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Sumario: Cromatografia de afinidade com lectinas (LAC) é eficaz para simplificar uma
amostra complexa antes da andlise protebmica e para alvejar certos tipos de glicoproteinas.
As lectinas Concanavalina A, Phaseolus vulgaris aglutinina, Maackia amurensis foram
imobilizadas a nanoparticulas magneticas de terra de diatomaceas revestidas com
polianilina (MTD-PANI) para elaboracdo de uma coluna para cromatografia de afinidade
multi-lectinas (M-LAC). O soro de pacientes voluntérios foi coletado para testar a
eficiéncia da coluna M-LAC. A amostra foi purificada utilizando a coluna M-LAC. Em
seguida o perfil protéico foi analisado através de gel SDS-PAGE. Os resultados obtidos
comprovaram a eficiéncia da imobilizacdo das lectinas ao suporte MTD-PANI, sendo
satisfatoria a construcdo da coluna M-LAC.
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INTRODUCAO

E estimado que 70% de todas as proteinas das células dos mamiferos sdo glicosiladas
(APWEILER et al., 1999). Deste modo, a glicosilacio € uma das mais importantes
modificag¢Oes pds-traducionais (MPTs) das proteinas Atualmente, sabe-se que alteracdes na
estrutura de carboidratos de glicoproteinas encontradas em varios tumores sdo
consideradas a base do comportamento anormal de células tumorais. A Cromatografia de
Afinidade com Lectinas (LAC) é eficaz para simplificar uma amostra complexa antes da
andlise protedbmica e para alvejar certos tipos de glicoproteinas. Esta técnica baseia-se na
imobilizacdo de lectinas (SHARON; LIS, 2004), proteinas capazes de reconhecer
especificamente e reversivelmente carboidratos, em matrizes como agarose e silica (LEE et
al., 2012; MADERA et al., 2005). Apesar da existéncia de uma grande variedade de
suportes, a utilizacdo de lectinas imobilizadas tem exigido a elaboragdo de matrizes mais
especificas para esta finalidade, as quais resultem em sistemas com alta capacidade de
imobilizacdo, elevada atividade e caracteristicas adequadas ao uso (BONN; MONZO;
GUTTMAN, 2007). Neste trabalho foram utilizadas nanoparticulas magnéticas de terra de
diatoméaceas revestidas com polianilina (MTD-PANI). Terra de diatoméaceas (TD) possuem
diversas propriedades que fazem delas uma matriz de interesse para imobilizacdo de
proteinas. (CABRERA et al., 2014).

MATERIAIS E METODOS
Terra de diatomaceas (2 g) foram incubadas com solucdes de FeCl, 0,6 M e FeCl; 1,1 M
em 100 mL de agua destilada. O material obtido foi seco a 50 °C e macerado e tamizado. A
terra de diatomaceas magnética (mTD) foi tratada com o 3-aminopropiltrietoxisilano



%] XXIIl CONIC
s34 VII CONITI
IV ENIC

(APTES) 2,5% v/v em acetona por 2 horas a temperatura ambiente. A polimerizagao
oxidativa da anilina foi realizada na presenca da terra de diatomacea magnética (10 mg)
pelo tratamento com solucdo de KMnO4a 25 °C por 12 h. Logo apés, as particulas foram
lavadas com agua destilada e incubadas em solug&o de anilina 0,25 M preparada em HCI 2
M. Ap0s a polimerizacdo, as particulas foram sucessivamente lavadas com agua destilada,
acido citrico 0,1M. Para construgdo da coluna M-LAC foram utilizadas soluc6es de quatro
lectinas, Concanavalina A, Phaseolus vulgaris aglutinina, Maackia amurensis na
concentracdo de 160 pg/mL. As mesmas foram incubadas, simultaneamente, com 152 mg
do suporte, por 12 horas a 8°C, sob suave agitacdo. O conteudo protéico foi quantificado
pelo método de Lowry (1951). Em seguida, o derivado imobilizado contendo as lectinas
foi empacotado em coluna de dessalinizacdo comercial previamente esvaziada. A coleta foi
realizada em pacientes voluntéarios. O soro foi diluido 1:5 e filtrado utilizando filtros
milipore com poros de 0,45 um de didmetro. A amostra (1 mL) foi aplicada na coluna com
um fluxo de 0,25mL/min durante 40 min de incubagdo. As proteinas ndo ligadas as lectinas
foram eluidas com 10mL do tampao de ligacéo (tris 2,5 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM,
MnCl; 1mM pH 7,2) e, logo apds, foi adicionado 12mL do tampdo de eluicéo (tris 0,02 M,
NaCl 0,5 mM, metil-a-D-manopiranosideo 0,17 M, N-acetilglicosamina 0,17 M, galactose
0,17 M, D-fucose 0,3 M pH 7,2), com o mesmo fluxo e tempo de incubagdo. Foram
coletadas 110 fragbes (1 mL) e suas absorbancias quantificadas a 280nm. As fracdes
eluidas da coluna M-LAC foram quantificadas de acordo com o método de Lowry et al.
(1951).

RESULTADOS
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Figura 1. Dados estatisticos de 10 pacientes do Hospital das Clinicas, onde 4 foram
diagnosticados com hiperplasia benigna prostatica e 6 com adenocarcinoma prostéatico.
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Foram avaliados o0s principais aspectos clinicos e sociais do paciente.
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Figura 2. Perfil de eluicdo do soro de paciente diagnosticado com HPB. A eluicdo das
glicoproteinas foi realizada com tampdo contendo os carboidratos metil-a-D-
manopiranosideo (0,17 M) N-acetilglicosamina (0,17 M) galactose (0,17 M) e &cido sialico
(0,3 M), pH 7,2.

DISCUSSAO

As coletas de amostras séricas foram realizadas no setor de Urologia do Hospital das
Clinicas, sob aprovacdo do comité de ética em pesquisa CCS/UFPE n°CAAE
06586612.9.0000.5208. Durante a coleta, o paciente assinou 0 Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e respondeu as perguntas contidas no questionario sécio econdémico.
As condicBes para coleta das amostras deveriam ser que 0s pacientes diagnosticados ainda
ndo estejam em tratamento A partir deste questionario foram avaliados os principais dados
clinicos e sociais dos voluntarios (Tabela 1). Avaliamos os dados clinicos, e 0s sintomas
mais comuns foram poliuria, disuria e dificuldade miccional. A maioria dos pacientes
apresentou idade acima de 50 anos, baixo grau de instrucdo e residentes no interior do
estado. Eles admitem ndo apresentar resisténcia ao exame de toque retal. Noventa porcento
ndo praticam atividade fisica, e metade consome bebida alcoolica, fumam ou ja fumaram
ao longo da vida (Figura 1). O valor do PSA varia bastante entre os pacientes com
adenocarcinoma prostatico e hiperplasia benigna prostatica (entre 0,88 e 100 ng/mL).
Neste trabalho observou-se que a coluna de Cromatografia de Afinidade Multilectinas (M-
LAC), utilizando lectinas imobilizadas em nanoparticulas de MTD-PANI, foi eficiente
para o fracionamento de glicoproteinas séricas. A figura 2 ilustra o perfil de eluicdo das
amostras. As leituras de absorbancias a 280 nm comprovam a presenca de proteinas eluidas
da coluna quando o tampao, contendo os carboidratos especificos (N-acetilgalactosamina,
acido sialico, metil- o-D-manopiranosideo, galactose) para cada lectina, foi aplicado a
mesma.

CONCLUSOES
Com os estudos realizados, pode-se avaliar a eficiéncia da imobilizacdo das lectinas ao
suporte MTD-PANI. A construcdo da coluna M-LAC foi eficaz para o fracionamento das
glicoproteinas do soro. Tais proteinas foram detectadas através de espectrofotometria UV
(280 nm), quando as mesmas foram eluidas com o tampéo contendo os carboidratos
especificos. Estudos complementares fazem-se necessarios para confirmar a presenca das
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glicoproteinas séricas, através de técnicas que permitam identifica-las, tais como lectin
blotting e espectrometria de massa.
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