibition of CrataBL preparation activity with monosaccharides and

glycoproteins

Inhibitor SHA

Carbohydrate (100 mM)

N-acetylglucosamine 25.6

Galactose 51.2

Glucose 25.6

Fructose 51.2

Mannose 25.6
Glycoproteins (500 pg/ml)

Casein 3.2

Fetuin 0

Ovalbumin 25.6

Hemagglutinating activity (HA) was performed with 2.5% (v/v) suspension of

glutaraldehyde treated rabbit erythrocytes. SHA, specific HA (titer/protein), in 0.15

M NaCl was 102. 1-0-Methyl-a-D-glucopyranoside did not inhibit CrataBL activity.
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Figure 1. CrataBL isolation by ion exchange chromatography.

Sample of 30-60% ammonium sulphate fraction (11 mg of protein) was applied to
the column; arrows demonstrate eluents added. Fractions of 2.0 ml were collected.
A 280 nm ( @ ), HA ( O ). Each bar represents the mean + S.D. of four

experiments.
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Figure 2. Electrophoretic patterns of CrataBL.

(1) CrataBL (50 pg), (2) cytocrome C (10 ug) and (3) molecular mass standards
containing bovine serum albumin (66,000 Da), ovalbumin (45,000 Da),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36,000 Da), carbonic anhydrase
(29,000 Da), trypsinogen (24,000 Da), trypsin inhibitor (20,000 Da) and a-
lactalbumin (14,200 Da) were applied. Native-polyacrylamide gel was stained with
amido black (A); SDS-polyacrylamide gel was stained with Coomassie Brilliant

Blue (B) and Schiff’s reagent (C).



Figure 3. Diffusion in agarose gel.

C. tapia lectin preparations were allowed to diffuse in agarose gel against isolectins
1,4 (15 ng) from C. mollis (A). The precipitation lines were stained with Coomassie
Brilliant Blue. Wells: 1- Bark extract (100 pg); 2- 30-60% fraction (100 pg) and 3-

CrataBL (26 ng).
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Figure 4. Gel filtration on Sephacryl S-300.
Sample (2 ml; 4 mg) of CrataBL was applied on Sephacryl S-300 (16 mm x 60 cm).

Fractions of 3.0 ml were collected at 0.5 ml/min.



6. CONCLUSOES

e Entrecasca de C. tapia contém lectina (CrataBL).

e CrataBL aglutinou eritrocitos de diferentes espécies animais.

¢ A lectina foi principalmente inibida por glicoproteina.

e A AH de CrataBL nao foi afetada em presenca de EDTA e de ions.
e CrataBL é uma lectina termoestavel.

e A lectina de C. tapia € uma proteina basica, constituida por duas
subunidades diferentes.

e CrataBL é uma glicoproteina reconhecida por lectina glicose/manose.

e CrataBL imobilizada em Sepharose CL-4B ligou glicoproteinas.



