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A purificacao de biomoléculas com alto grau de especificidade, como as lectinas, tem despertado interesse no uso
de leitos fixos nao tradicionais funcionalizados com ligantes de particular interesse. A interacéo é robusta o
suficiente para permitir a adsor¢éo de glicoproteinas e reversivel o suficiente para permitir a dissociacao de
moléculas em resposta a mudancas no pH da solucao. Estudos sobre adsorventes ndo convencionais, como
suportes cromatograficos, podem fundamentar, enriquecer e auxiliar projetos em diversas areas do conhecimento.
Criogénios de poliacrilamida sdo emergentes e eficientes, podendo ser sintetizados e ter suas matrizes
modificadas para multiplos fins e técnicas cromatogréaficas. Também s&o funcionais e apresentam baixo custo
guando comparados aos adsorventes cromatograficos convencionais. Nesse contexto, as lectinas podem ser

utilizadas principalmente na prevencédo de doencas autoimunes e em estudos com biossensores.

purification of bio compounds macromolecules affinity chromatography

| 1. Introducéo

O desenvolvimento de técnicas e métodos para separar e purificar macromoléculas bioldgicas, como proteinas,
tem sido um pré-requisito importante para muitos dos avanc¢os obtidos em diversas areas do conhecimento. No
campo da cromatografia, o desenvolvimento de novos suportes de resinas porosas, novas agaroses reticuladas e
novas silicas porosas permitiu o rapido crescimento em técnicas de alta resolucdo, como cromatografia liquida de
alta eficiéncia, escalas analiticas e preparativas de laboratorio, bem como para cromatografia industrial em
colunas com volumes de leito de varias centenas de litros . Mondlitos macroporosos, chamados criogéis, sdo
produzidos a partir de uma solucdo de mondémeros e polimeros hidrofilicos usando técnicas de criocongelamento
previamente utilizadas para aplicacdes biomédicas. A criogeleificacdo € um tipo especifico de sintese de géis
poliméricos em que a formagéo se inicia no tratamento criogénico de sistemas capazes de formar géis [ . O uso
de criogéis que incorporam radicais epoxi livres em suas superficies € uma das formas mais frequentes de
imobilizar ligantes de interesse. Isto é devido a facilidade com que as moléculas do grupo amina, tiol ou hidroxila
podem reagir para formar uma ligacdo covalente estavel. Esta € uma das opgbes mais populares entre as
possibilidades disponiveis. A estratégia do glutaraldeido (GLU) tem sido destacada como um dos outros
mecanismos que podem ser empregados com esses radicais epoxi reativos. A vantagem essencial que oferece é
a capacidade de criar um longo brago espacgador entre o ligante e a superficie adsorvente. Por causa disso, pode

evitar o efeito de impedimento estérico, que pode aumentar o poder desestabilizador do ligante, bem como
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purificar a molécula alvo. E possivel purificar lectinas usando adsorventes macroporosos. As lectinas sdo
glicoproteinas de origem ndo imune que carecem de atividade catalitica e possuem atividade e especificidade
mediadas por mono e oligossacarideos; Este método tem uma boa chance de sucesso. Quando diferentes tipos
de carboidratos s&do imobilizados, adsorventes com outras propriedades sao produzidos. Consequentemente,
existe agora uma possibilidade distinta de que estes adsorventes possam ser usados em processos destinados a

separar lectinas 14,

O processo de formagdo de géis em uma zona de semicongelamento permite a preparacdo de matrizes
monoliticas mecanicamente estaveis compostas por grandes macroporos interconectados, uma vez que 0S poros
formados neste processo sdo 100 a 1000 vezes maiores que os de outros géis, que possuem poros na faixa de
0,03 a 0,4 um. Essa caracteristica revela a atratividade e o potencial desses materiais, pois o fluxo através desses
poros é puramente convectivo e a resisténcia a transferéncia de massa é baixa, 0 que 0s torna permeaveis a

solucbes aquosas de proteinas e até mesmo & suspenséo celular EIHIE],

A purificacdo de proteinas € fundamentada em estudos das caracteristicas fisico-quimicas, propriedades
estruturais e bioldgicas, sendo estimulada pelo seu potencial uso em diversas areas da medicina, quimica,
bioquimica e biologia 8. A técnica mais utilizada para mediar essa purificacéo é a cromatografia de afinidade 8],
com base em interagdes altamente especificas e reversiveis entre pares de materiais biolégicos (enzima-
substrato, enzima-inibidor, antigeno-anticorpo), bem como estudos utilizando interacdes com N-acetilglucosamina
@ derivados da galactose Wmanose 1% proteinas 1, entre outros, que podem garantir maior seletividade
devido as caracteristicas estereoquimicas e tipologicas especificas apresentadas pelas proteinas. O principio do
método em questdo é melhorar a capacidade de separacdo de biomoléculas de ligagBes especificas nao
covalentes a suportes insollveis, favorecendo a obtencdo de biosseparacdes com alta seletividade [22113]114]
Sabe-se que 0 uso de matrizes macroporosas monoliticas aplicadas na purificagdo de biocompostos esta em

constante crescimento e desenvolvimento 23],

| 2. Atividade da lectina

Conceitualmente, lectinas séo proteinas de origem n&do imune que reconhecem e estdo associadas a carboidratos
ou glicoconjugados de forma reversivel, com alta afinidade e especificidade. Devido a essa habilidade, essas
biomoléculas tém efeitos bioldgicos importantes, como inseticida, bactericida, antitumoral e fungicida, além de
uma injuncdo sobre a protease do HIV-I, e tornaram-se instrumentos essenciais no diagnéstico de doencas,
identificacdo de cepas de microrganismos e em estudos relacionados a tipos sanguineos. Lectinas vegetais tém
sido utilizadas em biologia celular e imunologia como agentes diagnosticos e imunomoduladores, bem como para
fins terapéuticos 8. Além disso, podem ser utilizados na producéo de biossensores para a indUstria alimenticia,
verificando a presenca de microrganismos para garantir a qualidade de matérias-primas e produtos

industrializados [171[18]

Vale ressaltar que o estudo de Matoba et al. 22 aumentou a atividade antiviral das lectinas. Tais proteinas tém

como caracteristicas o reconhecimento e a manutencdo de ligacGes especificas e reversiveis a mono ou
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oligossacarideos e outras substancias contendo aclUcares, mantendo a estrutura covalente desses ligantes
glicosidicos (12, Eles podem precipitar células, glicoconjugados e polissacarideos de fontes animais, vegetais,
virais e bacterianas (2221,

A ligacéo de lectinas com agucares é atribuida a um dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) dentro de
sua estrutura polipeptidica. A interacéo de lectinas com determinados carboidratos pode ser tédo especifica quanto
a interacdo entre antigeno e anticorpo ou substrato e enzima. Algumas sdo metaloproteinas, ou seja, requerem a
presenca de cations metdlicos em seus sitios especificos de ligagdo com carboidratos em conexao com eles,
assemelhando-se a metaloproteases; mas lectinas ndo apresentam atividade catalitica 29[22 Geralmente, as
lectinas possuem pelo menos dois sitios de ligacdo para carboidratos, que permitem ligacBes cruzadas entre
células através de combinacBes com aclcares na superficie ou entre aclcares contidos em macromoléculas,
justificando sua capacidade de aglutinar particulas e precipitar glicoconjugados. A interacdo lectina-carboidrato é
devida a ligacdes covalentes, nas quais moléculas de agua, associadas ao grupo polar de proteinas e também ao
redor do carboidrato, sdo deslocadas (Figura 1). Essa modificacéo resulta na formacéo de novas redes de ligacao

de hidrogénio, que, juntamente com as forcas de van der Waals, estabilizam essa interacédo 23],

Lectin

A — Carbohydrate | B-CRD | C - Hydrogen bond | D — Hydrophonic interactions

Grafico 1. Esquema que ilustra a ligacdo da lectina ao carboidrato através do dominio de reconhecimento de
carboidratos. A intera¢do carboidrato-lectina envolve, entre outras forcas nédo covalentes, a formacéo de ligagdes

de hidrogénio e interacdes hidrofébicas.

A estrutura das proteinas e sua atividade sédo fortemente influenciadas por fatores ambientais, como pH e
temperatura, além de fatores quimicos, como a presenca de ions (241 A temperatura € um fator consideravel na

manutencdo da atividade nativa da hemaglutinacdo de lectinas. Singh (2013) trabalhando com lectina de
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Momordica charantia (MCJ) observou que a 30 °C sua atividade foi mantida, porém o aumento da temperatura
para 55 °C reduziu sua atividade hemaglutinante em 50%, sendo que esse percentual de atividade foi mantido por
12 min 23, A perda total da atividade da lectina ocorreu a 65 °C, sem recuperacdo, mesmo apds reducdo da
temperatura, e isso mostrou que a cinética de inativacdo da atividade de hemaglutinacdo da lectina nessa

temperatura € um processo irreversivel.

Semelhante a temperatura, o pH é um fator de influéncia significativo na atividade da lectina. Testes de
hemaglutinacdo com lectina MCJ mostraram que ela é ativa em valores de pH entre 3 e 11. A atividade
hemaglutinante da ACM aumenta com o aumento do pH, e a atividade se maximiza na faixa de pH de 5 a 8. Com
0 aumento do pH, a atividade hemaglutinante da ACM diminuiu, mantendo menos de 50% da atividade de
aglutinacéo do pH entre 10 e 11 [23],

A maioria das lectinas necessita de ions metalicos para apresentar atividade aglutinante, como é o caso das
lectinas de leguminosas que necessitam de Mn2* e Ca?*. Estudos realizados por Sharon e Lis 28 com
concanavalina A () indicou que, em meio gelado &cido, houve remocao de ions metélicos da molécula de,
eliminando sua capacidade de se ligar a carboidratos. No entanto, tal reacdo pode ser contornada com a adigédo
de Mn2* e Ca?* jons nesta ordem, considerando que os metais conferem um alto grau de estabilidade estrutural

ao, protegendo lectinas contra a inativacéo térmica [28127],

Por outro lado, esses mesmos ions em altas concentracdes sao capazes de aglutinar células, como observado
por Silva et al. 22 em seu estudo sobre a influéncia do Ca?* e Mn2* fons por sua atividade hemaglutinante de
lectina foliar de mandioca. Assim, para garantir que a aglutinacdo esteja sendo mediada por lectina e ndo por ions

em excesso, € necessario inibir essa atividade com a adicao de carboidratos (5],
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