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Introducao

A lectina Concanavalina A (ConA) extraida da
semente de Canavalia ensiformis’ (feijao-de-porco),
tem elevada importancia b|otecnolog|ca pelo
reconhecimento especifico de carboidratos®, sendo
amplamente utilizada na identificacdo de células
tumorais®. Esta lectina pode ser obtida por diferentes
técnicas de purificagdo, mas que apresentam
elevado custo na sua producdo. Uma alternativa que
tem se mostrado promissora € a utilizagdo de
material adsorvente a base de quitosana. A eficacia
desse método foi comprovada na literatura para
purificagdo de aminoéacidos®. No presente trabalho,
realizou-se um estudo da purificagdo da ConA
através do uso de microesferas de quitosana,
obtidas e modificadas empregando técnicas
nanotecnolégicas por colaboradores®, a fim de
aumentar a porosidade destas esferas e
potencializar a ligagdo da ConA.

Resultados e Discussao

Essas microesferas como matriz para purificacdo da
ConA sdo interessantes porque a quitosana,
possacarideo natural, possui grupos que podem ser
reconhecidos por lectinas. Quatro amostras de
esferas, caracterizadas em trabalhos anteriores,
foram empregadas®. A avaliagdo do potencial uso
dessas microesferas foi realizada pela aplicagdo de
extratos brutos da ConA em duas solucdes
diferentes: 0,15 molL" de NaCl’> e um tampao

fosfato pH 6,0. Os extratos brutos foram encubados
com as microesferas e analisados em gel de
poliacrilamida. Apo6s a encubagéo realizou-se a
eluicdo das proteinas ligadas nas microesferas com
uma solucao de glicose 2 molL™, Figura 1.

Figura 1. Gel de SDS-PAGE da eluicdo. 1) ConA comercial; 2)
BSA comercial; 3) a 7) Extratos com NaCl; 8) a 12) Extratos com
tampéo pH 6,0. 3) e 8) Extratos; 4) e 9) Amostras controle; 5) a
7) e 10) a 12) Esferas.
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Para quantificar as proteinas adsorvidas e eluidas
realizou-se a andlise as amostras pelo método de
Bradford® (Figura 2), que apresentou a seguinte
equacdo de curva de calibracdo: y = 0,0087x +
0,1678, com R2=0,913.
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Figura 2. Avaliacdo das proteinas recuperadas apés a eluicdo
das quatro amostras de microesferas (controle, A1, A2 e A3) nas
duas solug8es extratoras diferentes.

Os resultados demonstram que h& uma significativa
ligacdo e elui¢c@o de proteinas em todas amostras e
solu¢des empregadas. O tampéo fosfato em pH 6,0
€ superior para a recuperacdo das proteinas de
interesse, mas neste tampéo, o efeito do aumento
da porosidade (A1—A3, 10-15 nm) e insipiente
(Figura 2). E importante ainda observar que além da
ConA outras proteinas se ligaram (Figura 1), o que
representa falta de especificidade. Modificacdes nas
microesferas estdo sendo realizadas com
epicloridrina € a- D-glicose, seguindo protocolos ja
estabelecidos’, para melhorar a seletividade das
microesferas de quitosana frente a ConA.

Conclusodes

As microesferas de quitosana empregadas neste
trabalho” apresentam um grande potencial para a
purificagdo da ConA como material adsorvente para
cromatografia de afinidade, principalmente do ponto
de vista econémico, dado a abundéancia e facilidade
de obtencéo desse polissacarideo natural.
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