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Introducao |

Lectinas s&o importantes proteinas que se ligam
especificamente a diferentes agucares [1]. A
Concanavalina A (ConA) é uma lectina extraida de
Canavalia ensiformis, popularmente conhecido
como feijao-de-porco [2] e amplamente estudada
como sistema modelo no entendimento da base
molecular do reconhecimento protéico por
carboidratos [3]. Esta lectina pode ser obtida através
de diferentes técnicas de purificagéo, por exemplo, a
partir da aplicagdo de sistema aquoso bifasico de
PEG 8000/Citrato [4]. No presente trabalho,
realizamos um estudo inédito de purificagdo da
ConA através da cromatografia de afinidade
empregando uma membrana semipermeavel de
glicose, fornecida por colaboradores.

Resultados e Discussao |

Para a extragcdo da ConA, uma mistura de 20%
(m/v) do p6 das sementes de Canavalia ensiformes
com agua foi mantida sob agitagéo a 4°C overnight.
A solugéo foi filtrada e centrifugada a 3000 rpm por
5 min. Adicionamos em um funil de separagdo a
membrana semipermeavel de glicose e o extrato
bruto. O sistema ficou em repouso por 30 min para a
ligacdo da ConA na resina. Recolhemos o extrato
bruto (Flown Through) e adicionamos 50 mL de
agua para retirar o excesso de extrato que ficou
sobre o gel (lavado). A eluicao da ConA foi realizada
com a aplicagédo de sucessivas solugdes de glicose
de concentracao crescente: 0,2M, 0,4M, 0,6M, 0,8M
e 1,0M de glicose. Todas as amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE 15%) seguindo protocolos pré-definidos
[5], figura 1.
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Figura 1: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%): 1) padrdo em
kDa, 2) ConA comercial, 3) BSA, 4) extrato bruto, 5) Flown
Through, 6) Lavado, 7-11) Fragdes eluidas.
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Pode-se observar no po¢o 1 que o marcador nao
aparece com todas as bandas, fato decorrente da
baixa qualidade do mesmo. No pogo 2 e no 3
podem-se observar, respectivamente, as bandas
correspondentes a ConA e a BSA (albumina de soro
bovino) comerciais, estas proteinas serviram como
guia para acompanhar o procedimento de
purificacdo da Concanavalina A do feijao-de-porco.
No pocgo 4 temos o extrato bruto, pode-se notar a
presenca de ConA, comprovando que a extragao
com agua ultrapura foi bem sucedida. Além da
ConA, também pode-se observar uma banda abaixo
de 66kDa de uma proteina contaminante presente
em grande quantidade. No pogo 5 € observado o
Flown Through mostrando que parte da ConA nao
se ligou a membrana de glicose. No pogo 6 vemos
que a lavagem com agua foi capaz de remover parte
das proteinas, provavelmente aquelas presentes na
superficie da membrana. Do pogo 7 ao 11 pode -se
observar que o gradiente de glicose aplicado elui a
ConA, mas que parte da proteina contaminante de
maior massa molecular continua presente. Assim,
etapas sucessivas de purificagdo com a membrana
de glicose e/ou aplicagdo de outras técnicas de
purificacdo em conjunto serdo necessarias para a
completa separagdo da ConA, o que ja esta em
desenvolvimento em nosso grupo.

Conclusoes |

Pelo observado, percebemos que a aplicagdo da
membrana semipermeavel de glicose como matriz
de ligagédo da Concanavalina A permitiu a separagao
desta proteina da maior parte dos contaminantes. A
aplicagdo dessa membrana aparece como
alternativa promissora como método de separagao
de lectinas, ja que muitas destas proteinas
apresentam especificidade por glicose.
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