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RESUMO:

A lectina ligadora de manose (MBL) é uma proteina encontrada no soro humano, secretada
pelo figado e dependente de calcio. A MBL é um importante elemento do sistema imune inato,
que pode atuar por meio da ativagédo do sistema do complemento pela via das lectinas e por
sua caracteristica de opsonina, facilitando a fagocitose dos patégenos. Esta proteina esta
associada a doencas infecciosas e auto-imunes, com interferéncia tanto na susceptibilidade
quanto na severidade das patologias. O objetivo deste trabalho foi isolar e purificar a MBL do
soro humano, por meio de cromatografia, para uma futura produgéo de anticorpos monoclonais.
O método utilizado para separar e isolar a proteina do pool de soro foi cromatografia por afinidade,
realizada em coluna. O protocolo do método foi desenvolvido durante a execucgéo deste trabalho,
com base em informagdes de estudos realizados e publicados anteriormente. Neste estudo,
foram utilizadas colunas de diferentes dimensdes e a fase estacionéria constituiu-se de gel
Sepharose 6B-D-manose. As fragbes obtidas na cromatografia foram submetidas a anélise
espectrofotométrica, considerando a absorbancia como critério de verificacdo da presenca da
MBL na amostra. A solucéo de proteina resultante da separagdo cromatogréfica foi concentrada
para permitir a execucdo da préxima etapa, a identificacao por eletroforese. O resultado da
eletroforese indicou que a proteina isolada é a MBL. O método cromatografico desenvolvido
neste trabalho mostrou-se eficaz paraisolar e purificar a MBL; entretanto, ainda sdo necessarios
ajustes para aprimorar o método, a fim de aumentar a rapidez e o rendimento.
Palavras-chave: MBL, lectina, cromatografia, eletroforese, anticorpo.

ABSTRACT

The mannose-binding lectin (MBL) is a human serum protein, which is secreted by the liver and
is calcium-dependent. The MBL is an important constituent of the innate immune system and it
may act by activating the complement system through the lectins pathway and by its characteristic
of being an opsonin, facilitating the pathogens phagocytosis. This protein is associated to
infectious and autoimmune disease, interfering in the individual susceptibility and in the disease
severity. The goal of this work was isolating and purifying the MBL from human serum, through
a chromatographic method, in order to use it in a future monoclonal antibody production. The
method used to isolate and purify the MBL was the affinity chromatography, performed in columns.
The method’s protocol was developed during the study, based on information from previous
published reports. In this study, some columns of different sizes were used and the fixed phase
was prepared with Sepharose 6B-D-mannose. The fractions obtained through the
chromatography were taken to spectrophotometer analysis, using the absorbance as the
determination criteria for the MBL presence in the samples. The protein solution obtained through
the chromatography method was concentrated to allow the next step, the eletrophoresis
identification. The identification result indicated that the isolated protein is the MBL. The
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chromatographic method developed during this study showed to be able to isolate and purify
the MBL; nevertheless, some adjusts still need to be made to improve the method, in order to
enhance its speedy and efficiency.

Keywords: MBL, lectin, chromatography, eletrophoresis, antibody.

1. INTRODUCAO

A lectina ligadora de manose (MBL) é uma proteina ligadora de carboidrato, presente
no soro humano, que participa do sistema imune inato. Essa proteina tem um papel importante
na ativagédo da resposta inflamatéria e tem sido associada a patogenesia de doencas infecciosas
e auto-imunes (SHARMA et al, 2008).

A MBL é capaz de ativar o sistema do complemento, pela via das lectinas, por meio da
formagcao de um complexo com as serina proteases associadas a MBL, conhecidas como
MASPs (JACK; KLEIN; TURNER, 2001). Além disso, a MBL atua também como uma opsonina,
ou seja, € capaz de marcar os patogenos para facilitar sua fagocitose (PARHAM, 2001).

A alteracao, tanto para mais ou para menos, na concentracao sérica de MBL esta
envolvida com a maior susceptibilidade a determinados tipos de infec¢des. Existe também
uma relagdo entre a deficiéncia de MBL e a susceptibilidade a doencas auto-imunes. Ainda,
héa evidéncias de que a MBL pode agir como um modulador da severidade das doencas (JACK;
KLEIN; TURNER, 2001).

Varios estudos foram realizados com obijetivo de isolar a MBL, tanto do soro humano
quanto de outros materiais, utilizando principalmente a cromatografia como método de
separacao e purificagao.

O fracionamento de proteinas por meio de cromatografia tem sido praticado desde a
década de 1970. A cromatografia por afinidade, utilizada para proteinas, explora as interacdes
entre as proteinas e os ligantes estacionarios para realizar a purificacdo (REGNIER; GOODING,
1992).

Com base nos estudos anteriormente realizados, foi desenvolvido um método para
separacao, isolamento e purificagcdo da MBL por meio de cromatografia por afinidade em
coluna, sendo que a lectina purificada pode ser utilizada para a produgcdo de anticorpos
monoclonais.

O interesse pela MBL levou a diversas pesquisas sobre esta proteina, porém, ainda ha
muitos aspectos a serem estudados. Sua atividade como fator de aumento da fagocitose e
sua acéao de regulacdo da severidade das doencas ainda nao foram completamente elucidadas,
requerendo, assim, que mais estudos sejam realizados. Além disso, ainda ndo ha um método
oficial de purificag@o, o que culmina na necessidade de desenvolvimento de um protocolo que
permita a obtencao do maior rendimento de MBL purificada. Por esta razdo, o objetivo deste
trabalho foi isolar, purificar e identificar a MBL do soro humano, por meio de técnica
cromatografica, para a produgcédo de anticorpos monoclonais.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 ETAPAS PRE-PURIFICACAO
2.1.1 Preparo do gel Sepharose 6B-D-Manose

A modificacéo do gel de Sepharose foi executada conforme o procedimento de PORATH,
LAAS e JANSON (1975, citado por FORNSTEDT e PORATH, 1975).
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Um volume de 100 mL de Sepharose B, cuidadosamente lavado com agua destilada,
foi incubado com 100 mL de tampao de carbonato 0,5 M, pH 11, e 10 mL de divinil sulfona.
Essa mistura foi mantida em temperatura ambiente por 70 minutos, sob agitacdo. Em seguida,
foi transferida para um copo de Béquer e foi lavada, cuidadosamente, com agua destilada.

Para ativar o gel, foram adicionados 100 mL de uma solucao de D-glucose a 20% (p/v)
em tampdao carbonato 0,5 M, de pH 10. Esta reacédo de acoplamento foi realizada durante toda
uma noite, sob temperatura ambiente.

O produto dessa reacao foi extensivamente lavado com agua destilada e, entéo,
ressuspendido em um tampéo de bicarbonato 0,5 M, de pH 8,5. Dois mL de 2-mercaptoetanol
foram adicionados para cada 100 mL de suspenséo. Depois de duas horas, o produto foi
recuperado e lavado com agua destilada.

2.1.2 Preparo dos tampdbes (TERAI et al, 1993)

O tampéo A foi preparado de forma a conter 20 mM de TRIS; 0,15 M de NaCl; 1,0 mM
de CaCl, e 0,05% de NaN, O pH do tampé&o A foi ajustado para 7,4 com HCI.

O tampao B foi preparado de forma a conter 20 mM de TRIS; 0,15 M de NaCl; 0,01 M
de EDTA e 0,05% de NaN,. O pH do tampé&o B foi ajustado para 7,4 com HCI.

2.2 PURIFICAGAO DA MBL

O método da purificagao foi adaptado do procedimento descrito por Kawasaki, Kawasaki
e Yamashina (1993).

A purificagdo da MBL foi iniciada com uma mistura de 236 mL de soro humano
congelado. Este soro foi descongelado em temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se a
dialise do soro, na temperatura de 4°C, utilizando a membrana semipermeéavel e o tampao A.

Para a diélise, foi utilizada uma membrana semipermeavel que retém moléculas de
peso molecular de 12000 ou mais, da Sigma-Aldrich.

ApoOs a dialise, foram recolhidos 425 mL de solugéo, que estavam contidos na membrana
semipermeavel. A este volume, acrescentou-se uma solugdo de CaCl,1 M, até que fosse
atingida a concentragao de 50 mM de CaCl,.

O soro com CaCl, foi aplicado em uma coluna de Sepharose 6B-manose, com as
dimensoes de 2,6 x 13 cm. Esta coluna foi, previamente, equilibrada com o tampao A, até que
absorbancia do eluato, lida em comprimento de onda de 280 nm, fosse menor que 0,02 cm-.

Retirou-se a proteina da coluna por meio da aplicagdo do tampéao B, em fracdes de 10
mL, até que se verificasse que a absorbancia do eluato fosse menor que 0,02 cm™ (é = 280
nm), utilizando-se o tampé&o B como branco.

Estas fragGes foram misturadas, homogeneizadas e adicionadas de CaCl, 1 mol/L, até
que sua concentragédo de CaCl, fosse de 50 mmol/L, para serem aplicadas a segunda coluna.
O volume final obtido foi de 33 mL.

A segunda coluna utilizada foi preenchida com Sepharose 6B-manose, tendo dimensdes
de 1,0 x 25 cm. Com finalidade de limpeza do gel, eluiu-se o tampao A nesta coluna, até que
a absorbancia do eluato, lida em comprimento de onda de 280 nm, fosse menor que 0,02 cm-
1. O branco utilizado foi o tampéao A.

Os 33 mL de solugdo com a proteina MBL, obtidos com a purificagdo na primeira
coluna, ja com 50 mmol/L de CaCl,, foram aplicados a segunda coluna.

Foram obtidas seis fracdes, que foram levadas ao espectrofotébmetro para proceder a
leitura da absorbancia. O branco utilizado foi o tamp&o B, adicionado de CaCl, 1 mol/L, até a
concentracao de 50 mmol/L.
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Fez-se a eluicdo do tampéao B na segunda coluna, com finalidade de retirar a MBL
aderida a Sepharose 6B-manose. Foram obtidas doze fragdes, as quais tiveram suas
absorbancias lidas no espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 280 nm e utilizando o
tampéao B como branco.

Para verificar a presenca de proteinas nas fragdes obtidas pela eluicdo da solugéo de
proteina na segunda coluna e nas fragdes obtidas pela eluicdo do tamp&o B na segunda
coluna, foi realizado um teste qualitativo do biureto.

Todas as fragOes positivas para o teste qualitativo do biureto foram misturadas e
acrescidas de CaCl, 1 mol/L, até que sua concentragéo fosse de 50 mmol/L.

Esta solugado de proteinas foi eluida na terceira coluna, de dimensdes 1,0 x 10 cm,
preenchida com Sepharose 6B-manose, com objetivo de ligar a MBL a coluna. Foram obtidas
oito fragdes do eluato cujas absorbancias foram verificas em comprimento de onda de 280
nm.

Como todos os valores de absorbéancia obtidos indicaram que ainda havia proteina no
eluato, as fracbes foram eluidas novamente na terceira coluna. As fracbes obtidas foram
submetidas a leitura da absorbancia, nas mesmas condigées.

Os valores da absorbancia continuaram acima de 0,02 cm™, indicando que a MBL nao
aderiu a Sepharose 6B-manose. Assim, aplicou-se o tampao B na terceira coluna, com objetivo
de retirar as proteinas possivelmente aderidas a Sepharose modificada. Procedeu-se a leitura
da absorbéancia das fragbes de tampéao B que foi aplicado na coluna (é = 280 nm).

Em seguida, o tampéao A foi eluido na terceira coluna, para fins de limpeza. A fragbes
da segunda aplicac@o da solugéo de proteinas na terceira coluna e as fragées do tampao B
eluido na terceira coluna com absorbancia maior do que 0,02 cm ' foram aplicadas novamente
a terceira coluna, cada uma separadamente. Fez-se a leitura da absorbéancia de cada uma
das fragdes, apds a passagem pela coluna, com comprimento de onda de 280 nm.

O préximo passo foi retirar qualquer eventual proteina aderida a Sepharose modificada,
por meio da eluicdo do tampéao B na coluna. Apds a eluicdo do tampao B, fez-se a leitura da
absorbancia. As fragbes com proteina foram adicionadas as demais, obtendo-se um volume
de 59 mL de solugao de proteina.

A esta solugao foram adicionados CaCl, 1 mol/L até a concentragdo de 50 mmol/L,
EDTA 40 mmol/L e Triton-X 0,1%.

2.3 CONCENTRACAO DA PROTEINA

A solucgéo de proteina foi concentrada utilizando membrana semipermeavel da dialise
e polietilenoglicol. A solucéo foi colocada dentro da membrana e esta foi posta em um copo de
Béquer cujo fundo estava forrado com o polietilenoglicol. Por ser mais concentrado que a
solucéo no interior da membrana, o polietilenoglicol retira a agua da membrana, enquanto a
MBL fica retida.

2.4 IDENTIFICACAO DA PROTEINA

A amostra de solugdo de proteina foi submetida a eletroforese em gel SDS-PAGE
(dodecil sulfato de sédio) como descrito (LAEMMLI, 1970). Foi preparado um gel separador
de poliacrilamida 10% de pH 8,8, contendo SDS 0,1% em sistema vertical de eletroforese.
Sobre o gel separador foi colocado gel empilhador 0,05%, pH 6,8. A amostra foi fervida 5
minutos antes de aplicacao e a eletroforese foi feita em tampao tris (25 mM), glicina (250 mM),
SDS 0,1%, pH 8,3. Apds a corrida eletroforética, o gel foi corado por 4 horas em 50 mL de
tampédo contendo Coomassie Phat gel Blue R, da Pharmacia Biotech. As massas dos
marcadores utilizados foram de 97, 66, 45, 30, 20 e 14 kDA.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a purificagcao e isolamento da MBL a partir de uma amostra de soro humano,
foram realizadas varias etapas de cromatografia em coluna por afinidade. Os eluatos obtidos
passaram por analise espectrofotométrica, a fim de verificar se a proteina continuou na amostra
eluida ou se aderiu a coluna.

Conforme o resultado obtido, foram definidos os passos seguintes da purificacéo.
Foram utilizadas trés colunas de volumes decrescentes, para permitir a purificacao da
MBL e a concentracdo da solucdo de proteina.

3.1 RESULTADOS DA SEPARAGAO POR CROMATOGRAFIA

O soro com CaCl, foi aplicado a primeira coluna, com as dimensdes de 2,6 x 13 cm. A
proteina que ficou aderida a coluna foi retirada pela aplicagdo do Tampao B. O tampéao B foi
recolhido em frag6es de 10 mL e estas foram submetidas a anélise por espectrofotdmetro. A
maior parte da proteina aderida a coluna foi retirada nas fragdes 6 e 7, recolhendo-se, portanto,
as fracdes de 3 a 8 para proceder ao experimento, que consistiu em aplicar estas fracdes na
segunda coluna.

A segunda coluna passou por um processo de limpeza com o tampao A, antes da
aplicacéo das fragdes 3 a 8. As amostras de tampéao A recolhidas da segunda coluna foram
analisadas no espectrofotometro. Nesta etapa, esperava-se que toda a proteina ficasse retida
na coluna. A absorbancia das trés primeiras fragées indicou auséncia de proteina nestas
amostras, concluindo-se que a MBL ficou aderida a Sepharose modificada. Entretanto, as
fracOes 4, 5 e 6 apresentaram valores de absorbancia que indicam a presenca de proteina e
foram reservadas para a realizagao do teste do biureto. A etapa sequiencial para este resultado
foi retirar a proteina aderida (fragcdes 1, 2 e 3) por meio da eluicao do tampéo B. Com este
procedimento foram obtidas 12 fragdes.

Assim, as fracbes 1 a 7 e as fragdes 4, 5 e 6 da etapa de aplicacdo da solucéo de
proteinas na segunda coluna também foram submetidas ao teste do biureto.

O método do biureto, um dos que se usam para a determinagao quantitativa de proteinas
(para concentragdes finais de proteina entre 0,1 e 2 g/L), tem como base o desenvolvimento
de uma cor violeta em solugdo aquosa resultante da rea¢do da proteina com o reagente
mencionado.

As fragbes de eluato 4, 5 e 6 obtidas apds a aplicacdo da solucédo de proteinas na
segunda coluna e as fragbes 1, 2, 3 e 4 obtidas por meio da eluicdo do tampé&o B na segunda
coluna apresentaram resultado positivo para o teste do biureto (essas fragdes foram misturadas,
acrescidas de CaCl, 1 mol/L, até que sua concentragdo fosse de 50 mmol/L e eluidas na
terceira coluna).

Os resultados esperados para a leitura das absorbancias dessas fragées eram valores
abaixo de 0,02 cm, que indicariam auséncia de proteina no eluato, significando que a MBL
ficou retida na coluna. Entretanto, todos os valores de absorbéancia obtidos indicaram que
ainda havia proteina no eluato, ou seja, a coluna nao reteve a MBL.

Assim, optou-se por eluir as fragdes novamente na terceira coluna. Novamente, as
fracbes obtidas foram submetidas a leitura da absorbancia, nas mesmas condi¢des. Como os
valores da absorbancia continuaram acima de 0,02 cm™, p6de-se concluir que a MBL nao
aderiu @ Sepharose 6B-manose. Este fato pode ser devido a uma saturagdo da coluna,
impedindo-a de reter a proteina. Assim, foi aplicado o tampao B na terceira coluna, com objetivo
de retirar as proteinas possivelmente aderidas a Sepharose modificada. As fragcdes obtidas
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foram submetidas a leitura da absorbancia em 280 nm. Os resultados indicam que as fragcoes
de 1 a 4 contém proteina (absorbancia maior que 0,02 cm™, em comprimento de onda de 280
nm) e que, possivelmente, a coluna estava saturada. A partir da fragéo 5, ndo houve evidéncia
de que a coluna estivesse liberando proteinas, pois as unidades que estavam saturando a
coluna provavelmente foram removidas nas fracées de 1 a 4. Assim, esperando-se que a
coluna tivesse se tornado apta a ligar a MBL novamente, as fracbes obtidas na etapa da
segunda aplicagdo da solugdo de proteinas na terceira coluna e as fra¢cdes de tampao B
contendo proteina obtidas na etapa de eluicao deste tampao foram eluidas novamente nesta
coluna, uma de cada vez. Somente a fracdo 1 da etapa de eluicdo do tampao B na terceira
coluna apresentou absorbancia menor que 0,02 cm, indicando que a MBL néo estava mais
aderindo a coluna, apesar da limpeza prévia com o tampao B. Assim, concluiu-se que a tentativa
de corrigir o problema da saturacdo da coluna ndo obteve sucesso e optou-se por proceder ao
experimento pela retirada de qualquer eventual proteina aderida a Sepharose modificada.
Essa etapa foi realizada por meio da eluicdo do tampéao B e mostrou que apenas as fragoes 1
e 2 apresentaram absorbancia maior do que 0,02 cm™, sugerindo que somente essas duas
fragcbes continham proteina. Essas fracdes foram adicionadas as demais solugdes protéicas
(fracOes 2 a 4 da etapa de eluicdo do tampao B na terceira coluna e 1 a 8 da etapa da segunda
aplicacéo da solucéo de proteinas na terceira coluna). O volume resultante dessa solugao de
proteina foi de 59 mL, a qual foi concentrada utilizando-se polietilenoglicol.

Aeletroforese em gel SDS-PAGE indicou que a solugéo de proteina contém a MBL. Os
padrdes utilizados foram marcadores com massas de 97, 66, 45, 30, 20 e 14 kDA.

4. CONCLUSAO

A adaptacdo dos diversos métodos de purificacdo da MBL descritos na literatura
proporcionou o desenvolvimento de uma metodologia possivel de ser realizada com os recursos
disponiveis no laboratério. Apesar do sucesso na purificagao e isolamento da MBL, ainda sédo
necessarios ajustes no método, de forma a torna-lo mais rapido e rentavel.
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Figura 1. Fluxograma da Purificagéo e Isolamento da MBL
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Analise espectrofotométrica

- 0 fragdo com
absorbancia < 0,02 cm!

Todas as fraces
continuaram com

absorbéancia = 0,02
cm?!

y

Aplicacéo dotampdo Aa 3?2
coluna para limpeza

y

Eluicédo individual das fragdes obtidas na segunda aplicacao da
solucdo de proteinas a 3.2 coluna e das fragdes de tampéo B |«

com absorbéancia > 0,02 cm-?

A 4

Analise espectrofotométrica

y

QOcorreu saturagéo
da32coluna

= 1 fragdo com
absorbancia < 0,02 cm!
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Eluicdo do tampéao B a 3.2 coluna
para retirar qualquer proteina
possivelmente aderida

A

A

Mistura de todas as fragdes com
proteina obtidas até ent&o

CaCl, EDTA, Triton X =

A

Concentracao da proteina com membrana
semipermeavel e polietilenoglicol

A

Identificacéo da MBL
por eletroforese

Notas: 1. Todos os procedimentos foram realizados a 4°C

Analise espectrofotométrica - fragfes com
absorbéncia < 0,02 cm!

- agua

2. O comprimento de onda na analise espectrofotométrica foi de 280 nm.



