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Uma nova lectina extraida da semente de Artocarpus integrifolia, denominada
KM+ foi recentemente descrita. KM+ e haptotatica para neutr6filos, promove a
aglutina~io de hemacias dos grupos A, B, 0, estimula a prolifera~io de linf6citos do
ba~o de camundongos e liga-se em a. D-manose, 'a. metil manosidio e a. D-glicose. Esta
lectina e composta por quatro monomeros, com peso molecular de 13.150 daltons cada,
unidos por intera~oes nao covalentes. KM+ contem 1,8% de carboidratos e apresentou
quatro isoformas com pontos isoeletricos entre 4,2 e 5,2.

Este trabalho teve como objetivos estudar modifica~oes estruturais de KM+ em
fun~ao de parametros como temperatura, for~a ionica, pH, agentes desnaturantes, liga~io
com D-manose, monitoradas por dicroismo circular (CD) e fluorescencia. CD tambem foi
utilizado para estimar 0 conteudo de estrutura secundaria de KM+, utilizando se dois
programas descritos na literatura: SSE (Secondary Structure Estimation), que utiliza 0

metodo dos minimos quadrados para a estimativa da estrutura secundaria e obten~ao dos
espectros basicos, baseados nos dados cristalogrilficos de proteinas de .estrutura
resolvida; CCA (Convex Constraint Analisys) que utiliza 0 algoritmo simplex e a partir
dos espectros de CD das proteinas de referencia calcula os espectros das componentes
basicas. Para a estimativa das fra~oes de estrutura secundaria 0 segundo metodo utiliza 0

programa Lincomb.
Os espectros de CD foram registrados no intervalo de 185 a 260 nm. 0 conteudo

em estrutura secundaria, estimado pelo programa SSE foi: 0% de a.-helice, 41% de
folha J3, 27% de volta J3 e 32,3 de estrutura desordenada; pelo programa CCA foi: 1% de
a.-helice, 35% de folha J3 anti-paralela, 21% de volta J3 e/ou folha J3 paralela, 15% de
contribui~oes de aromaticos e/ou' liga~oes dissulfeto, 28% de estrutura desordenada. Os
desvios medios quadraticos para os programas SSE e CCA foram 12% e 1%,
respectivamente. Portanto a lectina KM+ e principalmente constituida por estruturas tipo
folha J3 e tipo desordenada.

A curva calculada pelo programa CCA foi melhor estimada, pois tern 0 desvio
medio quadratico 12 vezes menor que 0 do programa SSE. Este resultado,
provavelmente ocorre devido aos seguintes fatores: (i) no programa CCA, 0 espeetro da
proteina a ser analisada e alinhado com os espectros das proteinas de referencia,
influenciando no calculo dos espeetros basicos; (ii) maior numero de proteinas com
estrutura J3 no grupo de referencia do programa CCA.

A estabilidade de KM+ em fun~io da temperatura tern comportamento diferente em
tampio s6dio fosfato (PBS) daquele observado em agua. Em PBS, quando a amostra
esta a 70°C, a forma do espectro de CD mostrou-se consistente com urn espectro de
proteina desnaturada. Comumente, urn espeetro de proteina desnaturada caracteriza-se
pela perda da estrutura secundaria predominante e aumento da estrutura desordenada.
Em agua, tambem a 70°C, na regiao da estrutura J3 (216 nm) surge uma nova banda e na
regiao da estrutura desordenada (195 nm) aparece uma banda com valores positivos
mimetizando urn espectro da estrutura a.-helice. Esta diferen~a de comportamento pode
ser devida Ii for~a ionica



A desorganiza~io promovida na molecula de KM+ por cloreto de guanidina foi
tipica de desnatura~io.

o maximo da emissio de fluorescencia, da KM+ em PBS pH 7,2, foi a 328 nm.
caracteristico de residuos de triptofano protegidos do solvente. Este maximo mudou para
340 nm em pH 10,5. Este resultado indica mudan~as no ambiente quimico do triptofano
neste pH. 0 deslocamento para a regiio do vermelho indica, que em pH 1O,~ os residuos
de triptofano estio em maior contato com 0 solvente.

o numero de sitios ligantes de D-manose J)amolecula de KM+, foi estimado pela
supressio da fluorescencia promovida pelo D-manose. Esta estimativa foi baseada na
suposi~io de que todos os sitios ligantes de D-manose estivessem pr6ximos aos residuos
de triptofano. A rela~io encontrada foi de 2 moles de D-manoselmol de KM+.



Abstract

Recently a new lectin, KM+, isolated from Artocarpus integrifolia seeds was
described. KM+ induces neutrophil migration, agglutination of human red blood cells,
proliferation of mouse spleen cells and binding with monosacharides D-mannose,
D-glicose and a-metil mannoside. This glycoprotein is composed of four monomers,
assembled by non covalent bonds, has 500 aminoacids residues/mol, with a Molecular
Weight of 52,000 Daltons and 1.8% of carbohydrates [27]. In this work structural
changes of KM+ was studiedas a function of temperature, pH, chemical denaturing
agents as well as the binding with D-mannose. These changes were monitored by
circular dichroism (CD) and fluorimetry.

Circular Dichroism (CD) spectroscopy was used for the analysis of the secondary
structure of KM+ in solution due do its capacity to indicate the presence and to
estimate the proportion of a-helix, B-sheet, B-turn and unordered conformations. This
measurent can be regarded as a function of the relative orientation of the chromophores
responsible for their chiroptical activity. CD spectroscopy is also one of the methods of
choice for monitorization of conformational changes in proteins as a function of
solvents, pH, temperature, ionic strength and specific or non specific binding. Two
programs which are in use for estimation of secondary structure: SSE, using the linear
least squares method and CCA, using the simplex method., were evaluated in the
present work. SSE uses a set of proteins with known X-ray data as the basis for
evaluation while CCA uses only pure proteins experimental CD spectra.

Fluorescence spectroscopy is very useful to monitore of protein conformational
changes in solution due to the presence of intrinsic fluorophores.

Fluorescence Measurements were performed at 250C. Samples were excited at
280 om and the emission was monitored in the range 290-450 om. The maximum
emission as a function of pH was at pH 7.0. The wavelength for maximum emission
changed from 328 om at pH 7.0 to 340 om at pH 10.5.

CD spectra were recorded over the range of 185 up to 260 om. The Secondary
structure content estimated by SSE program was: 0% a-helix, 41% B-sheet, 26% B-
turn and 32% random with RMS of 12% and CCA program was: 1% a-helix, 35%
antiparallel B-sheet, 21% B-turn and/or parallel B-sheet, 28% random, 15% aromatics
contributions and dissulfide linkages with RMS of 1%.

The fractions of secondary structure obtained when using CCA program were
more consistent than those of SSE program. The simulation by CCA program was
better probably due to its desconvolution of the spectral contribution of the common
secondary structures using experimental CD curves of proteins.

The stability of KM+, in PBS, as a function of temperature changes above 550C
but only at 700C the shape of the CD spectrum is consistent with the loss of the native
ordered secondary structure that should accompany protein unfolding.

CD spectra of KM+ in water showed conformational changes as a function of



temperature was not consistent with denaturated proteins.

The unfolding of KM+ by GdnCI and SDS resulted in CD spectroscopic changes:
consistent with the increased random structure and disappearence of beta sheet. Using
the two denaturing agents together GdnCI and temperature, the denaturation was
odserved at lower decreased both GdnCI concentration and at lower temperature.

The estimation of the number of binding sites for D-mannose was obtaided through
the fluorescence intensity decrease due to a quenching effect of D-mannose and showed
that the stoichiometry of binding was 2 moles ofD-mannoseimol oflectin.
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C,apitulo 1 - Lectinas

1.1 - Introdu~ao

Lectinas sac proteinas ou glicoproteinas de origem nao imune, que aglutinam

celulas e precipitam compostos glicoconjugados ligando-se rapida, seletiva e

reversivelmente a carboidratos e a substancias que contem a~ucar, sem alterar a estrutura

covalente das liga~oes glicosidicas [10]. Esta defini~ao indica que as lectinas tern ao

menos dois sitios especificos para a liga~ao de a~ucar. A especificidade do a~ucar ligante

e determinada pelos monossacarideos ou oligossacarideos que inibem as rea~oes de

aglutina~ao e precipita~ao induzida pela lectina. Bern distribuidas pela natureza, as

lectinas sac encontradas em quase todos organismos vivos desde plantas ate animais,

vertebrados e inverterbrados e ainda em virus e microrganismos.

Os estudos sobre lectinas come~aram com 0 trabalho de Hermann Stilmark em

1888 [32], 0 qual pela primeira vez observou que 0 extrato brute de Ricinus comunis

poderia aglutinar celulas vermelhas do sangue. Os estudos sobre propriedades biol6gicas

e estrutura das lectinas de origem vegetal avolumaram-se desde entao e tornaram-se

ferramentas importantes na compreensao dos mecanismos moleculares relacionados com

adesao celular e/ou intera~ao com carboidratos ou glicoproteinas.

A utiliza~ao da cromatografia de afinidade para a separa~ao de lectinas, usada pela

primeira vez por Agrawal & Goldestein em 1965 [1], contribuiu significativamente para

o desenvolvimento destes estudos, pois conhecendo-se a especificidade da lectina e

possivel encontrar-se uma matriz cromatogrilfica com afinidade apropriada para sua

purifica~ao. A obten~ao de material purificado em larga escala e fator fundamental para



estudos de suas caracteristicas geraIS, propriedades moleculares e intera~oes com

diversos sistemas biol6gicos.

As leetinas de plantas sac geralmente ricas em aminoacidos hidrof6bicos e acidos,

e sac pobres em aminoacidos contendo enxofre. Algumas exce~oes sao encontradas nas

lectinas do germe de trigo e da batata. A maioria das lectinas sao glicoproteinas com

quantidade variavel de a~ucar. Urn grande numero de lectinas sao metaloproteinas, as

quais precisam de cations divalentes, tais como Ca2+ e Mn2+, para apresentarem

Geralmente sac oligomeros constituidos de duas ou mais subunidades, identicas ou nao.

Porem, a estrutura tetramerica e a mais comum [19]. Devido as suas propriedades, as

lectinas tern side muito utilizadas por urn grande numero de pesquisadores, em pesquisa

bllsica, cUnica e aplicadas a agricultura. Seu usa oferece vantagens incluindo a alta

estabilidade e a disponibilidade de numerosas lectinas com diferentes especificidades.

Estas proteinas tern se mostrado uma ferramenta muito util na bioquimica, imunologia

celular e outras areas relacionadas.

1.2 - Lectinas como ferramentas em diagnostico laboratorial e
elucida~Ao de mecanismos fisiopatologicos

• como matriz para afinidade cromatografica de moleculas glicoproteicas,
glicoproteinas de membrana (receptores de hormonios, fator de crescimento,
neurotransmissores), imunoglobulinas, etc;

• para detec~ao e quantifica~ao de glicoproteinas e polissacarideos por
tecnicas de imunodifusao, substituindo a utiliza~aode imunoglobulinas;

• no comportamento da celula viva quanto aos aspectos de: comunica~ao
celular; regula~ao do crescimento; diferencia~ao celular; resposta
imunol6gica e estudos de celulas tumorais.



o emprego de lectinas nos estudos acima citados se originaram atraves da descri~io de

duas de suas principais propriedades: certas lectinas aglutinam hemticias de grupos

sanguineos especificos, sendo assim sio largamente utilizadas no diagnostico de tipo

sanguineo; outras silo mitogenicas sendo de grande utilidade na determina~io de

cariotipos e estudos das celulas imunocompetentes de pacientes [16]. As lectinas, por

ligarem-se especificamente a moleculas ou grupos de moleculas de a~ucar, provocando

aglutina~io seletiva, sio utilizadas como sonda para identificar e mapear os a~ucares da

superficie d. celula [31]. L.....a identifica~io e extremamente importante para:

a) diagnostico de antigenos de histocompatibilidade, essencial na area de transplantes;
b) no fracionamento de popula~oes e sub-popula~oes de celulas da medula ossea, a

serem utilizadas em transplantes;
c) em estudos oncologicos, na identifica~io das celulas malignas e na revela~io de

algumas a1tera~oessofridas ao tomaram-se malignas, uma vez que a malignicidade
e particularmente mediada pelas ramifica~oes das moleculas de a~ucar, que estio
na superficie celular.

Em doen~as infecciosas, 0 estudo das lectinas presentes na superficie do corpo

bacteriano tern permitido uma melhor compreensio de como ocorre a instala~io e 0

desenvolvimento destas doen~as. A adesio da bacteria ao tecido e 0 primeiro fator para

a instala~io do processo infeccioso. A adesio bacteriana deve-se a produ~io de lectinas

na forma de proteinas filamentosas conhecidas como fimbrias e estas se Iigam a a~ucares

especificos presentes na celula hospedeira. Assim, conhecendo-se a estrutura molecular

do a~ucar e/ou da lectina da bacteria, novas drogas poderiam ser desenvolvidas e seriam

uteis no tratamento e/ou preven~io da instala~io do processo infeccioso [30].

Uma nova c1assede lectinas, denominadas selectinas, identificadas em organismos

de mamiferos, esta sendo estudada e parece estar envolvida no processo inflamatorio.

Algumas sio secretadas por macrofagos e 0 mecanismo molecular envolvido ainda e

objeto de estudos mas especula-se que as selectinas seriam responsaveis pelo transporte

de leucocitos (polimorfonucleares) atraves da parede do tecido endotelial adjacente a
area da rea~io inflamatoria [15]. Os receptores endocisticos, como as lectinas hepaticas,



entre os quais 0 mais conhecido e a sialoglicoproteina do rato, estio envolvidos na

elimina~io de glicoproteinas que perderam 0 acido siatico de suas estruturas, sendo este

o sinal para a celula hepatica fagocitar estas macromoleculas e retira-Ias da circula~io

[31].

1.3 - Localiza~Ao e fun~6es das lectinas nos vegetais

Apesar da existencia de muitas informayoes acerca das propriedades biol6gicas das

lectinas suas fun~oes nas plantas ainda sio objeto de investiga~io. Estas fun~oes

dependem da localiza~io da lectina na planta. Diversas hip6teses com respeito as fun~oes

fisiol6gicas das lectinas em plantas foram sugeridas baseadas em suas propriedades

gerais e sua localiza~io: proteinas de reserva, mecanismos de defesa contra doen~as e

simbioses microorganismo-planta [19].

Na agricultura 0 uso de lectinas contra parasitas de plantas e promissor. As lectinas

da Canavalia ensiformes e Limax flavus sio habeis para controlar 0 ataque de

nemat6ides as raizes do tomate. Aparentemente, as lectinas bloqueiam os

quimioreceptores dos nemat6ides, inibindo sua adesio a planta. 0 feijio (Phaseolus

vulgaris) e 0 tomate, que apresentam altas taxas de lectinas em suas sementes, tern

mostrado maior resistencia a bacterias [16].

As sementes de leguminosas representam uma fonte razoavel de lectinas. Elas sio

normalmente encontradas nas cotiledoneas, onde podem constituir acima de 10% do

nitrogeneo total da semente. Podem ser encontradas, em pequenas quantidades, tambem

no eixo embrionario e em sementes de feijio [19]. Lectinas sio tambem encontradas em

partes vegetativas das plantas como folhas, galhos, caules e raizes.



1.4 - Lectinas das sementes de Artocarpus integrifolia (jaca)

Os estudos de lectinas presentes no extrato bruto da semente de Artocarpus

integrifolia Gaca) tern sido fonte de interesse de vanos pesquisadores. Este extrato

apresentava outras propriedades alem da aglutina~ao de hemacias: prolifera~ao de

linf6citos T, estimula~ao de sintese de imunoglobulinas pelo linf6cito B [3] e liga~ao

.especifica com imunoglobulina A, IgA [27]. Em 1986, uma das lectinas extraidas da

semente de jaca foi purificada, e caracterizada a partir de extrato salino da semente, cuja

propriedade principal foi a de ligar-se especificamente com algA. Esta lectina foi

denominada jacalina [26].

Recentemente foi descrito 0 isolamento e caracteriza~ao de outra lectina, chamada

KM+, tambem oriunda do extrato salino da semente de jaca. Esta lectina induz migra~ao

de neutr6filos para a cavidade peritoneal do rato, apresenta atividade quimiotatica sobre

neutr6filos humanos "in vitro", aglutina hemacias do grupo ABO e estimula a

prolifera~ao de linf6citos do ba~o de camundongos Balb c. 0 monossacarideo D-manose

inibiu a migra~ao de neutr6filos estimulada por KM+, tanto "in vivo" como "in vitro"

1.4.1 - Propriedades gerais da KM+

A lectina KM+ foi purificada por cromatografia de afinidade em resma de

Sepharose-D-manose. E composta por quatro monomeros, sendo que cada monomero

tern peso molecular de 13 kDa, ligados nao covalentemente. E uma glicoproteina acida,

possui quatro isoformas com pIs 4,0~ 4,2~ 5,0 e 5,2. KM+ possui 38% de aminoacidos

hidrof6bicos, 9,2% de prolina, 1 residuo de triptofano por monomero e contem 1,8% de

carboidratos, determinados pelo metodo fenol-H2S04 [28]. A atividade hemoaglutinante

da KM+ e sua inibi~ao pelos monossacarideos D-manose, D-glicose e a-metil

manosideo indicam que a KM+ tern pelo menos dois sitios de liga~ao para 0 a~ucar.

Estes sitios estao diretamente envolvidos na atividade indutora da migra~ao de



neutrofilos, uma vez que esta atividade foi inibida por 0,1 M de D-manose tanto "in

vitro" como "in vivo". Os autores sugerem que urn sitio poderia estar envolvido na

intera~ao com carboidratos na superficie dos neutrofilos e 0 outro com os

glicoconjugados na matriz extracelular. Esta liga~ao com a matriz extracelular poderia

ser 0 "fator" de conec~ao para direcionar urn £luxo de neutrofilos para 0 meio

extravascular. Estudos estruturais da KM+ poderao ser potencialmente uteis para a

compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos em vanos processos

fisiopatologicos, bem como no desenvolvimento de novas drogas, a serem utilizadas

como terapeutica em processos mediados principalmente por polimorfonucleares [28].

Dados cristalognificos preliminares tais como sistema cristalino, parametros de

rede e grupo espacial para cristais da KM+ tern sido obtidos e urn conjunto de dados de

difra~ao de raios-X com uma completeza de 90% ate 3,0 A de resolu~ao foi coletado

[20]. Amilises destes dados utilizando fun~oes de auto-ro~a~o revelam a existencia de

elementos de simetria nao cristalognifica e a provavel orienta~ao do tetramero na cela

unitaria (Oliveira, P.S.L., comunica~ao pessoal).

1.5 - Objetivos do trabalho

Em linhas gerais, 0 objetivo deste trabalho e obter a KM+ em grande escala e

estudar aspectos de suas propriedades fisico-quimicas e estruturais, em solu~ao,

monitoradas por tecnicas espectroscopicas.

Os metodos espectroscopicos sac largamente utilizados para analisar a

conforma~ao de proteinas. A importancia fundamental destes metodos e permitir estudos

conformacionais de proteinas em solu~ao. Apesar da cristalografia de raios-X resolver

estruturas tridimensionais com resolu~ao de ate 0,8 A, a espectroscopia em solu~ao pode

responder questoes nao facilmente trataveis por aquele metodo. A primeira delas seria

responder qual a rela~ao entre a conforma~ao de uma proteina em solu~ao e em cristais?

Embora pare~a que essas estruturas sejam bem similares, e muito dificil, se nao



impossivel, estabelecer a identidade exata. Entretanto, com 0 conhecimento da estrutura

tridimensional de uma proteina, e possivel indagar sobre uma variedade de questoes

especificas e procurar as respostas projetando-se habilmente experimentos em solu~io.

A maior utilidade da espectroscopia optica de proteinas e seu papel em sondar

pequenas mudan~as na conforma~io como:

• a mobilidade conformacionallocal que deve ocorrer na atividade enzimatica;
• a conforma~io requerida para a forma~io de varios complexos;
• as rela~oes entre intera~oes e mudan~as conformacionais.

Como todos os niveis da estrutura sio acessiveis as tecnicas espectroscopicas,

inclusive a estrutura primaria [6], e possivel examinar uma molecula de proteina em

diferentes niveis. Porem, a informa~io obtida das tecnicas espectroscopicas e mais

estatistica do que especifica, isto e, a informa~io obtida e freqiientemente uma media

sobre a molecula inteira, tal como a fra~io dos residuos de aminoacidos organizados

espectroscopicas sio, em ultima analise, ferramentas de grande utilidade para estudos de

altera~oes conformacionais e/ou previsio de estrutura secundaria que ocorrem em

moleculas pequenas e grandes em fun~io de parimetros como: solventes, for~a ionica,

temperatura, reagentes quimicos, Iigantes especificos e nio especificos.

As tecnicas espectroscopicas, utilizadas no presente trabalho, foram: dicroismo

circular (CD-circular dichroism) e fluorescencia. 0 CD pode ser usado nos tres niveis de

estrutura nio covalente (secundaria, terciaria e quatemaria) e a fluorescencia pode ser

usada para sondar estruturas terciaria e quatemaria.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) Obter quantidades em larga escala de KM+, utilizando colunas cromatograficas
preparativas e comparar suas propriedades com aquelas descritas na referencia
28;



b) Estudar KM+ por CD e atraves desta metodologia estimar 0 conteudo em
estrutura secundluia, utilizando programas descritos na literatura. 0 CD
tambem permitira monitorar 0 coinportamento de KM+ frente a a~io de agentes
fisicos, temperatura, e quimicos, como pH, desnaturantes, e a~ucares.

c) KM+ sera submetida a estudos por espectroscopia de fluorescencia que permite

monitorar modifica~oes estruturais, a niveis terciluios, frente a a~io de agentes

quimicos (pH, agentes desnaturantes), bem como a estequiometria da liga~io

com 0 monossa{' "ideoD-manose (urn de seus a~ucares ligantes).



Capitulo 2 - Dicroismo Circular (CD)

2.1 - Introdu~ao

Quase todas as moleculas sintetizadas por organismos vivos sio opticamente ativas

e 0 dicroismo circular (CD-circular dichroism) e uma das maneiras de se medir esta

atividade.Em moleculas pequenas, a atividade 6ptica e causada pela presen~a de atomos

de carbono assimetrico e pelo efeito que estes atomos tern sobre qualquer crom6foro

vizinho.

Neste capitulo sera verificado como a conforma~ao de uma macromolecula pode

afetar sua atividade 6ptica. As intera~oes entre crom6foros vizinhos desempenham urn

papel importante, uma vez que apenas com 0 espectro de absor~ao e possivel observa-

las. Como a atividade 6ptica esta intimamente relacionada com a conforma~ao de uma

molecula, esta tecnica vem sendo largamente utilizada em estudos de mudan~as

conformacionais, vizinhan~as locais, intera~oes de ligantes com proteinas, "folding-

unfolding-refolding" de proteinas, bem como uma estimativa qualitativa do conteudo de

estrutura secundaria. Este uso tem-se ampliado devido a disponibilidade de aparelhos

comerciais cada vez mais sofisticados e eficientes. A teoria basica na qual fundamenta-se

esta tecnica e muito menos difundida do que seus estudos experimentais, devido a sua

complexibilidade. As vantagens que 0 CD proporciona sao: aha sensibilidade as

mudan~as conformacionais, facilidade e rapidez nas medidas e uso de pouca quantidade

de amostra (entre 100 e 500 Jlglmlem proteina).



2.2 - Atividade Optica

Uma molecula opticamente ativa pode interagir de forma diferente com

componentes opostas de luz circularmente polarizada [4]. Esta intera~ao pode ser

detectada tanto pela mudan~a na velocidade de propaga~ao das duas componentes

[dispersao rotat6ria 6ptica (ORD-optical rotatory dispersion) e birrefringencia], como

pela diferen~a na absor~ao [dicroismo circular (CD) e elipticidade]. Estes efeitos podem

dire~ao de propaga~ao de uma onda luminosa. Se a luz for plano polarizada, figura 2.1.a,

o observador vera 0 vetor eletrico E oscilar senoidalmente em urn plano:

E = iEosen(j)t (2.1), onde i e urn versor na dire~ao X, e co=27tve a frequencia angular

da luz. Depois de passar atraves de uma amostra opticamente ativa, a luz estara

modificada em dois aspectos. Urn dos aspectos e que a amplitude de E nao esta mais

confinada a urn plano. Ao inves disso, 0 vetor eletrico E tra~a uma elipse (figura 2.1.b).
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Figura 2.1- Efeitos de uma amostra opticamente ativa sobre a luz lineannente polarizada.
(a) luz incidente lineannente polarizada; (b) luz emergente elipticamente polarizada; (c)
resol~ilo da luz lineannente polarizada em componentes polarizadas circulannente a
esquerda e a direita; (d) efeito de uma amostra opticamente ativa sobre as duas
componentes circulannente polarizadas. [4].



A elipticidade da luz e uma medida da atividade optica. 0 outro aspecto e que 0 plano de

polariza~io da luz foi rodado e, portanto, a orienta~io da elipse corresponde a uma

rota~io optica (ORO). Ao inves de considerar a luz plano polarizada, pode-se dividir E
em duas componentes opostas de polariza~io circular:

_ J (~ ~
ER =- I EosenOJt +) EocosOJt)

2
_ J (~ ~ )EL =- I EosenOJt - } Eo cos 0Jt

2

A

onde j e 0 versor na dire~io y (figura 2. 1.c). A resultante da soma destas duas

componentes e a luz plano polarizada. Examinando 0 efeito de urn meio opticamente

ativo em cada componente separadamente, nota-se que em tal meio a absorbincia da luz

circularrnente polarizada a esquerda (AL) e diferente da absorbincia da luz polarizada a
direita (AR) portanto depois de passar pela amostra, cada componente e ainda

circularrnente polarizada, mas os raios dos circulos tra~ados pelo vetor eletrico de carla

uma 880 agora diferentes. Este fenomeno e chamado de dicroismo circular (CD).

Quando estas duas componentes de polariza~io circular opostas 880 combinadas, 0

resultado sera.luz elipticamente polarizada porque as duas componentes tern amplitudes

diferentes (figura 2.1.d). Portanto, CD e equivalente a elipticidade.

Por outro lado, se as duas componentes circularrnente polarizadas 880 absorvidas

diferentemente em qualquer comprimento de onda, a amostra devera. ter diferentes

indices de refra~io n para as duas componentes em todos comprimentos de onda, em

outras palavras uma componente se propagara.mais rapidamente que a outra no meio, 0

que acarretara. uma diferen~a de fase entre elas, proporcional a diferen~a dos indices de

refra~io, nL - nR' Este efeito e chamado birrefringencia circular. Quando as duas

componentes sio combinadas, a diferen~a de fase produz uma rota~io permanente ao

longo do eixo da luz elipticamente polarizada. Oeste modo, a birrefringencia circular e

equivalente a rota~io optica.

, IFse - SERVI<;::ODE BIBLIOTECA E
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As expressOes que relacionam CD e elipticidade (e), e birrefringencia circular e

ORO (c!» para uma amostra de caminho optico I sao:

Essas duas manifesta~oes da atividade optica nao sao independentes uma da outra

e relacionam-se por urn grupo de integrais denominadas transformadas de Kronig-

Para comparar resultados de amostras diferentes, e necessario calcular a atividade

optica em molaridade ou em bases residuais. As seguintes equa~oes definem elipticidade

molar ([e]) e rota~ao molar ([c!>]) em termos das quantidades medidas, a concentra~ao da

amostra (C) em moles/litro, e 0 caminho optico I da cubeta.

[c!>] = lOOc!>/Cl (2.6)

[e] = lOOO/Cl (2.7)

Como e usual para macromoleculas, se C for expresso em moles de residuos, entao

estas duas equa~oes definem tambem a elipticidade por residuo e a rota~ao por residuo.

2.2.1 - Origens fisicas

Uma banda de CD tern geralmente uma forma semelhante a da banda de absor~ao

correspondente. Empiricamente, pode-se representar a atividade optica de uma molecula

introduzindo 0 conceito de for~a rotacional [4]. A for~a rotacional de uma banda de

absor~ao o~ i e definida como a area do espectro CD correspondente:



onde [8](A.) e a elipticidade, he a constante de Planck, c e a velocidade da luz eN e 0

numero de Avogadro. A integral e feita somente sobre 0 CD produzido pela transi~ao

eletronica do estado 0 para 0 estado i. Rosenfeld mostrou como a for~a rotacional pode

ser calculada a partir das fun~oes de onda do estado fundamental ("'0) e excitado ("'i) de

ROi =imag( < f//ol.ul f//i >. < f//ilml f//o» (2.9)

onde e e a carga e mea massa do eletron, jJ e 0 operador momento linear ere 0

operador posi~ao do eletron. 0 termo r x jJ e 0 momenta angular orbital de um eletron,

assim 0 operador momenta de dipole magnetico corresponde de fato a uma circula~ao

de carga. Fisicamente, 0 dipole de transi~ao magnetica de < f//i1m! f//o > pode ser

considerada como um anel de corrente induzido por luz, do mesmo modo que 0 dipole

de transi~ao eletrica < f//ol.ul f//i> pode ser visto como 0 deslocamento linear da carga

eletronica induzido por luz (figura 2.2.a e 2.2.b). Porem, uma transi~ao envolve ou 0

deslocamento linear da carga ou a rota~ao da mesma [2]. Esta observa~ao constitui a

base das regras de sele~ao para a espectroscopia de absor~ao:

• jJ, #0 e m =0, eletricamente permitida (magneticamente proibida)

• jJ, =0 e m #0, magneticamente permitida (eletricamente proibida)

~(a)

:~m t
::~:i:::::~;

J ~ (b)

o
Figura 2.2 - Diagrama do deslocamento de carga induzida por luz em wna
molecula. (a) Absoflriloeletronica; (b) Absor~ilomagnetica; (c) Atividade 6ptica. [4]



Urn born exemplo das transi~oes eletricamente permitidas, 1t~1t*, sio feitas pelo

crom6foro peptideo em 190 nm. 0 exemplo classico das transi~oes magneticamente

permitidas e a transi~ao n~1t* das cetonas e peptideos. Ambas transi~oes sio

opticamente inativas, pois de acordo com a eq. 2.9, para uma transi~ao apresentar

atividade 6ptica devera envolver intera~oes eletricas e magneticas combinadas. Alem

disso, devido ao produto escalar, < '1/;1"'1 'I/o > devera ter uma componente paralela a

< 'l/ol.ul '1/;> produzindo assim uma circula~ao helicoidal de carga, induzida por luz, em

tome da dire~ao de < 'l/ol.ul '1/;>, figura 2.2. Como anteriormente observado, as

transi~oes eletrica e magneticamente permitidas sac fenomenos mutuamente exclusivos.

Esta exclusao e quebrada, isto e, pode-se observar a existencia simultanea de .u e ;;, nao

nulos, sob condi~oes adequadas de assimetria, a qual e a caracteristica comum dos

crom6foros opticamente ativos. Para crom6foros simples pode-se fazer uma distin~ao

utH em termos de: cromoforos que SaD intrinsecamente simetricos mas assimetricamente

perturbados pelo meio ambiente (gropo fenol da tirosina), e cromoforos que slio

intrinsecamente assimetricos (isomeros do tipo helice da molecula do hexaheliceno, no

qual 0 pr6prio crom6foro tern urn sentido helicoidal), nos quais a atividade 6ptica e

maior de vanas ordens de magnitude em compara~ao com os crom6foros intrinsicamente

simeticos.

Os biopolimeros (proteinas, acidos nucleicos e polissacarideos) sio opticamente

ativos devido a assimetria dos atomos de carbono de suas unidades. P6rem a atividade

6ptica dos biopolimeros difere daquela de seus produtos hidrolisados, isto e, sua

atividade nao e simplesmente a soma das atividades de suas unidades assimetricas. A

fonte da atividade 6ptica adicional esta na assimetria da conforma~ao. Portanto, a

ocorrencia das intera~oes crom6foro-crom6foro em uma conformacao assimetrica da

origem a atividade 6ptica por mecanismos diferentes daqueles descritos para crom6foros

simples. Este fate faz da polarimetria uma ferramenta apropriada para 0 estudo da

conforma~ao molecular.



Uma molecula assimetrica, por exemplo, uma molecula helicoidal, com urn passo

definido, apresenta urn sentido preferencial de polarizayio, 0 sentido de seu passo. Deste

modo, interage diferentemente com a luz polarizada circularmente a esquerda e a direita.

Pode-se entio entender porque moleculas assimetricas mostram propriedades diferentes

para a luz circularmente polarizada a esquerda e a direita. Essas polarizay5es tern

simetria helicoidal. Se a molecula e nio helicoidal, a polarizabilidade tera urn sentido

. definido, porem menos 6bvio. 0 mecanismo para gerayio de jJ e in para uma helice e

mostrado na figura 2.3. Assim, sistemas helicoidais sio os modelos mais simples para a

atividade 6ptica. Porem, sio raros os casos em que tanto 0 estado fundamental, como 0

excitado, encontram-se sobre urn caminho helicoidal, onde os valores da forya rotacional

sio muito altos (hexaheliceno), quando comparados com a forya rotacional das a.-helices

em proteinas, por exemplo.

Figun 2.3 - Exci~i5es helicoidais. A
g~io de jJ e ,;; par urn eletron
percorrendo: (a) uma helice com passo •
direita; (b) uma helice com passo •
esquerda. 0 operador,;; obtem-se com a
da apli~io da "regra da mio direita" C 0

operador p da transl~io ao lango do
eixo. R =p.,;; e (a) positiva, (b) negativa;
(c) estJUtura helicoidal com passo •
direita. A orien~io relativa de jJ do
monomero acoplado fomecc ao palimero -
p e +,;; ambos no eixo z na transi~io em
fase. Por esta razio, R = jJ.,;; e negativa.

o caso mais geral de estruturas helicoidais envolve crom6foros os quais nio estio

conjugados, mas arranjados em urn modelo helicoidal (por exemplo, a.-helice em
•



uma alta atividade 6ptica, comparada com outras conforma~oes de proteinas

De acordo com a teoria de Rosenfeld, a for~a rotacional de crom6foros que tern

urn centro ou urn plano de simetria e zero. Por outro lado, casos onde a atividade 6ptica

origina-se de crom6foros simetricos nao sao raros. Por exemplo, a maioria dos

crom6foros em proteinas pode ser considerado como tendo uma simetria planar. A

explica~ao para este fato e que 0 crom6foro e assimetricamente perturbado por seu

ambiente molecular. Em sistemas simples, envolvendo urn pequeno numero de

crom6foros simetricos (geralmente planares), orientados numa estrutura assimetrica,

existem dois modos principais de gerar jJ e in simultaneamente: (i) a intera~io dos

estados em urn crom6foro e (ii) 0 acoplamento das transi~oes entre crom6foros.

i) a intera~io de estados em um cromoforo

Para 0 crom6foro peptideo, a transi~ao n~1t * (210 nm) e a transi~io 1t~1t*

(190 nm) correspondem as transi~oes do estado fundamental 10) para os estados

excitados Ia.)e I~), respectivamente. As autofun~oes correspondentes a esses estados do

'VO, 'Va e 'V~. As orienta~oes do dipolo magnetico in da transicio n~1t*, e do dipolo

eletrico jJ, das transi~io 1t~1t*, do mostradas na figura 2.4.a e as energias relativas

Ii
Figura 2.4 - 0 CTom6foropeptldeo. (a) As orien~(les relativas (no plano) de jJ (7t~1t ) e m (n~7t ) do
monomero; (b) Energias relativas dos estados 10),la) e I~),onde 1041a) e a transi~ao n~1t· e 1041P)e
a transi~ao 1t~1t. [2].



A intera~ao de estados pode ocorrer na presen~a de um campo eletrostatico

assimetrico. Portanto, nos peptideos, na presen~a de uma distribui~ao assimetrica de

ligantes ou ainda de grupos ionizaveis os estados excitados la> e 1J3> sofrem intera~ao.

1<\>.> =C."'a +C2"'13 (2.11)

1<\>2> = - C2 '" a + C. "'13 (2.12)

Ea VaP
VaP Ep

onde Ea e EI3 sao as energias dos estados la> e 1J3> relativas ao estado 10> e VaP

representa a intera~ao entre os estados la> e 1J3>no campo eletrostatico assimetrico. Em

geral, V ~ « Ea,Ep e C2 e pequeno. Os autovalores sao Al - Ea e A2 - EI3. 1<\>1>e

predominantemente la>, assim como 1<\>2>e predominantemente 1J3>. Os valores nao nulos

de C1 e C2 indicam que 1<\>1>tambem contem algumas caracteristicas de 1J3>e 1<\>2>possui

algumas caracteristicas de la>. Lembrando que os estados la> e 1J3> tem m e p

associados a eles, os estados 1<\>1>e 1<\>2>satisfazem as condi~oes para a atividade optica.

Esses resultados sao resumidos na seguinte tabela:

Estado Autofun~ao Transi~ao de Dipolo For~a Rotacional
<\>1 C. "'a +C2 "'13 Magnetico C 1m R1= C2p·C1m

Eletrico C2p· = C1C2p·m
<\>2 -C2"'a+C."'p Magnetico -C2m R2= C1P-C2m

Eletrico C1p· = -C1C2p·m



2
Observa-se que R2=-Rh portanto: r.R; = O. A caracteristica unica deste

;=1

mecanismo e envolver a transi~ao·de urn eletron n na presen~a de urn campo assimetrico.

Este mecanismo e conhecido pela denomina~ao "one-electron". Porem,por envolver

mais que urn estado, I<!>I)e 1<1>2),esta denomina~ao nao deve ser interpretada literalmente.

Devem ser ressaltados dois fatos: a) 0 desenvolvimento da for~a rotacional R1 no estado

14>1),que e principalmente devida a transi~ao n~1t* (C1-1), e acompanhado pelo

desenvolvimento simultJ de R2 (=-R1) em 14>2),0 estado do qual 0 momento de

dipolo eletrico foi "emprestado" (0 qual e principalmente a transi~ao 1t~1t*); b) se in e

jJ forem perpendiculares, nenhuma for~a rotacional existira ainda que na presen~a de urn

campo eletrostatico assimetrico.

Alem disso, a transi~ao n~1t * pode interagir com as transi~oes de energias mais

altas do meio vizinho. Se este meio e assimetrico, alguma atividade 6ptica pode ser

induzida. Portanto, urn residuo aromatico tal como a tirosina ou 0 triptofano podem

adquirir CD por intera~ao com 0 volume assimetrico da macromolecula.

ii) 0 acoplamento das transi~oes

Se dois crom6foros estao suficientemente pr6ximos, de modo que a excita~ao de

urn seja afetada pelo estado de excita~ao do outro, eles 880 ditos acoplados. Este modelo

e conhecido como modelo do "oscilador acoplado" de Born. A intera~ao dos estados

excitados leva a dois novos estados que correspondem ao acoplamento em fase ou fora

de fase dos estados basicos. Para urn dimero de transi~ao eletricamente permitida, do

estado fundamental 10) para 0 estado excitado I~),representado por 1~1)e 1~2)'a matriz

secular sera dada por:



Para 0 dimero, os autovalores sao: Ein = Ep + V PlP2 e Eout = Ep - V PJt32, onde

VPlP2 representa a interayao entre os estados 1~1) e 1~2). Quando a aproximayao da

transiyao do dipolo e usada para a transiyao do dipolo eletrico, isto e, <OIEIPI>=#1, a

p/ +P2 p/ -P2
Emfa.. Fora de fa••

• /N- },("/+"2) .orir- },("r"2)

Figura 2.5 - 0 modelo do oscilador acoplado. Duas transiyOOs, # I e p 2, eletricamente permitidas, nas
combinayl'Sesdentro e fora de fase com simetria helicoidal Iiesquerda e Iidireita, respectivamente [2].

Para transiyoes fortemente permitidas em crom6foros com orientayoes apropriadas

V 131132 devera ser grande 0 bastante para produzir uma separayao significativa:

(J = Ein - Eout = 2VPIP2



A forma pela qual estados em fase ou fora de fase dio origem a atividade optica

esta ilustrado na figura 2.5 e 2.6. Qualitativamente IcI>in) tern elementos de helice com

passo a esquerda e IcI>out) tern elementos de helice com passo a direita. A figura 2.6

mostra que a combina~io IcI>in) das componentes x de 'ill e 'il2 resultam num dipolo de

transi~io eletrica jl em x, enquanto as componentes y constituem urn movimento

..• ....
J.L m

,,,,,,,,,

Figura 2.6 - 0 modelo do oscilador acoplado. As componentes dos vetores #1 e #2 combinam-se em x e y para
produzir jJ par transl~io e ,;; por ro~io em tamo do eixo x, tal que Rut e positivo e Raut e negativo.

Estas resultantes jl e in sio paralelas portanto Rin e positivo e Rout e negativo. Por
2

simetria, Rin=-Rout, portanto, r.R; = O. Os resultados sio: uma separa~io "exciton"
;=1

E ±V131132'a redistribui~io da intensidade correspondente ao vetor adi~io de 'ill e 'il2 nos

dois modos, e 0 desenvolvimento de R:t separados por a. 0 efeito conformacional e

expressado totalmente atraves do elemento V~1~2' A for~a rotacional das transi~oes em



fase (+) e das transi~oes fora de fase (-), devido ao acoplamento de dois dipolos jJ I e

P2, separados pela distancia rl2, e dada por:

_1t __
R+=+-r12"P1XP2- 2l

e a separa~ao espectroscopica:

(J" : 2V : 2 Iir li2 co.{r~)
onde a e 0 angulo entre os monomeros. Das equa~oes 2.18 e 2.19, conclui-se que 0 sinal

CD sera zero quando PI e P2 forem coplanares, paralelos ou perpendiculares. A

amplitude tera valor maximo em a=1t/4, 51t/4 e minimo para a=37t14, 77t14. Os

monomeros podem ter CD (usualmente pequenos), mas 0 termo "exciton" (eq. 2.18)

usualmente domina em dimeros e polimeros. Este termo e as equa~oes de separa~ao

determinam a for~a rotacional absoluta do espectro de CD. Em moleculas mais

complexas como no caso de urn oligomero composto de cromoforos monomeros

identicos, urn trimero deveria apresentar tres bandas, urn tetramero deveria apresentar

quatro bandas e assim por diante. Porem, existem simplifica~oes,0 DNA, por exemplo,

mostra somente duas bandas, uma positiva e a outra negativa, correspondente a banda de

absor~ao em 260 om. Em proteinas, a estrutura a-helice da origem a urn dubleto na

absor~ao da liga~ao peptidica (aproximadamente 190 om). Em alguns casos mais simples

tais como poli-L-alanina, onde as cadeias laterais pouco contribuem para as propriedades

opticas, e possivel fazer urn caIculo. A figura 2.7 mostra 0 resultado de urn caIculo para

a poli-L-alanina, comparada com resultados experimentais. A concordancia e quase total

e demonstra 0 potencial da atividade optica na anaIiseconformacional.



Figun 2.7 - 0 espectro de CD da poli-L-
alanina em confo~40 a-helice. 0 espectro
calculado e representado por linha tracejada,
enquanto que 0 observado por linha s6lida [4].

2.3 - Determina~Ao do conteudo de estrutura secundaria

Na pnitica 0 c81culoquantico do CD de uma proteina e ainda uma tarefa dificil.

Cromoforos tais como acidos nucleicos e aminoacidos aromaticos envolvem mais

estados eletronicos, e as dire~oes de momenta de transi~io e intensidade sio na grande

maioria das vezes desconhecidas. Alguns metodos tern sido desenvolvidos para usar

dados de CD para predizer ou analisar as propriedades opticas de sistemas

desconhecidos [37]. Isto deve-se ao grande numero de dados experimentais de atividade

optica, para polipeptideos e proteinas, com estrutura secundana conhecida. Para as

proteinas 0 maior objetivo tern sido deduzir a estrutura secundana media da cadeia

peptidica a partir do espectro de CD. A menos que uma fra~io excepcional de

aminoacidos aromaticos esteja presente, a atividade optica na regiio do espectro entre

U'------S-E-F-'V-\<:;:::o~O::E~B=IB:L-:I;:O~T~E~C::A~E;:-lt, 'f S C II'1FORfVA<:;:AO



190 e 230 nm e dominada pela cadeia peptidica [4]. Ao menos qualitativamente, a

natureza das cadeias laterais alifaticas nao -afeta0 espectro de CD nesta regiao. Portanto,

como uma aproxima~ao pode-se considerar uma proteina apenas como uma combina~ao

linear das estruturas secundanas: a-helice, folha pregueada B (paralela e antiparalela),

volta Be desordenada.

o espectro de CD tipico dessas estruturas pode ser obtido por homopolipeptideos

e por peptideos sintetizados (volta B). A a-helice tern seu espectro bem caracterizado.

Ele mostra uma forte banda positiva com maximo em 191-193 nm (1t~1t.) e duas

bandas negativas de igual amplitude com minimos em 208-210 (n~1t·) e 222 nm. A

folha B antiparalela tern seu espectro caracterizado por uma banda positiva em 195 nm

(1t~1t.) e outra negativa em 216-217 nm (n~1t·)[5]. A intensidade das bandas e

dependente do homopolimero. A estrutura desordenada geralmente tern uma acentuada

banda negativa em 196-200 nm e uma fraca banda em tome de 218 nm, a qual pode ser

positiva ou negativa (figura 2.8). A conforma~ao volta B, tern sido considerada como

uma importante fonte de sinal em urn espectro CD. Os estudos te6ricos para predizer 0

comportamento desta estrutura foram feitos principalmente por Woody [36].

..~ 0 CD dos elementos estruturais de uma proteina e considerado aditivo. Se forem

conhecidos os espectros de CD das estruturas acima citadas, utilizando-os como uma

referencia, as fra~oes correspondentes a estas conforma~oes podem ser solucionadas

utilizando 0 espectro de CD da proteina. Este pode ser expresso como:

onde.h e a fra~ao da i-esima conforma~ao e 8i(A) e a medida de CD da conforma~ao

correspondente. Os .h's podem ser calculados resolvendo-se urn sistema de equa~oes

(uma equa~ao para cada A), pelo metodo dos minimos quadrados. A precisao de tal

calculo depende "do Quante sao linearmente independentes" os espectros base 8i(A)

escolhidos e em proteinas esta independencia geralmente nao ocorre. Foram propostas

quatro aproxima~oes que serao mencionadas nas se~oes seguintes.
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Figura 2.8- Espectro de CD de polipeptideos em vanas confo~l5es. a
-helice: poli-L-lisina, pH 11.2, 25°C; 1-13:poli-L-lisina, pH 11.2, 52°C; ll-
13: poli-S-carbobenzoximetil-uisteina (filme); desordenada (em
solu~!o): poli-L-lisina,. pH 7.5; desordenada (em filme): urn filme de
poli-L-lisina, em pH 7.5 [5].

2.3.1-Espectro de refer@ncia baseado no modelo de
homopolipeptideos

Neste metodo [11], os espeetros de referencia para as quatro estruturas

secundarias blisicas, a-helice (a), folha pregueada 6 (6), volta 6 (t) e desordenada (r) sio

os espectros de CD de homopolimeros. Utilizando-se quatro espeetros de

homopolimeros, cada urn representando uma das quatro estruturas, a eq. 2.20 pode ser

Os valores sac introduzidos na equa~ao acima, a qual e solucionada pelo metodo

dos minimos quadrados, utilizando-se 0 vinculo 1:ji = 1. A maior vantagem desta

aproxima~ao e sua simplicidade. Uma desvantagem e que 0 CD da helice ou da folha

pregueada 6 varia com 0 comprimento do homopolipeptideo. Os modelos sinteticos

utilizados para compor os espectros blisicos sac muito maiores que helices ou folhas em

uma proteina globular. A outra desvantagem e que a estrutura terciaria de uma proteina



globular consiste de regioes de estruturas secundanas individuais empacotadas pr6ximas

umas das outras, cujas intera~oes contribuem para 0 CD e nio podem ser

adequadamente ajustadas por homopolimeros.

2.3.2 - Espectros de referencia baseados em proteinas

Com 0 intuito de evitar as desvantagens citadas anteriormente, Donald Wetlaufer

[29] utilizou urn grupo de proteinas (mioglobina, lisozima e ribonuclease), para calcular

os~pectros bisicos._De~e q~~.~proteinas tenham a estrutura secundarill CQnhecida,e

possivel determinar 0 espectro de referencia do espectro de CD dessas proteinas

utilizando-se a eq. 2.20. Neste caso, sao conhecidos os J: 's a partir dos dados

cristalograficos e os 9(A.) que sao os valores do espectro de CD das proteinas. Os valores

de 9i(A.) sao as quantidades desconhecidas. Desse modo, tem-se aproxima~oes para 0

espectro de cada tipo de estrutura secundaria como realmente ocorrem em proteinas

tipicas. Chen e Yang [8] utilizaram cinco proteinas (mioglobina, lisozima , ribonuclease,

papaina e lactato desidrogenase) para solucionar urn sistema de cinco equa~oes para

cada comprimento de onda, pelo metodo dos minimos quadrados, com 0 vinculo

~f i= 1. Eles obtiveram espectros de referencia similares ao dos homopolipeptideos.

Tanto Wetlaufer quanto Chen e Yang, calcularam espectros de referencia apenas para as

conforma~oes a.-helice, folha 6 pregueada e desordenada. Em 1978, Chang et. al. [7],

aumentaram 0 numero de proteinas de referencia para 15 e determinaram tambem 0

espectro de referencia para a conforma~ao volta 6. As proteinas adicionadas foram:

insulina, citocromo-C, carboxipeptidase-A, termolisina, inibidor de tripsina, ribonuclease-

S, concanavalina-A, parvalbumina. Eles utilizaram dois vinculos: ~fi = 1 eO < Ii< 1. A

introdu~io do vinculo ~fi = 1, reduz uma variavel por substituir Ir por (1-1a.-/a-/J. A

remo~io deste vinculo pode proporcionar urn teste de soma. Uma analise de CD deve

ser revista se falhar neste teste. 0 uso de proteinas para calcular 0 espectro de referencia

e mais realistico do que 0 uso de polipeptideos sinteticos, porem nio se pode



negligenciar algumas desvantagens que este metoda traz: Ii) a arbitrariedade da escolha

das proteinas de referencia. Idealmente, 0 grupo deveria cobrir um largo intervale de 1CI.'

18 e It. Esta condi~io e dificil de ser satisfeita, apesar do conhecimento de muitas

proteinas de estrutura resolvida. Ainda nio e claro qual seria um gropo representativo.

Diferentes gropos de proteinas de referencia podem mostrar diferentes intensidades e,

ainda, diferentes perfis de espectros de referencia. 2!) nio e trivial a determina~io de

estrutura secundaria por difra~io de raio-X. 3i) a estrutura secundaria de uma proteina

esta, geralmente, longe da ideal, pois e frequentemente misturada e difere de proteina

para proteina.

2.3.3 - Combina~ao linear do espectro CD de proteinas de
estrutura conhecida

a) Metodo de Provencher e GIiSkner [25]

Estes autores propuseram a analise direta do espectro de CD de uma proteina por

combina~io linear do espectro de CD de proteinas de referencia de estrutura secundaria

conhecida. Este metodo evita a responsabilidade de se fazer uma escolha antecipada do

numero de proteinas que compoem 0 espectro de referencia, pois um grande numero de

proteinas pode tomar 0 metoda dos minimos quadrados instavel. A instabilidade causada

por muitos parametros na eq. 2.20 e controlada por um procedimento de regulariza~io

vinculada, com a introdu~io de um coeficiente Yj para determinar e expressar 9()") na eq.

2.20 como:

onde Rj()..) e 0 CD da j-esima proteina de referencia no comprimento de onda )..e Ny_ e

o numero de proteinas de referencia usadas. As percentagens das conforma~oes sio

Ny
.h = "2.Y ·Fji

j=) J



onde fji e a fra~io da i-esima conforma~ao da j-esima proteina. Os valores de y do

determinados de forma a minimizar uma quantidade e:

obedecendo os vinculos :Lfi = 1 e Ii~O. O(A) e 0obs(A) do os valores calculados e

experimentais, respectivamente, Ny e 0 numero de pontos. Para a=O, a eq. 2.24 reduz-se

a solu~ao dos minimos quadrados. Quando wO, 0 segundo termo tende a estabilizar a

solu~ao, mantendo pequeno cada Yj, isto e, proximo a l/Ny, a nio ser que Rj(y)

correspondente tenha componentes que simulem bem 0obs(A) pois, neste caso, 0 termo

dos minimos quadrados, 0 primeiro da eq. 2.24, reduz-se significativamente. 0 programa

automaticamente escolhe 0 melhor valor de a. A vantagem deste metodo deve-se a

liberdade para definir espectros de referencia caracteristicos das classes conformacionais,

isto e, a precisao do valor / para uma classe pode ser bastante independente da precisio

para outras classes. Ainda assim, a determina~io das percentagens sio dependentes dos

dados de raio-X com as desvantagens anteriormente mencionadas. Provencher e

Glockner usaram os mesmos dados de CD fornecidos por Chang et. a/. [7], exceto que

os espectros de CD da subtilisina e termolisina foram excluidos a fim de melhorar os

coeficientes de correla~ao.

b) Metodo de Hennessey e Johnson [12]

Utilizaram uma aproxima~io similar a citada no item a), mas aplicaram urn metodo

autovetor de analise de multicomponentes. 0 metodo e baseado num catculo matematico

de espectros blisicos ortogonais de CD a partir dos espectros de CD de 15 proteinas e 1

polipeptideo helicoidal. Os autores obtiveram, utilizando uma matriz algebrica, 16

espectros bilsicos ortogonais. Estes 16 espectros basicos sao combina~oes lineares dos

espectros de CD das proteinas originais. Eles concluiram que apenas 5 dos espectros

blisicos eram necessanos para reconstruir os espectros das 15 proteinas e do

polipeptideo e os 11 espectros restantes eram provavelmente ruido. Estes espectros nao



SaDos espectros tipicos das estruturas secundarias puras, mas podem ser usados para

calcular a estrutura secundilria de umaproteina, pois os espectros basicos de CD

correspondem a uma mistura de estruturas secundarias. Em analogia a Provencher e

Glockner, Hennessey e Johnson restringiram sua analise a 15 proteinas, para reduzir a

instabilidade do metodo. A vantagem deste metoda e que com 0 uso dos cinco espectros

ortogonais basicos, a simula~ao para 0 espectro CD de uma proteina sera (mica. Porero,

o metodo de Provenchc' e Glockner, e provalvemente mais flexivel pois e menos

dependente do grupo das proteinas de referencia.

Aperfei~oaram os metodos acima com urn novo procedimento, denominado

metodo de sele~ao variavel. Este metodo une a flexibilidade encontrada no metoda de

Provencher e Glockner ao metodo de Hennessey e Johnson. A ideia principal e remover

as proteinas do grupo basico, que refletem parametros nao encontrados no espectro de

CD da proteina que esta sendo analisada. Este procedimento e executado de forma

sistematica removendo tres proteinas de uma vez e eliminando as responsaveis por

causar problemas. 0 procedimento e repetido ate que analises satisfat6rias sejam obtidas.

2.3.4 -Combina~io linear do espectro de CD de proteinas

Analysis" (CCA), que utiliza diretamente os espectros de CD das proteinas,

possibilitando utilizar como bases, proteinas com estrutura ainda desconhecida [21, 22,

23, 24]. 0 espectro de CD de uma proteina e expresso como:

p
1(2) = Ic;g;

;=1
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onde ci e 0 coeficiente com um detenninado peso, gi(A) sio as componentes puras do

espectro de CD e P corresponde ao numero de conformayoes que serao utilizadas na

desconvoluyao.

o verdadeiro problema e detenninar Ki' A desconvoluyao da equayao previa sem

qualquer vinculo em ci e ambigua. Provencher e Glokner nao extrairam qualquer

espectro de componentes puras dos dados de um gropo de proteinas de referencia mas

avaliaram diretamente os Cj'S com 0 auxilio dos dados da difrayao de raio-X. Hennessey

e Johnson, para evitar esta ambigliidade, introduziram a ortogonalidade das funyoes

basicas. Mas, na verdade, estas funyoes nao sac espectros das componentes puras.

Perczel e Fasman usaram tres vinculos:

b) Ci ~ 0
c) Os Cj'S (i = 1,...,P) devem estar embutidos num "simplex" do espayOeuclidiano

de dimensao P (isto e, um elemento geometrico basico, como um triangulo). A
minimizayao deste espayo conduz a uma desconvoluyao bem sucedida
(Algoritmo de Bregman).

Deste modo, Perczel e Fasmam, encontraram os Kitsutilizando 25 espectros de

CD de proteinas para 0 caIculo da desconvoluyao. Porem, quando adicionaram a

proteina a ser analisada ao gropo de proteinas de referencia (25+ 1), nao obtiveram os

mesmos espectros puros. Isto porque, 0 programa nao faz distinyao entre os dados da

proteina a ser analisada e 0 gropo basico de dados. Portanto, 0 espectro de CD, da

proteina a ser analisada, fornece sua propria contribuiyao a base de referencia. As vezes

dependendo do gropo de dados da proteina, a forma dos "espectros puros" e bastante

similar as formas dos homopolipeptideos, mas e muito sensivel as mudanyas no gropo de

dados. Estes espectros sio portanto, apenas uma media dos componentes puros.

Os melhores resultados sac obtidos com P=5. Este fato apoia a suposiyao de que

as curvas experimentais de CD sac compostas de contribuiyoes quirais de mais de tres

conformayoes. A maior vantagem deste metodo e que ele nao faz use dos dados de



raios-X como em todos metodos anteriormente citados. 0 grupo de dados das proteinas

de referencia podem ser alinhados com qualquer que seja a proteina, ainda que os dados

de raio-X nao estejam disponiveis. Considerando que os espectros bilsicos encontrados

com esse metodo possam efetivamente representar os componentes puros, entio 0

metodo abre novas possibilidades neste campo, pois 0 fato de utilizar apenas os

espectros de CD permite calcular-se os espectros bilsicos incluindo no grupo de

pr01:einasde referencia, proteinas similares a aquela em estudo, mesmo que nio existam

dados de raio-X. Uma outra interessante aplica~io e a monitora~io de mudan~as na

estrutura secundaria da proteina em fun~ao de alguns agentes extemos, como

temperatura, pH, Iigantes, ou ainda, a determina~ao da estrutura secundana de pequenos

peptideos. Neste caso, os espectros de referencia a serem utilizados para 0 calculo dos

espectros das estruturas bilsicas, seriam os pr6prios espectros do parimetro que foi

variado. Por exemplo, 0 grupo de espectros de referencia para urn experimento no qual a

temperatura foi variada seriam os pr6prios espectros obtidos com a varia~ao da

temperatura.

2.4 - Compara~Aoentre os metodos da analise do CD

Para se julgar a validade de urn metodo deve-se, quando possivel, comparar as

estimativas do CD com os resultados de raios-X. As estimativas por CD para a helice,

sao na maioria das vezes excelentes, independentemente do metodo usado. Isto ocorre

devido as a1tas intensidades das bandas helicoidais de CD. A correla~io para as outras

formas e frequentemente menos satisfat6ria [34]. Uma boa avalia~io da correla~io com

os dados de raios-X e complicada pelo fato de que cada laborat6rio usa urn metodo

diferente para a analise dos dados de raios-X. Por exemplo, Hennessey e Johnson

utilizaram urn metodo baseado nas Iiga~oes peptidicas como unidades basicas; por sua

vez, Perczel e Fasman preferiram urn metodo baseado na fra~ao das Iiga~oes de

hidrogenio. Estes metodos de analise de raios-X, geralmente, sao pobremente



correlacionados. Portanto, para uma compara~ao satisfatoria entre metodos que utilizam

espectros de CD em suas amilises, e necessario levar-se em considera~ao, a rnaneira

como os dados de raios-X foram tratados.

2.5 - Outras aplica~6es para 0 CD

o CD pode ser utilizado para monitorar mudan~as conformacionais e vizinhan~as

locais. Para tais experimentos, devem ser seguidos parimetros do sistema, tais como

tempo, temperatura ou outras variaveis. Se 0 sistema contem diversas conforma~oes, a

atividade optica e a absor~ao serao sempre uma media aritmetica. Por exemplo, na
n

equa~ao: 9 = r.fi9j, Iie apenas uma fra~ao da i-esima conforma~ao e 9i e 0 CD da
i=l

conforma~ao correspondente. Pela escolha de urn grupo··de diferentes comprimentos de

onda, pode-se seguir cada conforma~ao independentemente.

o CD e essencialmente sensivel a intera~oes locais, mesmo em casas onde

associa~oes complexas estejam ocorrendo. Devido a sua sensibilidade, a monitora~ao de

mudan~as conformacionais por CD e muito utilizada. Ainda que uma interpreta~ao

estrutural detalhada nao seja possivel, uma mudan~a na estrutura refletira em uma

mudan~a no CD.

Outra aplica~ao util e em estudos de liga~oes de moleculas pequenas a proteinas

ou acidos nucleicos. Este experimento sera mais eficiente quando utiliza-se uma

molecula pequena que absorva a luz visivel. Esta, se for opticamente ativa, devera

mostrar uma mudan~a no CD ao se ligar a uma macromolecula, devido as intera~oes

eletronicas com 0 seu sitio ligante, ou a mudan~as conformacionais quando ligada a

macromolecula. ·Essas mudan~as podem ser detectadas facilmente, porque a maioria dos

biopolimeros nao tern CD no visivel.

Se a molecula pequena for opticamente inativa, a indu~ao do CD ocorrera com a

liga~ao, pelas mesmas razoes acima mencionadas. De qualquer modo, medidas de CD na



banda de absor~ao de moleculas pequenas, devem refletir somente propriedades do

materialligado. Isto facilita determinar se existe uma classe de sitios ligantes eqOivalentes

e 0 numero de ligantes neste sitio. Supondo que os sitios sejam similares, 0 CD induzido

da pequena molecula e dado por 9 = Cb9b//lOO, onde Cb e a concentra~ao das pequenas

moleculas ligadas, ~ e 0 CD das especies ligadas (determinado pela satura~ao de uma

amostra de moleculas pequenas com excesso de polimeros) e / e 0 caminho optico da

cubeta. Como ~ e conhecido, Cb pode ser calculado da medida 9. Deste caIculo,

constantes e dados termodinimicos de liga~aopodem ser obtidos.

Diversos fatores contribuem para 0 CD induzido de uma pequena molecula quando

ligada ao sitio assimetrico de urn polimero. 0 efeito do meio ambiente devera mostrar

contribui~oes do tipo "one-electron". Em adi~ao, termos do oscilador acoplado podem

fomecer altos valores de CD induzidos, se os niveis de energia dos cromoforos das

proteinas ou acidos nucleicos forem similares aos niveis de energia da pequena molecula.

Por exemplo, grande parte da atividade optica dos grupos heme nas hemoglobinas, pode

ser causada pelas intera~oes com residuos de tirosina da proteina.



Capitulo 3 - Fluorescencia

3.1 - Introdu~Ao

A espectroscopia de fluorescencia e uma das tecnicas mais utilizadas no estudo

estrutural de macromoleculas na atualidade. Isto e devido ao desenvolvimento de uma

instrumenta~ao avan~ada, aliada a facilidade de realizar medidas e a possibilidade de se

trabalhar com amostras pouco concentradas, da ordem de 10-10 M para proteinas ou

10-15_10-12 M para outros fluor6foros. Outra vantagem desta tecnica e sua alta

sensibilidade, que decorre do tempo relativamente 10ngo(da ordem de ns a ps) em que a

molecula permanece no estado excitado. Com esse tempo de vida, a molecula e 0 meio

podem nao permanecer estaticos, como ocorre com a absor~ao (/s). Assim, vanos

processos poderao ocorrer, entre eles:

• rea~oes de protona~ao e desprotona~ao~de grupos funcionais
• mudan~as conformacionais em proteinas~
• reorienta~ao do crom6foro.

Alem disso, com a emissao de luz, pode-se obter informa~oes sobre as

propriedades e reatividades dos estados excitados. A seletividade da tecnica e uma

excepcional vantagem no caso das proteinas pois estas possuem apenas tres fluor6foros



Quando uma molecula absorve urn foton de luz, urn eletron passa do estado

fundamental (So) ao estado excitado (SI)' Primeiramente, acontece uma desexcita~io

para 0 mvel vibracional fundamental do estado excitado atraves de conversio interna

(processo nio radioativo), em seguida ocoere 0 retorno para 0 estado fundamental com

emissio de luz. A emissio de luz resultante desse decaimento, da-se 0 nome de

"Intersystem Crossing"

Fl~uorescencla

'It hOF ho i
Fosforescencia P

Quando a absor~io ocoere, a estrutura da molecula e 0 meio ambiente estio em

urn estado de orienta~io fundamental. A emissio origina-se da reorienta~io de uma

molecula, com rela~io ao solvente, em resposta ao estado excitado [4, 14]. Porem, a

fluorescencia nio e 0 imico processo pelo qual urn eletron retorna ao estado fundamental

(figura 3.1). Tais processos e as constantes de velocidades que os caracterizam, sio: a

kq(Q). Todos estes processos competem diretamente para despopular 0 estado excitado.

A fra~io de estados excitados que virio a ser desexcitados atraves da fluorescencia, e

denominada rendimento quantico e expressa por:



onde kF e a constante de velocidade da fluorescencia.

o rendimento quantico e, portanto, igual a razao· entre os fotons emitidos e os

absorvidos pelo sistema. Os processos que influenciam na intensidade de fluorescencia

Convenio interna (~J: Neste processo a energia de excita~ao em S 1 e perdida
por colisao com 0 solvente, ou por dissipa~ao atraves dos modos de vibra~ao intema.
Geralmente, kie aumenta com a temperatura, consequentemente a intensidade da

fluoresie ia diminui com a temperatura. Este fato causa dificuldades para
monitor , com fluorescencia, mudan~as conformacionais induzidas por temperatura.
Supre io da fluorescencia [kq(Q)): Este processo resulta ou da supressao
colisional por outras moleculas, ou da forma~ao de complexos com solutos
moleculares (Q) capazes de reduzir 0 tempo de vida do estado excitado, ou manter 0

complexo no estado fundamental, provocando a supressao da fluorescencia.
Cruzamento intenistema (~c): Neste processo, a troca de spin "proibida" converte
urn estado excitado singleto (SI) em urn estado excitado tripleto (T 1)' Este estado
pode, por sua vez, decair ao estado singleto fundamental (So) por fosforescencia ou

por conversao intema. 0 estado tripleto T 1 geralmente tern menor energia que 0

estado singleto excitado S1 e, portanto, a fosforescencia ocorre em comprimentos de
onda maiores. Deste modo, a banda da fosforescencia pode ser separada da banda da
fluorescencia.

A figura 3.2 mostra 0 efeito de outros niveis eletronicos e vibracionais. A

co.nversao intema entre singletos de energia mais alta como por exemplo S2~SI' e mais

nipida do que as taxas ate agora consideradas. Do mesmo modo, a relaxa~ao vibracional

dos niveis vibracionais excitados, de cada estado eletronico, para 0 nivel vibracional

fundamental, e muito mais rapida do que a emissao de urn foton. 0 resultado e que toda

a fluorescencia observada origina-se do menor nivel vibracional do estado singleto

menos excitado. Esta afirma~ao traz implica~oes importantes:



• a forma da banda de· emissao deverS. ser uma imagem especular da banda de
absor~io dos maiores comprimentos de onda (figura 3.2b), evidenciando que as
estruturas vibracionais de S1e So sio muito similares.

• 0 espectro de emissio deverS. ser independente do comprimento de onda de
excita~io;

• todos os espectros de fluorescencia deverio ser deslocados para energias menores
(comprimentos de onda maiores) do que as da banda de absor~ao (deslocamento
de Stoke);

Relaxa~o
Vibracional

87654321
Excita~o

I

8 7 6 5 4 3 2 1 i 2' 3'4'
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3.3.1 - Espectro de emissao e excita~ao da fluorescencia

o espectro de excita~ao e obtido quando a emissao e monitorada em urn unico

comprimento de onda, enquanto a luz excitadora e variada. No caso de uma solu~ao

pura com uma unica especie de crom6foro, depois de apropriadas corre~oes, a forma

deste espectro seria equivalente a forma do espectro de absor~ao. Porem, se a energia

potencial do estado excitado, relativa ao estado fundamental, for alterada por

modifica~oes quimicas da molecula ou por perturba~io do solvente, estes espectros nao

serio mais similares. Isto ocorre porque, se de algum modo as moleculas excitadas forem



dissociadas antes que a conversao intema possa ocorrer, a fluorescencia sera

influenciada, despopulando 0 estado excitado. 0 espectro de excita~ao representaria 0

rendimento quantico relativo em cada comprimento de onda de excita~ao [14].

o espectro de emissao e obtido quando a amostra e excitada em urn imico

comprimento de onda e a intensidade da fluorescencia e monitorada como fun~ao do

comprimento de onda. Idealmente, 0 espectro de emissao registrado, representaria 0

fluxo de f6tons emitidos em cada comprimento de onda, dentro de urn determinado

intervalo de comprimento de onda. Se existir apenas uma especie de fluor6foro, a forma

do espectro de emissao sera independente da escolha do comprimento de excita~ao. Este

3.3.2 - Rendimento quantico da fluorescencia

Outro parametro de interesse na fluorescencia e 0 rendimento quantico: "a fra~ao

dos singletos excitados que decaem por fluorescencia". Este depende das taxas de vanos

processos de desexcita~ao, expressos pela eq. 3.1. Reunindo-se as constantes de

velocidade dos fenomenos nao radioativos da eq. 3.1 obtem-se:

onde kF e a constante de velocidade para a emissao da fluorescencia, k; sao as constantes

de velocidade para os processos nao radioativos e kj sao as constantes de supressao pelas

substancias Q. Devido a estas vanas formas de desexcita~ao, 0 rendimento quantico e

sensivel ao meio e aos grupos estruturais vizinhos ao crom6foro. Porem, medidas

absolutas do rendimento quantico sao dificeis. Urn caminho altemativo e a medida do

tempo de vida, pois 0 rendimento quantico tambem pode ser obtido por:

't
cPF=- (3.3)

'to
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3.3.3 - Tempo de vida da fluorescencia

o tempo de vida d r '~stadoexcitado e definido pelo tempo medio que a molecula

permanece no estado excuado antes de retomar ao estado fundamental. Esta quantidade

e urn valor essencial na discussao da supressao e polariza~o da fluorescencia. Os

estudos do tempo de vida do estado excitado podem oferecer informa~oes sobre rea~oes

apresentados valores tipicos das constantes de velocidades (1I'to) e dos tempos de vida

envolvidos nos processos relacionados as transi~oes eletronicas:

Processo de de velocidade k(s-l) 'to (s)
S.,~Sl lOll - 1014 10-14 - 10-11

Sl~SO 105 - 108 10-8 - 10-5

Sl~Tl 107 - 108 10-8 _ 10-7

Tl~SO 10-1 - 104 10-4 - 10

Como pode-se observar, enquanto 0 tempo requerido para absorver urn foton

ultravioleta e de aproximadamente 1O-15s, 0 tempo de relaxa~ao para moleculas em

solventes org8.nicos comuns e de aproximadamente lO-11s, enquanto na fosforescencia

encontram-se tempos de vida mais longos, os quais variam desde 10-7sate valores na

faixa de 1O-3s. Por envolver transi~oes de multiplicidades distintas, a emissao de

fluorescencia, como em urn processo de decaimento, e de primeira ordem e pode ser

descrita por uma fun~ao exponencial:



*
Quando t = 'to: ~=e-l, portanto A* = Ao, onde Ao eo numero de moleculas excitadas

Ao e

no instante que a luz excitadora e desligada e A * e 0 numero de moleculas que

permanecem excitadas em urn instante t, ap6s a luz excitadora ser desligada. Este tempo

t no qual A* decaiu de lie de Ao e definido como 0 tempo de vida da fluorescencia 'to.

Por ser uma tecnica mais sensivel ao meio ambiente em que se encontra 0

crom6foro do que a absor~ao, a fluorescencia e mais eficaz para acompanhar mudan~as

conformacionais e intera~oes com Iigantes [4]. Esta sensibilidade deve-se ao longo

tempo que uma molecula permanece no estado excitado. Nesta escala de tempo, a

molecula e 0 meio ambiente nao serao estaticos, poderao ocorrer vanos processos,

alterando a natureza quimica ou a coordenada de Iiga~ao, afetando-se assim as

caracteristicas da emissao, enquanto que na absor~ao, devido ao seu tempo de vida, a

molecula e 0 meio sac estaticos.

Algumas moleculas fluorescentes tern uma propriedade muito conveniente: em

solu~ao aquosa sua fluorescencia e fortemente suprimida, mas em urn meio rigido ou nao

polar urn grande aumento e observado. Se urn marcador for Iigado a urn sitio rigido ou

nao polar de uma proteina, 0 espectro de fluorescencia sera dominado pela especie

Iigada, como e 0 caso do brometo de etideo, mostrado na figura 3.3, muito utilizado para

supressao colisional por solutos moleculares. 0 oxigenio esta em urn estado tripleto

fundamental e ao colidir-se com alguma molecula no estado singieto excitado promove 0

cruzamento entre sistemas, aumentando a velocidade de conversao singieto-tripleto,
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Figura 3.3 • Espectros de excita~ao da fluorescencia do brometo de etideo em
solu~ao aquosa (linha tracejada) ou ligado (linha s61ida), nas seguintes formas: a)·
DNA ou b) RNA [4).

Atomos pesados, como ions de iodeto e cesio, tern urn efeito similar, porem por

mecanismos diferentes. Urn crom6foro livre em solu~io aquosa e bastante sensivel a tal

supressio, porem quando incorporado a uma macromolecula, ele devera ser protegido

pela mesma, diminuindo a eficacia da supressio. As medidas de fluorescencia em fun~io

da concentra~io do supressor permitem distinguir os residuos que estio na superficie

daqueles mais internos.

3.5 - Supressao da fluorescencia

Supressio da fluorescencia e qualquer processo que diminui a fluorescencia de

uma dada substancia. Alguns processos que podem resultar em uma supressio sio:

rea~oes de estado excitado, transferencia de energia, forma~io de complexos e supressio

Denomina-se supressio colisional ou dinamica aquela que e devido as colisoes

entre fluor6foros e supressores, e a supressio estatica e aquela devido a forma~io de

complexos.

A supressio da fluorescencia tern sido utilizada como uma ferramenta em

aplica~oes a problemas bioquimicos, principalmente pela caracteristica de ser necessario

urn contato entre 0 fluor6foro e 0 supressor, fornecendo assim informa~oes sobre 0



fluor6foro. No caso da supressao estatica urn complexo nao fluorescente e formado

entre 0 fluor6foro e 0 supressor. Na supressao colisional 0 supressor devera aproximar-

se do fluor6foro durante 0 tempo de vida do estado excitado. Entao, com 0 contato, 0

fluor6foro retoma ao estado fundamental sem a emissao de urn f6ton. Seja qual for 0

tipo de supressao 0 fluor6foro e 0 supressor devem estar em contato. Oesta

caracteristica decorrem as vanas aplica~oes da supressao como, por exemplo, mostrar a

acessibilidade dos fluor6foros ao supressores, ou ainda revelar as velocidades de difusao

dos supressores. A1emdisso, considerando urn fluor6foro em uma proteina, se a proteina

for impermeavel ao supressor e 0 fluor6foro estiver em seu interior, nenhum tipo de

supressao ocorrera. Oeste modo, estudos de supressao podem ser utilizados para revelar

a localiza~ao dos fluor6foros em proteinas ou membranas e sua permeabilidade ao

3.5.1 - Supressao colisional

FO=l+kq'to[Q]=l+kD[Q] (3.6)
F

onde, Fo e F sao as intensidades de fluorescencia na ausencia e na presen~a do supressor,

respectivamente, kq a constante de supressao bimolecular, 'to e 0 tempo de vida do

fluor6foro na ausencia do supressor, [Q] e a concentra~ao do supressor e ko e a

constante de supressao de Stem-Volmer. Os dados de supressao sao frequentemente

representados como urn grafico de FrlF contra [Q], e espera-se uma dependencia linear

destas quantidades. 0 eixo y sera interceptado em 1 com uma inclina~ao igual a ko e

quando tivermos uma concentra~ao do supressor igual a 1/kO teremos FrlF = 2, isto e,

SOO/O da intensidade sera suprimida. Urn grafico linear de Stem-Volmer indica,

geralmente, uma (mica c1asse de fluor6foros ou igual acessibilidade ao supressor para

todos os fluor6foros. Se existir mais de uma c1assede fluor6foros com acessibilidades ao



supressor distintas, 0 grafico de Stem-Volmer nao sera mais linear. Isto ocorre com a

supressao da fluorescencia de triptofanos em proteinas, por supressores polares. Estes

supressores nao penetram na regiao apolar das proteinas, e apenas os residuos de

triptofano em contato com 0 solvente tem sua fluorescencia suprimida. Porem, e

importante observar que um gratico linear de Stem-Volmer nao prova a ocorrencia da

supressao colisional, pois a supressao estatica tambem fomece um gratico linear de

Stem-Volmer. A distin~ao entre estas duas formas de supressao pode ser feita atraves de

sua dependencia com a temperatura e viscosidade ou por medidas de tempo de vida.

3.5.2 - Supressao esbitica

Esta supressao resulta da forma~ao de um complexo nao fluorescente entre 0

fluor6foro e 0 supressor. Quando este complexo absorve luz, ele volta ao estado

fundamental sem emitir f6tons.

Atraves da constante de associa~ao da forma~ao do complexo, podemos relacionar

a intensidade de fluorescencia com a concentra~ao do supressor. Esta constante e dada

[F-Q]
k,= [F][Q] (3.7)

fra~ao de fluorescencia que permanece (FrlF) e dada pela fra~ao dos fluor6foros que

permanecem livres (f= FIFo). A concentra~ao total dos fluor6foros [Fo] e dada por:

[Fo]-F [Fo] 1
k,= [F][Q] - [F][Q] [Q]
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Pode-se substituir a rwo de concentrayao de fluor6foros ([Fo]/F) pela rwo entre as

intensidades de fluorescencia (FJF), pois sac equivalentes e, assim, obtem-se:

_ F 0 1 _ 1 (F 0 1)
k,- F[Q] - [Q] - [Q] /i-

Note que a dependencia de FJF sobre [Q] e identica a observada na supressao din3.mica,

com a diferenya que a constante de supressao e agora uma constante de associayao. Os

dados de supressao de "escencia podem ser explicados por processos colisionais ou

estaticos, a nao ser que informayoes adicionais sejam proporcionadas.

3.5.3 - Compara~ao entre supressao dinimica e esbitica

A~medidas de tempo de vida ou a dependencia da supressao com a temperatura e

a viscosidade podem ser usadas para distinguir a supressao estatica da din3.mica.A

medida de tempo de vida e a melhor maneira para esta distinyao. A supressao estatica,

pela formayao de complexos, subtrai alguns fluor6foros de observayao. Assim, observa-

se a fluorescencia apenas dos fluor6foros livres. A frayao livre nao e perturbada e, sendo

assim, 0 tempo de vida e 'to' Portanto, para a supressao estatica 't/'to = 1 e na supressao

A supressao din3.micadepende da difusao e urn aumento da temperatura resulta no

aumento do coeficiente de difusao. Logo, espera-se urn aumento na constante de

supressao bimolecular. Pelo contrario, urn aumento de temperatura desestabiliza os

complexos provocando urn decrescimo das constantes de supressao estaticas.

Outro metoda para a distinyao e a observayao dos espectros de absoryao do

fluor6foro. Como a supressao colisional sO afeta os estados excitados, ela nao produz

mudanyas no espectro de absoryao. Ao contrano, a supressao estatica por formar

complexos no estado fundamental da origem a mudanyas no espectro de absoryao.



3.5.4 - Transferencia de energia

o processo de transferencia de energia, do estado excitado de um doador (D) para

um aceitador (A), tambem implica em supressao da fluorescencia. Esta transferencia e

resultante da intera~ao dipolo-dipolo entre 0 doador e 0 aceitador. A taxa de

transferencia de energia depende dos seguintes fatores:
• superposi~ao dos espectros de emissao do doador e de absor~ao do aceitador~

• orienta~ao relativa do doador e aceitador~
• distancia entre as moleculas que pode ser medida a partir da transferencia de

energia. Tais medidas podem ser feitas somente se doador e aceitador forem

separados por uma distancia, e que esta permane~a fixa durante 0 tempo de vida
do estado excitado do doador.

Considere um doador e um aceitador separados por uma distancia fixa R. A teoria

de Theodore Forster estabelece que, a taxa de transferencia de energia e dada por:

onde, 'tD e 0 tempo de vida do doador, na ausencia do aceitador, e Ro e a distancia de

Forster, dada pela equa~ao (3.12):

Ro=9, 7x 10J(Jk2n-4~D)l/6 em

onde, J= J EA(V)!D(V)v-4dv e a superposi~io entre as bandas de emissao do doador e

de absor~ao do aceitador, /D e a fluorescencia normalizada do doador, n e 0 indice de

refta~ao do meio que separa 0 doador do aceitador, k2 e um fator geometrico complexo

que depende da orienta~ao relativa do doador para 0 aceitador, ~ e 0 rendimento

quantico do doador na ausencia do aceitador e 8A(A.) e 0 coeficiente de extin~io do

aceitador, no comprimento de onda de excita~ao.

Um parametro que e medido freqOentemente e a eficiencia de transferencia de

energia (E). Este parametro e a fra~io de doadores excitados que sio desexcitados pela

transferencia de energia para os aceitadores, que sera determinado pela equa~io (3.13)



E= kT
-1 ktD + T

Substituindo (3.11) em (3.13) tem-se :

E= R
6

R~+R6

Portanto, a eficiencia de transferencia de energia pode ser diretamente relacionada

3.6 - Fluorescencia de protefnas

A grande maioria das proteinas possuem fluor6foros intrinsecos dai 0 grande

numero de dados existentes em fluorescencia de proteinas. Proteinas contem tres

residuos de aminoacidos que contribuem para sua fluorescencia no ultravioleta: tirosina

pelos residuos de triptofano, 0 indol desses residuos de aminoacidos e urn fluor6foro

muito sensivel e complexo. 0 indol, 0 triptofano e seus derivados 810 muito sensiveis a
polaridade do solvente e sentem seus efeitos gerais e especificos. Portanto, 0 espectro de

emis810dos residuos de triptofano reflete a polaridade de seu meio ambiente. 0 espectro

de emissao de proteinas e sensivel a liga~ao de substratos, rea~oes de asssocia~ao e a
desnatura~ao. 0 triptofano e muito sensivel a supres810 por vanas substancias: iodetos,

acrilamida, per6xido de hidrogenio, dicloroacetamida, Cs2+, Cu2+, Pb2+, Cd2+, Mn2+,

N03-, 103-. Esta sensibilidade vem do fato do indol poder doar eletrons enquanto

permanecer no estado excitado. Pode-se determinar a acessibilidade dos residuos de

triptofano nas proteinas por medidas de supres81o. A maior vantagem do uso da

fluorescencia intrinseca da proteina nao e a de apenas se evitar alguma modifica~ao

quimica, mas tambem 0 risco de uma perturba~ao estrutural decorrente dessa

modifica~ao. Porem, existe uma desvantagem, pois a maioria das proteinas contem mais

que urn residuo de triptofano ou tirosina e, desde que cada residuo tern seu meio

ambiente, as propriedades espectrais de cada urn serio diferentes. 0 espectro de emis81o·



seria uma sobreposi~ao da emissao de cada residuo. Portanto, toma-se uma tarefa dificil

separar a contribui~ao espectral de cada triptofano [14].

Para contomar estes problemas, podem ser feitas algumas modifica~oes quimicas a

fim de eliminar a fluorescencia de alguns residuos ou, se a estrutura terciaria da proteina

for conhecida, residuos especificos podem ser envolvidos por sua proximidade aos sitios

ligantes.

3.6.1 -Propriedades espectrais dos aminoacidos
aromaticos

o espectro de absor~ao dos aminoacidos que contribuem para a fluorescencia das

proteinas saD mostrados na figura 3.4. A tabela 3.2 fomece alguns de seus parametros

espectroscopicos. A fluorescencia da proteina e geralmente medida excitando-se no

maximo da absor~ao, proximo de 280 nm, ou em comprimentos de onda maiores. Como

consequencia, a fenilalanina nao e excitada e, alem disso, por apresentar urn rendimento

quantico menor sua emissao e raramente observada.

20,000
l: - Coeficiente de

extin~ao 10,000

molar



A absoryao em proteinas em 280 nm e, portanto, devida aos residuos de triptofano

e tirosina. Em comprimentos de onda maiores que 295 nm, a absoryao e devida

principalmente ao triptofano, de modo que 0 triptofano pode ser excitado seletivamente

aminoacidos Am:nc (nm) E (M-1cm-1) <PF A - (nm)
fenilalanina 258 193 0,06 282
tirosina 275 1045 0,14 304
triptofano 275 5580 0,14 348

290 3935

figura 3.5. A emissao maxima do triptofano, em agua, ocorre em 348 nm e e altamente

dependente da polaridade. A emissao maxima da tirosina, em agua, ocorre em 303 nm e

e relativamente insensivel a polaridade do solvente. Finalmente, a emissao maxima da

fenilalanina, em agua, ocorre em 282 nm.

303 run
Tyr

==/\ '~:;"
Figura 3.5 - Os espectros de emissao de tluorescencia
dos aminoacidos aromaticos [14].
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A figura 3.6 ilustra que em comprimentos de onda de excitayao malOres que

280 nm, a emissao de fluorescencia e devida aos residuos de triptofano. Ela mostra 0

espectro de emissao da soro albumina humana (HSA-human serum albumin), do

triptofano e de uma mistura de tirosina e triptofano na razao molar 18: 1,

respectivamente. Devido it proteyao do triptofano pela proteina em relayao a agua, a



emissao do triptofano da HSA ocorre em comprimentos de onda menores. Embora

exista um numero maior de residuos de tirosina do que de triptofano na HSA (18: 1), a

emissao da HSA e predominantemente devida ao triptofano. Ao contnirio, no espectro

da mistura, a emissao da tirosina e predominante. Apesar de seu alto rendimento

IlJmax 3
1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0
300 340 380 420

A. (m ~)

Figura 3.6 - Os espectros da emissao de fluorescencia da
albumina humana e de aminoacidos aromaticos. Sao
mostrados os espectros de emissao da HSA (1), triptofano
(2) e uma mistura de tirosina e triptofano em propor~oes
iguais as encontradas na HSA [14].

para os residuos de triptofano, a qual e eficiente desde que a distancia de Forster para a

transferencia entre triptofano e tirosina seja, aproximadamente, de 14 A, uma distancia

companivel ao diametro de muitas proteinas. Porem, quando se destroem os triptofanos

da HSA por foto-oxida~ao, isto e, destroem-se os aceitadores, nao e observado um

aumento da emissao da tirosina [14]. Isto indica que a transferencia de energia nao e a



por grupos aminos carregados e por grupos carboxilatos neutros. 0 mecanismo envolve

transferencia de protons do fenol no estado fundamental ou excitado. E, adicionalmente,

a formayao de ligayoes peptidicas com grupos carboxilicos ou aminos da tirosina

diminuem seu rendimento quantico. Em proteinas, 0 grupo hidroxila poderia estar ligado

aos hidrogenios das ligayoes peptidicas e tais hidrogenios, ligados a fenois, nao sao

fluorescentes [14].

3.6.2 - Fatores que influenciam 0 espectro de emissao de
proteinas

Devido a sensibilidadedo triptofano e seus derivados a polaridade do solvente, e as

interayoes especificas entre 0 solvente e 0 indol, a emissao maxima de fluorescencia de

uma proteina depende de fatores que afetam a exposiyao dos residuos de triptofano ao

solvente. Por exemplo, 0 maximo do espectro de emissao da albumina deslocado para 0

azul (343 nm) quando comparado com 0 espectro do triptofano em agua, e devido a

blindagem do triptofano ao solvente. Urn outro exemplo e 0 maximo da emissao do

glucagon em 352 nm, sendo este urn peptideo pequeno nao se observa 0 efeito protetor

permitindo 0 contato do triptofano com 0 solvente [14].

A desnaturayao de proteinas, por hidrocloreto de guanidina ou ureia, resulta em

deslocamento do maximo de emissao das proteinas para 0 vermelho, sendo 0

comprimento de onda, da emissao maxima, aproximadamente igual para todas as

proteinas. A monelina sera agora utilizada para ilustrar os efeitos de desnaturayao no

espectro de emissao das proteinas. Esta proteina tern peso molecular de 11.000 daltons,

e composta por duas subunidades, urn residuo de triptofano e sete de tirosinas. As

figuras 3.7 e 3.8 mostram os espectros da emissao de fluorescencia da monelina nativa e

desnaturada, respectivamente. 0 espectro da monelina nativa foram obtidos excitando-se



em 260 e 295 om. Com excitayao em 260 om, nota-se urna banda de poueo intensa em

300 om, earaeterizada por urn pequeno ornbro, a qual e tipiea de residuos de tirosina em

proteinas. Quando 0 eornprirnento de onda de exeitayao e 295 om, observa-se a emissao

sornente de residuos de triptofano.

80
Fluorescencia

Relativa 70

Com rimento de onda nm
Figura 3. 7 - Os espectros de emissao da fluorescencia da monelina nativa [14]
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Figura 3.8 - Os espectros de emissao da fluorescencia da monelina desnaturada [l4]
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Por outro lado, quando a monelina e desnaturada por GdnHCI ou Ureia (figura

3.8), observa-se urn aumento da contribui~ao da tirosina no espectro de emissao. Os

m8ximos de emissao da tirosina e do triptofano praticamente nao variam com a

concentra~ao de guanidina. Porem, como os espectros se interceptam, estes m8ximos

nao necessariamente representam os m8ximos reais dos residuos de tirosina e triptofanos.

3.6.2.2 - Associa~ao de proteinas com substratos e outras
macromoleculas

Em muitos casos, a associa~ao de proteinas com substratos resulta em

deslocamentos de seus espectros de emissao. Estes deslocamentos originam-se da

blindagem dos residuos de triptofano, que estao no sitio ativo, que restringe 0 contato

destes residuos com 0 solvente.

Outros fatores, alem de substratos, podem causar mudan~as nas propriedades

espectrais do triptofano, como a agrega~ao entre moleculas de proteinas ou peptideos e

a associa~ao de proteinas com membranas. Seja qual for 0 fator, a sensibilidade dos

residuos de triptofano a polaridade do meio ambiente ou ao tamanho da molecula,

proporciona urn born parametro para quantifica~ao da associa~ao entre proteinas e

macromoleculas.



Capitulo 4 - Material e'metodos

4.1.1 - Reagentes, drogas e materiais utilizados

Os reagentes quimicos utilizados durante a purificayao de KM+ foram todos de

grau P.A. A agua utilizada na preparayao dos reagentes foi a destilada e/ou desionizada

(Milli-Q). As resinas de Sepharose D-Galactose (Selectin 16) e Sepharose D-Manose

foram da Pierce Chemical Co. (Rockford, Illinois, USA). Coluna Superdex-75

(Pharmacia, 1,6cm/60cm, pressao maxima de 3 bar). A ultrafiltrayao foi realizada com

membrana YMI0 (pressao maxima de 6,7 atm) e a centrifugo-filtrayao foi realizada com

Centricon 10 (Amicon Corp, rpm 6000). Cubetas de quartzo retangulares (1,0 e 3,0 ml)

com caminho optico de 1 cm e cilindricas (0,5 ml) com caminho optico de 1 rnm.

4.1.2 -Equipamentos

• espectrofot6metro Hitachi (mod. U-2000)

• espectrofluorimetro Jasco (mod. FP-777)

• espectropolarimetro Jasco (mod. J-720)

• centrifuga refrigerada Sorvall (mod. RC-5B)

• pH-metro Micronal (mod. B-374)



4.1.3. - Solu~oes tampoes

• Tampao sodio fosfato (PBS) pH 7,4:

Cloreto de sodio 0,15 M
Fosfato de sodio bibasico 0,06 M

• Acetato de am6nio 0,01 M, pH 4,0-6,0, contendo cloreto de sodio 0,15 M.

• CAPS O,OlM, pH 9,0-10,5, contendo cloreto de sodio 0,15 M.

Os pH's foram ajustados com NaOH 1 M.

• Tampao acetato-fosfato-borato, pH 4,0-12,0

Acetato de sodio 0,02 M
Fosfato 0,02 M
Borato 0,02 M

Os pH's foram ajustados com NaOH ou HCI1M.



4.2.1 -Purifica~ao da lectina

4.2.1.1 - Obten~ao do extrato bruto

o extrato bruto da Artocarpus integrifolia foi preparado como descrito por Bunn-

Moreno & Campos-Neto [3]. Resumidamente, sementes secas eram trituradas e

suspensas em 10 mM de PBS, por 24h a 4°C. A suspensao foi centrifugada a 2000 g,

por 20 min, a 40°C. 0 sobrenadante foi dialisado contra PBS por 24h, a 4°C. 0 extrato

foi armazenado a _20°C.

4.2.1.2 - Procedimentos cromatognificos

a) Cromatografia de afinidade em Sepharose D-Galactose

Uma co luna, contendo 15 ml de Sepharose D-Galactose, foi equilibrada com 80 ml

de PBS. Amostras num volume de 10 ml de extrato bruto, contendo 8mg/ml de proteina

determinada pelo metodo de Lowry et. al. [17], previamente centrifugadas, foram

aplicadas na coluna e eluidas com 40 ml de PBS. A fra~ao nao retida foi denominada K.

A co luna foi lavada com 50 ml de PBS e, em seguida, eluida com 30 ml de D-Galactose

0,4M; esta fra~ao foi denominada J e contem a jacalina [27]. A fra~ao K foi

recromatografada nas mesmas condi~5es. Ap6s 5 recromatografias as fra~5es K foram

reunidas e concentradas/dialisadas por ultrafiltra~ao.

A monitora~ao do efluente da coluna foi realizada pela medida da absorbancia em

220 (pico de absorbancia da fra~ao K) e/ou 280 nm (pico de absorbancia da jacalina).



b) Cromatografia de afinidade em Sepharose D-Manose.

Uma co luna, contendo 10 ml de Sepharose D-Manose, foi equilibrada com 80 ml

de PBS. A fra9ao K, obtida como descrito acima, foi aplicada na coluna e eluida com 40

ml de PBS. A coluna foi lavada com 50 ml de PBS. 0 material D-Manose ligante foi

eluido com 30 ml de D-Manose 0,1 M e fra90es de 2 ml foram coletadas. 0 "pool",

denominado KM+, foi concentrado/dialisado por ultrafiltra9ao e 0 volume ajustado de

modo a conter entre 10 e 20 mg/ml de proteina. As fra90es assim purificadas foram

estocadas a -20°C. Estas fra90es foram caracterizadas por eletroforese e analise de

aminoacidos.

A observa9ao do efluente da coluna foi realizada por medida de absorbancia em

220 nm.

c) Filtra~ao em Superdex 75

A co luna foi equilibrada com PBS e a fra9ao KM+ foi aplicada na coluna num

volume de 3,0 ml e eluida num fluxo de 1,0 ml/min. 0 efluente foi monitorado pela

absorbancia em 280 nm. As fra90es eluidas no pica principal foram reunidas,

concentradas/dialisadas por ultrafiltra9ao e denominadas fKM+. Os volumes foram

ajustados de modo que a concentra9ao em proteinas ficasse entre 10 e 20 mg/ml. Em

seguida fKM+ foi analisada por eletroforese e analise de aminoacidos.

4.2.2 - Eletroforese em gel de poliaorilamida (SDS - Page)

A eletroforese foi feita segundo 0 metodo de Laemmli [13], com gel de acrilamida

a 15%. As amostras foram submetidas a eletroforese em condi90es desnaturantes (SDS)

e redutoras (beta-mercaptoetanol), alem de serem submetidas ou nao a fervura.



4.2.3 - Determina~ao da composi~ao em aminoacidos da
KM+

A composi~ao em aminoacidos foi determinada pela hidrolise de 10 nMol de

proteina, em fase liquida, com HCl6N por 22h a 110°C, exceto para 0 triptofano, para 0

qual foi utilizada a hidrolise com LiOH 6N por 24h, seguida em ambos os casos por

Os espectros foram registrados de 290 a 450 nm com excita~ao das amostras em

280 nm. As cubetas utilizadas tinham 1 em de caminho optico, em volumes de 1,0 ou 3,0

ml. As concentra~6es das amostras eram ajustadas de modo a fomecerem D.O. entre 0,6

e 0,8. As amostras continham entre 1,7 x 10-5 a 4,2 x 10-5M de proteina. 0

espalhamento Raman foi subtraido usando-se os espectros dos solventes.

D-Manose, SDS (duodecil sulfato de sodio), GdnHCI (cloreto de guanidina), acrilamida

e iodeto de potassio.

quando necessario foram feitas corre~6es no volume. As varia~6es foram feitas nos

seguintes intervalos:

SDS 0 - 52 mM em PBS pH 7,2
D-manose O - 25 11M em PBS pH 7,2
acrilamida O - 112 mM em PBS pH 7,2 e acetato de amonio pH 4,0
iodeto de potassio 0 - 112 mM em PBS pH 7,2 e acetato de amonio pH 4,0
cloreto de guanidina 0 - 3,5 M em PBS pH 7,2.



As medidas foram feitas em urn espectropolarimetro num intervalo de 185 a 260

nm. As amostras continham de 0,12 a 0,18 mg/ml em proteina e utilizou-se uma cubeta

cilindrica de 0,1 cm. de caminho 6ptico.

Os parametros variados foram: pH, temperatura, forya i6nica, D-Manose, SDS e

Para a variayao da temperatura, as amostras em agua ou PBS, foram incubadas

durante 15 min em cada temperatura e logo ap6s 0 espectro foi registrado. A amostra foi

submetida a uma variayao de temperatura de 25 a 80°C. Para a verificayao da

temperatura da amostra foi utilizado urn termopar.

Pequenas aliquotas foram adicionadas a uma mesma amostra, e foram feitas

correyoes de volume quando necessario. Os parametros, os intervalos e os solventes

utilizados foram:
SDS 0 - 10 mM em agua
D-Manose 0 - 25 ~M em agua
GndHCI.. O - 3,5 M em agua

programas:
a) Protein Secondary Structure Estimation (SSE) fomecido por Japan

Spectroscopic Co., Ltd., originalmente desenvolvido para 0

espectropolarimetro mod. J-600. Os arquivos gerados pelo
espectropolarimetro mod. J-720 necessitaram de algumas modificayoes para
serem utilizados no programa SSE. Alem disso em nosso laborat6rio foram
adicionadas 15 proteinas no grupo de referencia a aquelas cinco proteinas ja
existentes. 0 programa SSE utiliza para construyao da base os dados
cristalograficos de estrutura secundaria de no minimo 4 e no maximo 15
proteinas, utilizando 0 metodo de Donald Wetlaufer [29]. Os valores de



comprimento de onda utilizados no SSE variam de 190 a 240 run, com
intervalo de 2 nm.

b) Convex Constraint Analysis (CCA) fomecido por Perczel et. al. [24]. Este
programa utiliza para sua base os espectros de CD, de no maximo 25
proteinas. A desconvolw;3.o que fornece os espectros basicos e feita
utilizando-se 0 algoritmo simplex. As estimativas das fra~6es da estrutura
secundaria foram realizadas utilizando-se 0 programa Lincomb. 0 intervalo
de comprimento de onda utilizado e de 195 a 240 nm, com intervalo de
1 nm.



Capitulo 5 - Resultados e Discussoes

5.1 - Purifica~ao da lectina KM+

A purifica/yao da KM+ por cromatografia de afinidade em Sepharose D-Galactose,

Sepharose D-Manose e Superdex 75 HL, em grande escala, revelou-se urn born metodo

para purifica/yao da mesma com uma recupera/yao de aproximadamente 2% em rela/Yao

ao conteudo de proteina do extrato bruto, como descrito por Santos-Oliveira et. al. [28],

para escala analitica. As amostras obtidas apos as cromatografias de afinidade, em

Sepharose D-manose (KM+) e Superdex 75 (fKM+), foram analisadas por eletroforese

em SDS-PAGE e sob condi/Yoes redutoras. Ambas apresentaram uma banda larga na

faixa de P.M. entre 55-76 kDa. Entretanto, quando as amostras foram submetidas Ii

fervura por 3 minutos, antes de serem aplicadas no gel, foi observada apenas uma banda

com P.M. estimado por volta de 13 kDa. As amostras (KM+ e fKM+) tambem foram

analisadas quanta ao conteudo em aminoacidos e os resultados apresentados na tabela

5.1, referentes Ii fra/yao KM+, sac semelhantes aos descritos na referencia 28, que

expressam 0 conteudo em aminoacidos da fra/yao fKM+. Os valores obtidos para os

residuos mostrados na tabela 5.1, praticamente integrais, indicam homogeneidade. A

lectina KM+ possui 38% de aminoacidos hidrofobicos, 9% de prolina,l residuo de

triptofano por mon6mero e 2% de carboidratos.

A atividade biologica das amostras, apos a purifica/yao e antes das medidas

espectroscopicas, foram testadas por hemoaglutina/yao. As amostras KM+ e fKM+ foram

previamente analisadas por espectroscopia de fluorescencia e CD, e nao foram

observadas diferen/yas em seus espectros.



Aminoacidos Residuos (mol/mol)
Triptofano 0,97 (1)
Lisina 4,84 (5)
Histidina 1,85 (2)
Arginina 4,10 (4)
Acido Aspartico 12,00 (12)
Treonina 10,31 (10)
Serina 9,78 (10)
Acido Glummico 9,78 (10)
Prolina 11,90 (12)
Glicina 18,90 (19)
Alanina 6,58 (7)
1/2 Cistina < 0,2 (0)
Valina 4,94 (5)
Metionina 0,96 (1)
Isoleucina 5,69 (6)
Leucina 10,31 (10)
Tirosina 6,62 (7)
Fenilalanina 6,95 (7)

Os resultados estao expressos como mol de
aminoacido/mol de monomero (13000 daltons) ap6s
hidr6lise com HCI 6N por 22 h a 110°C, exceto para 0
triptofano, que foi determinado ap6s hidr6lise com
hidr6xido de litio por 24h. 0 conteUdo de 1/2 cistina foi
estimado baseado na sensibilidade do analisador e
quantidade de hidrolisado nele ap1icado. 0 peso molecular
de 13193 da1tons/monomero foi calcu1ado com base nos
valores integrais.

obtidos com a amostra KM+ (eluida da resina de Sepharose D-manose).

A lectina KM+ foi analisada por CD e fluorescencia, que SaG metodos utilizados

para acompanhar mudan9as conformacionais induzidas pela a9aO de agentes fisicos,

quimicos, ligantes especificos e nao especificos. Alem de acompanhar mudan9as

conformacionais, os estudos de CD permitiram estimar 0 conteudo de estrutura

5.2 - Estrutura secundaria de KM+ estimada por CD

espectro e caracterizado por duas bandas negativas, com minimos em 196 e 216 nm e

por uma banda positiva em 187 nm. A banda, com minimo em 196 nm, e uma das bandas

caracteristicas da estrutura desordenada. Por outro lado, 0 minimo em 216 nm e 0
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Figura 5.1 - 0 espectro de CD da KM+ nativa (13 x 10-4), em agua. 0 espectro foi registrado de 185 a 260 run,
com urna media de oito varreduras, em urna cubeta cilindrica de 0,1 em de caminho 6ptico, a urna temperatura de
25 °C. Os conteudos de estrutura secundaria calculados pelos programas: SSE - 0% de a-helice; 41% de follia
pregueada B;27% de volta B; 32% de desordenada, com RMS de 12%. CCA - 1% de a-helice; 35% de folha B anti-
paralela; 21% de volta B e/ou folha B paralela; 15% de contribui~oes de aromaticos e/ou dissulfetos; 28% de
desordenada e/ou volta y, com RMS de 1%.

35% de folha f3 anti-paralela; 21% de volta f3 e/ou folha f3 paralela; 15% de contribui~5es

de aromaticos e/ou liga~5es dissulfetos; 28% de desordenada e/ou volta 'Y.As proteinas

de referencia, utilizadas para estes calculos, estao indicadas nas legendas das figuras 5.3

e 5.4. Os RMS obtidos pelos programas SSE e CCA foram de 12% e 1%,

respectivamente. Portanto, em agua 0 RMS (desvio medio quadratico) obtido, quando

foram realizados experimentos tambem em tampao PBS. A figura 5.2 mostra 0 espectro

de CD da KM+ (9 x 104M), em PBS pH 7,2. Este espectro apresenta uma banda



estrutura folha pregueada B [5]. Nao foi possivel observar-se a banda correspondente a

estrutura desordenada neste tampao, pois 0 PBS tern grande absor~ao para

comprimentos de onda menores que 200 nm, 0 que causa considenivel ruido abaixo

deste comprimento de onda. 0 conteudo de estrutura secundaria da KM+, em PBS pH

7,2, calculado pelo programa SSE foi de 4% de a-helice, 38% de folha pregueada B,

25% de volta B, 33% de desordenada. 0 conteudo de estrutura secundaria, calculado

pelo programa CCA foi de 4% de a-helice, 49% de folha B anti-paralela, 14% de volta B

e/ou folha B paralela, 15% de contribui~5es de aromaticos e/ou liga~5es dissulfeto, 18%

de desordenada e/ou volta y.
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Figura 5.2 - Espeetro de CD da KM+ nativa (9,0 x 10-4 M), em PBS, pH 7,2. a espeetro foi registrado de 200 a
260 nm, com urna media de oito varreduras, em urna eubeta eilindrica de 0,1 em de caminho optico, Ii temperatura
de 25°C. as conteUdos de estrutura seeundaria, ealculados pelos programas: SSE - 4% de a-heliee; 38% de folba
pregueada 13; 25% de volta 13; 32% de desordenada. CCA - 4% de a-heliee; 49% de folba 13 anti-paralela; 14% de
volta B e/ou folba B paralela; 15% de eontribui~oes de aromatieos e/ou liga~oes dissulfetos; 18% de desordenada
e/ou volta y. as desvios medios quadrlitieos (RMS) para os programas SSE e CCA foram de 9% e 0,5%,
respetivamente.

de 9% e de 0,5%, respectivamente, 0 que equivale a urn RMS para 0 CCA 18 vezes

menor que para 0 SSE. Portanto, tambem em PBS 0 RMS quando emprega-se 0

programa SSE e maior que quando utiliza-se 0 programa CCA. Como ilustra~ao sac



mostradas as figuras 5.3 e 5.4. A figura 5.3 mostra as curvas observada e calculada de

KM+ (painel A), em PBS, pelo programa SSE e a base construida pelo mesmo (painel

B). A figura 5.4 (painel A) mostra a curva experimental e a calculada da KM+, em PBS,

pelo programa CCA e no painel B sac ilustradas os espectros das cinco componentes

basicas calculados pelo mesmo programa. As proteinas utilizadas nos calculos dos

espectros basicos estao indicadas nas legendas das figuras 5.3 e 5.4.

Os dados de estrutura secundaria de KM+ em agua sac mais confiaveis, pois nos

dados em PBS existe a omissao de uma componente de estrutura secundaria: a estrutura

desordenada.

A julgar pelos valores dos RMS obtidos para os dois programas, observa-se urn

resultado mais aceitavel para 0 programa CCA, indicando-o como mais adequado para a

simulayao desta lectina, ainda que a melhor simulayao de urn espectro de CD nao seja

prova completa para a melhor analise. Porem, como esta lectina nao tern estrutura

resolvida podemos comparar apenas os RMS das simulay5es entre os varios programas.

Alem disso, os demais programas mostram, geralmente, urn born coeficiente de

correlayao e RMS com os dados cristalograficos para proteinas com alto conteudo de

a-helice, que apresentam valores altos de forya rotaria. Alem da KM+ ser uma mistura

de estrutura folha pregueada f3 e desordenada, e nao possuir espectro semelhante ao das

proteinas de referencia, a base dos dados dos demais programas contem poucas

estruturas predominantemente f3 ou desordenada, a nao ser 0 programa CCA, no qual

foram adicionados espectros de proteinas com estrutura predominantemente f3, 0 que

melhora a estimativa.
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Figura 5.3 - Simula~ao do espectro de CD da KM+, em PBS, pelo programa SSE. A simula~ao foi feita
de 190 a 240 run em interva10s de 2 run. Painel A: 0 espectro experimental e 0 ca1cu1ado.Painel B: Os
espectros basicos calculados pelo SSE utilizando 11 proteinas como referencia: elastase, papaina,
termolisina, ribonucleases A e S, inibidor tripsina, concanavalina A, lactato desidrogenase,
carboxipeptidase A, citocromo C, parvalbumina.
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Figura 5.4 - Simula'riio do espectro de CD da KM+, em PBS e a base calculada pelo programa CCA. A: a curva
experimental e a calculada da lectina KM+. A simula'riio foi realizada no intervalo de 200 a 240 nm, com intervalos
de 1 nm. B: Os espectros puros calculados pelo programa CCA para a simula'riio do espectro de CD da proteina
KM+. As 26 proteinas utilizadas para a desconvula'riio do espectro foram: mioglobina, parvalbumina ligante de
calcio, lisosima, adenilato kinase, insulina, lactato desidrogenase, citocromo C, carboxipeptidase, termolisina,
subtilisina, papaina, inibidor tripsina, ribonuc1eases A e S, nuclease de estafilococos, a-quimotripsina, elastase,
pepsinogeneo, y - II cristalina, imunogobulina G de camundongo, proteina Che Y, concanavalina, !icido proteinase,
imunoglobulina A. FAB e KM+.



5.3 - Altera~oes conformacionais induzidas por agentes
quimicos e fisicos monitoradas por CD e Fluorescencia

5.3.1 -A estabilidade conformacional da KM+ com a
temperatura

CD foi utilizado para acompanhar mudan~as conformacionais da KM+, em fun~ao

da temperatura. Os espectros foram obtidos variando-se a temperatura da amostra de 25

a 80°C, em intervalos de 5 graus. A figura 5.5 mostra os espectros de CD da KM+

(9 x 10-4M), em PBS, pH 7,2; em fun~ao da temperatura.
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Figura 5.5 - Mudalllras eonfonnaeionais da KM+, em PBS pH 7,2; em fun~ao da temperatura. Os
espeetros foram registrados de 200 a 260 nm, com uma media de quatro varreduras, em uma eubeta
eilindrica de 0,1 em de caminho optieo, em banho termieo aeoplado ao aparelho. A amostra eontinha
9,0 x 10-4 M de proteina e foi ineubada por 5 min em eada temperatura, ap6s 0 equilibrio tennieo ser
atingido.

As altera~5es dos espectros, indicando mudan~as conformacionais, iniciaram-se

ap6s 55°C. Aos 70°C ocorre a perda maxima da intensidade na regiao de 217 nm. Na



Os espectros de CD da Kl\1+ (13 x 10-4 M), obtidos em agua, em fi.m~aoda

temperatura, sao mostrados na figura 5.7. Estes foram medidos de 25 a 80°C, em

intervalos de 5 graus. Na regiao de 216 nm, observa-se poucas altera~oes ate 55°C,

similarmente a KM+ em PBS. Ap6s 55°C, estes espectros mostram urn comportamento

curioso, pois a 65°C, a intensidade na regiao de 216 nm, nao diminui, como ocorre em

PBS. Alem disso, na regiao de 204 nm, os espectros assumem valores cada vez mais

negativos, com 0 aparecimento de uma nova banda neste comprimento de onda.

1,0

0.8

_ 0.6

n:l
::i

8 0,4

0.2

0.0

20

\
\
\
\
\
\

\ A=217nrn

\/
\
\
\. /

//0,/
/ \

/ \
0' \

\
\
\ I°"__ -0 /

" I'_ 0/

Figura 5.6 - Mudan~as confonnacionais da KM+ em PBS, induzidas por temperatura, acompanhadas
em 203 e 217 nm. (Dados retirados do experimento correspondente a Figura 5.5).

Outro fato e a diminui~ao da intensidade na regiao de 195 nm, que passa a assurntr

valores positivos. Infelizmente, as mudan~as em 195 nm, observadas com KM+ em agua,

nao podem ser comparadas com a proteina em PBS, devido ao excessivo ruldo que este

tampao apresenta nesta regiao. Provavelmente, as diferen~as dos espectros de KM+
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quando registrados em PBS e agua, em fun/yao da temperatura, observadas em 204 e

216 nm, talvez possam ser explicadas pela ausencia da for/ya ionica. Dois comprimentos

de onda, 195 nm e 204 nm, correspondentes as regioes das mudan/Yas espectrais, foram

utilizados para acompanhar as mudan/yas conformacionais.

comprimentos de onda acima citados. A estrutura desordenada (195 nm) tern 0 maximo

em 25°C e 0 minimo em 80°C. Ao contrario, a regiao de 204 nm possui 0 minimo em

25°C eo maximo em 80°C, 0 que sugere uma transforma/yao da estrutura desordenada

( 195 nm) numa nova banda em 204 nm. Portanto, supondo que existam apenas duas

formas, observa-se pela figura 5.8 que a 64°C metade da mudan/ya conformacional

-- 2SOC
--- ssOC
--------- 6SOC
----- 75°C

-en
:::Ie! 4
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'SO 21> 220 23) 240
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Figura 5.7 - Mudan~as eonformaeionais da KM+, em agua, em fun~ao da temperatura. Os espeetros
foram registrados de 190 a 260 nm, com uma media de quatro varreduras, em uma eubeta eilindrica de
0,1 em de eaminho optieo, em banho termieo aeoplado ao aparelho. A amostra eontinha 13 x 104 M de
proteina e foi ineubada por 5 min em eada temperatura, apos 0 equilibrio termieo ser atingido.

em PBS. Porem, 0 comportamento para estas mudan/Yasforam diferentes (figura 5.9). As

amostras anteriormente aquecidas, KM+ em agua e em PBS, foram deixadas a



temperatura ambiente para que atingissem 25°C. Os espectros foram novamente

registrados e nao apresentaram altera90es em rela9ao aos espectros das amostras

aquecidos a 75°C, isto e, as altera90es conformacionais desta lectina, induzidas por

(.~ ..------

-:- 0,6
ell
::i

~= 204 nm I./
..J.'----./."''''.~/

40 &l 60

temperatura (' C)

Figura 5.8 - Mudan~as confonnacionais cia KM+, em agua, monitoradas em 195 e 204 nm. (Dados
retirados do experimento correspondente Ii figura 5.7).

A utiliza9ao do programa CCA para acompanhar a mudan9a conformacional

induzida pela temperatura, em agua, forneceu os resultados da tabela 5.2:

Tabela 5.21 - Quantifica9ao da mudan9a conformacional, da KM+, induzida por
temperatura.

Solvente T (OC) a (%) J3~ (%) J3t/n (%) r (%) c.a. (%) RMS (%)

H2O 25 1 35 21 28 15 1
75 11 12 31 38 9 6

No programa CCA, e adicionado ao grupo dos espectros de proteinas de

referencia (25 proteinas), 0 espectro da proteina a ser analisado. ° resultado deste fato e
1 a.-helice (a.); folba ~-antiparalela (~a); volta ~ e10ufolba ~-paralela (~V~; desordenada e10uvolta y
(r); contribui~Oesde arorruiticos e liga~Oesdissulfeto (c.a.) e desvio memo quadnitico (RMS).



No programa CCA, e adicionado ao grupo dos espectros de proteinas de

referencia (25 proteinas), 0 espectro da proteina a ser analisado. 0 resultado deste fato e
que 0 espectro em analise acaba por contribuir no calculo dos espectros bcisicos,

gerando espectros basicos "diferentes", ainda que as 25 proteinas sejam sempre

utilizadas. Quando adiciona-se 0 espectro em analise, este programa faz a desconvolu9aO

dos componentes "puros" adequar-se a este espectro, melhorando a simula9ao. Se, por

urn lado foram comparados conteudos de estrutura secundaria, calculados utilizando-se

bases diferentes, por outro lado, quando foi utilizado 0 programa SSE, foi impossivel tal

compara9ao. Neste programa, se for conservada a mesma base, isto e, nao se fa9a uma

adequa9ao do grupo de proteinas de referencia, a cada espectro a ser analisado, 0 RMS

aumenta consideravelmente. Por exemplo, 0 RMS para a simula9ao da proteina nativa a

25°C foi de 9% e 0 da proteina a 75°C aumentou para 20%. 0 programa CCA permite

ao menos uma compara9ao qualitativa para as estimativas das estrutura secundarias,

quando forem induzidas mudan9as conformacionais.
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Figura 5.9 - Mudan~as confonnacionais da KM+: A: em agua; B: em PBS. Os dados [oram retirados das
figuras 5.5 e 5.7. Os espectros da KM+ em agua [oram cortados em 200 nm para melbor compara-los.



Modifica.;oes conformacionais induzidas por agentes
quimicos

5.3.2.1 - Estabilidade conformacional da KM+ em fun.;ao do
pH

Foram investigadas as altera~oes da KM+ em fun~ao do pH, acompanhadas por

CD e fluorescencia. Os espectros de emissao de fluorescencia da KM+ (18 x 10-4 M), em

PBS pH 7,2; com a excita~ao fixada em 280 e 295 nm, estao ilustrados na figura 5.10.

Estes espectros foram registrados de 290-450 nm, quando a excita~ao foi em 280 nm, e

de 305-450 quando a excita~ao foi em 295 nm e foram normalizados para uma mesma

absorbancia. Nao foram verificadas diferen~as entre os espectros, sugerindo que a banda

dos residuos de tirosina (7 por monomero) esteja encoberta pela banda dos residuos de

triptofano (1 por monomero). Estes espectros caracterizam-se por uma banda com

comprimento de onda de emissao maximaem J_f.~__nm, tipico de residuos de triptofanos

"nao expostos ao solvente [14]:, 0 rendimento quantico dos residuos de triptofano da
\,-

KM+, relativo aos residuos de triptofano em agua [35J, J()~_amcalculados para os

espectros com excita~ao em 280 e 295 nm e fora~'\ 0,06 e--~ respectivamente,
/"

~-:Y

sugerindo que mesmo excitando-se em 280 nm, apenas os residuos de triptofano

contribuem para a emissao de fluorescencia da KM+, apesar da propor~ao 1 : 7 entre

Uma mistura tamponante de acetato/fosfatolborato foi utilizada para varia~ao do

pH de 4,0-12,0, em intervalos de 0,5. A figura 5.11 ilustra a dependencia das areas dos

espectros de emissao da KM+ em fun~ao do pH. Estas areas foram normalizadas para

uma mesma absorbancia. Foi observado urn aumento de fluorescencia em pH 7,0; urn

fraco decrescimo para pHs baixos e urn acentuado decrescimo na faixa de pHs altos.
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Figura 5.10 - 0 espectro de emissiio de fluorescencia da KM+ (18 x 10-4 M) em PHS pH 7,2. 0
espectro foi registrado de 290 a 450 nm, com excitac;:aoem 280 nm, em cubeta retangular de 1 em de
caminho optico.
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Figura 5.11 - 0 comportamento das areas dos espectros de emissiio da KM+ (18 x 10-4 M), como
func;:aodo pH. Os espectros foram registrados de 290 a 450 nm, com excitac;:aoem 280 nm, utilizando-se
uma cubeta retangular de 1 em de caminho optico e uma mistura tamponante (acetato/ fosfato/ borato).



o deslocamento da....@ml~Ij~!2_~e 0l!~ll:da emissao maxima como fun~ao do pH e
mostrado na figura 5.12. Nao foram observadas altera~oes no comprimento de onda da

emissao maxima na faixa de pH 4,0-10,0; portanto, nao ocorreram mudan~as

significativas na vizinhan~a dos residuos de triptofano. Entretanto, na faixa de pH 10,5-

12,0 houve urn deslocamento do espectro de emissao para a regiao do vermelho (340

nm). Este deslocamento indica altera~oes no ambiente quimico do triptofano nesta faixa

de pH, provavelmente expondo mais ao solvente a regiao dos residuos de triptofano. Os

resultados observados quando foram utilizados os tampoes acetato de amonio (pH 4,0-

obtidos com a mistura tamponante acetato/fosfato/borato. Os espectros de CD de KM+

em fun~ao do pH nao foram alterados na faixa de pH 4,0-12,0.
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Figura 5.12 - 0 deslocamento do maximo de emissiio de fluorescencia como fun~ao do pH, utilizando-se a mistura
tamponante, acetato/ fosfato/ borato.



5.3.2.2 - "Unfolding" da KM+ por agentes desnaturantes

altera~oes induzidas por estes agentes foram monitoradas por CD e fluorescencia.

Pequenas aHquotas da solu~ao de urn ou outro agente foram adicionadas a uma mesma

amostra e corre~oes no volume final foram feitas, quando necessario.

A concentra~ao da amostra, para 0 CD, foi de 13 x 10-4M de KM+ em agua, a

concentra~ao de GdnHCI e SDS variaram de 0,1 a 3,0 M (em intervalos de 0,25 M) e de

0,1 a 50 mM, respectivamente. Os espectros foram registrados de 190 a 260 nm. Na

figura 5.13 estao os espectros de CD da KM+ como fun~ao da concentra~ao de GdnHCI.

A banda correspondente a estrutura J3 sofre diminui~aona intensidade a partir de 0.05 M

1,75 M de GdnHCI, nao mostrado no grafico abaixo, pois tern uma curva muito pr6xima

a concentra~ao de 3,0 M.
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Figura 5.13 - Mudanl;as confonnacionais da KM+ (13 x 10-4 M), em agua, em funl;iio da
concentral;iio de cloreto de guanidina. Os espectros foram registrados de 190 a 260 urn, com uma
media de oito varreduras, em uma cubeta cilindrica de 0,1 em de caminho optico. Devido ao ruido
excessivo causado pelo cloreto de guanidina em comprimentos de onda mais baixos, foi necessario
cortar alguns espectros em detenninados comprimentos de onda.



A figura 5.14 mostra os espectros de KM+ incubada com SDS. A regiao do espectro

entre 202-206 nm, a partir de 10 mM, diminui de intensidade, e com 50 mM a banda

correspondente a estrutura B e fortemente alterada. 0 GdnHCI e mais indicado como

agente desnaturante, para a monitoriza~ao no CD, pois, ao menos na regiao de 205 -225,

nao influencia 0 espectro de CD, mesmo em concentra~oes altas, por absorver pouco ou

nada nesta faixa do espectro. Ao contrario, 0 SDS mesmo em concentra~oes mais baixas

tern consideravel absor~ao na regiao de 190 a 260 nm. Espectros de solu~oes dos

desnaturantes, em agua, foram registrados para cada concentra~ao utilizada e,

posteriormente, subtraidos dos espectros das solu~oes de proteinas e desnaturantes.
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Figura 5.14 - Mudan~as conformacionais da KM+ (13 x 10-4 M), em agua, em fun~ao da concentr~ao de SDS. Os
espectros foram registrados de 190 a 260 urn, com uma media de oito varreduras, em uma cubeta cilindrica de 0,1
cm de caminho 6ptico. Devido ao ruldo excessivo causado pelo SDS em comprimentos de onda mais baixos, foi
necessario coTtaralguns espectros em determinados comprimentos de onda.

induzidas por GdnHCI e SDS foram realizadas com amostras na concentra~ao de

13 x 10-4 M de KM+ em PBS, pH 7,2. As concentra~oes utilizadas de GdnHCI e de SDS

foram de 0,1 - 2,75 M (intervalos de 0,25 M) e de 2-52 mM (em intervalos de 0,2 e



Foram realizados tambem experimentos aliando-se temperatura it. guanidina. Foi

observado que a diminuiyao da intensidade na regiao de 205 - 225 nm ocorreu com

menor temperatura e menor concentrayao de guanidina.

A figura 5.15 ilustra a supressao de fluorescencia induzida por GdnHCI, painel A, e

SDS, painel B, atraves da variayao da area dos espectros de emissao. 0 maximo da

supressao da fluorescencia por GdnHCI e por SDS foi atingido nas concentrayoes de

1,25 Me 45 mM, respectivamente. Os gnificos de Stem-Volmer da figura 5.16 nao sao

lineares e pela teoria de supressao isto sugere que existem duas populayoes de

fluor6foros: com acessibilidades diferentes. 0 modo de tratar uma supressao desse tipo e

com 0 gnifico de Stem-Volmer.

As constantes de supressao (Ksv) e as frayoes acessiveis aos supressores (f) foram

calculadas a partir dos graficos de Stem-Volmer modificados (figura 5.16, painel A-

GdnHCI; painel B-SDS). Os gnificos de Stem-Volmer modificados fomeceram

Ksv=2,10 M-l e 1,44 x 102 M-l para GdnHCI e SDS, respectivamente. Estes resultados

demonstram que 0 SDS foi mais eficaz em suprimir a fluorescencia da KM+, pois a

constante de supressao do GdnHCI foi muito baixa, sugerindo uma fraca supressao. As

frayoes dos fluor6foros acessiveis, ao GdnHCI (0,22) e ao SDS (0,36), revelam que estes

foram mais acessiveis ao SDS. Em ambos os casos, nao foi observado deslocamento no

maximo de emissao para 0 vermelho, 0 que indicaria desnaturayao e/ou alterayao

conformacional da proteina como descrito no capitulo 3, pagina 47. Este fato, ja foi

descrito para outras proteinas, isto e, que mesmo desnaturadas nao tiveram seus

espectros deslocados, porem estes espectros mostraram a banda da tirosina [14]. No

caso da KM+ 0 espectro se mantem inalterado a nao ser pela supressao da intensidade de

fluorescencia, que no caso da GdnHCI e fraca. Este resultado, principalmente com

GdnHCI, quando comparado ao resultado do CD, que mostra 0 desarranjo da estrutura

secundaria induzida por GdnHCI, sugere que os residuos de triptofano da KM+, mesmo

ap6s a perda de sua estrutura secundaria continuem "escondidos" em urn ambiente

hidrof6bico, de forma a nao sentirem 0 desarranjo estrutural. Quanto ao SDS, devido a
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Figura 5.15 - A supressao da fluoresceneia da KM+ (13 x 10-4 M), em PBS pH 7,2, ilustrada atraves das vari~oes
das areas dos espeetros de emissao. A: GdnHCl; B: SDS. Os espeetros foram registrados de 290 a 450 nm, com
exeita'rao em 280 nm, utilizando-se uma eubeta retangular de 1 em de caminho optieo.
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Figura 5.16 - Os gnificos de Stem-Volmer para a supressao de fluorescencia da KM+ induzida por cloreto de
guanidina (painel A) e SDS (painel B). Estes gnificos foram construidos a partir de dados retirados da figura 5.15.
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Figura 5.17 - as graficos de Stem-Volmer modificados para a supressao de fluorescencia da KM+ par cloreto de
guanidina (paine! A) e por SDS (paine! B). As constantes de Stem-Volmer e as fra~oes de fluor6foros acessiveis
encontradas para GdnHCI e SDS foram, respectivamente: Ksv=2,10 M-l e 1,44XI02 M-l; f = 0,22 e 0,36,
respectivamente. as graficos forma construidos a partir dos dados retirados da figura 5.15.



dificuldade causada nas medidas, pelo fato deste absorver na regiao de 190 - 260 nm, a

desnaturaerao da proteina nao foi observada no CD, apenas foi visto urn inicio de

desarranjo estrutural. Porem, como a absorerao do SDS e muito intensa, nao foi

aumentada a concentraerao do mesmo, pois poderia "mascarar" os resultados.

Supressao da emissao de fluorescencia por
acrilamida e iodeto de potassio

Para confirmar a posierao dos residuos de triptofano na molecula de KM+, foi

realizada a supressao da fluorescencia com dois reagentes: iodeto de potassio (KI) e

acrilamida, nos pH's 4,0 (acetato de amonio), 7,2 (PBS) e 9,0 (Tris-HCI) em

concentraeroes que variaram de 4 a 112 roM; as amostras continham 18 x 10-4 M de

KM+. A acrilamida nao suprimiu a fluorescencia da KM+. Os graficos de Stem-Volmer

para 0 iodeto de potassic nos pHs 4,0 e 7,0 sac lineares (jKJ =1) e estao na figura 5.18 e

fomecem Ksv=0,8 M-l (pH 4,0) e 0,9 M-l (pH 7,2). A linearidade dos graficos indica

que todos os triptofanos sac igualmente acessiveis a este supressor. As constantes de

Stem- Volmer dos dois pH's, praticamente iguais, indicam que a polaridade do meio nao

influencia a supressao pelo iodeto de potassio. Os baixos valores das constantes de

Stem-Volmer evidenciam uma fraca supressao. Estes fatores sugerem que os residuos de

triptofano da KM+ encontram-se em uma regiao hidrof6bica da proteina. Porem, 0 fato

inexplicavel e que a acrilamida deveria ser mais eficaz na supressao de crom6foros

protegidos.
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Figura 5.18 - Os gnificos de Stem-Volmer cia supressao cia emissao de fluoresceneia cia KM+ (18 x 104 M) por
iodeto de potassio, Os espectros foram registrados de 290 a 450 nm, com excita~ao em 280 nm, utilizando-se uma
cubeta retangular de I em de caminho optico, nos pHs: 4,0 (acetato de amonio); 7,2 (PBS). As eonstantes de Stern-
Volmer (Ksv) para os pHs 4,0 e 7,2 foram 0,8 M-I e 0,9 M-I, respectivamente.

5.4 - Afinidade de KM+ por D-manose

Para avenguar a estequiometria da liga~ao de KM+/D-manose foi utilizada a

fluorescencia. Neste experimento pequenas aliquot as de D-manose eram adicionadas a

uma mesma amostra de KM+ (4,5 x 10-4 M), come~ando com a razao molar de 1:1 e

finalizando com a razao de 4: 1 entre 0 a~ucar e a proteina, respectivamente. 0 aumento

da concentra~ao de D-manose implica na supressao da fluorescencia, figura 5.19.

A supressao maxima da fluorescencia ocorreu com 2 moles de D-manose. Se todos

os sitios de liga~ao do a~ucar fossem pr6ximos dos residuos de triptofano poderia-se

deduzir que a estequiometria de liga~ao foi de 2 moles de D-manose para 1 mol de KM+,

sugerindo com isso 2 sitios de liga~ao para esse monossacarideo na molecula. 0 gnifico



gnifico). 0 painel B da figura 5.21 demonstra a linearidade desta regiao e nos fomece

Ksv=1,25.103 M-1.
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Figura 5.19 - A supressao da fluorescencia da KM+ (4,5 x 10-4 M), em PBS pH 7,2; induzida por D-manose,
representada pela varia~ao das areas dos espectros de emissao. Os espectros foram registrados de 290 a 450 nm,
com excita~ao em 280nm, utilizando-se cubeta retangular de lcm de caminho 6ptico. As medidas foram realizadas
adicionando-se aliquotas de D-manose a uma mesma solu~liode proteina.

supressao isto sugere que existem duas popula90es de fluor6foros com acessibilidades

diferentes. Utilizando 0 gnifico de Stem-Volmer modificado, ilustrado na figura 5.21,

obtem-se Ksv=1.25.103 M-l , que e a constante de associa9ao da fra9ao acessivel, e

f=0,39, que e a fra9ao acessivel ao supressor. As constantes de associa9ao calculadas

foram as mesmas pelos dois modos de tratamento, figuras 5.19 e 5.20, visto que tern 0

estequiometria determinada neste experimento sugere urn sitio de liga9ao por dimero.

Porem, os resultados indicam que nem todos os residuos de triptofano sao suprimidos

pela liga9ao do a9ucar. Apenas dois deles relacionam-se com esta associa9ao e a

fluorescencia dos outros dois triptofanos nao seria afetada pela liga9ao do a9ucar.



A monitora~io da associa~io da KM+/D-manose foi tambem realizada por CD. A

vari~io da concentr~o de D-manose foi estabelecida a partir da razio molar de 1:1

entre a~ucar/proteina ate a razio 4:1. Os espectros de CD da KM+ em fun~o do

aumento da concentr~o de D-manose nio foram alterados. Isto implica que a intera~io

KM+/D-manose nio induz mudan~as em sua estrutura secundiria, aos niveis detectaveis

por esta metodologia. Este fato nio causa surpresa, pois 0 sitio de liga~io de a¢car

numa lectina e extemo e nio e esperado que a liga~io do a~ucar afete a estrutura

secundiria da proteina.
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Figura 5.20 - No painel A estArepresentado 0 gTlificode Stem-Volmer da supressilo da KM+, em PBS
pH 7,2; induzido por D-manose e construido a partir dos dados de supressilo da fig 5.19. No painel B
estao representados apenas os dados da regiiio linear do painel A (indicada por barras). Os dados desta
regiiio fomecem a constante de associal;iio Ksv=1,25.103 M-l.
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Figura 5.21 - 0 gnifico de Stem-Volmer modificado da supressao da KM+ em PBS pH 7,2; par D-
manose. Este gnifico foi construido com os dados de supressao da figura 5.19 e fomece a constante de
associac;:aoKsv=1 ,25.103 M-l.



Conclusoes

A espectropolarimetria (CD) permitiu explorar aspectos da estrutura secundaria,

enquanto a espectrofluorimetria permitiu monitorar mudanl;as a niveis de estrutura

terciaria e/ou quaternaria da lectina KM+.

A lectina KM+ tern uma estrutura secundaria peculiar, pois seu espectro nao e

semelhante aos espectros de outras lectinas e/ou proteinas descritos na literatura.

Talvez este espectro tao caracteristico seja devido ao alto conteudo de prolina que

poderia IIdeformar" sua estrutura secundaria.

As analises que permitiram estimar 0 conteudo em estrutura secundaria de KM+

foram realizadas por dois programas: 0 SSE e 0 CCA, este ultimo descrito

recentemente na literatura. 0 SSE fomeceu: 0% de a.-helice, 41% de folha pregueada

~, 27% de volta ~, 32% de desordenada e urn RMS (desvio medio quadratico) de

12%. 0 CCA forneceu: 1% de a.-helice, 35% de folha ~ antiparalela, 21% de volta ~

e/ou folha ~ paralela, 15% de contribuil;oes adicionais (representadas pelas

contribuil;oes dos aminoacidos aromaticos e pontes S-S entre os residuos de cisteina),

28% de estrutura desordenada e/ou volta y e 0 RMS de 1%. Estes programas

permitiram deduzir que esta lectina e formada por estruturas tipo folhas ~ e estruturas

tipo desordenadas.

o metodo CCA, ja discutido em capitulos anteriores, foi mais conveniente para

a analise de KM+, pois alem do RSM ser 12 vezes menor que no programa SSE, todas

as modifical;oes, detectaveis pelo espectro de CD, sao analisadas individualmente, uma

vez que a decomposil;ao e adequada a cada espectro de CD a ser analisado. Caso



contrario, pode-se observar as modifica~5es do espectro, porem nenhuma

quantifica~ao e possivel.

A regiao de 216 nm, correspondente it. estrutura J3, do espectro de CD de KM+

mostrou-se resistente it. temperatura de ate 55°C, permanecendo inalterada. As

altera~5es, provocadas pela temperatura saD permanentes e dependentes de for~a

ionica, uma vez que comportamentos diferentes foram observados em suas mudan~as

conformacionais, quando dissolvida em agua ou PBS.

Esta lectina mostrou-se estavel em ampla faixa de pH (4,0-10,5). A maxima

emissao de fluorescencia, em pH 7,0, ocorreu a 328 nm, tipica de residuos de

triptofano que se encontram protegidos do solvente. Observou-se urn fraco decrescimo

para pH's acidos e urn acentuado decrescimo na faixa de pH's bilsicos. 0 deslocamento

do comprimento de onda da emissao maxima, como fun~ao do pH, para a regiao do

vermelho (340 nm), ocorreu acima de 10,5. Este deslocamento indica altera~5es no

ambiente dos residuos de triptofano, provavelmente expondo mais a regiao dos

residuos de triptofano ao solvente.

Provavelmente, esta estabilidade observada para KM+ venha do fato que uma

maneira eficiente de empacotamento de folhas J3 seja a superposi~ao das mesmas, de

modo a formarem urn nucleo hidrof6bico e urn envolt6rio hidrofilico. A soma das

energias de intera~ao seriam altas nesse nucleo hidrof6bico, tornando sua estrutura

mais estavel.

Supondo que todos os sitios ligantes de D-manose estejam pr6ximos aos

residuos de triptofano, estequiometria de liga~ao D-manose:KM+ e de 2:1, ou seja 2

moles de a~ucar/mol de proteina, confirmando dois sitios de liga~ao para este

monossacarideo, como proposto por' Oliveira e col. [27]. Estes sitios estariam

pr6ximos de dois triptofanos, sendo que a fluorescencia dos outros dois triptofanos

estaria livre da influencia da liga~aodo a~ucar.



A desnatura~ao por agentes dissociantes foi mais efetiva quando associados a

temperatura, pois a desnatura~ao ocorreu com menor concentra~ao do dissociante e

menor temperatura tambem.

Perspectivas

A continuidade destes estudos sera objeto da tese de doutorado e os esfor~os

serao concentrados no sentido de melhor compreeender as caracteristicas fisico-

quimicas, bem como a estrutura desta lectina, para que estes estudos possam auxiliar

na viabiliza~ao do desenvolvimento de compostos, partes da pr6pria lectina e/ou

a~ucares, que possam ser uteis como drogas, interferindo em mecanismos onde a

presen~a de neutr6filos e/ou linf6citos possa ser estimulada ou inibida. As principais

etapas, ja estabelecidas, serao:

I - Estudar as mudan~as conformacionais de KM+, induzidas pela temperatura,

na presen~a de D-manose, para verificar sua estabilidade na presen~a do a~ucar;

2 - Averiguar se com a retirada do cloreto de guanidina, KM+ retoma sua

conforma~ao nativa e recupera sua atividade biol6gica;

3 - Estudar 0 comportamento de KM+ em tamp5es livres de cloreto e em

solventes organicos como etanol e dimetilsulf6xido;

4 - Separar as formas nativas das desnaturadas, por cromatografia liquida de alta

resolu~ao (HPLC), monitorando-as por CD (dicroismo circular). Estas duas tecnicas

permitirao identificar especies intermediarias, desde a proteina nativa ate a

desnaturada;



5 - Acompanhar mudan~as estruturais pela tecnica de RPE (ressonancia

paramagnetica eletronica), utilizando marcadores de spins apropriados como sondas

paramagneticas, com 0 objetivo de detectar mudan~as conformacionais pela a~ao de

agentes desnaturantes e de ligantes especificos e nao especificos. A tecnica de RPE

tambem sera utilizada na determina~ao dos varios tempos de correla~ao rotacional por

simula~aoespectral;

6 - Estudar a anisotropia da KM+ atraves de medidas de fluorescencia polarizada

e/ou resolvida no tempo, determinando suas constantes de liga~ao em fun~ao de

ligantes especificos e nao especificos.
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