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RESUMO

A frutalina é uma multilectina capaz de se ligar a a-D-galactose e a-D-manose,
presente em sementes de fruta-pdo de caroco (Artocarpus incisa L.). Ela pertence a
familia das “lectinas relacionadas a jacalina” e apresenta em torno de 98% de
identidade com a jacalina. Em decorréncia da alta identidade estrutural entre a
jacalina e a frutalina e a utilizagdo da jacalina na purificacdo de IgA;, estudos
recentes mostram a utilizacdo da frutalina imobilizada para a purificacdo de IgAl
humano o que a torna uma alternativa de baixo custo a matriz comercial
ImmobilizedJacalin®. Um dos problemas inerentes a utlizagdo da frutalina
imobilizada como alternativa na purificacdo de IgA1 humano é a quantidade de
material biol6gico necessario para a construcdo das matrizes cromatograficas. Uma
alternativa é a utilizacdo da proteina produzida heterologamente em
microorganismos. Neste trabalho objetivou-se a caracterizacdo biofisica da frutalina
recombinante (rFrutalin) e a avaliagdo da sua utilizagdo como insumo na purificagao
de IgAl de colostro humano. A rFrutalina foi expressa em cepas de Pichia pastoris
KM71H transformadas e a sua purificacdo feita em coluna de agarose-D-Galactose
(Sigma). Para a caracterizacdo biofisica foram feitas analises de dicroismo circular
(CD) para avaliagdo da termoestabilidade, influencia da variagdo de pH e predigéo
das estruturas secundéarias, além de analises de fluorimetria intrinseca,
espalhamento dindmico da luz (DLS) e espalhamento de luz eletroforético (ELS ou
Potencial Zeta). Para a producdo de uma matriz de purificacdo de IgA1l do colostro
humano, foram testadas amostras da rFrutalina (na concentracdo de 4 mg/mL de
matriz) no processo de imobilizacdo na agarose ativada. Em seguida, essas
amostras foram adicionadas as matrizes ativadas e mantidas sob agitacdo a 4 °C
por 2 minutos. Foram avaliados diferentes tempos de imobilizagéo (2, 6 e 12 horas).
Os resultados de CD da rFrutalina apresentaram um perfil similar ao da frutalina
nativa, mostrando predominancia de estruturas do tipo folhas-B. A rFrutalina
apresenta conformacdo estavel em condi¢cdes acidas e em temperaturas de até
60°C. O meétodo de espalhamento dinamico de luz (DLS) confirmou que a
oligomerizacdo da rFrutalina ndo muda com a variagdao de pH e que sua massa
corresponde, aproximadamente, a 59 + 4 kDa. As matrizes agarose-rFrutalina

produzidas foram capazes de reter uma fragéo rica em IgAl (Friga1). Todas as



matrizes testadas apresentaram dois picos cromatograficos: um pico referente as
proteinas que n&o interagiram com a matriz e outro pico, referente a Friga; que
interagiu com a matriz e foi eluida com D-galactose. Com base nesse resultado,
ficou evidente que o tempo de imobilizacdo da rFrutalina na matriz, influenciou
proporcionalmente na sua capacidade de retencdo do ligante, j& que a matriz
submetida a imobilizagdo por 12 h apresentou um melhor desempenho
cromatografico. Do ponto de vista biofisico, a rFrutalina expressa em P. pastoris, ndo
apresentou nenhuma mudanca significativa, quando relacionada as caracteristicas
biofisicas da frutalina nativa, o que corrobora a utilizacdo da rFrutalina na purificacéo
de IgAl de colostro humano, como uma alternativa vidvel a matriz comercial
ImmobilizedJacalin®.

Palavras-chave: Frutalina recombinante. Imobilizacdo de lectina. SIgA1. Artocarpus

incisa.



ABSTRACT

Frutalin is a o-D-galactose and a-D-manose binding multilectin from Artocarpus
incisa L. seeds. It belongs to the 'jacalin lectins related' family and presents aro.

98% identity with jacalina. Due to the high structural identity between jacalin and
frutalin and the use of jacalin for IgAl purification, a recent study showed the use of
immobilized frutalin for human IgAl purification. A low-cost alternative to the
commercial ImmobilizedJacalin® collumn. One of the problems inherent in the use of
immobilized frutalin as an alternative to human IgAl purification is the amount of
biological material necessary for the construction of chromatographic matrices. An
alternative is the use of protein heterologously produced in microorganisms. This
work aimed to biophysical characterization of recombinant frutalin (rFrutalin) and
evaluation of its use as input in IgA1 purification of human colostrum. Frutalin was
expressed in Pichia pastoris KM71H strain transformed and purified in agarose-D-
galactose columns (Sigma). For biophysical characterization circular dichroism (CD)
analysis was performed to evaluate the thermal stability, influences of pH variation
and prediction of secondary structures, and intrinsic fluorimetric analysis, dynamic
light scattering (DLS) and scattering electrophoretic light (ELS or Zeta Potential). For
the production of an IgAl purification matrix of human colostrum, samples were
tested in the rFrutalina (at concentration of 4 mg / ml matrix) in the locking process in
the activated agarose. Then the samples were added to the activated matrices and
maintained under stirring at 4 ° C for 2 minutes. Immobilization was evaluated at
different times (2, 6 and 12 hours). The rFrutalina CD results showed a negative
band with a maximum amplitude 218 and another positive band with a maximum 222
nm profile, similar to the native frutalin, showing predominantly sheet- structure.
Frutalin is stable, conformationally under acidic conditions at temperatures up to 60 °
C. The dynamic light scattering method (DLS) confirmed that the oligomerization of
rFrutalina does not change with pH change and that its mass corresponds to
approximately 59 + 4 kDa. The agarose-frutalin matrices produced were able to
retain a rich fraction IgA1 (FrigAl). All tested matrices showed two chromatographic
peaks: a peak related to proteins which did not interact with the matrix and another
peak related to FrigAl that interacted with the matrix and was eluted with D-
galactose. Based on this result, it became clear that the downtime of the rFrutalin

matrix influenced proportionally in its binder holding capacity, since the matrix



subjected to immobilization for 12 h showed better chromatographic performance. By
the biophysical point of view, rFrutalina expressed in P. pastoris, showed no
significant change when related to biophysical characteristics of the native frutalin,
which supports the use of rFrutalina in IgA1 purification of human colostrum, as a
viable alternative to commercial ImmobilizedJacalin® column.

Keywords: Recombinant frutalin. Lectin imobilized. SIgA1. Artocarpus incisa.
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1 INTRODUCAO

1.1Considerac0Oes gerais sobre as Lectinas

Os carboidratos, devido ao seu enorme potencial codificador agem como
intermediarios na comunicacgdo celular. Cada um dos monossacarideos constituintes
de um determinado oligossacarideo presente em uma célula, representa
potencialmente uma palavra no “glicocédigo”, que pode ser lida pelas proteinas
capazes de interagir com esses carboidratos (GABIUS et al., 2002). As informacdes
contidas nas estruturas de oligossacarideos conjugados a proteinas ou lipidios na
superficie das células sdo reconhecidas por um grupo especializado de proteinas, as
lectinas (SANZAPARICIO et al., 1997; BREWER et al., 2002).

As Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunoldgica,
ubiguamente distribuidas na natureza, as quais reconhecem e ligam-se
reversivelmente a carboidratos (LAM, 2001).

Stillmark, em 1888, foi o primeiro a relatar um composto com atividade
hemaglutinante, descrito como um fator toxico extraido das sementes de Ricinus
communis L (mamona), com a capacidade de aglutinar células vermelhas. Ele
atribuiu tanto a toxicidade quanto a atividade aglutinante a esse composto, que foi
nomeado ricina. Hellin (1891) também demonstrou a presenca de uma proteina
hemaglutinante no extrato protéico de feijao Jeriquity (Abrus precatorius), a abrina,
sendo ambas empregadas como modelos antigénicos para estudos imunoldgicos
(apud SHARON & LIS, 2004). A primeira lectina isolada foi a concanavalina A
(ConA) (SUMMER, 1919), extraida de sementes de Canavalia ensiformis, também
conhecidos como Jackbean ou feijdo-de-porco.

As lectinas s6 comecaram a ser amplamente estudadas em 1963, quando
Nowell e seus colaboradores demonstraram a atividade mitogénica da lectina de
Phaseolus vulgaris (PHA) sobre os linfocitos, mostrando pela primeira vez a
capacidade das lectinas em aglutinar células neoplasicas.

Atualmente, € bem conhecido que as lectinas vegetais exibem atividades
biolégicas que permitem a sua aplicacdo em diversas areas cientificas, que vao da
medicina (BIES et al., 2004; GEMEINER et al., 2009; ZWIERZINA et al., 2011) a
agricultura (VANDERBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011) . Com estas
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atividades, as lectinas vegetais, atraem um interesse cientifico ainda maior, visto
que, muitas destas proteinas ja sado consideradas ferramentas biotecnologias em
potencial (OLIVEIRA; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2013).

Durante o processo evolutivo as lectinas conservaram caracteristicas
comuns, que as distinguem de todas as outras proteinas por um critério funcional
bem definido, sua habilidade para reconhecer e ligar-se de forma reversivel a
carboidratos especificos sem alterar estruturalmente os mesmos. Essa ligacao
ocorre nos sitios chamados dominios de reconhecimento a carboidrato (CDR), que
promovem o reconhecimento especifico, em conformidade com o modelo chave-
fechadura (KENNEDY et al., 1995) .

Além do CRD, que ¢é altamente conservado em cada tipo de lectina (NI e
TIZARD, 1996), a especificidade também € devido a uma série de interacdes
quimicas fracas (SHARMA e SUROLIA, 1997; WEIS e DRICKAMER, 1996;
KOMPELLA et al., 2001). Essa especificidade garante as lectinas uma diversidade
de atividades biolégicas e propriedades bioquimicas. (PEUMANS; VAN DAMME,
1995).

Considerando suas caracteristicas estruturais, Van Damme et al. (1998)
subdividiram as lectinas vegetais de acordo com a estrutura, em quatro classes

principais: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 01).
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Figura 01. Classificacdo estrutural das lectinas vegetais. Representacao
esquematica de merolectinas (Heveina; PDB: 1Q9B), hololectinas (Con-Br; PDB:
3JU9), quimerolectinas (Ricina; PDB: 1RZO) e superlectinas (TXLC-1).

Merolectinas Hololectinas Quimerolectinas Superlectinas
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'\‘, =Dominio Catalitico

Fonte: Autor, (2016)

As merolectinas sdo proteinas estruturalmente simples, de natureza
monomeérica que possuem um Unico sitio de ligacdo a agUcar por estrutura. Devido a
sua natureza monovalente, este grupo de lectinas ndo pode aglutinar células.
Quanto as hololectinas, possuem dois ou mais dominios de reconhecimento a
carboidratos, idénticos ou homologos. Sao geralmente proteinas oligoméricas, que
se apresentam em forma de dimeros ou tetrameros, permitindo assim a aglutinacao
de células e a precipitacdo de glicoconjugados. Ja as quimerolectinas possuem um
ou mais sitios de ligacdo a carboidratos, e junto a eles, um outro dominio com
funcéo distinta daquela de reconhecimento a agucar. Sdo elas proteinas com dupla
funcdo, mas que se completam. Dependendo da quantidade de sitios de ligacdo a
carboidratos, as quimerolectinas podem se comportar como merolectinas ou
hololectinas. Como exemplos, citam-se as proteinas inativadoras de ribossomos tipo
2 (RIPs). Por dltimo, temos as superlectinas, que apresentam pelo menos dois sitios
de ligacéo, assim como as hololectinas, porém seus sitios de ligacdo a carboidratos

nao estéo relacionados estruturalmente (VAN DAMME et al., 1998b).
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A existéncia em abundéancia de lectinas em muitas plantas, sugere a elas
algumas funcdes especificas como a defesa do vegetal contra virus, bactérias,
insetos, (TRIGUEROS et al., 2003), fungos (SHARON & LIS, 1989) e herbivoros
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995); regulacéo de fitohormonios (SANZ-APARICIO et
al., 1997); e a associacao do vegetal a simbiontes (SHARON & LIS, 2004).

Podemos encontrar lectinas vegetais desde plantas mais simples, como
os musgos (MOLINA; VICENTE, 1995), até as mais complexas, como as
gimnospermas (SANTI-GADELHA et al., 2006) e angiospermas (WONG; NG, 2005;
KAUR et al., 2005; CAVADA et al., 1998; MORAIS et al., 1996). As angiospermas
sdo as mais investigadas, visto que centenas de lectinas ja foram isoladas e
caracterizadas de plantas pertencentes a diferentes familias deste taxon. Elas
podem ser encontradas nas diversas partes das plantas, como: folhas
(RATANAPOS et al., 2001), frutos (SAMPIETRO et al., 2001), raizes de algumas
convolvulaceas (PEUMANS et al., 1997) e tubérculos (SUSEELAN et al., 2002), mas
em muitas familias elas se concentram nas sementes, principalmente no tecidos
cotiledonares (PUSTZAI, 1991).

Van Damme e colaboradores (1998), inicialmente, classificaram as
lectinas de plantas em sete grupos, ou familias, de acordo com as semelhancas
estruturais e evolutivas. Em 2008 foram incluidas novas proteinas e redistribuidas
em 12 familias de lectinas com diferentes dominios de ligacdo a carboidratos (VAN
DAMME et al., 2008). Sao elas: a) aglutininas homdélogas a Agaricus bisporus; b)
lectinas de Amaranthaceae; c) lectinas com atividde homodloga as quitinases de
classe V; d) Lectinas de Cyanovirin; €) lectinas da familia das EEA; f) lectinas da
familia  GNA; g) lectinas com dominios heveinicos; h) lectinas relacionadas a
Jacalina; i) lectinas de leguminosas; j) Lectinas com dominios LysM; k) lectinas da
familia de Nictaba (lectinas de floema de Cucurbitaceae) e |) lectinas da familia ricin-
B (proteinas inativadoras de ribossomo tipo 2 - RIPs tipo 2).

Até a data, todas as lectinas de plantas pertencem a uma destas 12
familias, com a excepcdo de uma lectina de ligacdo a maltose, isolada a partir de
Dioscorea batatas (DB3L), que ndo pode ser classificada em qualquer familia de
lectinas de plantas, tanto em termos de estrutura, como de especificidade a agucar.
Essa lectina mostra homologia de sequéncia com dioscorin B, isolada a partir de

Dioscorea alata, com 90% de identidade, e a anidrase carbdnica de Arabidopsis
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thaliana, com cerca de 45% de identidade. Como DB3L adquiriu a sua atividade

hemaglutinante ainda € desconhecida.

Figura 02. Classificacdo das Lectinas Vegetais. (A) aglutininas homélogas a
Agaricus bisporus, aglutininase Agaricus bisporus (ABA); (B) lectinas de
Amaranthaceae, amarantina; (C) lectinas com atividde homéloga as quitinases de
classe V, aglutinina relacionada a quitinase (CRA); (D) lectinas de Cyanovirin
Cynovirin-N  (CV-N); (E) lectinas da familia das EEA (Euonymus europaeus
agglutinin); (F) lectinas da familia GNA, Polygonatum cyrtonema lectin (PCL); (G)
lectinas com dominios heveinicos, heveina; (H) lectinas relacionadas a Jacalina,
Artocarpus integrifolia (Jacalina); (1) lectinas de leguminosas, Canavaila ensiformis
(Con-A); (J) lectinas com dominios LysM; (K) lectinas da familia de Nictaba,
Cucurbitaceae phloem lectin (CPL) e (L) lectinas da familia ricin-B, European

mistletoe lectin (ML-I).

Fonte: Autor, (2016)

Apesar das lectinas de plantas serem amplamente exploradas, a

presenca de lectinas em fontes animais € observada (KILPATRICK, 2002). Os
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papéis das lectinas incluem endocitose e transporte intracelular (Yl et al., 2001,
YAMAMOTO, 2009), a inducdo da apoptose em células tumorais (BAH et al., 2011,
FANG e NG, 2013; KIM el al., 1993), o bloqueio da infeccao por HIV (TANAKA et al.,
2009); regulacdo da adesdo celular bacteriana e a migracdo (TANNE e
NEYROLLES, 2010) e controle dos niveis de proteina no sangue (RYDZ et al.,
2013). As lectinas sdo também conhecidas por desempenharem um papel
importante no sistema imune, reconhecendo carboidratos que sdo encontrados

exclusivamente no patégeno ou que séo inacessiveis em células hospedeiras.

1.2 Atividades e potencial biotecnolégicos das lectinas vegetais

As lectinas sdo ferramentas biotecnoldgicas potencialmente atraentes,
pois além de serem moléculas estruturalmente estaveis, sdo abundantes na
natureza, sdo relativamente faceis de purificar, sdo altamente especificas para
determinados carboidratos, sdo susceptiveis a modificacdes quimicas e conjugacéo
com outras macromoléculas (ZATTA e CUMMINGS, 1992).

Dentre suas aplicacbes, as lectinas podem ser utilizadas para o
isolamento de glicoconjugados através de cromatografias de afinidade por meio da
imobilizacdo dessas moléculas em suportes insoluveis (SANTOS FILHO, 2001).

Microarranjos de lectinas tem se mostrado ferramentas valiosas para uma
determinacao pratica do contetudo glicidico de amostras, facilitando a analise de
proteinas glicosiladas e de superficies celulares (YUE & HAAB, 2009).

Estudos sobre a proliferacdo de linfocitos ou de mecanismos relativos a
apoptose se fazem valer de lectinas dotadas de atividade mitogénica, como a lectina
de Cratylia mollis (MACIEL et al., 2004), capazes de alterar o estado quiescente
dessas células, induzindo a sua multiplicacdo. J4 na histoquimica, lectinas com
diferentes especificidades de ligagcdo a carboidratos sdo ferramentas uteis para
investigar mudancas na glicosilacdo e expressdo de glicoconjugados que podem
ocorrer no crescimento e progressdo de cancer, doencas metabdlicas e outras
condicdes patologicas (SHARON & LIS, 2004). A aplicabilidade dessas moléculas
estende-se ainda ao diagnostico clinico, podendo ser empregadas como marcadores
para a deteccdo de transformacfes celulares malignas. Como exemplo podemos
citas as lectinas de Vicia vilosa, que reconhece especificamente o antigeno Tn (N-
acetil-galactosamia Ser/Thr) (MEDEIROS et al., 2000), e a lectina de Sauromatum
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venosum, que reconhece N-acetil-lactosamina (SINGH et al., 2005), ambos
especificos de carcinomas. Da mesma forma, séo utilizadas para distinguir o cancer
de préstata e a hiperplasia benigna neste érgao (BASU et al., 2003), bem como para
deteccdo de modificacdes celulares em varios tecidos (KUNSTFELD &
PETZELBAUER, 2001).

Diversas lectinas podem ainda apresentar aplicacdes terapéuticas,
podendo ser utilizadas no combate de diferentes patdégenos. A lectina isolada da
alga vermelha Solieria filiformis foi eficiente ao inibir o crescimento das bactérias
gram-negativas Serratia marcescens, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Proteus sp e Pseudomonas aeruginosa (HOLANDA et al.
2005). Lectinas especificas de manose obtidas de monocotiledéneas apresentam
ainda atividade antirretroviral, podendo ser utilizadas no combate a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida em humanos (AIDS) (BALZARINI et al.,1991). Isso se
deve ao fato dessas lectinas ligarem-se a glicoproteina da capsula viral relacionada
ao reconhecimento e adesdo a linfocitos, gpl120, impedindo a invasdo dessas
células (BALZARINI et al., 1992).

Devido ao fato de algumas lectinas possuirem a habilidade para mediar
mucoadesao, citoadesdo e a citoinvasdo de drogas (GABOR et al., 2004), essas
moléculas foram exploradas quanto a sua utilizagcdo em sistemas de liberacdo de
drogas. Lectina de folhas de Bauhinia monandra e a lectina de Lensculinaris foram
incorporadas e também adsorvidas na superficie de nanoparticulas, mostrando ser
potenciais ferramentas para a utilizacdo em medicamentos de administracao oral
com liberagéo controlada (RODRIGUES et al., 2003).

As pesquisas tém mostrado que diversas lectinas sdo capazes de
diferenciar algumas espécies de microrganismos. Lectina de germe de trigo (WGA)
aglutina Neisseria gonorrhoeae (SCHAEFER et al., 1979), lectinas de Glycine max,
Abru sprecatorius e Griffonia simplicifolia, aglutinam apenas Bacillus anthracis e
Bacillus mycoidis (COLE et al., 1984) entre varios bacilos.

O uso de lectinas em microbiologia clinica apresenta varias vantagens
como: estabilidade, atividade especifica elevada, disponibilidade comercial de varias
lectinas e habilidade para revelar diferencas estruturais entre espécies de
microorganismos (SLIFKIN e DOYLE, 1990).
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Estudos também tém mostrado que lectinas podem ser utilizadas como:
sondas diagnésticas ligantes de carboidratos nas superficies celulares; marcador
tumor-especificos com a producdo de neoglicoproteinas, neoglicoenzimas,
pseudopolissacarideos, anticorpos anti-lectinas que podem ser associados a
radiois6topos, biotina, enzimas, drogas tumoricidas, citotoxinas e oligonucleotideos;
como citotoxinas antitumorais, quer por acdo direta quer por ativacdo de linfocitos;
como imunotoxinas (lectinas citotoxica de plantas acopladas a anticorpos
monoclonais); biomateriais para separar e analisar as glicoproteinas e glicolipidos
para isolar oligossacarideos especificos; moléculas bioadesivas no enderegcamento
de drogas (BIES et al, 2004), e no isolamento de glicoconjugados, quando
imobilizadas em suportes insoliveis (FRANCO-FRAGUAS et al., 2003; BANERJEE
et al., 2004).

Em estudos mais recentes, realizadas por Grupta (2010), as lectinas
foram utilizadas na técnica de microarrays para diagndéstico e progndstico de
tumores de cancro (apud FU et al., 2011).

A acdo antitumoral de lectinas tem sido observada sobre o sarcoma 180
(LI et al., 2008; ANDRADE et al.,, 2004) e sobre algumas linhagens de células
tumorais humanas (LIU et al., 2006; KARASAKI et al., 2001). O efeito modulador da
resposta imune € uma propriedade observada em algumas lectinas (GAVROVIC-
JANKULOVIC et al., 2008; GHOSH e MAITI, 2007).

Outras lectinas, em especial as lectinas de plantas e, dentre elas,
principalmente as RIPs tipo 2, podem apresentar atividade citotdéxica in vitro,
induzindo apoptose (STIRPE et al., 2007). Exemplos de lectinas comerciais com
acao citotoxica para células de mamiferos sdo a ricina, a abrina e, em menor
intensidade, a aglutinina de Canavalia ensiformes (Concanavalina A - Con A) e a
WGA, entre outras.

As lectinas, além de seus efeitos sobre células, também tém habilidade
para atuar como moléculas inseticidas contra uma variedade de espécies (SA et al.,
2008a; SA et al., 2008b; KAUR et al., 2006; DUTTA et al., 2005; LEITE et al., 2005)
sendo seus genes utilizados na producdo de transgénicos de plantas de interesse
econdbmico (MCCAFFERTYet al., 2008; RAMESH et al., 2004; KANRAR et al.,
2002).
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1.3 Lectinas de espécies do género Artocarpus

O género Artocarpus (Moraceae) € composto principalmente por arvores
de fruta-pdo e jaca. E nativo do sul e sudeste da Asia, Nova Guiné e do Pacifico
Sul, com 50 espécies. As arvores sao restritas a florestas verdes na zona tropical
Umida, e normalmente ndo ultrapassam a altitude de 1000 m (VERHEIJ e
CORONEL, 1992). O género foi introduzido no Brasil quando a Coroa Portuguesa no
século XVII trouxe exemplares de Artocarpus heterophyllus Lam (Artocarpus
integrifolia), conhecida como jaqueira (PRESTES, 2000), visando a aclimatacéo de
plantas e especiarias de origem asiatica (PEREIRA e KAPLAN, 2013).

Junto com os géneros Morus e Ficus, o género Artocarpus possui grande
importancia econbmica na parte alimenticia, além de serem todos amplamente
utilizados na medicina tradicional, na agricultura e na indastria (JARRET, 1959). O
género € de grande interesse cientifico devido a importancia medicinal de seus
metabolitos secundarios e suas atividades biologicas. Dentre os metabolitos, os
flavondides representam cerca de 75% das substancias isoladas no género. Além
das flavonas e outras classes de substancias fendlicas, terpenoides e fitoesteroides,
temos a descricdo da presenca de lectinas (PEREIRA e KAPLAN, 2013).

A primeira evidéncia da ocorréncia de uma lectina em sementes de jaca
foi relatada por Chatterjee e seus colaboradores (1979), que identificaram uma
lectina galactose ligante, a jacalina. Ela deu origem a uma das familias de lectinas
classificadas por Van Damme, 1998, as lectinas relacionadas a jacalina (JRL). Esta
familia de lectinas compreende todas as proteinas de ligacdo a carboidratos que
partiham semelhanca de sequéncia com a aglutinina especifica antigénio-T-
Thomson-Friedenreich- ou de sementes de jaca.

A jacalina é uma lectina a-D-galactose ligante, composta por quatro
subunidades idénticas com massa molecular de cerca de 40 kDa (KUMAR et al,
1982). A proteina extraida das sementes do fruto da jaca € a principal proteina do
extrato bruto das sementes, representando mais de 50% das proteinas presentes,
além de ter vérias atividades biolégicas (JAGTAP e BAPAT, 2010). Ela apresenta
um grande potencial na pesquisa imunobiolégica incluindo o isolamento de
glicoproteinas do plasma humano, como IgA; e proteina inibidora de C-1, a
investigacdo de nefropatia por IgA, assim como na andlise de O-glicoproteinas

ligados e para a detec¢do de tumores (KABIR, 1998). Varios sistemas hibridos
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lectina-nanoparticulas tém sido amplamente utilizados no desenvolvimento de
biomarcadores (FERREIRA et al.,, 2011), biossensores (DAl et al.,, 2006),
ferramentas de diagndstico e terapias para o cancer (EL-BOUBOU et al., 2010) entre
outras doencas.

A espécie A. integrifolia apresenta outras lectinas como é o caso da
ArtinM, também chamada de KM+ ou artocarpin (PEREIRA DA SILVA et al 2008). A
segunda lectina isolada da espécie foi nomeada primariamente de artocarpin (DE
MIRANDA et al.,, 1991), mas este termo ja havia sido usado para designar uma
lectina de Artocarpus lakoocha (CHOWDHURY et al, 1988). Isto levou a Santos-de-
Oliveira e seus colaboradores em 1994 a propor o nome KM+ como um nome
provisorio alternativo para a lectina, porém outros autores continuaram a se referir a
ela como artocarpin (MISQUITH et al., 1994; PRATAP at al., 2002; RANI et al., 1999;
RANI et al., 2000).

A ArtinM é uma lectina de ligacdo a D-manose. Ao contrério da jacalina,
ela ndo contém um N-terminal gerado por proteélise pos-traducional. H4 também a
auséncia de um residuo aromatico no sitio de ligacdo da ArtinM considerando que
existem quatro no sitio de ligagdo da jacalina. Uma comparacdo com lectinas de
estruturas semelhantes ou sequéncias conhecidas, sugere que interacdes gerais
com residuos aromaticos sdo importantes para a ligacdo da galactose, enquanto tais
interacbes normalmente sdo ausentes nos sitios de ligacdo a carboidratos de
lectinas manose especificas (PRATAP et al., 2001)

Entre suas acdes bioldgicas, a ArtinM inclui a estimulacdo de macréfagos
e células dendriticas para producao de IL-12 (PANUNTO-CASTELO et al., 2006),
uma atividade desencadeada pela interaccdo da ArtinM com N-glicanos de TLR2
(COLTRI et al., 2001) e apresenta acdo contra infec¢cdes de Leishmania (TEIXEIRA
et al., 2006; PANUNTO-CASTELO et al.,, 2001), e Paracoccidioides brasiliensis
(COLTRI et al., 2008). Além disso, a ArtinM é capaz de acelerar o processo de
cicatrizacdo de feridas e regeneracao de tecido epitelial (PINTO-DA-SILVA et al.,
2004). Apresentando grande potencial em aplicacdes biomédicas e na producéo de
farmacos.

A frutalina € uma hololectina a-D-galactose ligante, presente em
sementes de fruta-pdo de carogo (Artocarpus incisa L.). Essa lectina € uma

glicoproteina que possui cerca de 2% de carboidratos em sua estrutura. Pelo fato
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desta lectina também interagir, embora fracamente, com a-D-manose, Monteiro-
Moreira (2002) sugeriu uma nova classe de lectinas (englobando a frutalina e a
jacalina) que possuem dois sitios idénticos capazes de ligarem carboidratos
diferentes, as multilectinas.

A frutalina apresenta em torno de 98% de identidade com a jacalina.
Estudos de modelagem molecular mostraram que a estrutura tridimensional da
frutalina recombinante, expressa em Escherichia coli (E.coli), € homdloga a estrutura
da jacalina (NEPOMUCENO, 2008). Esse estudo apontou que a frutalina € um
tetramero formado por quatro mondmeros (cadeias a e ) unidos por ligacdes
covalentes, com quatro sitios de ligacdo a galactose e uma massa molecular de
aproximadamente 48 kDa. Oliveira et al. (2008,2009) conseguiram expressar a
frutalina em Pichia pastoris e em Escherichia coli. Recentemente a estrutura
tridimensional da frutalina nativa foi resolvida e depositada no Protein Data Bank
(PDB), com a especificacdo 4WOG,o0 que facilitara o entendimento de suas funcdes
e atividades biologicas (MONTEIRO-MOREIRA et al., 2015)

Figura 03. Estrutura tridimensional de lectinas do genero Artocarpus.

(A)frutalina; (B) jacalina; (C) artocarpin ou AminA ou KM+; (D) lectina de A. hirsuta

Fonte: Autor, (2016)

Quanto as suas propriedades bioldgicas, pesquisas mostraram que a
frutalina é altamente eficaz no reconhecimento e ligacdo seletiva a células
neoplasica mamarias humanas (FERREIRA, 2001) e de tiredide (MILHOME, 2003);
apresenta potencial gastroprotetor (ABDON et al., 2012); propriedades anti-tumorais
notaveis (OLIVEIRA et al., 2011); potencial como biomarcador tumoral (OLIVEIRA et

al., 2009). A frutalina também é um potente ativador mitogénico de linfécitos
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humanos e é capaz de se ligar a imunologlobulinas A (BRANDO-LIMA et al., 2006).
As aplicagBes biotecnoldgicas da frutalina ainda podem ser expandidas com sua
incorporacdo em nanoparticulas para entregas de drogas alvo (NOBRE et al., 2010).

Trindade et al., (2006) isolaram duas novas lectinas de ligacdo a quitina
das sementes de A. integrifolia, jackin, e A. incisa, frutackina, que promoviam
hemaglutinacéo e inibicdo do crescimento de fungos F. moniliforme e S. cerevisiae.
Jackin e frutackina sdo homologas uma a outra em termos de massa molecular,
estrutura secundaria e sequéncia primaria. Um aspecto interessante € que elas
parecem ser diferentes das lectinas de ligagdo a quitina mais comuns ja descritas na
literatura. A maior identidade de sequéncia com outras lectinas de ligagcédo de quitina
foi de 28%, obtida com a lectina vegetal PL-C da familia das lectinas de dominio
Heveinico (lectin-C de Phytolacca americana) (HAYASHIDA et al., 2003)

Primariamente chamada de artocarpina (CHOWDHURY et al., 1988), a
aglutinina de Artocarpus lakoocha (ALA) € uma lectina heterodimerica (16 kD e 12
kD) com massa molecular de 28 kDa, encontrada em sementes de A. lakoocha.
Apresentam como ligante especifico, Gal/GalNac e seus derivados (WU et al., 2003).
Estudos mostram a presenca de duas isoformas na espécie, a ALA-I e a ALA-II, com
caracteristicas bastante semelhantes (WONGKHAN et al., 1995). ALA apresenta
grande potencial inibidor da proliferacdo das linhas de células leucémicas, como foi
demonstrado por Chatterjee et al., (2007).

A lectina de Artocarpus hirsuta € um tetramero a, .. Ela é composta por
subunidades idénticas a e [, desprovidas de ligagdes dissulfeto intercadeias,
semelhantes para A. integrifolia e A. lakoocha. E uma lectina a-galactose especifica
com massa molecular de 60 kDa [2 + 4] e alta especificidades para metil-a-D-
galactopiranosil (Me a-gal), mas nao possui afinidade para a ou [p-galactose
(MADHURA et al., 1998.). Ela também apresenta atividade biolégica como potente
inibidor do crescimento, com atividade anti-fertilidade, em Tribolium castaneum
(GURJAR et al., 2000).

1.4 Frutalina Recombinante
Os inumeros estudos biolégicos desencadearam uma grande demanda
por frutalina. Uma maneira de se conseguir grandes quantidades da proteina é

através da sua expressao heterdloga em microorganismos. Além disso, a expressao



28

e a producédo das isoformas puras da lectina pode contribuir para esclarecer a
especificidade da ligacéo lectina-acgucar.

A levedura metilotrofica Pichia pastoris foi a primeira a ser escolhida como
sistema de expressdo, devido a sua metodologia de expressdo bem conhecida,
especialmente para a secrecao de proteinas recombinantes (MACAULEY-PATRICK
et al., 2005; DARLY e HEARN, 2005). E um sistema eucaridtico capaz de fazer
modificacdes pos-traducionais tais como a glicosilacdo. Com as isoformas de
frutalina apresentando alto grau de glicosilacdo a presenca ou auséncia das cadeias
de carboidratos laterais pode apresentar efeitos significativos sobre as suas
propriedades funcionais e / ou fisicas. A caracterizacdo da lectina recombinante
revelou uma especificidade a carboidratos bastante semelhante a descrita para a
frutalina nativa (Me-a-galactose). A caracterizacdo também mostrou um pequeno
aumento no peso molecular de uma das cadeias, causado por uma N-glicosilacédo
parcial da proteina recombinante e a ndo clivagem da ligac&o entre as cadeias a e 3
da proteina, mas nada que modificasse sua acao (OLIVEIRA et al., 2008)

Frutalina recombinante solUvel também foi expressa com sucesso em
cepas E. coli por clonagem de cDNA, embora quantidades significativas da lectina
recombinante, como forma de proteina insoluvel, se acumulem em todas as
diferentes condic8es de cultura testadas (OLIVEIRA et al., 2009)

O sistema de expresséao de E. coli foi considerado para a producao de
frutalina, porque as modificacbes pos-traducionais em frutalina nativa ndo parecem
ser importantes para a especificidade de ligacdo a acucar e para a funcionalidade
das lectinas relacionadas a jacalina com sitios de ligacéo a galactose (OLIVEIRA et
al., 2008; SAHASRABUDDHE et al, 2004; SAHASRABUDDHE et al.,2006). Além
disso, a E. coli é o sistema mais simples e econdmico para a producdo de proteinas
recombinantes (YIN et al., 2007)

Assim como a frutalina recombinante obtida de cepas de P. pastoris, a
proteina recombinante produzida em E. coli apresenta-se como uma proteina de
banda Unica, com uma massa molecular de cerca de 17 kDa, o que é consistente
com o peso molecular previsto da sequéncia clonada de frutalina. Ao contrario da
frutalina nativa, as cadeias a e B da lectina recombinante, provavelmente estao
ligadas pelo peptidio ligante " T-SS-N ", fazendo uma proteina de cadeia simples,

como ocorreu com jacalina expressa em E. coli (SAHASRABUDDHE et al., 2004). A
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Frutalina recombinante n&do sofre qualquer clivagem proteolitica em qualquer um dos
sistemas de expressao utilizados, E. coli, ou Pichia, por isso, é altamente possivel
que a clivagem do ligante seja uma etapa de processamento especifico de
eucariotos superiores (OLIVEIRA et al., 2009).

Os ensaios feitos com a frutalina recombinante desse sistema de
expressao revelaram que ela tem uma especificidade de ligacdo a carboidratos
qualitativamente idéntica a lectina frutalina nativa. Assim, a frutalina funcional pode
ser facilmente produzida em um sistema de expressao heter6loga em E. coli. No
entanto, outras melhorias sdo necessarias para aumentar a quantidade de frutalina
recombinante pura obtida (OLIVEIRA et al., 2009).

Dentre as potenciais agbes da frutalina recombinante temos a sua
utilizacdo como potenciais biomarcadores histoquimicos para o cancro da préstata
(OLIVEIRA et al.,, 2009) e como poderoso agente antiproliferativo de células de
cancer cervical (HeLa) (OLIVEIRA et al., 2011). A frutalina produzida por Pichia
pastoris e purificada por cromatografia de exclusdo molecular também apresentam
um potente efeito antiproliferativo nas células tumorais de endocarcinoma do colon
(HCT116) induzindo a apoptose por uma via dependente das caspases e
independente da p53. O mesmo efeito antiproliferativo ndo é observado para a
frutalina recombinante produzida em E. coli (MENDONCA, 2013; MENDONCA
2014).

1.5 Imunoglobulina A (IgA)

A imunoglobulina A (IgA) foi identificada pela primeira vez em 1959 por
Heremans et al. Representa a mais abundante classe de anticorpos na superficie de
mucosas (MACPHERSON et al., 2000) e a segunda classe prevalente no soro
humano. No soro humano a IgA é predominantemente monomérica e constitui 15-
20% da quantidade total de imunoglobulinas sendo dividida em subclasses, IgA 1
(90%) e IgA 2 (10%). A diferenca mais significativa entre as subclasses € que a IgA1
apresenta uma regido de charneira com 13 residuos aminoacidos contendo de 3 a 5
sitios de ligacdo a carboidratos (CHINTALACHARUVU et al., 2002; HERR et al,
2003). Ambos os isotipos de IgA existem nas isoformas monomeérica, dimérica e
secretora (DECHANT e VALERIUS, 2001)
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A Imunoglobulina A secretora (slgA) é a imunoglobulina dominante na
superficie da mucosa do intestino, dando a mucosa defesa especializada inata e
adaptativa contra patdégenos ingeridos e sua toxinas (RENEGAR et al.,, 1994;
RUSSELL et al., 1999; PHALIPON et al., 2002). A sIgA € um complexo protéico que
consiste de dois mondmeros idénticos de IgA, ligados por por uma cadeia J (16 kDa)
unidos a um componente secretor (70 kDa). A cadeia J apresenta um potencial local
de N-glicosilagdo enquanto o componente secretor apresenta sete potenciais locais
de N-glicosicdo (ROYLE et al., 2003; JOHANSEN et al., 2003; MOSTOV, 1994).

Figura 04. Representacdo esquematica das trés isoformas de IgA

IgA Monomérica IgA Dimérica IgA Secretora

Sitio de
ligagao FcaRl

Fonte: Autor, (2016), adaptada de Dechant e Valerius, 2001

A IgA desempenha um importante papel na protecdo das superficies de
mucosa. E eficaz na neutralizagdo de toxinas de Clostridium difficile (STUBBE et al.
2000); na neutralizacdo de virus, impedindo sua ligagcdo ao receptor ou a fuséo do
virus com a membrana da célula (GAN et al., 1997; SIXBEY e YAO, 1992); impede a
ligacdo de bactérias a superficie de mucosas inibindo a penetracdo de bactérias
comensais (MACPHERSON e UHR, 2004); atenua a resposta pro-inflamatoria
induzida por LPS (FERNANDEZ et al., 2003).

No colostro humano ha wuma grande concentracdo de IgA,

predominantemente na forma de slgA nos primeiros dias de lactacdo e vai caindo
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rapidamente ap0s dias de vida do recém-nascido. Esse anticorpo oferece protecéo
efetiva ao recém-nascido contra bactérias, fungos, virus e parasitas (THOMAS et al.,
1993; WAITERSPIEL et al., 1994; TORRES e CRUZ, 1993; COSTA-CARVALHO et
al.,, 1993; CAVALCANTE e ANDRADE, 1995). A protecdo de lactentes da
colonizacdo de nasofaringe pelo Heamophilus. influenzae, que é um dos principais
responsaveis pela alta incidéncia de otite média aguda, € um dos exemplos
(HARABUCHI et al., 1994). Na doenca diarréica infantil, em que um dos principais
agentes é a E. coli, a sIgA possui papel relevante porque impede a aderéncia,
neutraliza a enterotoxina e pode, também, atuar na cépsula, facilitando a lise da
bactéria. Nas parasitoses intestinais, como a giardiase, os anticorpos sIgA contra
giardia estdo associados a prevencdo da doenca diarréica, mas nao contra a
infeccdo (COSTA-CARVALHO et al., 1993; VASSILEV e VELERA, 1996).

Dos nascidos vivos, em media 1 a cada 700 apresenta deficiéncia de IgA,
0 que a torna uma das mais comuns imunodeficiéncias congénitas conhecidas.
Quadros recorrentes de infec¢cdes graves principalmente em vias aéreas superiores
e inferiores e, também, no trato gastrointestinal se apresentam em pacientes com
imunossupressao de IgA (MAJKOWSKA-SKROBEK, 2003).

IgA tém atraido cada vez mais atencdo como potenciais terapias para
doencas infecciosas e malignas. Os anticorpos IgA foram demonstrados para
acionar efetivamente explosdo respiratéria e fagocitose de varios patdgenos
microbianos por leucdcitos humanos (VAN EGMOND et al, 2001;. MONTEIRO e
VAN de WINKEL, 2003; VINHOS e HOGARTH, 2006) e serem extremamente
eficazes no recrutamento de células polimorfonucleares (PMN) para a citotoxicidade
mediada por células dependentes de anticorppos (ADCC) contra células tumorais
(HULS et al, 1999; DECHANT et al, 2002;. OTTEN et al, 2005;. DECHANT et al,
2007).

A utilizacdo da IgA em terapias imunologicas aumentou a demanda pela
imunoglobulina, favorecendo o aumento do desenvolvimento de métodos comerciais
utilizados para sua purificagéo.

ApoOs o fracionamento industrial do plasma para eliminacdo e inativacao
de virus, tais como precipitacdo com etanol e pasteurizacdo, utilizados para eliminar
o risco de transmissédo de virus que possuem envelopes, como o HIV e os virus da

hepatite B e C (RUPOLO et al, 1998), o fracionado & submetido a passos



32

cromatograficos. Varios métodos comerciais foram desenvolvidos para a purificacao
por afinidade de IgA. Estes incluem peptideo H, SSL7 e jacalina imobilizada.

A purificacdo de IgA, mais especificamente IgAl utilizando a lectina
jacalina (MOREIRA e AINOUZ, 1978) baseia-se na sua capacidade de se ligar
especificamente a D-galactose (PEREIRA et al.,, 1980). A IgAl possui quatro
grupamentos caracteristicos compostos por D-galactose na regido de charneira
(BAENZIGER e KORNFELD, 1974) o que explica a especificidade, ja que a IgA2
possui uma delecdo de 13 aminoacidos e consequentemente delecdo dos quatro
residuos de acetilgalactosamina (TOMANA et al, 1974; MESTECKY, 1976).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Produzir heretélogamente frutalina em Pichia pastoris, caracterizar suas

propriedades biofisicas e avaliar sua aplicagdo no isolamento de imunoglobulinas Al

secretoras (slgAl) humanas.

2.2 Especificos

Purificar frutalina nativa em escala preparativa.

Expressar e purificar frutalina recombinante.

Avaliar a estabilidade da frutalina recombinante (rFrutalina) em funcéo do pH
e temperatura utilizando métodos biofisicos (dicroismo circular, fluorescéncia,
DLS e potencial zeta).

Imobilizar a rFrutalina em agarose para produzir matrizes de afinidade para o
isolamento de IgAl

Purificar IgA1 de colostro utilizando as matrizes com a rFrutalina imobilizada;
Validar o éxito das purificacbes da IgA; através de ensaios eletroforéticos de
imunodeteccao;

Comparar a eficiéncia entre matriz agarose-rFrutalina e a matriz comercial

Immobilized Jacalin®
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3 MATERIAIS

3.1 Vegetal

Sementes de fruta-pdo de caroco (Artocarpus incisa L.) foram utilizadas
para a obtencdo da frutalina nativa. Essas sementes foram removidas de frutos
coletados de plantas encontradas no municipio da Pacatuba, Estado do Ceara.
Foram coletados frutos maduros, no periodo compreendido entre 0s meses de maio
e junho. Apos serem removidas do fruto, os tegumentos foram retirados, lavadas
com Agua destilada e armazenadas no freezer (- 20 °C) até o uso nas etapas

posteriores.

3.2 Animal
Foram utilizados de coelhos albinos (raca Nova Zelandia) adultos e sadios
obtidos do Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia-UFC, mantidos no

Biotério do DBBM, em gaiolas apropriadas de livre acesso a racéo e agua.

3.3 Fungo
A estirpe de Pichia pastoris usada para expressar a cadeia alfa da
frutalina foi a KM71 (Invitrogen) com os fenétipos His™ e Mut® (Metanol utilization

slow).

3.4 Colostro humano

O colostro humano foi obtido dentro das primeiras 48 horas de pés-parto,
de parturientes saudaveis voluntarias, atendidas na Maternidade Escola da
Universidade Federal do Ceara. A coleta foi feita por profissionais qualificados em
parturientes, apos a assinatura do “Termo de Consentimento Consciente” conforme
previsto ha Resolug¢do 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Foram selecionadas
doadoras com exames de sangue normais, que nao tivessem tomado qualquer tipo
de antibidtico durante a gestacdo, que tivessem feito pré-natal, com exames
sorologicos negativos, ndo fumantes ou usuarias de drogas e com idades entre 18 e

35 anos.
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3.5 Reagentes

Cloreto de soédio; corantes (Coomassie brilliant blue); D-galactose;
albumina sérica bovina; acrilamida; bis-acrilamida; adjuvantes completo e incompleto
de Freund’s; acetona; 2-mercaptoetanol; fosfato de sédio; fenol; anticorpos primarios
e secundarios, metanol, kit para quantificdo de IGA, Tris [2-Amino-2-(hidroximetil)];
matrizes cromatograficas:Immobilized Jacalin®; agarose-D-galactose; Sepharose-

Proteina A. Os demais reagentes foram utilizados em grau analitico.
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4 METODOS

4.1 Preparacgao da farinha das sementes de Artocarpus incisa.

Apoés o descongelamento, as sementes de A. incisa foram fragmentadas,
delipidadas com acetona e colocadas na capela por 8 h. Os fragmentos secos foram
triturados em moinho rotatério e farinha obtida foi acondicionada em frascos

hermeticamente fechados e mantidos na geladeira (7 °C) até a utilizagao.

4.2 Obtencao do extrato total da farinha de sementes de A. incisa.

A extracdo das proteinas de A. incisa foi feita suspendendo a farinha em
NaCl 150 mM, na proporcédo 1:10 (m/v), mantendo-a sob agitacdo continua por 30
minutos a temperatura ambiente. O extrato foi centrifugado a 8000 x g por 30
minutos a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e o residuo utilizado para uma
reextracdo nas mesmas condicbes. Por fim, os sobrenadantes obtidos foram

reunidos para compor o extrato total.

4.3 Purificagdo da frutalina nativa

O extrato total da farinha de sementes de A. incisa foi submetido a
cromatografia de afinidade em coluna de agarose-D-galactose (Sigma). A coluna
contendo 10 mL da matriz de afinidade foi inicialmente equiliborada com NaCl 150
mM. Essa mesma solucao também foi usada para remover proteinas nao ligantes.
Para a remocéo da frutalina retida na matriz, a coluna foi eluida com galactose 100
mM contendo NaCl 150 mM. As fracBes contendo a frutalina nativa foram coletadas
e agrupadas num mesmo recipiente. A fracdo total resultante foi dialisada (1X)
contra acido acético 0,1 M por 2h e dialisada (3X) contra agua ultrapura, com trocas
a cada 1h, sempre com agitagdo. A concentracdo proteica das fracdes foi
monitorada pela leitura da absorbancia a 280 nm. Aliquotas da fracdo purificada

foram analisadas por SDS-PAGE 15% para confirmar a presenca da lectina nativa.

4.4 Expressao da frutalina recombinante em P. pastoris
Inicialmente as células de P. pastoris KM71H transformadas foram

plaqueadas em meio YPD-agar e incubadas overnight (16 h) a 30 °C. Com o auxilio
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de uma alca de platina, parte da cultura crescida foi inoculada em 100 mL de BMGY
(Buffered minimal glycerol medium: 100 mM fosfato de potassio pH 6,0; 1% (v/v)
glicerol; 1,34% (p/v) YNB; 4 x 10°% (p/v) biotina) e mantida a 30 °C, com agitacdo
continua de 200 rpm por 12 horas. Apés atingir a densidade Optica desejada
(DOsoonm=3,0), a cultura foi centrifugada a 4000 x g por 10 min, a temperatura
ambiente. A biomassa precipitada foi ressuspendida em 50 mL de meio BMMY
(Buffered minimal metanol medium: 100 mM fosfato de potassio pH 6,0, 0,5% (v/v)
metanol, 1,34% (p/v) YNB, 4 x 10°% (p/v) biotina) para inducdo da express&o. A
cultura induzida com metanol foi incubada a 15 °C, sob a agitagdo continua (200
rpm), na qualfoi adicionado diariamente, metanol 0,5% (v/v) por 4 dias. Apds o
periodo de inducdo, a cultura foi centrifugada a 4000 x g por 10 min a 4°C. As
células foram descartadas e o sobrenadante foi utilizado na etapa de purificacdo da

frutalina recombinante.

4.5 Purificacdo da frutalina recombinante (rFrutalina)

Para precipitar os sais existentes no meio, o pH do sobrenadante foi
ajustado para 7,5, por adicdo de NaOH 10 N, os quais foram removidos em duas
etapas de centrifugacdo (10 minutos a 4000 x g e 4 °C). Em seguida, o
sobrenadante foi filtrado (em filtros de 0,22 um), dialisado com tampéo PBS pH 7,4 e
concentrado em tubos Amicon® de 10 kDa (Millipore) até volume final de 2-3 mL.
Aliguotas da fracao concentrada foram analisadas por SDS-PAGE para confirmar a
presenca da lectina recombinante. Para a purificacdo completa da rFrutalina, fracdes
concentradas foram submetidas a cromatografia de afinidade em coluna de agarose-
D-Galactose (Sigma). A coluna contendo 10 mL da matriz de afinidade foi
inicialmente equilibrada com tampé&o PBS pH 7,4. Esse mesmo tampao também foi
usado para remover proteinas nao ligantes. Para eluir a rFrutalina retida na matriz, a
coluna foi submetida a um fluxo de 0,5 mL/min de uma solucdo de galactose a 100
mM contendo NaCl a 0,15 M. A concentragéo proteica das fracdes cromatograficas
foi monitorada pela leitura da absorbancia a 280 nm. As fra¢cdes contendo a frutalina
recombinante foram coletadas e agrupadas num mesmo recipiente. A fragédo total
resultante foi dialisada (1X) contra acido acético 0,1 M, dialisada (3X) contra agua
ultrapurae liofilizada para utilizacado posterior. Aliquotas da fracdo purificada foram
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analisadas por SDS-PAGE e por Western blot para confirmar a presenca da lectina

recombinante.

4.6 Dosagem de proteinas soluveis

A dosagem de proteinas foi realizada conforme o método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. Foram
utilizadas amostras a 25° C e amostras submetidas a tratamento térmico a 100 °C

por 5 minutos em banho seco.

4.7 Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS).

Os ensaios eletroforéricos em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
foram realizados de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970),
adaptada para uso de placas. Foi utilizado um gel de empilhamento de 3,5% de
acrilamida em tampéo Tris-HCI 500 mM (pH 6,8) e um gel de separagdo com 15%
de acrilamida em tampéo Tris-HCI 500mM (pH 8,8) contendo SDS 1%. As corridas
eletroforética foram realizadas a 25 mA e uma voltagem inicial de 100 V. As
amostras foram preparadas em tampéao Tris-HCI| 62,5 mM (pH 8,3) contendo SDS
1%, B-mercaptoetanol 0,1%, sacarose e azul de bromofenol 1%. Em seguida, as
amostras foram aquecidas a 100 °C por 5 min e centrifugadas a 1000 x g por 5 min a
temperatura ambiente. As bandas proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant
Blue R-250 a 0,05 %, preparado em uma solucdo de metanol:acido acético:agua
(1:3,5:8, v/viv) ou reveladas com nitrato de prata, segundo a metodologia descrita
por Blum et al., 1987.

4.8 Determinacao da atividade hemaglutinante

Para avaliar a atividade das frutalinas (nativa e recombinante) purificadas,
ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados segundo o método descrito
por Moreira & Perrone (1977). Resumidamente, a 50 pL de uma solucéo de NacCl
150 mM, foi adicionado igual volume da solucédo das frutalinas nativa e recombinante
(com concentracdo de 1 mg/mL) e desta solucédo, foram feitas diluicdes seriadas
(1:2). As diferentes diluicbes de proteina, foram adicionados 50 pL de uma
suspensao de hemacias de coelho (a 2%), e a mistura deixada em estufa (ou banho

Maria), a 37 °C por 30 minutos, seguidos de outros 30 minutos a temperatura
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ambiente. O processo de aglutinacdo foi observado a olho nu. Os titulos de
hemagutinacdo foram obtidos em termos de unidade hemagutinante (H.U.) como

sendo o inverso da maior diluicdo ainda capaz de apresentar hemaglutinacéo visivel.

4.9 Producéao de anticorpos policlonais anti-frutalina

Os anticorpos anti-frutalina foram produzidas em coelho albino adulto (14
meses de idade) imunizado com a lectina nativa. A sensibilizacdo inicial foi feita por
via intramuscular, na coxa, com uma emulsdo contendo a lectina (2 mg) e o
adjuvante completo de Freund (1:1; v:v). Antes da imunizagdo, o animal foi
submetido a uma primeira sangria para coletar o soro controle (pré-imune). Apés 21
dias, foi administrada subcutaneamente, no dorso, uma dose de reforco de igual
conteudo de lectina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (1.1; v/v).
Antes da dose-refor¢o, o animal foi submetido a uma segunda sangria e 0 sangue
coletado (15 mL) foi deixado em repouso por uma hora a 37 °C. O soro foi obtido por
centrifugagdo a 4.000 x g por 10 minutos. Em seguida, foram feitas sangrias e
administradas doses adicionais de reforcos a intervalos de 7 dias, até que fosse
acumulada uma quantidade de soro satisfatoria. O soro obtido foi submetido a
fracionamento com sulfato de aménio 30 % de saturacado, para obtencdo da fracao
rica em gama-globulinas. Esta fracdo foi posteriormente submetida a didlise
sequencial usando-se agua e tampéao acetato 50 mM a pH 5,0, alternadamente (3X).
Esse material foi centrifugado a 15.000 x g, 20 min, a 4 °C, e o precipitado
descartado. O sobrenadante foi submetido a cromatografia em coluna de
Sepharose-proteina A. A coluna foi equilibrada com o tampao PBS pH 7,4 e a fracédo
nao-retida foi eluida com mesmo tampéo. A fracdo retida (rica IgGs) contendo o
anticorpo anti-frutalina foi eluida com o tampao glicina 0,1 M pH 2,5 contendo NacCl
0,15 M. A fracédo elulida foi dialisada com o tampédo PBS pH 7,4 e mantida sob

refrigeracao para os ensaios de Western blot.

4.10 Western blot

Para a execuc¢do da técnica de Western blot, primeiramente as amostras
(frutalina nativa e rFrutalina) foram aplicadas no gel SDS-PAGE 15 %. Apés a
eletroforese, as proteinas presentes no gel foram transferidas para uma membrana

de nitrocelulose. A membrana foi colocada a reagir com o anticorpo primario. A
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reatividade foi detectada pelo anticorpo secundéario conjugado com fosfatase
alcalina, e, para o desenvolvimento da coloracdo foram utilizados os agentes
cromogénicos NBT e BCIP (Sigma). Para o procedimento de transferéncia foi

utilizado o aparelho TransBlot SemiDry (BioRad).

4.11 Eletroforese bidimensional (2D)

Foram feitas eletroforeses bidimensionais para avaliar a presenca de
isoformas da frutalina nativa e confirmar o pl da rFurtalina. Aproximadamente 15-20
Mg de cada lectina foi carregada diretamente no gel de focalizagdo com gradiente de
pH imobilizado, na faixa de 3 a 10, de 11 cm ou 13 cm (Immobiline IPG strips — GE
Healthcare). Em escala preparativa, até 1000 ug (1 mg) de proteinas foram
carregados em géis de 18 cm, com a mesma faixa de pH imobilizado. A focalizacao
foi feita num equipamento Multiphor Il (GE Healthcare) acoplado a um circulador
termostatico ou Ettanphor, contendo sistema de troca de calor do tipo Peltier (GE
Healthcare). Os parametros de focalizacdo foram obtidos experimentalmente. Em
geral, os parametros adotados sdo os descritos em Gorg et al. (2000). ApGs a
focalizacéo as tiras de IPG foram equilibradas sob agitagcdo em solugéo (Tris 50 mM,
glicerol 30 %, uréia 6 M, SDS 2% e azul de bromofenol) com DTT (1% p/v) por 15
minutos para a reducéo das proteinas e, em seguida, alquiladas com IAA (3% p/v)
também em solucdo de equilibrio por 15 minutos. Terminado o equilibrio as tiras
foram mergulhadas em tampéao de corrida por 10 segundos para livra-los do excesso
de solucado de equilibrio. Logo apés foram postos no topo do gel da segunda
dimensédo e fixados com tampdo de corrida contendo &gar 0,5%. A segunda
dimenséo (2-DE/SDS-PAGE) foi realizada com géis de poliacrilamida 12,5% T/2,7%
C (monomero/cross-linker) conforme Laemmli, cujos tamanhos foram de 160x140x1
mm, quando analitico e de 200x220x1,5 mm, quando preparativo. Os sistemas de
eletroforese empregados foram Hoefer SE600 (GE Healthcare), correndo
simultaneamente quatro géis de 160x140x1 mm ou DaltSix (GE Healthcare),
correndo seis géis 200x220x1,5 mm. Terminada a corrida, a deteccdo das proteinas
resolvidas em 2-DE/SDS-PAGE foi feita conforme a metodologias proposta por
Schevchenko et al.(2001) A analise dos géis bidimensionais foi feita através da
digitalizacdo das imagens captadas em ImageScanner Il (GE Healthcare) e
analisadas utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare).
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4.12 Caracterizagao biofisica da rFrutalina

4.12.1 Avaliacdo do padrdao conformacional da rFrutalina e predicdo da
estrutura secundaria

A avaliacdo do padréo conformacional da rFrutalina foi feita utilizando a
técnica espectrofotométrica de dicroismo circular (CD). As medidas de CD foram
realizadas em um espectropolarimetro J-815 da JASCO. Inicialmente foi utilizada
uma aliquota de 100 puL de amostra proteica contendo 20 pg da rFrutalina em
tampéo PBS pH 7,4. As medidas foram feitas numa cubeta de quartzo com 1 mm de
caminho 6tico, a temperatura controlada de 25 °C. Primeiro, foi obtido um espectro
do branco, ou seja, apenas da solu¢do do tampdao de solubilizacdo da proteina, para
gue nao houvesse interferéncia do tampéao. As contribuicdes do tampéo, obtidas sob
condicBes idénticas, foram subtraidas e todos os espectros de CD foram corrigidos a
fim de eliminar quaisquer efeitos de ruido. Foi feita entdo, uma varredura de 190 a
250 nm aplicando a velocidade de 50 nm/min, registrando 16 acumulacdes. As
analises dos espectros de CD para a predicdo quantitativa da estrutura secundaria
da rFrutalina foram feitas utilizando os programas SELCON 3 e CONTIN
(SREERAMA e WOODY, 2000).

4.12.2 Efeito davariacdo de pH na estabilidade conformacional da rFrutalina

A avaliacdo da estabilidade conformacional da rFrutalina frente a variacéao
de pH foi feita utilizando o CD, conforme descrito no item 4.12.1. Foram utilizadas
aliquotas de 100 uL de amostra proteica (contendo 20 ug da rFrutalina) em tampéao
acetato-fosfato-borato 20 mM ajustado para diferentes valores de pH (3, 5, 7, 8, 9,
10 e 12). Foram realizadas varreduras de 190 a 250 nm aplicando a velocidade de
50 nm/min, registrando 8 acumulagbes. Os programas utilizados para processar 0s
dados foram oSpectra Manager™ li(que faz parte do pacote de softwares adquiridos

junto com o equipamento) e Origin®

4.12.3 Termoestabilidade da rFrutalina
A termoestabilidade da rFrutalina também foi avaliada por CD, utilizando

um intervalo de temperatura de 20 a 90°C. Foi utilizada uma aliquota de 100 pL de
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amostra proteica (contendo 20 pg da rFrutalina em tampado PBS pH 7,4). Os
espectros foram obtidos a cada 5 °C, utilizando um tempo médio de equilibrio de 2
min. O sinal de CD a 218 nm (02:8nm) foi utilizado para monitorar o efeito da
temperatura e determinar a temperatura de transicdo para o estado desenovelado
da proteina. Os programas utilizados para processar os dados foram o Spectra

Manager™ Il e Origin®

4.12.4 Fluorescéncia intriseca da rFrutalina

As medidas de emisséo da fluorescéncia foram feitas a 25 °C em um
espectrofluorimetro modelo Cary Eclypse Varian. As amostras foram excitadas em
295 nm e a emisséo foi monitorada no intervalo de 300 a 450 nm, usando cubetas
de quartzo com 1 cm de caminho Optico. A concentracdo final da rFrutalina usada
nos ensaios foi 60 pug/mL em tampado PBS pH 7,4. ApGs a coleta, foi feita a
subtracdo do espectro do tampéo afim de excluir a interferéncia do espalhamento de
luz. Em todas as medidas, foram usados filtros Opticos de 295 nm no compartimento

de emisséo do equipamento.

4.12.5 Efeito do pH sobre a fluorescéncia intriseca da rFrutalina

O efeito do pH sobre a conformacgéo da rFrutalina também foi avaliado
pela fluorescéncia instrinseca da proteina. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas conforme descrito no item 4.12.4, utilizando a mesma concentracao
proteica em tampéao acetato-fosfato-borato 20 mM ajustado para diferentes valores
de pH (3,5,7,9¢e12).

4.12.6 Efeito do acucar ligante sobre a fluorescéncia intriseca da rFrutalina

O efeito do acucar ligante sobre a conformacéo da rFrutalina também
foi avaliado pela fluorescéncia instrinseca da proteina. As medidas de fluorescéncia
foram realizadas conforme descrito no item 4.12.4, utilizando a mesma concentragcéo
proteica. Antes das medidas, uma aliquota da proteina foi incubada com D-galactose

100 mM por 1 hora, a temperatura ambiente.

4.12.7 Espalhamento dindmico de luz da rFrutalina
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As caracteristicas de tamanho de rFrutalina foram analisadas pelo
espalhamento dindmico de luz (DLS) o sistema Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, Reino Unido). Este equipamento determina o raio hidrodinamico (Rs) de
uma determinada particula (de 0,6 nm até 6 um) utilizando a técnica de DLS e
interpreta o resultado utilizando a equacdo de Stokes-Einstein. O sistemaNano-ZS
utiliza um laser de 633 nm e um angulo de dispersao fixo (173 °). Foram usadas
aliquotas da rFrutalina (1 mg.mL™?), em tamp&o de acetato-fosfato-borato 20 mM
ajustado para diferentes valores de pH (3-10). Essas aliquotas foram primeiramente
filtradas em membranas de 0,22 um (Millipore, EUA), centrifugou-se a 16000 x g por
10 minutos, e subsequentemente colocada numa cubeta de quartzo antes da
medicao. O raio hidrodinamico (Rs) foi determinado a partir de uma segunda ordem
acumulante para ajustar a intensidade da fungcdo de auto-correlagdo. Os Rs
determinados foram convertidos em massa molecular (kDa) usando o software

Zetasizer.

4.12.8 Potencial zeta da rFrutalina

O potencial zeta(() é medido utilizando a técnica conhecida como
espalhamento de luz eletroforético (ELS) onde mede-se a velocidade de uma
particula movimentando-se em um determinado liquido quando um campo elétrico é
aplicado. O valor da velocidade é convertido para o valor do potencial zeta da
particula. Nesta analise, as medidas de ELS para determinar o potencial zeta médio
da rFrutalina também foram realizadas utilizando o Zetasizer Nano-ZS. As medidas
foram realizadas a 25 °C, utilizando a rFrutalina a uma concentragdo de 1 mg.mL’
'em tampé&o de acetato-fosfato-borato 20 mM ajustado para diferentes valores de pH
(3-12). O Zetasizer Nano-ZS mede a mobilidade electroforética (ue) € converte o

valor a um potencial zeta (mV) através uma equacgéo de Henry (Henry e Rees, 1991)

4.13 Imobilizagédo da rFrutalina em agarose-CNBr ativada

O processo de imobilizacdo da rFrutalina foi baseado na metodologia
descrita por March et al. (1974) com modificacdo. As cromatografias foram
padronizadas para o uso de colunas com 10 mL de gel. As colunas (suportes com
filtros) apropriadas foram obtidas da BioRad®. Os parametros como: fluxo de eluigédo

das colunas, volume das fracdes coletadas e temperatura de trabalho também foram
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padronizados e validados. A matriz comercial Immobilized Jacalin® (Pierce-EUA) foi
utilizada na etapa comparativa. De acordo com o fabricante, essa matriz &
constituida de gel de agarose reticulada com epicloridrina (4% agarose) e ativada
com brometo de cianogénio. Também, segundo o fabricante, a densidade do ligante
imobilizado € de ~4,0 mg lectina/mL de gel e sua capacidade de ligacdo é de 2 mg
de IgA humana/mL de gel.

Foram testadas amostras da rFrutalina (na concentragao de 4 mg/mL de
matriz) no processo de imobilizacdo na agarose ativada. Em seguida, essas
amostras foram adicionadas as matrizes ativadas e mantidas sob agitagdo a 4 °C
por 2 minutos. Foram avaliados diferentes tempos de imobilizac&o (2, 6 e 12 horas)
objetivando otimizar o processo e validar a metodologia. Apds os periodos testados,
foi adicionado cada mistura, 1 volume de etanolamina 50 mM pH 8,0 para saturar os
grupos reativos remanescentes na agarose. Na sequéncia, as matrizes imobilizadas
foram centrifugadas por 5 minutos a 2000 x g, a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes foram removidos e aliquotas coletadas para a leitura da absorbéancia
a 280 nm. Essa leitura serviu para determinar o percentual de imobilizacdo das
rFrutalina nas matrizes ativadas, através da comparacdo com as absorbancias das
solucdes lectinicas iniciais. Apds o processo de imobilizacdo, as matrizes (10 mL)
foram empacotadas em suportes cromatograficos adequados (BioRad®), lavadas
com 5 volumes do tampdo de equilibrio (PBS pH 7,4 filtrado e desaerado) e

mantidas na geladeira até a utilizacéo.

4.14 Processamento do colostro humano

Apoés as coletas, o colostro foi homogeneizado e centrifugado a 15000
rpm, por 15 minutos a 4 °C. Em cabine de fluxo laminar, a fase intermediaria (soro)
foi coletada e transferida para um tubo Falcon estéril (50 mL), desprezando-se a
gordura e sedimentos celulares. Em seguida, soro foi esterilizado em filtro de 0,22
pum e aliquotado em microtubos de 2 mL, que foram identificados e estocados a -80

°C para uso posterior.

4.15 Determinacao da IgA total
A determinacdo do IgA total do colostro foi realizada por ensaio

imunoenzimatico (ELISA) quantitativo. Foram pipetados 100 yL do anticorpo de
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captura anti-IgA purificado (Sigma, EUA), na concentragdo de 5 pg/mL, em cada
poco da placa- de 96 pocos, que foi posteriormente coberta com filme plastico,
deixada em camara Umida durante 16 horas a 4 °C e, em seguida, lavada por quatro
vezes com tampao de lavagem: tampao PBS pH 7,4 contendo 0,1% de Tween 20.
As amostras e controles foram diluidos em tamp&o PBS com NaCl 350 mM contendo
0,2% de Tween 20. Como padrao, foi utilizado IgA secretora humana (Sigma, EUA),
na concentracdo de 1 a 6 ug/mL. Foram pipetados 100 pyL do padréo e do soro do
colostro nos pocos. A placa foi incubada por 2 horas a 37 °C e posteriormente
lavada por trés vezes com tampéao de lavagem, apés foi acrescentado 100 yL em
cada poco do conjugado anti-lgA, marcado com peroxidase (Sigma, EUA), 1:5000,
no tampao de diluicdo das amostras. A placa foi incubada por uma hora e 30
minutos a 37°C. A placa foi novamente lavada por trés vezes com tampao de
lavagem, e apos foram colocados em cada pogo 100 pL do substrato (tampéo
citrato-fosfato 100mM, pH 5,0; H,O, a 30%; e OPD (ortofenilenodiamina — Sigma,
EUA) foi adicionado para revelar a reacdo. A placa foi incubada no escuro em
temperatura ambiente, por 30 minutos. Para o bloqueio da revelacdo, adicionou-se
50 yL de H,SO4, 2,5N em cada poco. A leitura da placa, foi realizada em leitor de
ELISA (ELx-800 BioTek Instruments), no comprimento de onda de 492 nm. As
concentracdes de IgA total das amostras de colostro foramdeterminadas a partir dos
valores da curva padrdo de IgA humana realizada a cada ensaio e expressas em
mg/mL. A curva padrdo foi feita com base na leitura da absorbancia a 492 nm da

amostra de IgA comercial, com concentracdes conhecidas.

4.16 Precipitacao de proteinas do colostro

O soro obtido conforme descrito no item 14 foi submetido ao processo de
precipitacdo de proteinas com sulfato de aménio com 60% de saturacdo. Em
seguida, os precipitados proteicos foram obtidos por centrifugagcéo (13000 rpm por
15 minutos, a 4 °C), ressuspendidos no tamp&o PBS pH 7,4 e dialisados contra o

mesmo tampao. Essas amostras foram utilizadas para o isolamento da IgA1.

4.17 Purificagdo de IgAl de colostro humano utilizando matrizes de agarose

imobilizadas com a rFrutalina.
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Cada coluna, padronizada para o volume de 10 mL de matriz, foi
primeiramente equilibrada com PBS pH 7,4. Esse mesmo tampé&o foi utilizado para
eluir as proteinas nao ligantes. A IgAl retida na matriz imobilizada com a frutalina,
foi eluida com D-galactose 100 mM em PBS. As fracfes de interesse (aquelas
eluidas da coluna agarose-rFrutalina) foram agrupadas e posteriormente dialisadas
e concentradas por dialofiltragem. Esta mistura foi denominada como Friga: (fracéo
rica IgAl). A concentracdo proteica das fracdes foi monitorada pela leitura da
absorbancia a 280 nm em espectrofotdometro . A pureza da fragéo Friga: foi avaliada
por PAGE-SDS (15%) e por ensaios de imunodeteccdo (Western blot). O custo, o
rendimento e a eficiéncia das matrizes agarose-frutalina foram comparados aos da
matriz comercial utilizada para o mesmo fim. Nessa matriz, a densidade do ligante
imobilizado € de 4 mg lectina/mL de gel e sua capacidade de ligacdo € de 2 mg de

IgA humana/mL de gel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Purificacdo da frutalina nativa e da rFrutalina e caracterizacao biofisica da
rFrutalina

Apds os processos de remocdo dos frutos, limpeza, delipidacdo e
trituracdo das sementes de A. incisa, o rendimento da farinha produzida foi de 92,8 +
0,6 g por 100 g de sementes. O rendimento proteico do extrato total (Et) obtido a
partir da farinha de sementes, apresentou um conteudo de 4,7+ 0,5 mg/g da farinha.
Segundo Moreira et al. (1998), as sementes de A. incisa apresentam um alto teor de
carboidratos (76,8%) e teores mais baixos de proteinas e lipidios (12,3 e 4,9%,
respectivamente). A frutalina nativa foi eficientemente purificada em coluna de
agarose-D-galactose (Figura 5A), apresentando 2 bandas proteicas com massas
moleculares aparente de 15 e 12 kDa, quando analisada por PAGE-SDS sob
condi¢cbes redutoras (Figuras 5B). No entanto, apresentou um baixo redimento de
purificagéo (5 ng/mL de extrato). Isso mostra que a purificagcao da frutalina nativa (ou
seja, diretamente das sementes) pode apresentar uma série de desvantagens, além
dos rendimentos relativamente baixos, tais como tempo longo do processo e a
presenca de isoformas naturais.

A rFrutalina foi expressa em P. pastoris como uma proteina de cadeia
Unica, uma vez que o linker de quatro aminoacidos (T-SS-N), que liga as cadeias a e
B, nao foi clivado. No processamento pdos-traducional da frutalina nativa, este linker &
removido para separar as cadeias a e 3, formando uma proteina tetramérica na qual
cada mondémero é constituido por uma cadeia a e uma cadeia 3 unidas por ligagdes
nao covalentes.

Sahasrabuddhe et al (2004) e Oliveira et al., (2008), relataram que a
clivagem do ligante (T-SS-N) em lectinas relacionadas a jacalina, pode ser
nescessaria para melhorar a afinidade da ligacdo a galactose, mas estudos
demonstram a sua utilizacdo como potenciais marcadores de céluas neoplasicas,
visto que o padrao de glicosilacdo das células malignas sao diferentes das benignas,
confirmando sua atividade (OLIVEIRA et al.,, 2009; OLIVEIRA et al., 2011;
MENDONCA, 2013).
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Figura 5 Purificacdo da frutalina nativa e andlise eletroforética. (A)
Cromatografia de afinidade em coluna de agarose-D-galactose: a coluna foi
equilibrada e a fracdo nédo-retida (P1) foi eluida com NaCl 0,15 M. A cromatografia
foi realizada numa coluna de 10 mL, utilizando um fluxo de 1 mL/min e coletando
fracOes de 0,5 mL. A fracdo retida (P2) foi eluida com uma solugéo galactose 100
mM com NaCl 150 mM. (B) PAGE-SDS 15%, sob condi¢céo redutora. da fracao
purificada: M — marcadores moleculares: Albumina (66,2 kDa); Ovalbumina (45,0
kDa); Anidrase carbonica (31.0 kDa); Inibidor de tripsina (21,5 kDa) e Lactalbumina

(14. 4 kDa).; 1 — frutalina nativa
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Fonte: Autor, (2016)

A figura 6 mostra os resultados do processo de purificacdo da frutalina
recombinante (rFrutalina) por cromatografia de afinidade, também em coluna de
agarose-D-galactose. Como pode ser observado, essa matriz também mostrou-se
bastante eficiente na purificagdo da proteina heterologa, que apresentou um

redimento bem superior (20 ug/mL) ao da frutalina nativa.
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Figura 6. Purificagdo da rFrutalina e analise eletroforética. (A) Cromatografia de
afinidade em coluna de agarose-D-galactose: a coluna foi equilibrada e a fragdo nao-
retida (P1) foi eluida com NaCl 0,15 M. A cromatografia foi realizada numa coluna de
10 mL, utilizando um fluxo de 1 mL/min e coletando fracbes de 0,5 mL. A fracdo
retida (P2) foi eluida com galactose 100 mM com NaCl 150 mM. (B) PAGE-SDS
15% da fragdo purificada sob condigdo redutora: M — marcadores moleculares:
Albumina (66,2 kDa); Ovalbumina (45,0 kDa); Anidrase carbbnica (31.0 kDa);
Inibidor de tripsina (21,5 kDa) e Lactalbumina (14. 4 kDa).; 1 — frutalina nativa e 2-

Fracdo do P2 (referente a rFrutalina).
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As fracdes obtidas da rFrutalina apresentaram uma forte capacidade de
aglutinacdo (256 UH.mL™) em sangue ndo tratado de coelho (Figura 7A). Para
certificar que essa atividade era realmente de origem proteica, outra aliquota da
rFrutalina foi submetida ao tratamento térmico de 100 °C por 5 minutos em banho
seco e utiizada no ensaio de hemaglutinacdo, sob as mesmas condicbes
anteriormente testadas. Nenhuma aglutinacdo foi observada com amostra aquecida
(Figura 7B), confirmando que atividade hemaglutinante era de origem proteica.
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Figura 7. Ensaio de atividade hemaglutinante da rFrutalina utilizando hemacias
de coelho.(A) sem tratamento térmico e (B) com aquecimento a 100 °C por 5

minutos.

(A) (B)

Fonte: Autor, (2016)

A figura 8A mostra eletroforese bidimensional da rFrutalina. Apds analise
do gel utilizando o software ImageMaster 2D Platinum 6.0, apenas um spot foi
observado, significando a auséncia de isoformas na fracdo da rFrutalina. Ja Moreira
et al. (1997), apontaram a existéncia de isoformas da frutalia nativas, com pls na
faixa de 8,8 a 9,0. Estas isoformas podem ter diferentes propriedades fisico-
quimicas levando a uma indesejavel variabilidade de resultados relacionados as
suas atividades biolégicas. A rFrutalina detectada no gel foi validada apés analise
tridimensional individualizada (Figura 8B) utilizando ferramenta especifica do
programa. Os vales estimados de ponto isoelétrico foi de 8,7 e a massa molecular foi
de 15.632 Da.

Figura 8. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (12,5%) da
rFrutalina (A). Neste ensaio foi utilizado uma tira de 11 centimetros de pH
imobilizado variando de 3 a 10. A setas indica a presenca de uma Unica proteina,
detectada apds analise utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum 6.0.

Marcadores de massa molecular: Albumina (66,2 kDa); Ovalbumina (45,0 kDa);
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Anidrase carbodnica (31.0 kDa); Inibidor de tripsina (21,5 kDa) e Lactalbumina (14. 4
kDa). (B) Imagem 3D da proteina detectada no gel.
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Fonte: Autor, (2016)

A fracdo proteica do soro obtido do coelho imunizado com a frutalina
nativa foi purificada em coluna de Sepharose-proteina A para ser utilizada nos
ensaios de imunodeteccao (via Western blot) e imunoafinidade.Durante a purificagéo
foram obtidos dois picos cromatograficos: o pico 1 referente as proteinas do plasma
que ndo interagiram com a matriz e o pico 2, referente a fragcdo rica em IgG
(correspondente a fracdo anti-frutalina) que interagiu com a matriz e foi eluida por

reducéo do pH.
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Figura 9. Purificagdo do anticorpo policlonal anti-frutalina por cromatografia de
afinidade em Sepharose-Proteina A. A coluna foi equilibrada e a fracdo nao-retida
(P1) foi eluida com o tampé&o PBS pH 7,4. A cromatografia foi realizada numa coluna
de 15 mL, utilizando um fluxo de 0,5 mL/min e coletando fracdes de 1 mL. A fracao
retida (P2) foi eluida com o tampao glicina 0,1 M pH 2,5 contendo NaCl 150 mM.
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Fonte: Autor, (2016)

A fracdo rica em IgG foi diluida (1:100 v/v) e testada no ensaio de
Western blot que confirmou a sua reatividade com as bandas proteicas da frutalina
nativa e da rFrutalina, devido a forte interagdo com o anticorpo policlonal anti-

frutalina (Figura 10).

Figura 10 — Imunodetecc¢ao da frutalina e da rFrutalina utilizando o anticorpo
anti-frutalina produzido no LabBMol.(A)SDS-PAGE 12,5 %:M - Marcadores
moleculares; 1 —Frutalina nativa sob condicao redutora. (B)Western blot: 1-Frutalina

nativa; 2- rFrutalina.
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Como resultados das analises de CD, os espectros de dicroismo circular
da rFrutalina apresentaram uma um minimo negativo em 218 (Figura 11), perfil
similar ao da frutalina nativa alcancado por Moreira et al (1997). Este espectro
concorda com a predominancia de estruturas do tipo folhas-p (KELLY e PRICE,
1997 WOODY, 1994). O perfil dos espectros de CD da rFrutalina também s&o muito
semelhantes ao da jacalina, uma lectina presente em sementes de Artocarpus
integrifolia, bem como ao da jacalina recombinante (SAHASRABUDDHE et al., 2004)

Figura 11. Espectros de dicroismo circular da frutalina nativa e da rFrutalina.
As medidas foram realizadas com solucdes protéicas de aproximadamente 20 ug da
proteina em tampdo PBS pH 7,4. Os espectros foram obtidos variando o
comprimento de onda entre 200 a 250 nm e registrados com uma média de 16
varreduras, a temperatura ambiente (25 °C), utilizando cubeta retangular de caminho

optico de 1 mm.
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As analises quantitativas do espectro de CD da rFrutalina confirmaram a

predominancia de folhas-B (Tabela 1). E interessante notar que a frutalina

recombinante exibe um padrdo de estrutura secundaria similar ao da frutalina nativa.

A partir destas observacdes, € razoavel concluir que a rFrutalina é idéntica a

frutalina em relacdo a estrutura secundaria.
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Tabela 1. Predicdo da estrutura secundéria da rFutalina utilizando os
programas CONTIN e SELCON 3.

Estrutura secundaria rFrutalina (%)*  Frutalina (%)°
a-hélices 0 0
Folhas-B antiparalelas 65 64
Folhas-p paralelas/ voltas 20 21
N&o ordenadas 5 6
Outras contribuicdes 10 9

 Raiz média quadratica (r.m.s) de 1%
b Dados obtidos de Moreira et al., 1997.

Fonte: Autor, (2016)

A figura 12 mostra os espectros de CD da rFrutalina em diferentes
valores de pH. Significativas alteracdes na estrutura secundaria foram observadas
em valores de pH acima de 9. Em pH 12, a rFrutalina apresentou um espectro com
perfil caracteristico de desordenamento estrutural, representando que nesta
condicdo a proteina esta desnaturada. No entanto, devido as pequenas
modificacdes observadas nos espectros de CD na faixa de pH de 3 a 8, isso mostra
que a rFrutalina apresenta uma boa estabilidade conformacional, principalmente em
condicBes acidas. discutir esse resultado comparando a estrutura da proteina nativa

Segundo Gaikwadand Khan, (2003), a diminuicdo da afinidade de ligacéo
de sacarideos a lectina de A. hirsuta em pH acido pode ser devido a pequenas
alteracdes conformacionais no dominio de reconhecimento a carboidratos, devido a
elevadas cargas positivas presentes na proteina nessa faixa de pH. A auséncia de
ligacdo ao acucar na faixa de pH 10-12 pode ser devido a desnaturacao da lectina.
Assim, a lectina de A. Hirsuta foi mais estavel na faixa de pH neutro e acido do que
no pH alcalino.

O elevado teor de cisteinas conservadas em lectinas do género
Artocarpus esta diretamente relacionado a formacdo de pontes dissulfeto
intercadeias, garantindo a proteina rigidez e estabilidade através de uma ampla faixa
de pH e temperatura (Harata and Muraki, 2000; Hayashida et al., 2003; Asensio et
al., 2000).

Figura 12. Espectros de dicroismo circular da rFrutalina em diferentes valores

de pH. As medidas foram realizadas utilizando aliqguotas de 100 uL de solucéo
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proteica (contendo 20 pg da rFrutalina) em tampao acetato-fosfato-borato 20 mM
ajustado para diferentes valores de pH. Foram realizadas varreduras de 200 a 250
nm aplicando a velocidade de 50 nm/min, registrando uma média 8 acumulacdes. As
medidas foram realizadas a 25 °C, utilizando cubeta retangular de caminho éptico de

1 mm,
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Fonte: Autor, (2016)

O CD também foi usado para avaliar as mudancas conformacionais
provocadas pelo calor na estrutura secundaria da rFrutalina. Como resultado, foi
constatado que a frutalina manteve sua estrutura praticamente estavel até 55 °C,
padrdo ja relatado por Campana et al (2001) (Figura 13). No entanto, mudancas
significativas foram observadas a partir de 60°C, na qual também foi observada a
descaracterizacédo do espectro de CD, sugerindo a perda de estrutura secundaria e
consequentemente a desnaturacdo da proteina. Resultados semelhantes foram
obtidos para as jacalinas nativa e recombinante, que mostraram-se estaveis até a
temperatura de 50°C, apresentando um padrdo de desenovelamento em
temperaturas acima de 55 °C (WANG e LIU, 2003).
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Figura 13. Curva de termoestabilidade da estrutura secundéaria obtida dos
espectros de dicroismo circular da rFrutalina.
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O ensaio de termoestabilidade da rFrutalina também demonstrou que a
proteina apresenta uma temperatura de transicdo (Tm — Temperature melting) do
estado nativo para o desnaturado em torno de 65 °C.

A técnica de fluorescéncia foi utilizada para avaliar o efeito do pH na
estabilidade da estrutura terciaria da rFrutalina, jA que a presenca de dois triptofanos
na estrutura da proteina pode viabilizar o monitorarmento de possiveis mudancas
conformacionais. Essa técnica baseia-se na propriedade que algumas moléculas
possuem de emitirem luz em comprimentos de onda mais longos. No caso das
proteinas, trés residuos de aminoacidos apresentam esta propriedade: a tirosina, o
triptofano e a fenilalanina (LACKOWICZ, 1983). Esses residuos sdo denominados
fluoréforos naturais e sua fluorescéncia € altamente especifica e sensivel ao
ambiente em que se encontram. Sendo assim, a fluorescéncia de uma proteina

guando devidamente enovelada é resultante da fluorescéncia de seus residuos

individuais, dependendo da vizinhanca de cada um deles. Esse fato aliado a
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facilidade de realizar medidas com amostras pouco concentradas (na ordem de 10°®
M para proteinas), torna a fluorescéncia uma técnica bastante sensivel e eficaz para
monitorar mudancas conformacionais e interacdes com ligantes (LACKOWICZ,
1992). Como resultado dessa analise, foi observado que em pH neutro, o espectro
de emissdo da rFrutalina é caracterizado por um maximo de emissdo em 338 nm
tipico de residuos de triptofano que se encontram em regides da molécula mais
expostas ao solvente.Também foram observadas pequenas alteracbes no
comprimento de onda de emissdo maxima da rFrutalina na faixa de pH 3 a 7, o que
representa que ndo ocorreram alteracbes conformacionais significativas nas vizinhas
dos residuos de triptofano nestas condi¢bes (Figura 14). Em pH 9, nota-se uma
pequena reducdo da emissao de fluorescéncia, significando que neste pH a proteina
comeca a sofrer alterac6es conformacionais. Ja em pH 12, além de uma significativa
supressdo da fluorescéncia (de aproximadamente 54 %) também ocorreu o
deslocamento do maximo de emisséo para 365 nm (referente a regido do vermelho).
Esse deslocamento indica a ocorréncia de alteragcdes no microambiente quimico da
(s) regido (6es) onde os residuos de triptofano estdo presentes, o que representa
que houve uma maior exposicdo dessa (s) regido (0es) ao solvente e
conseguentemente, o desenovelamento da rFrutalina em pH 12.

Gaikwadand Khan, (2003) avaliaram a atividade dependente de pH,
agregacdo e estrutura secundaria da lectina de Artocarpus hirsuta usando os
métodos de fluorescéncia intrinseca e extrinseca, DLS e dicroismo circular. A lectina
ligante de a-galactosideos de A. hirsuta mostrou-se estavel numa ampla faixa de pH
a 30° C. O espectro de fluorescéncia mostrou o estado de desnaturacdo da lectina
numa faixa de pH alcalino. O espectro de CD da lectina de A. hirsuta mostrou sua
estrutura secundaria intacta numa faixa de pH 1-8 e um estado de desordem
estrutural da lectina acima de pH 9.

Gaikwad et al. (2002), monitoraram as transi¢des conformacionais da
lectina de A. hirsuta por fluorescéncia intrinseca e dicroismo circular. O espectro de
emissao de fluorescéncia da lectina nativa mostrou uma emissdo maxima a 335 nm,
0 que caracteriza um ambiente ndo polar dos residuos de triptofano. Os autores
observaram ainda uma desnaturagéo da lectina com o aumento da concentracao de
GdnHCI (cloridrato de guanidina), indicando que devido o desdobramento da

proteina a maior parte dos seus residuos de triptofano ficam expostos ao solvente.
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Tendéncias de desnaturagcdo semelhantes ao GdnHCI foram observadas numa faixa
de pH 5-8, e mais intensas em faixas de pH 4-9. O espectro de CD mostrou a
seguinte percentagem relativa de elementos estruturais: 2% a-helices, 44% - folha,
23% voltas e 30% enrolamento aleatorio.

Os dados de Fluorescéncia e CD obtidos para a lectina nativa de A
hirsuta confirmam uma padrdo de estruturas secundarias para lectinas do género
Artocarpus, além de corroborar com os resultados obtidos para rFrutalina, onde
ambas as proteinas demonstram uma estabilidade conformacional em ambiente
acido e neutro e uma desordem estrutural, seguida de desnaturacdo proteica em
ambientes com faixa de pH alcalino.

Sahasrabuddhe et al. (2004), caracterizaram por fluorescéncia intrinseca
a cadeia simples da jacalina recombinante. Os autores observaram que a
estabilidade de rJacalina é drasticamente reduzida nas faixas de pH extremo ao
contrario nJacalina.

A espectroscopia de fluorescéncia também foi utilizada para monitorar o
microambiente do triptofano em funcdo da interacdo da rFrutalina e seu acucar
ligante, a D-galactose. Para minimizar o efeito do espalhamento de luz pelo tampéo,
0 espectro de cada amostra foi subtraido do espectro do tampédo com a D-galactose.
Foi observado que, na presenca do agucar, ocorre uma reducdo na intensidade de
fluorescéncia (Figura 15). Esses resultados sugerem a presenca de triptofano
préximo ao sitio de ligacdo da rFrutalin e que reducdo da intensidade de
fluorescéncia pode ser um indicio de que esse residuo esteja deslocado mais para o
interior desse sitio. Uma vez ligada a proteina, a D-galactose ocasionaria uma
reducdo da emissao da fluorescéncia devido a sobreposicédo do triptofano presente
no sitio de ligacéao.

Sultan et al. (2009),utilizaram a técnica de reducéo da fluorescéncia para
monitorar a acessibilidade e a exposicéo dos residuos de Trp da lectina ligante de
galactose isolada das sementes de Trichosanthes cordata (TCA-1) e a sua ligacéo
com a lactose. Foram observadas alteracdes no sinal da fluorescéncia intrinseca
pelo ligante especifico da lectina. Estes ensaios indicaram que os residuos de Trp de
TCA-1 estéo principalmente enterrados no nucleo hidrofébico da proteina dobrada.

Sahasrabuddhe et al. (2004), avaliaram a acessibilidade e exposi¢cdo dos

residuos de triptofano da nJacalina e rJacalina por reducdo de fluorescéncia. Foi
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observado no estudo que o microambiente dos residuos de triptofano, indicam que a
maior desses residuos estdo provavelmente enterrados dentro da regido do nucleo
das proteinas e sdo acessiveis apenas para reducdo neutra em ambas nJacalina e

rJacalina.

Figura 14. Espectro de emissao de fluorescéncia da rFrutalina em diferentes
valores de pH. Aliquotas da proteina (60 ug.mL™) em tamp&o acetato-fosfato-borato
20 mM ajustado para diferentes valores de pH (3, 5, 7, 9 e 12) foram excitadas em
295 nm e a emisséo foi monitorada no intervalo de 300 a 450 nm, usando cubetas

de quartzo com 1 cm de caminho o6ptico.
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Figura 15. Espectro de emissé&o de fluorescéncia da rFrutalina na presenga de
D-galactose. Aliquotas da proteina (60 pg.mL™) em tamp&o PBS pH 7,4 com e sem
D-galactose 100 mM foram excitadas em 295 nm e a emissao foi monitorada no
intervalo de 300 a 450 nm, usando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico.
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O método de espalhamento dindmico de luz(DLS) foi utilizado para
confirmar o estado oligomérico da frutalina recombinante em solu¢do (REF). Os
resultados mostraram que a oligomerizacdo da rFrutalina ndo muda com a variacao
de pH (Figura 16). O valor médio de raio hidrodindmico (Rs) de 3,4 £ 0,1 nM, o que
corresponde a uma massa molecular de 59 + 4 KDa. Este resultado é consistente
com o obtido Oliveira et al. (2008), que sugeriram que a rFrutalina apresenta uma
estrutura tretamérica, com massa molecular estimada por exclusdo molecular

correspondendo a 62-64 KDa
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Figura 16. Caracterizagdo da rFrutalina por espalhamento dinamico de luz
(DLS) em funcdo do pH. Foram usadas aliquotas da rFrutalina (1 mg.mL™), em
tampdao de acetato-fosfato-broato 20 mM ajustado para diferentes valores de pH (3-
10). As medidas foram realizadas no sistema Nano-ZS, que utiliza um laser de 633

nm e um angulo de disperséo fixo (173 °).
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A fim de compreender a influéncia do pH sobre a carga liquida, o
potencial zeta da rFrutalina foi determinada como uma funcdo do pH (Figura 17). O
potencial zeta diminuiu de 17,6 £ 0,8 mV (em pH 3) para -13,8 £ 1,1 mV (em pH 12).
O ponto isoeléctrico (pl) foi alcancado a um pH de 8,6, condicdo na qual o valor do
potencial zeta foi zero. O valor obtido (pl 8,63) é consistente com o valor de pl (8,7)

calculada a partir da sequéncia de aminoacidos da rFrutalina.
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Figura 17. Potencial zeta da rFrutalina em func&o do pH. As medidas foram
realizadas a 25 °C, utilizando uma concentracdo protéica de 1 mg.mL™ em tampé&o

de acetato-fosfato-borato 20 mM ajustado para diferentes valores de pH (3-12).
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5.2 Producéao da matriz agarose-rFrutalina

ApGs as coletas, colostro humano foi homogeneizado e submetido a
qguantificacdo do IgA total por ensaio imunoenzimético (ELISA) guantitativo. Os
resultados mostraram que as amostras coletadas apresentaram uma concentragao
de IgA total de 11,5 mg.mL™ de colostro. Esse valor foi préximo ao valor citado por
Kerr (1990) para o colostro humano, correspondente a 12,3 mg.mLde colostro.

A figura 18 mostra os resultados obtidos das purificacdes de IgA
utilizando matrizes de agarose imobilizada com a rFrutalina por 2, 6 e 12 horas. A

matriz comercial Immobilized Jacalin® foi utilizada na cromatografia controle.

Figura 18. Purificacdo da IgA; de colostro humano por cromatografia de

afinidade em colunas de agarose-rFrutalina e Immobilized Jacalin®.As colunas
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foram equilibradas com tampao PBS pH 7,4 e as fracdes ndo-retidas foram eluidas
com o mesmo tampdo. As cromatografias foram realizadas colunas de 10 mL,
utilizando um fluxo de 0,5 mL/min e coletando fracGes de 0,5 mL. As fracdes retidas
(ricas em IgA;) foram eluidas com D-galactose 100mM contendo PBS. A seta

pontilhada indica o inicio da eluicdo das fracdes retidas nas matrizes agarose-

rFrutalina.
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Foi observado que as matrizes agarose-rFrutalina, assim como a matriz
comercial, foram capazes de reter uma fragdo rica em IgAl (Frga1). Todas as
matrizes testadas apresentaram dois picos cromatograficos: um pico referente as
proteinas que ndo interagiram com a matriz e outro pico, referente a Friga; que
interagiu com a matriz e foi eluida com D-galactose. Com base nesse resultado, ficou
evidente que o tempo de imobilizagdo da rFrutalina na matriz influenciou
proporcionalmente na sua capacidade de retencdo do ligante, ja que a matriz
submetida a imobilizacdo lectinica por 12 h apresentou um melhor desempenho

cromatografico, quando se compara a quantidade de IgA; eluida no pico 2. E
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importante destacar que esse desempenho foi similar ao da matriz comercial. Foi
observado também que as fracOes retidas nas matrizes agarose-rFrutalina
demoraram um pouco mais para serem removidas da coluna. Possivelmente, isso
ocorreu devido uma maior afinidade e interacéo das IgA; pela rFrutalina presente na
matriz.

A analise eletroforética das Friga; retidas na matriz agarose-rFrutalina
(imobilizada 12 h) e na matriz comercial (imobilizada com a jacalina), sob condicéao
reduzida, revelou a presenca de trés bandas proteicas em ambas as fracfes
(Figuras 19), o mesmo o padrdo revelado por Michael et al. (1997): uma banda
massa molecular aparente de 83 KDa, referente ao componente secretor; uma
banda de 60 KDa, referente a cadeia pesada ou o; e uma banda de 25 KDa

referente a cadeia leve.

Figura 19. Analise eletroforética das fragdes ricas em IgAl (Friga1) retidas nas
matrizes de agarose-rFrutalina e Immobilized Jacalin®.(A) A andlise
eletroforética foi feita sob condicdo redutora em gel de poliacrilamida (15%) na
presenca de SDS. Aliquotas de 20 puL foram aplicadas no gel, sendo: M —
marcadores moleculares; 1 — Friga1 retida na coluna Immobilized Jacalin; 2 - Frigas

retida na matriz agarose-rFrutalina.
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6. CONCLUSAO

A lectina rFrutalina é estavel em temperaturas de até 55 e pH 9,0 e tem
parametros bioquimicos bastante semelhantes ao da frutalnia nativa (estrutura
secundérioa, oligomerizacdo, peso molecular) sendo util para substituir a proteina
nativa em estudos de sua atividade e aplicacdes biotecnoldgicas. Isto ficou evidente
na capacidade da rFrutalina, quando imobilizada em agarose, em purificar IgAl1 a
partir de colostro humano. O tempo de contato € determinante para a capacidade de
retencdo pela coluna agarose-rFrutalina sendo que o tempo de 12 horas de
imobilizagdo mostrou uma capacidade de retencédo equivalente a matriz atualmente
comercializada para esta finalidade, podendo ser usada com uma alternativa

eficiente a matriz comercial.
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