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Resumo:

O isolamento e purificacdo proteinas se tornaramgssos de grande relevancia para
investigacao cientifica e para a industria. Um grparticularmente importante de proteinas é
o das lectinas, que se caracterizam pela capacdade ligar reversivelmente a residuos
especificos de agucares, dentre as quais se desjacalina, lectina presente no caro¢co da
jaca e que apresenta especificidade por residud3-gkdactose. Essa lectina € capaz de
aglutinar eritrocitos de diferentes tipos de angsmaiinclusive do homem, independente do
tipo sanguineo, além de promover o estimulo celll@®4 e apresentar afinidade por IgAL.

Matrizes biolégicas sdo complexas, por isso, mé&adalicionais para purificacao de
proteinas se caracterizam por apresentar grandeeraude etapas, baixa eficiéncia na
purificacdo e um elevado tempo de execucdo, logos® de técnicas e materiais que
possibilitem uma melhor eficiéncia na separacdprdieinas, com niumero reduzido de etapas
é de grande interesse. A utilizacdo da cromatagdsfiafinidade vem apresentando resultados
eficientes, rapidos e cuja purificacdo é realizanlavés de uma Unica etapa. Tais resultados
podem ser atribuidos ao tipo de material utilizadmno fase estacionaria na coluna de
separacdo. Dentre os possiveis materiais a serdizadds como fase estacionaria em
cromatografia de afinidade esta o alginato de @d@oma guar, que neste projeto foi
empregado como fase estacionaria devido a afinidadacalina por residuos de D-galactose
presentes na estrutura da goma guar.

O emprego da fase estacionaria constituida ponatlyide calcio — goma guar,
reticulada com glutaraldeido demonstrou-se efizurificacdo de jacalina por meio de
cromatografia de afinidade. A técnica de SDS-PA&EIou uma Unica banda apds a etapa
de cromatografia, com a obtencéo de 5,0 mL de texparificado contendo 6,8mgritLde
jacalina.

Palavras chave: alginato de calcio, cromatograiafthidade, goma guar, jacalina.
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1 Introducgéo

1.1 Métodos cromatograficos de separacéo de proteinas

A cromatografia € uma técnica de separacao ondeaumatra é transportada por uma
fase movel (gas, liquido ou fluido supercriticofoecada a passar através de uma fase
estacionaria[l]. Os métodos cromatograficos séinlidios em diferentes categorias com base
no mecanismo de interacdo entre soluto e fasei@séai@, sendo estes: adsor¢cao do soluto a
superficie da fase estacionaria devido a interab@sfobicas ou hidrofilicas, por particao
entre dois liquidos, por troca i6nica (oriunda ofsracdes eletrostaticas entre ions do soluto
e a fase estacionaria), por exclusdo molecularraagor afinidade[2].

A cromatografia por afinidade utiliza de interac@dre moléculas especificas do
soluto e moléculas que se encontram covalentenigyatgdas a fase estacionaria[2]. Essa
técnica tem sido aplicada com grande frequéncia parificacdo de proteinas.

1.2 Acido alginico

O &cido alginico € um biopolimero produzido de fambundante por algas marrons e
pertence a familia dos polissacarideos com estratiw ramificada, com ligacopdD-(1—4)
entre residuos de acigeD-manurdnico (M) e de acide-L gulurdnico (G), que podem estar
em blocos unicos (MM) ou (GG), ou alternados (ME)f®nforme ilustrado na figura 1. O
produto de ionizacdo do acido alginico é o algingte em contato com solucdes de cloreto
de célcio forma hidrogeis de alginato de calciog@d) [4][5], material que é extensamente
utilizado em biotecnologia para preparar nanocagselmicrocapsulas usadas como veiculo
para administracdo de proteinas com liberacédo aadt [6] e como envelope de células ou
ilhotas pancreaticas para transplante [7]. Estesasteve a boa biocompatibilidade do acido
alginico, auséncia de toxicidade, biodegradabibdaelificacdo controlada e propriedades de

formacdao de filme [8].
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Figura 1: Estrutura quimica de bloco G (acido duico), bloco M (acido
manurénico) e bloco alternado MG (acido gulurérécicido manurbnico) - Extraido
de LEE, 2012. [7]

Os hidrogéis de AlgCa e seus derivados podem saregiados como fase estacionaria
para algumas separacfes cromatogréficas por afmidacluindo a separagdo de algumas
lectinas, como por exemplo, a jacalina, onde optiissacarideo, a goma guar (GUAR), é
incorporado ao AlgCa através de ligacfes covalerniezadas [9]Neste caso, é a GUAR a
molécula responsavel pelas interacdes de bioafieidaonforme discutido adiante.

1.3 Lectinas

Lecitinas pertencem a classe de glicoproteinassguigam de forma especifica e
reversivel a acucares[10]. Geralmente sao corgdgypor diferentes isoformas arranjadas em
sua estrutura quaternaria na forma de dimerosintetos, heterodimeros, entre outros. As
lectinas podem ser monovalentes, isto é, possuirsitia glicidico por mondémero, ou
polivalentes, mais de um sitio ligante glicidica pwonémero. [11]

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natuserado expressas por diversos
organismos vivos, tais como: microorganismos, plnffitolectinas) e animais, tanto
vertebrados como invertebrados [10]. Essas pratedeaempenham importantes atividades

bioldgicas, principalmente a habilidade de recoahede forma especifica, e aglutinar



eritrécitos, linfécitos, espermatozoides, fungaagtbrias, particulas virais e células vegetais
[11], raz&o pela qual as lectinas sdo também chasndd aglutininas, representando um
importante tépico de estudo. A jacalina (presemtecaroco de jaca) e fitohemaglutinina de
Phaseduosvulgaris PHA (presente no grao do feijao) sdo exempldgalectinas, extraidas
de uma extensa lista [12]. Neste trabalho a extragépurificacdo da jacalina por
cromatografia de afinidade serdo abordadas.

1.3.1 Jacalina

A jacalina é uma lectina encontrada no caro¢o Atéocarpus integrifolia
popularmente chamada de jaca. Acredita-se que geroridesta fruta seja nas florestas
tropicais da india, e que tenha se distribuido pasadeste asiatico, Filipinas, leste africano,
Brasil e Suriname, tornando-se muito popular. Esf@#écie adapta-se bem ao clima tropical
umido[13].

A jacalina apresenta especificidade por residuoB-dalactose e apresenta estrutura
tetramérica, constituida por cadeiasf3, podendo apresentar diversas isoformas [10].

Durante a reviséo bibliografica, ficou evidente qireda ndo ha um consenso sobre a
massa molecular desta proteina, ja que algunsesutaencionam como sendo 39,5 kDa [10],
e outros como sendo 65-66 kDa[9, 14], no entaatoadeiar especifica para reconhecimento
de residuos de D-galactose é sempre descrita cons proteina de aproximadamente
10kDa[10,14,9].

A jacalina é capaz de aglutinar eritrécitos de idiae espécies de animais, incluindo
humanos, sem discriminacdo entre os diferentesogriganguineos. Dentre as diversas
propriedades da jacalina esta a sua aplicabilidatestudos imunolégicos, pois essa lectina
estimula linfécitos T CD4, podendo ser utilizadargpa avaliacdo do estado imune de
pacientes soropositivos. Outra propriedade imptetalesta lectina esta em sua afinidade

pelas imunoglobulinas humanas IgAl, o que postb#ieu uso para o isolamento de



glicoproteinas plasmaticas, como IgAl e proteinbidora de C-1, na investigacdo de
nefropatias por IgA e na deteccéo de tumores[10].
1.4 Goma Guar

A goma guar é um polissacarideo de origem vegajalmnassa molecular média é de
220 kDa, extraido do endosperma do feijao g@yafossistetragonolobusSua estrutura
apresenta uma cadeia linear de unidade de D-manoge unidas effh (1—4), e ligadas por
a (1—6) aos residuos de D-galactopiranose. Apresenia8da 2 residuos de manose para 1

de galactose [15, 16], conforme apresentado pgplasi2.
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Figura 2: Estrutura goma guar - extraido de GITTJRQ0O0 [15].

A goma guar € um biopolimero solivel em agua, tewascosidade, que apresenta a
possibilidade de formac&o de filmes, baixo custd@degradavel. E comumente utilizada
indUstria alimenticia como agente espessante,dusstina farmacéutica como aglutinante, agente
suspensor e estabilizante [17].

2 Objetivos

O objetivo deste projeto de pesquisa foi desenvolmma metodologia para
purificagdo em uma Unica etapa de jacalina extrdédsementes de jaca. Para isso estudamos
e avaliamos esferas de alginato de célcio - gomar gomo fase estacionaria para

cromatografia por afinidade.



3 Materiais e métodos

No desenvolvimento desse projeto de pesquisa osinseg reagentes foram
utilizados: alginato de sédio marca Acros Organi@eel, Bélgica), fosfato de sdédio
monobasico, sulfato de cobre, cloreto de sodiordkido de sédio e tartarato de sodio e
potassio todos da marca Synth (Diadema, Brasiyet de calcio Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil), galactose 98% e albumina sérica bovinad)Bf Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil),
goma guar marca Santa CruzBiotechnology (CalifoiaidA), glutaraldeido 25% Cromoline
(Diadema, Brasil). Todos os reagentes utilizadas d& grau analitico (PA) ou de pureza
superior.

As solucbes preparadas foram obtidas através dm@msdo respectivo reagente em
balanca analitica marca BEL Engeneering (Sado P&urhksil), utilizou-se agua deionizada
(DI) obtida através de equipamento de osmose r@wasmarca Quimis (Diadema, Séo
Paulo). Para completa solubilizacdo as solucbealgleato de sédio ficaram em agitacao
branda com barra magnética de um dia para o ontrerkenmeyer.

As jacas foram adquiridas no mercado local e saasestes e a respectiva farinha
foram pesadas em balanca semi-analitica marca #wc{fUA). Para centrifugacdo de
extratos protéicos utilizou-se a centrifuga da maguimis modelo Q2227104 (Diadema
Brasil).

As medidas espectrofotométricas foram realizadasspactrofotometro marca Femto
600S (Sao Paulo, Brasil) para leituras de absord@mA = 550nm e o espectrofotémetro
Sprectramax M5 (EUA) para leituras de absorbanamaAe= 280nm. As medidas foram
obtidas em cubeta de quartzo fundido sempre prdoedpor medidas de um branco

utilizando a mesma cubeta.



Para o preparo da solucdo de biureto utilizou-segl8de sulfato de Cobre e 60mg de
tartarato de sodio e potassio. Os sais foram dathos em 50mL de agua DI a e adicionou-
se 30mL de solucdo de NaOH 0,75mblL

No preparo de 1L do tampdo fosfato de sédio saliidmoll pH 7,4 (PBS),
utilizou-se 20,7g de fosfato de sodio monobasiéOeg de cloreto de soédio. Os dois sais
foram misturados e solubilizados com agua DI. OdaHsolucéo foi corrigido para 7,4 com
solucdo de NaOH 3moftem pHmetro marca Sartorius (S&o Paulo, Brasil).

Os parametros para a realizacao de eletroforesgeéf68DS-PAGE) foram: gel de
resolucéo a 14% (corrida a 30mA) e gel de empillmamna 4% (corrida a 20mA). Utilizou-se
0os padrées de peso molecular SM0431 (14,4KDa alld6k SM1881 (250KDa a 5KDa)
ambos da marca Fermentas — Sinapse Biotecnolo&meR&ulo, Brasil).

Para o preparo de esferas de alginato de calciblg{ajotejou-se solucédo de alginato
de sddio (NaAlg) por meio de uma seringa de 10mhtada com uma agulha de 0,6mm de
diametro interno em solucdo de cloreto de calcm.nizsmo modo, esferas de CaAlg-goma
guar foram obtidas, mas neste caso, o NaAlg faioliiddo em solucdo 0,25% de goma guar,
com e sem adicdo de agente reticulante (glutadiylelja concentracédo na solucao final era
de 0,5%. As esferas obtidas foram encubadas nadolle cloreto de calcio por 1h. Apos
isso, as esferas foram filtradas, lavadas com &ju& secas a temperatura ambiente por
aproximadamente 1h.

Para a purificacdo do extrato protéico bruto, esfele CaAgl-goma guar foram
encubadas no extrato bruto por 15min. Apos essedmerealizou-se lavagem das esferas
com PBS e posteriormente eluicdo com solucao del@ctpse (em PBS).

3.1 Obtencao de farinha de semente de jaca e do extrgtootéico bruto
As frutas (jacas) foram compradas no mercado calas sementes isoladas da polpa

e lavadas com &agua deionizada (DI), secas a tetnperambiente por 48 horas e



posteriormente descascadas e secas em estufa (Bgugmmentos de Laboratério LTDA,
Brasil) a 50°C por 24 horas. Pesou-se a massaeamasnges antes e apds a secagem para

estimar-se a perda de agua durante tal processoro® equacao 1

y(%) = - 100 (Equag&o 1)
umida
Onde: mgeca COrresponde a massa das sementes apos a secagestutanemymiga

corresponde a massa das sementes antes do prdeesstagem.

Figura 3: (a) Semente de jaca seca a temperatwee@i@ por 48h e com casca; (b)
Semente de jaca descascada; (c) Semente de jacansesstufa a 50°C por 24h.

As sementes secas foram trituradas em liquidificadmum para obtencéo da farinha,

gue foi separada através de peneira (mesh 25, adeoig a furos de aproximadamente

0,7mm) em grossa (retido) e fina (passante).

Figura 4: Farinha de semente de jaca, a direitah@rmais grossa e a esquerda
farinha mais fina.
A farinha de semente de jaca fina foi suspensa B® @215mol* (pH 7,4) na
proporcao de 1:10 (m/v), isto é, adicionou-se B@darinha em tubo Falcon® de 50mL e em
seguida adicionou-se 50mL de PBS. A farinha foxald® em repouso em tampao PBS por

24h. O extrato protéico bruto obtido foi centrifdgapor 20 min. a 8013g, e tanto o
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sobrenadante como o sedimento, foram recolhidomksados com biureto. Apds analise, 0
extrato obtido foi congelado em freezer.

3.2 Estudo do tempo de obtencdo do extrato protéico bta e quantificagdo de proteinas
através do reagente de biureto

Em tubo Falcon® de 50mL adicionou-se 3,0g de fariegh30mL de PBS pH 7,4.
Repetiu-se esse procedimento mais uma vez. Os thiti@sn identificados como
processamento simples (S) e processamento duplmélsile caso, a mistura contida no tubo
foi reprocessada em homogeneizador da marca Q(Imadema, Sao Paulo) a velocidade de
7000rpm, por 20 min. Utilizando a reacdo de biuretaliu-se a absorbéancia de tais misturas
em 550nm nos seguintes tempos: inicialmente (40 minutbshora, 2 horas, 3 horas e 4
horas. Realizou-se separacao por eletroforese SAE=), para 0 extrato bruto de 2 h e de
24h.

As absorbéancias de solu¢des de BSA com concent@ag2&®, 0,75%, 1,25% e 1,75%
(m/v) foram medidas em 550nm utilizando a reacabideeto, assim como o0 extrato protéico
bruto obtido pela extragéo de 24h.

3.3 Estudo para preparacao de esferas de CaAlg e CaAlguar

Solucdo de NaAlg 1% (m/v) e cloreto de célcio 0,lrfoforam utilizados para o
preparo de esferas de CaAlg como descrito em ramteriméetodos. A estabilidade fisica das
esferas foi avaliada em tampao PBS, que é o maidougara extracdo da jacalina. O teste
com PBS consistiu em imergir as esferas em soldedBS e analisar visualmente o aspecto
apos 10 min. de contato com a solucgéao.

Esferas de CaAlg-Guar foram preparadas como des@&ih materiais e métodos, para
isso, utilizou-se solucdo de NaAlg 0,75% e solud@oCaCi 0,5molL’. Houve também

preparacao de esferas CaAlg-Guar com glutaraldpaajois meios:
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* Adicdo de 1mL de solucdo comercial de glutaraldeaggds o periodo de
encubacdo das esferas em 50mL de cloreto de cél@ocubacdo por mais
10min.

* Adicao de 0,2mL de solugcédo comercial de glutardmaintes da formacéo das

esferas, isto €, junto a 10mL de solucédo de NaAlgrG

As esferas de CaAlg-Guar obtidas por cada um dosepsos descritos acima foram
divididas em 3, isto €, uma para controle, outrea paloracdo com solucdo de azul de
metileno e outro para teste com PBS (contato a@dsrl).

3.4 Purificagdo do extrato protéico bruto e quantificagio da jacalina

O processo de purificagdo do extrato bruto prot&¢aealizado como descrito nos
materiais e métodos, para isso utilizou-se de 8@gsferas de CaAlg-Guar e 10mL de
extrato bruto. Utilizou-se 20 mL de PBS para lavage10mL de D-galactose 0,1mdiem
PBS) para eluicdo. As fragcOes recolhidas nesteepsacforam analisadas por SDS-PAGE.

As absorbéancias de solug¢des de BSA com concent@addi®%, 0, 218%, 0, 437%, O,
875% e 1, 750% (m/v) foram medidas em 280nm. Donmesiodo, realizou-se a leitura de
absorbancia da fragao recolhidas durante o prodesparificacao da jacalina.

4 Resultados e discussdes
4.1 Obtencéao de farinha de semente de jaca e do extrgtootéico bruto

De uma massa seca de 365,68 g de sementes forahosolh74,63 g, conforme
procedimento descrito em materiais e métodos, oepresenta uma umidade de 47,75%.

Como apresentado por Kabir [14], a jacalina sengrde forma tetramérica, e possui
ponto isoelétrico (PI) entre 4 — 5, nesse sentids®@ de um tampédo de extracdo com pH
distante do Pl € mais eficiente para a obtencgwataina devido ao aumento de solubilidade
causado por ionizagcdo. Em tampdo pH 7,4 os grupasedcidos das lectinas estédo

desprotonados, permitindo a extracdo da jacalirm @éampao PBS. O material insolavel foi
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separado por centrifugacdo e o sobrenadante fervia$o. Para comprovar a presenca de
lectinas no sobrenadante o teste de biureto fiizael. Esse teste baseia-se no fato de que
fons Cd*formam complexos de coloracéo violeta (absortividadixima em 550 nm) com os

aminoacidos presentes em proteinas, estabelecetatacbes com os atomos de nitrogénio

da cadeia peptidica (Figura 5):

Dipeptidia Agua

(a) (b)

Figura 5: (a) Representacdo da formacao da ligpgptidica entre aminoacidos (b)
representacdo da interacdo entre ions cobre eoo®ositde nitrogénio da cadeia
peptidica — Extraido de Almeida et all., 2013 [18].

A leitura de absorbancia, neste tipo de teste, gedeitilizada de forma quantitativa,

pois quanto maior for a quantidade de proteinagmsara a absorbancia.

Figura 6: Resultado do teste de biureto para aexprotéico bruto da farinha de
semente de jaca. (a) Branco (solucdo de biureto &gua), (b) Extrato bruto da
farinha de semente de jaca com reagente de biureto.
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Como pode ser observado na figura 6, o teste detbigpara o sobrenadante do
extrato bruto de farinha de semente de jaca fatipogcoloracéo violeta), o que indica ha
presenca de proteinas no sobrenadante.

O residuo (sedimento) foi ressuspendido com PB®&ixado em repouso por 24h,
realizou-se uma nova centrifugacéo e teste detbiume sobrenadante, mas o resultado da
analise com biureto foi negativo para presencardeimas, logo o0 mesmo foi descartado e

adotou-se uma simples extracao.

4.2 Estudo do tempo de obtencdo do extrato protéico bta e quantificagdo de proteinas

através do reagente de biureto

Tabela 1. Resultado da absorbancia para as amdstedrato protéico de jaca com
extracdo de 24h a 550nm.

Abs. Proteina

Amostra Absorbancia
complexada
Branco:Biureto 0
0,5mL Proteina de jaca (sobrenadante) + 1mL de 4gua 0,089 0, 28; 19%089 =

0,5mL Proteina de jaca (sobrenadante) + 1mL desRiur 0,287

Foi realizado um teste em paralelo checar se alzdrsta em 550nm do PBS pH 7,4
e da agua DI apresentavam diferenca significatiteeesi, para isso mediu-se a absorbancia
de uma amostra de 3mL de PBS e uma amostra de 8ndiguh DI. A diferenca entre as
absorbancias do PBS e da agua neste comprimerinddendo foram significativas, isto é,
inferiores a 0,001, logo concluimos que a utilizag® agua como branco de leitura ndo
propiciaria nenhum erro significativo na leituradi, uma vez que o extrato protéico bruto
esta em PBS.

Conforme pode ser observado na tabela 1, o extrato apresenta absortividade em
550 nm, decorrente da presenca de outras substé@xtraidas juntamente com as proteinas.

Dessa forma além do branco com biureto, outro loréminecessario para a determinagéo. Se
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considerarmos os resultados apresentados na tabelalor de proteina no extrato bruto de
jaca com biureto menos o valor de proteina no xbauto de jaca com a mesma quantidade
de agua (branco) corresponde ao valor de absoebdociotal de proteina complexada com
cobre.

Como ndo tinhamos a nossa disposicdo um padrao den@ac@usto atuapara o
padrao de jacalina € R$ 286,00 por 5mg )18lilizamos BSA como padrdo para estimar a
concentragdo de proteina total no extrato bruiue é possivel devido a baixa seletividade
do teste de biuretd®s resultados de absorbancia x concentracdo deeB&# dispostos na
tabela 2:

Tabela 2: Valores de absorbancia em 550nm dos gadéBSA.

Solucéo Abs. em 550nm
Branco(agua e biureto) 0
1-0,25%BSA 0,058
2 —-0,75%BSA 0,208
3 -1,25%BSA 0,334
4 —-1,75%BSA 0,418

A equacédo da reta obtida a partir de tais resustémio
y = 0,246x + 0,006 — R? = 0,990(Equacéo 2)

A partir da curva de calibracdo feita com BSA, tengoe a quantidade de proteina
total complexada com cobre presente no extratm extracdo de 24h) equivale a 0,78%
(m/v), isto é, 7,8mgmL. Logo a massa extraida de proteinas no extrato lequivale a
3,9mg o que corresponde a 0,062% em relacdo a rdastainha de jaca utilizada para
obtencéo do extrato bruto de 24h.

Com intuito de verificarmos a real necessidadeaigadmos a farinha da semente de
jaca em PBS por 24h, comparou-se a absorbancia amtostras de extrato protéico bruto

para diferentes tempos, conforme apresentado etatab
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Tabela 3: Valores de absorbancia em 550nm parategtrobtidos com diferentes
tempos e condi¢cdes

Tempo Amostra Abg Abs 6 Abst

Inicial # 0,207 0,050 0,157
(40 min.) § 0,400 1,00 -

1 hora # 0,211 0,015 0,196

§ 0,316 0,124 0,192

2 horas # 0,198 0,004 0,194

§ 0,378 0,121 0,257

3 horas # 0,211 0,098 0,113

§ 0,399 0,181 0,218

4 horas # 0,294 0,126 0,168

8§ 0,348 0,048 0,300

# amostra - processada simples (S); 8 amostracegsamento duplo (H);= 0,5mL de jaca
+ 1mL de biuretof = 0,5mL de jaca + 1mL de aguas Quantidade de proteina complexada
com cobre.

O valor de absorbancia no tempo inicial, ndo paefecensiderado em virtude do
resultado apresentado para leitura de absorbaoatdato bruto em 550nm, que foi igual a
1,00, pois este valor esta associado a presengaarde quantidade de material particulado
nesta primeira aliquota.

Como podemos observar na tabela 3, com duas horasloo de absorbéancia
correspondente a amostra §, foi superior ao eramipara o teste anterior (Absorbancia =
0,198). Para evidenciarmos a presenca da jacatirextnato bruto tanto de 2h como de 24h
realizou-se a analise por SDS-page, conforme figuNessa figura, acreditamos que a banda
que aparece logo abaixo a unidade de 14kDa do dwrcde peso molecular seja

correspondente a jacalina.

SMD431 -kDa GHL—2h SHL—2h  3uL—2h  GHL-24h SUL—24h  3ul—24h SM1SE1 - kDa
LS
25408 29408
15 kBa
4502
- . 5kDa

Figura 7: SDS-PAGE do extrato bruto obtido em 2dm d®BS e 2h com PBS e
homogeneizacéo; Gel corado com Comassie Blue goe2fescorado com solucéo
40% metanol e 10% acido acético (v/v).
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4.3 Estudo para preparagao de esferas de CaAlg e CaABUAR

Ao gotejarmos solucdo contendo alginato em solegéo ions calcio ha formagéo de
esferas (hidrogéis) de CaAlg. A formacgéo de tdfisras ocorre devido a interacdo de céations
divalentes com as regides do bloco gulurbnico (G)atpjinato. Tal interacdo ocorre com
estequiometria 2:1, isto é, um residuo de &cidargoico para cada &a A estrutura
originada a partir de tal interagéo tem cavidadeforma de losango, conhecida como caixa

de ovos (modelegg-box [7].

Figura 8: Representacdo esquematica da formachmlgeis através de interacdes
entre ions calcio com os grupos carboxilicos dinatg de sodio — Extraido de
ABREU, 2008 b].

Ao realizarmos o teste com tampdo PBS, as esfaraSad\lg solubilizaram, isso
ocorreu, pois os fons Eapresentes nas esferas de alginato interagem caons<osfato
presente no tampdo PBS, o que destroi a estruguteaika de ovos”. Logo, a utilizagdo de
esferas de alginato de calcio como fase estaceonaripurificacdo de proteinas que estejam
em tampédo PBS estd comprometida.

Uma solucao para isso é a utilizacdo de um agetitellante, que forneca estabilidade
quimica e estrutural frente ao PBS. Por esse mogisferas compostas por CaAlg e com
outro polissacarideo com afinidade pelo materiainderesse, que neste caso é a jacalina
foram preparadas utilizando-se glutaraldeido cogent® reticulante. Como apresentada na
revisao bibliografica, a jacalina € uma lectina gpeesenta especificidade por residuos de D-

galactose, e a goma guar possui tais residuossgmrse justifica a utilizagdo da mesma na
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constituicdo das esferas de CaAlg para purificagésta lectina. No entanto, em testes
preliminares verificou-se que em baixas concengagle NaAlg, e excesso de Guar ndao ha
formacao de esferas. Como indicado na literatupporcédo ideal de alginato: Guar é 3:1

[20].

Na figura 9 sédo apresentadas fotos das esferaaAlg-Guar:

Formacgéao da Controle Esferas coradas c/ Esferas apdés Resultado
Esfera azul de metileno PBS apos PBS

’ !

Figura 9: 1 - esferas de CaAlg-Guar sem glutarahje’t’ esferas de CaAlg-Guar
com 1mL de glutaraldeido apds cura em CaCl2; 3feras de CaAlg-goma guar
com 0,2mL de glutaraldeido adicionado no NaAlg-Garesferas dissolveram em
PBS; (+) esferas permaneceram intactas apos PBS.

De acordo com o teste de coloragdo com azul ddemetipodemos observar que o
formato das esferas de Ca-Alg-Guar foi relativamemiforme.

Apéds contato com a solucdo de PBS, as esferas dasrsem adicao de glutaraldeido
se solubilizaram. Do mesmo modo as esferas de G@d#y com adicdo de glutaraldeido
apos a sua formacao apresentaram uma leve sohgliiizapos contato com PBS. As esferas
de CaAlg — Guar com adicdo de glutaraldeido anéefodnacédo de esferas foram as que
apresentaram melhor resisténcia frente ao PBS,dogsideramos esse processo como sendo

0 mais eficiente para producédo das esferas de C&Ailgr.
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4.4 Purificagdo do extrato protéico bruto e quantificagio da jacalina

A andlise por SDS-PAGE revelou ha presenca de umca banda apds eluicdo com D-
galactose (figura 10). Essa banda aparece com g¢émgraréxima ao padrdo de 10kDa,

tamanho esperado para a jacalina.

3 2 1 SMILEEL - kDa
—_—— 10kDa
5kD3

Figura 10: SDS-PAGE: 1 - amostra de extrato brptasacontato com as esferas de
CaAlg- Guar; 2 — amostra apos eluicdo com D-gasact8 — amostra apds lavagem
com PBS; Gel revelado conforme figura 7.

Para estimar a quantidade de lectina purificadardalizada uma nova curva de
calibracdo para o BSA a 280nm. Neste caso, o ¢eshkeureto na fracdo purificada ndo pode
ser realizado devido a presenca de D-galacotose,cqutém em sua estrutura molecular
aldeido livre (redutor), logo a reacdo com ionsreopoderia comprometer o teste de
quantificacdo. Os resultados de absorbancia x otraggio de BSA estédo dispostos na tabela

abaixo:

Tabela 4:Valores de absorbancia em 280nm dos padedBSA.

Solucéo Abs. em 280nm
Branco(agua) 0
1-0,219%BSA 0,134
2 -0,438%BSA 0,188
3 -0,875%BSA 0,156
4 — 1,75%BSA 0,230

A equacdao da reta obtida a partir de tais resustémlo
y =0,060x + 0,124 — R*=0, 990(Equacao 3)
Para a fracdo eluida com D-galacotese o valor slerlbéincia em 280nm foi de 0, 165. A
partir da curva de calibracdo feita com BSA, temas a quantidade jacalina equivale a

0,68% (m/v), isto é, 6,8mgnL
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5 Conclusdes

A utilizac&o de esferas de CaAlg-Guar para pugficade jacalina ndo se mostrou um
processo eficiente em virtude da baixa estabilidideesferas de CaAlg em PBS, no entanto
o crosslinkcom glutaraldeido proporcionou um material estéeelCaAlg-Guar. Através da
incorporacao de residuos de galactose, oriundgeia guar, foi possivel preparar um meio
bioseletivo eficaz para a purificacdo de jacalima énica etapa. Muito ainda pode ser
estudado sobre a possibilidade de variacdo desoptidmeros de afinidade para purificacéo
desta lectina, além de estudos para obtencao el@esfe menor diametro (e maior superficie
de contato relativa) para separacfes mais efigeAlém disso, o material ainda podera ser

testado para empacotamento de colunas para sepsandiuxo.
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