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Ata da defesa de dissertagdo da Mestranda Claudia Zeneida Gomes Parente Alves,
realizada em 30 de agosto de 2002, como requisito final para obtengéo do titulo de Mestre
em Bioquimica

As 14:15 minutos do dia 30 de agosto de 2002, foi aberto, no Auditério Prof. Marcionilo
Barros Lins, Depto. de Bioquimica/CCB, o ato de defesa de dissertag@o da mestranda
Claudia Zeneida Gomes Parente Alves, aluna do Curso de Mestrado em
Bioquimica/Convénio UFPE/UVA. Iniciando os trabalhos a Profa. Dra. Nereide Stela
Santos Magalhdes, Coordenadora do Curso supra citado, fez a apresentagdo da aluna,
de sua orientadora, Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva, da Co-orientadora, Profa.
Dra. Maria das Gragas Carneiro da Cunha, e da Comissdo Examinadora composta pelos
professores doutores: Patricia Maria Guedes Paiva, na qualidade de Presidente, Luana
Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, Nicacio Henrique da Silva, os trés do Depto. de
Bioquimica e Maria Inés Sucupira Maciel, do Depto. de Ciéncias Domésticas da UFRPE.
Apos as apresentagdes, a Profa. Nereide Magalhdes passou a palavra para a Sra.
Presidente que convidou a aluna para a apresentagao de sua dissertacéo intitulada:
“|solamento, Caracterizagdo Parcial e Imobilizagdo da Lectina de Pericarpo de
Punica granatum L. em Dacron Magnetizado, e informou, que de acordo com o
Regimento Interno do Curso, o candidato dispbe de até 50 (cinglienta) minutos para
apresentacao do trabalho e o tempo de argliicéo para cada examinador, juntamente com
o tempo gasto pelo aluno para responder as perguntas serd de 30 (trinta) minutos. A
aluna procedeu a explanagéo e comentarios acerca do tema em 30 (trinta) minutos. Apds
a apresentagdo a Sra. Presidente concedeu um intervalo de 10 minutos. Findo o
intervalo, a mesma convidou a Comissdo para ocupar seus lugares e passou a palavra
ao primeiro examinador, Profa. Maria Inés Maciel, que agradeceu o convite, e fez alguns
comentarios, iniciando sua argligdo. Ao final, a referida professora parabenizou a
mestranda e sua orientadora, dando-se por satisfeita. Dai, a palavra foi passada para a
Profa. Luana Coelho, que apos agradecer e fazer alguns comentarios, iniciou sua
argliicao. Ao final, a referida professora deu-se por satisfeita, parabenizando a candidata
e sua orientadora. Em seguida, a Sra. Presidente passou a palavra para o Prof. Nicacio
Silva, agradeceu o convite, fez sugestdes, e iniciou sua argiiigdo. Finda a mesma, o
referido professor parabenizou a candidata e sua orientadora. Dai, a Sra. Presidente
usou da palavra para fazer um breve relato das dificuldades e persisténcia da mestranda,
agradeceu a Comiss&o e passou a palavra para a Profa. Graga Cunha, Co-orientadora da
aluna, que agradeceu a comissdo e parabenizou a mestranda. Finalmente, a sesséo foi
suspensa para proceder o julgamento pela Banca Examinadora, a qual se reuniu na
Secretaria do Curso, na presenga do Coordenador. Apds alguns comentarios, a
Comissao decidiu, por unanimidade, conceder a mengdo "Aprovada com Distingao”.
Nada mais navendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada pgr mim, Secretario, e
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RESUMO

A Natureza é uma fonte de substancias bioativas e pericarpo de Punica granatum
Linn. (roma@) tem sido usado em medicina popular. Proteinas hemaglutinantes
(lectinas) interagem seletivamente e reversivelmente com carboidratos e
glicoconjugados. O objetivo deste trabalho foi o isolamento da lectina de pericarpo
de P. granatum (PgPel) e sua imobilizacdo para produzir uma matriz de afinidade.
Extrato de pericarpo de Punica granatum foi submetido a precipitacdo com sulfato
de aménio e as fracbes obtidas foram avaliadas quanto a seus efeitos sobre
aglutinacao de eritrécitos (tipos humanos e de coelho). A fracdo sobrenadante
60% (SF60) mais ativa foi usada para avaliar a especificidade da lectina
(carboidratos e glicoproteinas), a estabilidade térmica da proteina (30 a 100°C, 30
min ou 100°C, 60 min), o efeito de fons (C&* e Mg?*) e pH (valores de 6,5 a 8,0)
sobre a atividade hemaglutinante. PgPelL obtida ap6s cromatografia da SF60 em
coluna de Sepharose CL-6B (purificacdo de 10 vezes) foi imobilizada em Dacron
ferromagnetizado (FMD); PgPeL-FMD foi aplicada para o isolamento de fetuina e
ovoalbumina. SF60 aglutinou todos os eritrécitos humanos (titulo de 512") mas o
melhor resultado foi obtido com células de coelho (titulo de 2048™"). A atividade de
PgPelL nao foi estimulada por ions divalentes e foi inibida por frutose, manose,
caseina, fetuina, ovoalbumina como também por tiroglobulina. A mais alta
atividade lectinica (pH 7,5) foi totalmente perdida em pH 8,0. PgPel foi ativa (titulo
de 47) apds aquecimento a 100°C. PgPeL imobilizada (87%) foi capaz de ligar
fetuina (160 ng), mas ovoalbumina néo foi retida. PgPeL-FMD pode ser usada

para purificacdo de glicoproteinas sendo um método simples e rapido.
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ABSTRACT

Nature is a source of active substances and pericarp of Punica granatum Linn.
(roma, pomegranate) has been used in popular medicine. Hemagglutinating
proteins (lectins) interact selectively and reversibly with carbohydrates and
glycoconjugates. The aim of this work was the isolation of P. granatum pericarp
lectin (PgPel) and its immobilization to produce an affinity matrix. Extract of
pericarp was submitted to ammonium sulphate precipitation and the fractions
obtained were evaluated with regard to its effects on erythrocyte agglutination
(rabbit and human types). The most active 60% supernatant fraction (SF60) was
used to evaluate lectin specificity (carbohydrates and glycoproteins), protein
thermic stability (30 to 100°C, 30 min or 100°C, 60 min) and the effect of ions (Ca®*
and Mg®*) or pH (6.5 to 8.0 values) on hemagglutinating activity. PgPeL obtained
after chromatography of SF60 on Sepharose CL-6B column (purification of 10
folds) was immobilized on ferromagnetic Dacron (FMD); PgPeL-FMD was applied
to fetuin and ovalbumin isolation. SF60 agglutinated all human erythrocytes (titer of
5127); but the best result was obtained with rabbit cells (titer of 2,048"). PgPelL
activity was not stimulated by divalent ions and was inhibited by fructose,
mannose, casein, fetuin, ovalbumin, as well as thyroglobulin. The highest lectin
activity (pH 7.5) was totally lost at pH 8.0. PgPel was active (titer of 4") after
heating to 100°C. Immobilized PgPeL (87%) was able to bind fetuin (160 pug), but
ovalbumin was not retained. PgPelL-FMD can be used to glycoprotein purification
in a very fast and simple method.
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1. INTRODUCAO

1.1. LECTINAS
1.1.1. Aspectos gerais

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunoldgica,
capazes de interagir de forma reversivel com carboidratos através de pelo menos
dois sitios de ligacdo, aglutinar células vegetais ou animais e precipitar
polissacarideos, glicoproteinas e glicolipidios (Goldstein et al, 1980). A
caracteristica ndo imune das lectinas serve para distingui-las de anticorpos
anticarboidratos que aglutinam células. Adicionalmente, enquanto os anticorpos
sao estruturalmente similares, as lectinas diferem entre si quanto a composicéao
em aminoacidos, massa molecular, estrutura tridimensional e necessidade de
metais para a atividade (Kennedy et al., 1995).

As lectinas ndo sao apenas encontradas em animais, mas também em
outros organismos como plantas (Ratanapo et al., 2001) e microrganismos
(Kawagishi et al., 2001). Dentre as funcdes biologicas das lectinas das plantas,
discute-se o0 seu papel na interacao planta/bactéria (Ratanapo et al.,, 2001) e no
mecanismo de defesa da planta (Freire et al., 2002).

A presenga de lectinas numa amostra pode ser detectada a partir de
ensaios nos quais estas interagem com as células, através dos seus sitios de
ligacdo, resultando em aglutinacdo. O ensaio de hemaglutinacdo € o mais
comumente utilizado pela simplicidade e facilidade de visualizacao do fenémeno.
Os eritrécitos, origem humana ou outros animais, podem ser enzimaticamente
(Sato et al., 2000) ou quimicamente tratados (Coelho e Silva, 2000).

A confirmacao de que a hemaglutinacao é devida a presenca da lectina na
amostra se da pela sua inibicdo com os carboidratos (Freire et al., 2002) ou
glicoproteinas (Coelho e Silva, 2000). A especificidade de uma lectina € dada pelo
monossacarideo que, em menor concentracao, possua maior habilidade para inibir

a sua atividade de hemaglutinagcdo ou de precipitacdo de polissacarideos e
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glicoproteinas. Algumas lectinas apresentam interagbes mais fortes com
oligossacarideos em comparacdo com monossacarideos e outras interagem
quase exclusivamente com oligossacarideos. Assim, as lectinas sdo classificadas
como especificas, apresentando interacdo com um monossacarideo, ou nao-

especificas, apresentando interacao com oligossacarideos (Sharon e Lis, 1990).

A estrutura tridimensional da Concanavalina A (Con A), lectina isolada de
sementes de Canavalia ensiformis, foi descoberta em 1970, mas somente em
1999 foi elucidada a estrutura da lectina complexada com metil-a-manosideo.
Foram também definidas as estruturas dos complexos de Lathyrus ochrus (LOLI)-
glicose ou LOLI-manose, lectina da Erythrina corallodendron (E Corl)-lactose e
Griffonia simplicifolia (lectin |V)-tetrassacarideo especifico de tipos sangtliineos.
Foi evidenciada uma importante propriedade das lectinas de leguminosas que é a
habilidade de discriminacéo entre carboidratos muito similares tais como glicose e
galactose (Sharon & Lis, 2001), que diferem na configuracdo de uma unica
hidroxila (4-0H) ou na posicao de uma ligacao glicosidica [NeuAc(a2-3)Gal vs
NeuAc(o2-6)Gall.

Os sitios de ligacao aos carboidratos sdo depressoes rasas na superficie
da proteina e em geral a interacdo entre a lectina e o carboidrato ocorre através
de pontes de hidrogénio, com contribuicdo das forcas de van der Waals e
interacbes hidrofobicas entre os residuos de aminoacidos aromaticos. A
especificidade do sitio de ligacdo ndo é determinada apenas pelos seus
aminoacidos constituintes; a forma exata do sitio de ligacdo e a disposicao
espacial dos aminoacidos vizinhos contribuem para a especificidade (Sharon &
Lis, 2001).

Algumas vezes as interagdes com carboidratos requerem Ca®* e Mn?* ou
outro ion metal de transi¢cdo, que estao localizados dentro do sitio de ligacdo ao
carboidrato; os aminoacidos que coordenam o ion metal incluem acido aspartico e
asparagina. O ion metal serve para manter a integridade das subunidades da
lectina e ajuda a posicionar o residuo de aminoacido para a ligagdo com o
carboidrato, mas néo interage diretamente com o carboidrato (Sharon & Lis,
2001).
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Um grande numero de lectinas foi isolado de vérias plantas e diferem em
suas especificidades por carboidratos e caracteristicas estruturais. Normalmente
consistem em duas ou quatro subunidades de 25-30 kDa, cada uma com um sitio
de ligacao ao carboidrato. Pontes dissulfeto, pontes de hidrogénio e as interacoes
hidrofébicas podem estar envolvidas na associacdo das subunidades (Kennedy et
al., 1995).

As lectinas de plantas sao classificadas em merolectinas, hololectinas e
quimerolectinas (Peumans & van Damme, 1995). As merolectinas sdo proteinas
formadas exclusivamente por um dominio de ligacao ao carboidrato; sao proteinas
pequenas, formadas por um unico polipeptideo e, por conta da sua natureza
monovalente, sao incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. As
hololectinas contém dois ou mais dominios de ligacdo a carboidrato que sao
idénticos ou muitos semelhantes; este grupo compreende todas as lectinas que
possuem multiplos sitios de ligacdo, sendo capazes de aglutinar células ou
precipitar gliconjugados. As quimerolectinas sédo proteinas que contém um
dominio de ligacao ao carboidrato e um dominio nao relacionado (tal dominio
possui uma atividade catalitica bem definida ou ndo apresenta nenhuma atividade
bioldgica) que atua de forma independente.

As lectinas de planta podem ainda ser classificadas, de acordo com sua
especificidade de interacdo com o0s carboidratos; por exemplo, em lectinas
glicose/manose (Correia & Coelho, 1995), galactose (Machuka et al.,1999), acido-
sialico e manose especificas (Mo et al., 1993; Koike et al., 1995). Recentemente
estudos cristalograficos da estrutura de lectinas associadas a agucares complexos
demonstraram que a posicao dos sitios combinantes das lectinas sao diferentes,
embora possam pertencer a mesma familia. Assim, lectinas com a mesma
especificidade de ligacdo ao acucar apresentam diferencas em suas interacoes
com as membranas das células e glicoconjugados. A diferenca de interacédo
resulta em efeitos distintos na estimulagao mitogénica, na producao de y-interferon
pelos linfécitos humanos, na estimulacdo de macréfagos, nos efeitos

edematogénicos e na liberacéo de histamina.

As lectinas de plantas sao utilizadas em estudos bioquimicos. Em culturas
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de células, observou-se que a lectina do alho (Allium sativum L.) apresentou um
efeito citotoxico em células de linfoma humano, mas ndo em leucécitos humanos
normais (Karasaki et al.,, 2001). Por outro lado, algumas estimulam a proliferacao
de linfécitos e sdo utilizadas como reagentes em estudos de mitogenicidade
(Barbosa et al., 2001).

A afinidade das lectinas por glicoproteinas de superficie celular tem sido
usada para a caracterizagdo epidemioldgica da Neisseria gonorrhoeae e
diferenciacdo de outras espécies de Neisseria (Wu et al., 2001) ou para
identificacdo de grupos sangtineos ABO (Matsui et al., 2001).

1.1.2. Purificagdo e caracterizagdo

Apesar das sementes serem a principal fonte de lectinas de plantas,
muitas tém sido isoladas de tecidos vegetativos (Wititsuwannakul et al,, 1998;
Coelho & Silva, 2000). A lectina isolada do pericarpo dos frutos de Solanum
tuberosum é especifica para N-acetilglicosamina e semelhante aquela obtida da
tubera da mesma planta (Kilpatrick, 1980a).

No isolamento de lectinas sdo decisivas as caracteristicas estruturais das
proteinas; fatores como carga elétrica, tamanho e solubilidade sdo avaliados para
definicdo do procedimento de purificacdo. Para a preparacdo do extrato bruto
seleciona-se a solucdo de extracdo, a temperatura e o tempo de duracdo do
processo. Em geral as lectinas sao soluveis em NaCl 0,15 M (Anuradha & Bhide,
1999) no entanto, algumas vezes a utilizacdo de solu¢des-tampao como extrator é
necessaria para a manutencao da atividade biol6gica (Machuka et al., 1999). No
extrato avalia-se entdo a concentragdo protéica e a presenca da atividade
hemaglutinante (AH); a AH especifica (AHE) & determinada dividindo-se a AH pela
concentracao de proteina (mg/ml).

As proteinas do extrato podem entdo ser fracionadas com sulfato de
amodnio, sendo o esquema de saturacao do sal escolhido, aquele que resultar em
fracOes enriquecidas da lectina (Tabela 1).
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Tabela 1. Purificacdo de lectinas vegetais utilizando sulfato de aménio

Origem Espécie Lectina Sulfato de ambnio  Referéncia

Entrecasca Sophora japonica 0-70% Ueno & Lim, 1991

Exudato Lycopersicon esculentum 0-50% Kilpatrick, 1980b

Folha Bauhinia monandra BmolLL 0-60% Coelho & Silva, 2000

Fruto Clerodendro trichotomum CTA 30-90% Kitagaki et al., 1985

Semente Cratylia mollis Isoforma 1 40-60% Correia & Coelho, 1995
Isoforma 2 60-80% Paiva & Coelho, 1992
Isoforma 3 0-40% Paiva & Coelho, 1992

Similar ao isolamento de outras proteinas, os métodos cromatograficos
sao Uteis na obtencao de lectinas. Dentre estes, a cromatografia de afinidade tem
sido o mais amplamente utilizado devido resultar, algumas vezes, em preparacoes
protéicas homogéneas (Coelho & Silva, 2000). Matrizes polissacaridicas tais como
Sephadex (L’Hocine et al, 2000), Quitina (Freire et al., 2002) e Sepharose
(Machuka et al., 1999) constituidos de unidades de glicose, N-acetil glicosamina e
galactose, respectivamente sdo selecionados de acordo com a especificidade da
lectina a ser isolada.

Alternativamente ou adicionalmente a cromatografia de afinidade, a
cromatografia de troca i6nica e a de exclusao molecular sao empregadas (Tabuchi
et al., 2001). No primeiro tipo, a utilizacdo de uma matriz catidénica (Dietilaminoetil-
Celulose) ou ani6nica (Carboximetil-Celulose) dependera do ponto isoelétrico da
proteina a ser purificada e portanto da carga liquida que ela tera no pH
selecionado para a realizacdo do processo (Chung et al., 2001). A cromatografia
de exclusao molecular (gel filtracdo) tem como principio de separacgao a diferenca
de massa molecular; moléculas pequenas ao penetrarem nos poros do gel tém a
sua velocidade de exclusao diminuida. Matrizes como Sephadex (Anuradha et al.,
1999) e Sepharose (Anuradha et al., 1999) sao utilizadas. O tamanho da proteina
purificada pode também ser determinado na cromatografia, desde que proteinas
de massa molecular conhecida sejam utilizadas como padrdes (kawagishi et al.,
2001).

A caracterizacao estrutural de lectinas também pode ser obtida através de
eletroforese em gel de poliacrilamida. A determinagdo da massa molecular de
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subunidades constituintes se da pela incorporacao de sulfato sédico de dodecila
(SDS) e de agente redutor (B-mercaptoetanol) no ensaio (kawagishi et al., 2001).
Na auséncia destes reagentes e com técnicas especificas, a eletroforese pode
indicar a natureza acidica (Coelho & Silva, 2000) ou basica (Audy et al., 1990) da
lectina isolada.

A avaliacdo da atividade bioldégica em funcdo do pH, da temperatura
(Machuka et al., 1999) e da presenca de ions, além de contribuir para a
caracterizacao da proteina, define as condi¢cdes a serem utilizadas na aplicacéo

biotecnoldgica da lectina e na avaliacao dos seus efeitos fisiolégicos.
1.2. IMOBILIZACAO DE PROTEINAS

Na década de 80, sistemas biol6gicos ou suas partes foram usados para
formar ou modificar produtos, ou ainda desenvolver outros sistemas biolégicos
com propésitos especificos. O conjunto desses esforcos foi designado como
Biotecnologia, que em sua definicdo classica inclui: “a aplicacdo de principios
cientificos para usos clinicos ou industriais de sistemas biologicos a fim de
produzir bens e servigos” (Green, 1991).

Bull (1987) resumiu a dificuldade em caracterizar a Biotecnologia como
“‘um conjunto complexo de tecnologias, capazes de gerar um novo impeto na
concepgao, orientagdo e estratégia das industrias tradicionais”. Desta maneira, a
biotecnologia pode ser entendida como um esforgo para relacionar os avancos
tecnoldgicos inovadores da ciéncia, nos campos da fisica, eletrbnica e biologia
molecular e seus objetivos aplicados, levando-se em consideracdo aspectos
econOmicos. Tais tecnologias incluem manipulagédo celular e molecular, técnicas
microbianas para crescimento e fermentacao, além de producao, caracterizacao e
modificacao de enzimas e outras proteinas (Green, 1991).

As proteinas tém sido imobilizadas em estruturas poliméricas, insoluveis em
meio aquoso, de maneira que conjugados biologicamente ativos sdo obtidos
(Carneiro-da-Cunha et al., 1999, 2002; Rocha 2002); o método visa o aumento da

estabilidade da molécula protéica e a reutilizacdo do produto obtido (Chaga,
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2001). Trevan (1980) definiu a imobilizagdo de enzimas como um processo de
“separacao fisica entre o catalisador e 0 seu meio de reacdo, de forma que as
moléculas do substrato e do produto possam difundir-se facilmente entre as duas
fases”. Além disso, a recuperacao do catalisador, com a finalidade de reutilizagao,
sera viavel e o seu uso continuo em reatores tornara o processo ainda mais
atrativo do ponto de vista econémico.

Entre as metodologias utilizadas para a imobilizacdo de biomoléculas,
destacam-se:

a) Adsorcéo, podendo ser definida como um processo de imobilizacdo em
que a proteina adere a superficie do suporte, por meio de interacdes hidrofébicas,
eletrostaticas e pontes de hidrogénio (Rosevear et al., 1987). Os plasticos sao
amplamente utilizados como matrizes; trata-se de uma metodologia simples, de
facil execucdo, mas que encerra uma grande desvantagem: desardsorcao das
proteinas fixadas causada pela variacdo de pH, forga ibnica e temperatura
(Kemeny & Challacombe, 1988).

b) Enclausuramento, consistindo na inclusdo da proteina a ser imobilizada
no interior de polimeros, de forma a impedir a difusdo do elemento fixado,
permitindo, no entanto, uma livre difusdo de outras moléculas. As matrizes mais
utilizadas nesta metodologia séo os géis de poliacrilamida, alginato, gelatina, agar
e agarose (Coughlan et al., 1988).

c) Ligagdo covalente, onde a proteina se liga a um suporte sélido através
da ligagdo covalente envolvendo diretamente os residuos de aminodcidos e os
grupos reativos da superficie do suporte ou, através do uso de reagentes bi ou
multifuncionais. Entre os grupos funcionais de residuos de aminoacidos que
podem participar da reagdo encontram-se: grupos carboxilicos dos acidos
aspartico e glutamico; grupos amino da lisina e da hidroxilisina; grupamento amino
e carboxilicos terminais das proteinas; fendlicos da tirosina; imidazol da histidina;
indol do triptofano; sulfidrila da cisteina; dissulfeto da cistina; hidroxila da serina,
da hidroxiprolina, da hidroxilisina e do &acido hidroxiglutamico; guanidina da
arginina; mercaptometil da metionina; fenil da tirosina e fenilalanina; amida da

asparagina e glutamina (Torchilin, 1991). Como a maioria dos suportes utilizados
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para a ligacdo covalente ndo apresentam grupos reativos que se liguem
diretamente a proteina, torna-se necessario o uso de métodos de ativacao que
podem ser reacdes de diazotacdo, formacao de derivados azida, alquilagdo, de
amidacao e utilizacdo de reagentes de condensacgdo, entre outros. O maior
atrativo deste método é a alta estabilidade operacional dos derivados obtidos,
devido a forca da ligagcdo covalente entre proteina e suporte de baixa massa
molecular, capazes de formar ligacées cruzadas com as moléculas protéicas
(Kennedy & White, 1985).

O polietilenotereftalato, mais conhecido como Dacron (Figura 1), € um
poliéster de estrutura linear, insoliuvel em meio aquoso, produzido pela
condensacdo entre o acido tereftalico e o etileno glicol. O Dacron é
comercialmente disponivel em uma grande variedade de formas fisicas tais como
membranas, po, tubos, etc. Atualmente, ele vem sendo empregado, na forma de
filme, na embalagem de diferentes produtos comerciais em face de seu baixo
custo. Esta vantagem econOmica aliada a versatilidade das possiveis
apresentacdes, sdo recomendacdes favoraveis ao seu uso como suporte para a

sintese de conjugados biolégicos ativos, insollveis em agua.

o o
I I
HO{C@C—O—CH;—CHZ}OH
n

Figura 1. Polietilenotereftalato (Dacron).

n pode assumir valores de até 15.000 unidades.

O Dacron foi proposto inicialmente como suporte para fixacdo covalente
de proteinas por Weetal (1970) e a metodologia descrita baseava-se na introducéao
de grupos funcionais segundo quatro etapas: silanizacdo do dacron com
aminopropiltrietoxisilano; conversdo do dacron-alquilaminosilano a um derivado
arilamina, usando acido nitrobenzoilcloridrico; conversao do derivado arilamina a
arilazida, usando nitrito de sédio e fixacao da proteina.

Em 1984, Melo propbés uma metodologia em trés etapas para fixar
covalentemente proteinas ao Dacron que consistia em hidrazindlise parcial de

filmes de dacron; conversédo de grupos hidrazida a azida através do uso de nitrito
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de sédio e imobilizacao de proteina ao suporte.

Devido a dificil recuperagdo do Dacron na forma de po, obtido por esta
metodologia, Carneiro Ledo et al. (1991) propuseram o uso do Dacron em p6 na
forma magnetizada como suporte para a imobilizacido de proteinas. O uso de
suportes magnetizados para a imobilizacido de proteinas foi proposto visando
simplificar a utilizacdo da matriz obtida. Estas apresentam boas propriedades
mecanicas além de serem resistentes a grande parte dos solventes e ao ataque
microbiano. Devido a sua grande funcionalidade a automatizagao dos processos é
perfeitamente viavel, o que torna a sua utilizacdo economicamente interessante. A
matriz amiloglicosidase-Dacron magnetizado obtida apresentou atividade catalitica
e foi recuperada do meio de incubacao por campo magnético.

Pinheiro et al. (1999) imobilizaram com éxito albumina ao Dacron na forma

hidrazida, utilizando o glutaraldeido como agente de condensacao (Figura 2).

o
I

[o]
a) I
HO-|-C C - O—CHy—CHy—|—OH
n

NH,- NH,
CH:0H

o o

Il I

HO-C C-NH-NH, + (HO-CH,—-CHs)

o
I

0
HO -C C—NH-NH,

lcuo- (CH):—CHO

o (o]
Il I
HO -C — C — NH- N= CH- (CH): - CHO
C) o o
Il Il
-C C —NH-N= CH- (CH); - CHO
l H:N- Proteina

(o] o
Il Il

HO-C C —NH- N= CH- (CH)s — CH =N- Proteina

Figura 2. Imobilizacdo covalente de proteinas ao Dacron.
a) Hidrazinodlise; b) Ativacdo com glutaraldeido; c¢) Ligacdao covalente

com a proteina.
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A cromatografia de afinidade metal-imoblizado representa uma técnica de
separacao relativamente nova para a purificacdo de proteinas. Rocha (2002)
purificou a tripsina de intestino de tilapia nil6tica, utilizando o inibidor de tripsina de
Cratylia mollis (ITCm) imobilizado covalentemente em particulas paramagnéticas.

A potencialidade biotecnoldgica de lectinas estimula a busca por suportes
para imobilizacdo destas proteinas. Os suportes contendo lectinas podem ser
utiizadas para o isolamento de carboidratos e glicoproteinas de interesse
biotecnolodgico, para deteccao de diferente padrao de glicosilagao de proteinas em
estados patoldgicos, assim como, para o estudo estrutural de glicoconjugados
(Tabela 2).

Tabela 2. Aplicagao biotecnolédgica de lectinas imobilizadas

Lectina

Utilizagao

Referéncia

Cra-Sepharose
Con A-Sepharose

HPA, UEA-1,
WFA-Agarose
Jacalina-Sepharose
SNA-Sepharose

WGA-Sepharose

LBA,

Isolamento de glicoproteinas plasmaticas humanas
Isolamento de isoformas da a-fetoproteina de soro de
pacientes com cancer

de

imunodeficiéncia de macacos

Purificacao glicoproteina do virus da
Analise estrutural de N-glicanos de soja

Deteccao de alteragdo em cadeias glicidicas N-ligadas
no antigeno préstata-especifico em carcinoma de
prostata

Isolamento da gamaglutamil transferase de plaquetas
humanas
Isolamento de invertase de Aspergillus niger e
xiloglicano transferase de planta

Estudo comparativo da avaliagdo da ligacdo de
lectinas a oligossacarideos

Isolamento de IgA secretéria humana

Fracionamento de oligossacarideos, glicopeptideos e
glicoproteinas

Isolamento de receptor para fosfolipase A2

Isolamento de proteases

Lima et al., 1997
Chan & Miao, 1986

Gilljlam et al., 1994

Kimura & Kitahara, 2000

Sumi et al., 1999

Sener & Yardimci, 2000

L'Hocine et

Tabuchi et al., 2001
Matsui et al., 2001

al., 2000;

Kondoh et al., 1987
Shibuya et al., 1987

Copic et al., 1999
Jiménez et al., 2000

Cra, Cratylia mollis; HPA, Helix pomatia; LBA, Phaseolus lunatus; SNA, Sambucus nigra; WFA, Wistaria

floribunda; WGA, Triticum vulgaris.
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1.3. Punica granatum Linn.

Punica granatum, planta da familia Punicaceae é uma espécie oriunda da
Africa e Asia Ocidental, aclimatada na Bahia (Machado et al., 2000). A romanzeira
€ um arbusto frutifero, ereto e seus ramos espinhosos revestem-se, quando
jovens, de cascas avermelhadas. Apresenta folhas glabras, opostas, um tanto
onduladas e inteiras, de formato lanceolado. Nas extremidades dos ramos,
surgem grandes flores solitarias. E uma &rvore com significante importancia
econOmica na industria e na medicina. A industria quimica utiliza as cascas do
tronco da romanzeira na fabricacdo de tintas, assim como as cascas dos frutos,
que servem para preparar adubos e tinturas (Alzugaray & Alzugaray,1988). As
flores sdo usadas para o tratamento de diabetes mellitus na india; a administracdo
oral do extrato hidro-etanélico (50% v/v) reduziu significativamente a taxa de
glicose sangiinea em ratos com diabetes induzida por aloxano (Jafri et al., 2000).

Os frutos (roma) constituem-se em bagas de casca dura e amarela com
manchas verdes; internamente as romas contém inUmeras sementes carnosas, de

cor vermelha e sabor agridoce (Figura 3).

...
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Figura 3. Aspectos do fruto (roma) de Punica granatum

Os extratos etandlicos dos frutos foram avaliados quanto a atividade
antimicrobiana sendo eficientes frente ao Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (Machado et al., 2000).

As sementes contém o principio hipoglicemiante; o extrato metandlico
reduziu significativamente os niveis de glicose sangiiinea em ratos com diabetes
induzida por estreptozotocina (Das et al., 2001).

O extrato aquoso da casca da roma quando testado em ratos com lesdes
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gastricas induzidas, diminuiu significativamente o contelddo acido estomacal,
sugerindo um efeito gastro-protetor (Gharzouli et al.,1999).

Gracious et al. (2001) estudaram a atividade imunomodulatéria da roma; a
casca pulverizada da fruta apresentou um efeito estimulatério dos componentes
do sistema imune em coelhos.

Os extratos aquosos e metandlicos das cascas, das sementes e dos frutos
apresentaram atividade antioxidante em modelos in vitro; os extratos foram
avaliados quanto aos seus efeitos na peroxidacédo lipidica e na oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) humana (Shing et al. , 2002 ).
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Isolar e caracterizar parcialmente a lectina do pericarpo de Punica

granatum; obter o suporte lectina-Dacron magnetizado.

2.2. ESPECIFICOS

. Isolar a lectina (PgPel) através de fracionamento com sulfato de aménio e
métodos cromatograficos;

. Identificar o padrao de aglutinacédo com diferentes eritrécitos;

. Determinar a especificidade monossacaridica;

. Determinar a estabilidade térmica da lectina;

. Avaliar o efeito dos fons magnésio (Mg®") e calcio (Ca®*) na atividade

hemaglutinante;

. Determinar a influéncia do pH na atividade hemaglutinante;

. |dentificar o padrao da proteina em eletroforese para proteinas nativas, bem
como em condi¢cdes desnaturantes e redutoras;

. Imobilizar a lectina em Dacron magnetizado (PgPeL-Dacron);

. Avaliar a matriz PgPelL-Dacron quanto a ligacao de glicoproteinas.

25



3. RELEVANCIA DO TRABALHO

O Laboratério de Glicoproteinas do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco tem como propésito, desde 1983, a
obtencao de um painel de lectinas e das suas formas moleculares multiplas. As
propriedades bioativas detectadas na casca da roma justificam uma avaliagdo dos
seus componentes protéicos. O isolamento da lectina do pericarpo de roma além
de contribuir para a caracterizacado estrutural de proteinas presentes nesta parte
do fruto, abre perspectivas para a avaliacao posterior da proteina quanto as suas
propriedades bioativas e, imobilizada em dacron magnetizado, como matriz para o
isolamento de glicoproteinas.
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Abstract
A thermostable lectin was purified (10 folds) from pomegranate pericarp; the
glycoprotein was active after immobilization on ferromagnetic Dacron. The

obtained affinity matrix was able to bind fetuin.

Introduction

Lectins, hemagglutinating proteins that interact reversibly with carbohydrates, have
been widely isolated from vegetable tissues, however not much is known about
pericarp lectins. A thermostable glycoprotein, the lectin obtained from Solanum

tuberosum pericarp (Kilpatrick, 1980), presented a polypeptide band of 80 kDa and
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did not contain disulfide bonds. Immobilized lectins constitute tools for
glycoconjugate isolations and it has been of great interest to search supports to
immobilize these proteins; ferromagnetic Dacron (FMD) is advantageous since it
allows the use of a magnetic field to for separate adsorbed and soluble materials
with reduction of operation time (Pinheiro et al., 1999). Pericarp of pomegranate,
Punica granatum L. (Punicaceae family), has been used to throat affections in
Brazilian popular medicine. This paper describes the isolation and partial
characterization of a P. granatum pericarp lectin (PgPel). The protein was also

immobilized on FMD, and the affinity matrix successfully bound fetuin.

Material and methods

Isolation of lectin

Proteins extracted from dried pericarp flour (10 g) with 0.15 M NaCl (100 ml) were
fractionated with ammonium sulphate. The 60% supernatant fraction (SF60) was
chromatographed on a Sepharose CL-6B (Sigma, St. Louis) column. Sample (8 mg
of protein) was loaded onto a column (4.3 x 0.8 cm) previously equilibrated (15
mi/h flow rate) with 0.1 M Tris—HCI buffer, pH 7.5. The active fractions were pooled
and corresponded to purified lectin (PgPeL).

Hemagaglutinating activity (HA)

Lectin activities were evaluated according to Paiva & Coelho (1992) by serial
dilution in microtitulation plates and using glutaraldehyde treated rabbit or human
erythrocytes. Titer was defined as the reciprocal of the highest dilution giving
positive hemagglutination. The effects of pH, temperature and ion on HA, under 10

mM Tris-HCI buffer (6.5 to 8.0), heating (100 °C, 60 min) and Ca®*" or Mg?* were
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evaluated, respectively. The inhibition of HA used 200 mM carbohydrate or 0.5
mg/ml glycoprotein solutions.

Polyacrylamide gel electrophoresis

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) for acidic protein (Davis, 1964) and
under denaturating and reducing conditions (Laemmli, 1970) used 7.5% and 12%
Polyacrylamide gel, respectively. Glycoprotein nature was evaluated on SDS-
PAGE by Schiff’s reagent.

PgPelL-FMD preparation and evaluation of glycoprotein binding

PgPeL (234 ng) was immobilized on FMD (20 mg of powder) according to Pinheiro
et al. (1999). PgPeL-FMD was washed with 0.1 M Tris HCI buffer, pH 7.5 and
incubated (60 min, 25 °C) with 1.5 mg of fetuin or ovalbumin. Following, the

particles collected using a magnetic field were washed with 1.0 M NaCl.

Results and discussion

A lectin was purified from pericarp of pomegranate, a fruit appreciated around the
world. SF60 agglutinated all human types (titer of 512°") and was mainly active for
rabbit erythrocytes (Table 1). Chromatography of SF60 on Sepharose CL-6B
yielded an unadsorbed preparation (PgPelL) which contained all applied activity
(Table 1). PgPelL, a glycoprotein (Figure 1A), was not stimulated by divalent ions,
retained activity (titer of 4') after heating, exhibited optimum pH of 7.5 (HA was
abolished at pH 8.0) and was mainly inhibited by casein, fetuin or ovalbumin (titer
of 8"); fructose and mannose were weaker inhibitors (titer of 647"). PgPeL was

similar to S. tuberosum lectin in relation to optimum pH (Kilpatrick, 1980), however
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it showed higher thermostability. PgPeL was resolved as a single polypeptide band
upon PAGE for native acidic proteins (Figure 1B) and bands of approximately 25
(main), 35, 39 and 45 kDa on SDS-PAGE with (Figure 1C) or without pB-
mercaptoethanol.

PgPelL was successfully immobilized (204 ug) onto FMD corresponding to
coupling yields of 87%; similar efficiency was obtained when Ricinus communis
agglutinin was immobilized on polymers-based supports (Cartellieri et al., 2001).
PgPeL-FMD was able to retain fetuin (160 ug, salt eluted).

In conclusion, the results showed a simple and efficient procedure to
prepare PgPelL and the lectin affinity adsorbent with high specific activities, which
certainly will allow to evaluate its bioactive properties.
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Table 1- Summary of PgPeL purification

. Total protein  _ Yield®  Purification
Preparation Titer ' SHA
(mg) (%) (folds)
Extract 3,200 8,192 102 100 1
SF60 576 2,048 128 23 1.2
PgPelL 2.0 128 1103 100 10

“Percentage of total activity recovered. To hemagglutinating activity (HA) the lectin
preparation (50 ul) was serially two-fold diluted in 0.15 M NaCl before addition of
2.5% (v/v) suspension of rabbit glutaraldehyde treated erythrocytes (50 ul). The
titer was expressed as the highest dilution exhibiting hemagglutination. SHA,
specific HA. Extraction used dried pericarp flour (10 g) and 0.15 M NaCl (100 ml);
PgPeL, lectin isolated by chromatography on a Sepharose CL-6B column (4.3 x
0.8 cm) previously equilibrated (15 ml/h flow rate) with 0.1 M Tris-HCI buffer, pH

7.5.
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Figure 1. Electrophoretic patterns of PgPeL (100 ug of protein). SDS-PAGE (10%)
under reducing conditions stained with Schiff’s reagent (A); PAGE (12%) for native
acidic proteins (B) and SDS-PAGE (7.5%) with -mercaptoethanol (C) stained with
Coomassie Brilliant blue. Molecular mass reference proteins were bovine serum
albumin (66,000), ovalbumin (43,000), carbonic anhydrase (30,000) and soybean

trypsin inhibitor (20,100).
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6. CONCLUSOES

1. Pericarpo de Punica granatum contém proteina com atividade

hemaglutinante (PgPel).

2. PgPeL foi extraida de farinha de pericarpo de P. granatum com NaCl 0,15
M e purificada por fracionamento salino com sulfato de amoénio e
cromatografia em coluna de Sepharose CL-6B.

3. PgPeL interage com eritrécitos humanos mas € principalmente ativa com

células de coelho.

4. A atividade da lectina € inibida por glicoproteinas (caseina, fetuina,
ovoalbumina e tiroglobulina) e monossacarideos (frutose e manose) enquanto
os ions calcio e magnésio nao interferem na atividade hemaglutinante.

5. PgPelL tem elevada estabilidade térmica e é sensivel a pH alcalino (8,0).

5. Investigacao eletroforética revelou que PgPelL é uma glicoproteina de
natureza &acida, constituida de subunidade principal de massa molecular

25.000 Da.

6. PgPeL imobilizada em Dacron ferromagnetizado constitui uma matriz de
afinidade para purificacao de fetuina.
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