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RESUMO

O estudo de enovelamento de proteinas tem sido um problema de
fundamental importancia em biofisica e biologia molecular. Neste trabalho,
estudamos os processos de desnaturagao e renovelamento das lectinas jacalina
e frutalina. Estas lectinas sao tetraméricas, apresentam alta homologia
estrutural, porém diferem em atividade biolégica, sendo a frutalina mais
potente. Apesar desta homologia, estas lectinas diferem também nos processos
de desnaturacao e renovelamento como fun¢ao da temperatura e o
comportamento frente ao desnaturante quimico hidrocloreto de guanidina
(GndH().

Ambas proteinas foram desnaturadas pela acao de GndHCI e suas
curvas de desnaturacao medidas por espectroscopia de fluorescéncia e CD. As
medidas de fluorescéncia da frutalina deram valores de estabilidade
conformacional de 17,12 kJ/mol e 12,34 kJ/mol, na presenca e na auséncia de
D-Galactose, enquanto a jacalina forneceu valores de 8,12 kJ/mol para a
transicao NI e 5,61 kJ/mol para a transicao IU em PBS. Os valores na presenga
do acticar foram similares. Nos estudos da frutalina foram separadas as
formas nativa, desnaturada, renovelada e uma forma molecularmente distinta
chamada mal-enovelada, por cromatografia de exclusao molecular. Estas
formas foram analisadas por atividade hemaglutinante e espectroscopias de
CD e fluorescéncia. Todos os resultados obtidos confirmaram a ocorréncia do
renovelamento de ambas lectinas e que os mondmeros renovelados, depois de
alcancarem sua estrutura tridimensional, se associam espontaneamente para a

formacao dos tetrameros.



ABSTRACT

Protein refolding is currently a fundamental problem in biophysics and
molecular biology. We have studied the refolding process of jacalin and
frutalin. They are tetrameric lectins that present structural homology, but
jacalin shows a more marked biological activity than the latter. These proteins,
despite their homology, have different unfolding/refolding behaviors as a
function of temperature and chemical agents.

Both proteins were unfolded induced by guanidine hydrochloride and
their denaturation curves measured by fluorescence emission and CD.
Fluorescence measurements of frutalin gave values of conformational stability
of 17.12 kJ/mol and 12.34 kJ/mol, in the presence and absence of D-Galactose,
while jacalin gave values of 8.12 kJ/mol for NI transition and 5.61 kJ/mol for
IU transition in PBS. In sugar presence the values were similar. In the frutalin
studies were separated the native, unfolded, refolded and a distinct molecular
form denoted misfolded, by Size Exclusion Chromatography. These forms
were analyzed for heamagglutination activity, CD and fluorescence
spectroscopy. All the results obtained confirmed the successful refolding of the
both lectins and the refolded monomers, after adopting their native three-

dimensional structures, spontaneously assemble to form tetramers.



Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 ESTUDOS DE ENOVELAMENTO DE PROTEINAS: UM BREVE HISTORICO
Entender como ocorre o enovelamento de proteinas continua sendo um
dos problemas mais interessantes da natureza. As perguntas como e por que
as proteinas adotam um enovelamento especifico entre todos os possiveis e s6
neste tém atividade biologica, tém intrigado os cientistas ha mais de quatro

décadas.

A solugao para o problema do enovelamento seria de enorme
importancia, pois além das graves doencas que envolvem proteinas mal
enoveladas (Alzheimer, Huntington, além de outras das chamadas Protein
Conformational Disorders, PCD), atualmente a expressao de proteinas
heter6logas insoltveis é uma das barreiras para otimizar os processos de
cristalizagao e, conseqlientemente, a resolucao da estrutura tridimensional de
um grande namero de proteinas. Elucidar este problema poderia também
representar o elo perdido entre a seqiiéncia génica e a estrutura

tridimensional. Estas razoes fizeram com que, nos tltimos 25 anos, o numero



de trabalhos com o enfoque em enovelamento de proteinas tivesse um

crescimento exponencial.

Embora ha 25 anos atras houvesse uma escassez de proteinas para
estudos e muitas limitacdoes de métodos experimentais e tedricos, ficou claro
que o enovelamento protéico é um evento reversivel e espontaneo, a0 menos

em condigoes apropriadas.

Experimentos cinéticos demonstraram que esse processo é rapido, da
ordem de poucos segundos ou menos, para a maioria das proteinas. Calculos
simples, porém, sugerem que mesmo uma proteina pequena, de, por exemplo,
100 residuos de aminoacidos, levaria bilhoes de anos para alcancar seu estado
nativo se o enovelamento ocorresse através de uma procura casual por todas
as conformacdes possiveis. O aparente contraste entre estes fatos ficou

conhecido como Paradoxo de Levinthal [Levinthal C., 1968).

Desde entao, varias sugestoes foram propostas, todas partindo da
premissa que existam caminhos especificos para o enovelamento e que, para
moléculas restritas a esses caminhos, as cadeias polipeptidicas poderiam
alcancar suas estruturas nativas sem necessariamente ter que procurar por
areas muito grandes no espaco conformacional. Estas observacoes levaram a
visao de que haveria um caminho especifico para se percorrer no
enovelamento correto. Mas, uma pergunta fundamental continuou sem
resposta: como as proteinas alcancam este caminho “correto” e evitam os

demais.



Apo6s a descoberta de estados parcialmente enovelados, além de
intensos debates sobre a natureza do processo de enovelamento, varios
modelos comecam a surgir de acordo com as técnicas que se tinham
disponiveis. Um dos primeiros modelos propostos, ilustrado pela figura 1.1,
foi o modelo framework [Ptitsyn O.B., 1973], cuja proposta é de que elementos

de estrutura secundaria poderiam se formar independentemente da estrutura

terciaria.

| Moiten globules i Modelo Framework 1
: Colapso hidrofébico
e SRR P Aol = AR
-t 3 H 5 . ; oS
=i : : o
E #

- Anfinsen

e T ’
‘renovelamento .- .

expontaneo

modelo Jigsaw -

Figura 1.1: Esquema dos modelos propostos para o
enovelamento. Adaptado de Radford S.E, 2000.

Em outro modelo, chamado difusao-colisao [Karplus M. e Weaver D.L.,
1994], os elementos de estrutura secundaria se difundiriam e colidiriam,

unindo-se de maneira eficaz para resultar na estrutura tercidria. Estes dois

)



modelos descritos acima sugerem que hd necessidade de formas

intermedidrias para que ocorra o enovelamento.

Ja o modelo de colapso hidrofébico [Ptitsyn O.B., 1996; Dill K.A. et al.,
1995}, sugere um colapso rapido da proteina ao redor de suas cadeias laterais
hidrofébicas, ocorrendo um rearranjo para um espago conformacional restrito
ocupado por um intermediario. Este mecanismo promoveria um acimulo de
intermediédrios que, teoricamente, diminuiria a reagao de enovelamento

[Creighton T.E., 1995; Fersht A.R., 1995; Sosnick T.R., 1994].

Outro modelo de renovelamento classico € a nucleacao. Aqui alguns
residuos da seqiiéncia localizados préximos fisicamente, poderiam formar
uma estrutura secundaria como na proteina nativa que atuaria como um
nucleo, a partir do qual a estrutura se propagaria em vérias etapas até a
formacao da estrutura nativa final. A estrutura terciaria se formaria como
conseqiiéncia necessaria, nao havendo entao, formas intermediarias [Anfisen

C.B., 1973].

Para refinar a nucleacao classica surgiu o chamado modelo da
nucleagao-condensagao. Neste modelo o nacleo nao é pequeno e formado num
estado fundamental, mas sim grande e difuso, desenvolvido num estado de
transicao. Esse nucleo seria composto tanto pelos residuos préximos na
estrutura secundaria local, quanto por faixas longas de seqiiéncia com
interagOes tercidrias necessarias para estabiliza-lo [Fersht A.R., 1997; Anfisen

C.B., 1973].



O ntcleo nao seria completamente formado no estado de transicao, mas
continuaria em desenvolvimento até o enovelamento, sugerindo um processo
cooperativo. Estudos tedricos mostram que este mecanismo é particularmente
eficiente para iniciar o enovelamento [Gutin A.M. et al, 1995; Thirumalai D.e
Guo Z.Y., 1995; Abkevich V.I et al, 1994]. Fazendo uma analogia com o
processo de atuagao enzimdtica, pode-se dizer que assim como sao
encontrados residuos envolvidos na catdlise nao pertencentes ao sitio ativo
[Fersht A.R., 1997], o nacleo do enovelamento estaria também “deslocalizado”
na proteina. Entao regioes que teriam alta probabilidade de formar a estrutura
nativa se formariam e contatariam regides mais distantes, dominando o
processo da procura. A formagao deste nicleo “esticado” pode representar um
forte balanco a favor das interagdes locais, além da minima acumulacao de
intermedidrios, pois o nicleo nao é construido somente em um estagio de

transigao.

Particularmente interessante foi 0o modelo do quebra-cabe¢a! [KimP.S. e
Baldwin R.L., 1982], que sugere um verdadeiro quebra-cabega estrutural, no
qual varias “pecas” de estrutura podem ser associadas de modos diferentes,
todas alcangando o mesmo resultado final. Deste modo, cada proteina poderia

se enovelar por “caminhos” diferentes.

Embora estes estudos ndao tenham efetivamente resolvido o Paradoxo

de Levinthal, eles forneceram uma base para os estudos da década seguinte

1Do inglés jigsaw model



que, com o auxilio das novas técnicas experimentais e teoricas, tém caminhado
no sentido de se estabelecer um mecanismo fundamental para a maioria das

proteinas.

1.2 PRINCIPAIS IDEIAS DE UMA NOVA VISAO

Talvez a principal mudanga nas idéias sobre o processo de
enovelamento é que nao se tenha um unico e especifico caminho para se
chegar ao enovelamento correto, como proposto em alguns modelos
anteriores. Ao invés disso tem-se um funil de enovelamento, ilustrado pela
figura 1.2, descrevendo o processo de modo que haja uma abundancia de rotas
para ao estado nativo, cujos caminhos serao populados dependendo dos
detalhes do sistema a ser estudado, incluindo seqiiéncia de aminoacidos e

condi¢oes experimentais [Dobson C.M. et al, 2000; Chan H.S. e Dill K.A. 1998].
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Figura 1.2: Representacéo bidimensional do funil de
enovelamento. Adaptado de Nelson & Cox, 2000.

Com esta nova visdo vem a necessidade de monitorar transicoes

rapidas entre grupos de moléculas que estejam simultaneamente populados.



Para isso, novos esforcos tém sido direcionados para desenvolver técnicas
mais sensiveis e rapidas para monitorar processos em varios sistemas
[Lazaridis T. e Karplus M., 1997].
1.3 ESTUDANDO O ENOVELAMENTO DE PROTEINAS: MODELOS DE DOIS E TRES
ESTAGIOS
1.3.1 Enovelamento de dois estagios

Para as proteinas pequenas, em geral contendo até 100 residuos de
aminoacidos, o processo de enovelamento tem sido altamente cooperativo,
podendo ser descrito como um processo de dois estagios [Jackson apud Pain!].
Neste tipo de reagao, a barreira energética para o enovelamento é baixa e a
populacao de proteina em qualquer estadgio é dada por uma conformacao
completamente enovelada ou completamente desenovelada. O funil de
enovelamento para este processo tem a superficie lisa, sem as barreiras
cinéticas que culminam em estados mal-enovelados e sem formas transientes

dadas pelos minimos locais de energia.

Apesar deste comportamento ter sido observado para muitas proteinas
pequenas com apenas um dominio, existem exce¢des. Algumas destas
pequenas moléculas apresentam intermedidrios. Sao espécies de alta energia
que nao se acumulam significativamente, mas, sob condi¢des mais estaveis,

podem ser visualizadas [Kim P.S. e Baldwin R.L., 1990].

1 Pain R.H. 2000 apud Jackson S.E. 1998, How do small proteins fold? Folding & Design, 3, R81.



Tem se observado que tais transientes podem funcionar como ntcleos
ou folding core, formados por contatos fortes simplificando o processo de
procura e aumentando a velocidade do enovelamento [Fersht A.R., 1999]. Por
outro lado podem ser produto de colapso nao especifico, agregados, portanto

fora do caminho correto [Brockwell D.]., 2000].

1.3.2 Reagoes de enovelamento que apresentam intermediarios

Proteinas maiores normalmente envolvem transicoes de trés estagios
com populagoes intermediérias. Com o aumento do tamanho da proteina, as
barreiras para reorganizar os estados colapsados também aumentam e as
regioes acessiveis no espaco das conformagdes possiveis ficam separadas por
obstaculos maiores, resultando em multiplos caminhos para o estado nativo,
como visto anteriormente na figura 1.2. Conseqiientemente, populacoes com
enovelamentos distintos se acumulam por longos periodos em caminhos
particulares. Essas populagoes intermediarias podem corresponder a dominios
ou subdominios da estrutura nativa e, neste caso, o préximo passo seria
evoluir para ela. Tais intermedidrios encontram-se no “caminho para o

enovelamento correto” (on pathway intermediate), ilustrado no esquema abaixo:

u [< N A

Tem sido sugerido que a formagao destes dominios seja localmente
cooperativa, se assemelhando a um processo de dois estagios. Segundo este
raciocinio, o processo de enovelamento de proteinas grandes e complexas
poderia ser dividido em processos menores, de maneira que houvesse varias
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regioes com estruturas diferentes, como no modelo do “quebra-cabeca”

[Fersht A.R., 1997].

Ha, ainda, hipéteses que sugerem a existéncia de varios dominios se
desenvolvendo independentemente (como maltiplos eventos de nucleacao) e
que este processo seja suficientemente heterogéneo para que algumas
moléculas alcancem o estado nativo [Dobson C.M. et al, 1994]. Esta
heterogeneidade pode inclujr tanto espécies ao longo do caminho de
enovelamento (on pathway, esquema A) quanto espécies que nao alcancariam a

conformagcao nativa (off pathway), como no esquema abaixo:

I u N B

A concentracao destes intermediarios fora do caminho de
enovelamento pode aumentar com o aumento da concentracio de
desnaturante, ou com o aumento da velocidade do processo de enovelamento.
Tal comportamento tem sido observado nos intermediarios formados em
proteinas com pontes dissulfeto [Weismann, J.S.e Kim P.S, 1991], com
isomerizagao nao nativa de prolina [Kiefhaber T. et al, 1992] e agregacao nao

especifica [Silow M. e Oliveberg M., 1997].

A presenca destes intermediarios poderia aumentar a eficiéncia do
enovelamento por restringir o espaco conformacional permitido a cadeia
polipeptidica. Essa idéia, no entanto, nao explica como o paradoxo de

Levinthal é resolvido para permitir que estes intermediarios se formem
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rapidamente. Além disso, muitas proteinas cujo processo de enovelamento é
rapido apresentam uma cinética de dois estagios [Plaxco K.M. et al, 1998]. Por
outro lado, estes intermediérios podem ser interpretados como uma espécie de
“armadilha cinética”, (do inglés, kinetic traps), experimentalmente observada
quando reagdes intrinsecamente lentas, como rea¢des de isomerizacao de
prolina, estao associadas ao processo de enovelamento [Kim P.S. e Baldwin
R.L., 1990]. No caso de serem “armadilhas cinéticas”, os intermediarios

diminuiriam a eficiéncia e a velocidade do processo.

Os estados intermediérios podem ser encontrados nos processos que
ocorrem imediatamente apds o inicio da reacdo, na ordem de
submilisegundos, durante os quais algumas proteinas adquirem mais de 60%
de sua estrutura secundéria [Kuwajima K. et al, 1987]. Essas reacoes, chamadas
reacoes da “fase rapida” (burst-phase reactions), observadas em muitas
proteinas durante o renovelamento, sao causadas por uma alta compactacao
da cadeia polipeptidica. Tais estados compactados podem ser classificados
como molten globule (MG), formar algum tipo de interacao terciaria definida
nativa ou nado nativa, ou ainda permanecerem numa conformacao
relativamente estendida, dependendo das condi¢des de desnaturacao [Zhou J-

M. et al,, 2001].

Alguns aspectos sobre o intermediario encontrado na “fase rapida”
estao sendo ainda investigados, como por exemplo, se este colapso é um passo

distinto no caminho, ou se é apenas uma resposta do estado desnaturado as
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mudangas do ambiente, como diluicao do solvente ou salto na temperatura, ou

mesmo uma mudanga brusca no pH.

1.3.3 O estado de molten globule
O estado de molten globule, MG, é um intermediario conformacional
atingido por muitas proteinas no estado de equilibrio da desnaturacao. Suas
caracteristicas principais, comuns mesmo em proteinas diferentes, elucidadas
por experimentos convencionais como CD, fluorescéncia e técnicas

hidrodinamicas, sao!:

# A presenga de um contetido substancial de estrutura secundaria

4+ Auséncia de estrutura tercidria especifica associada com

empacotamento de cadeias laterais

4 Dinamica estrutural com movimentos em escala de tempo

maiores que nanosegundos

#+ Estrutura compacta, sendo que seu raio pode ultrapassar o do

estado nativo em apenas 10 a 30%

#* Presenca de um empacotamento “frouxo” do bolso hidrofébico,

aumentando a acessibilidade desta regiao ao solvente

1 Vérios autores tém caracterizado os estados molten globule. Aqui foram sumarizados os conceitos em
comum que sdo atualmente aceitos, de acordo com Pain R. H., 2000; Ptitsyn O., 1996 e Kuwajima K.,
1989.
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A estrutura do estado molten globule é bem heterogénea, de forma que
uma parte dela pode ser organizada e similar a nativa e a outra parte mais
desorganizada.Estes estados tém sido encontrados experimentalmente no
equilibrio de desnaturagao e renovelamento de vérias proteinas em diferentes
ambientes, como durante a desnaturagao acida e renovelamento com o auxilio
de acucares neutros [Fink apud Pain!], em concentracdbes moderadas de
desnaturantes quimicos fortes (como hidrocloreto de guanidina e uréia)
[Hirota N. et al, 1998] ou durante a desnaturagao térmica [Griko Y.V. et al,
1995]. Em condicoes desnaturantes mais suaves, como pressao [Ferrao-
Gonzales A.D. et al, 2000; Foguel D. et al, 1998], remocao de ligante da
proteina, modificagdes decorrentes de mutagoes sitio-dirigidas [Chang H.C. et
al, 2002] ou outras modificacoes quimicas que levem a formacao de
conformacoes parcialmente desnaturadas, também sao encontrados

intermediarios com caracteristicas de MG.

Embora este estagio seja encontrado com muita freqiiéncia, seu papel
no processo de enovelamento ainda nao esta completamente compreendido,
podendo o estado MG ser significante como um intermediario especifico para

direcionar a reacao de enovelamento ou nao.

De um modo geral os estudos experimentais sobre desnaturacao e
renovelamento de protefnas eram conduzidos com proteinas de pequena

massa molecular, monoméricas e com estrutura predominantemente em

t Pain R H. 2000 apud Fink A L., Calciano L.J., Goto Y., Kurotsu T., Palleros D.R. 1994. Biochem, 33 12504.
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hélices alfa. Entretanto nos dltimos anos, a classe de proteinas de estruturas
tipo folhas-beta vem ganhando um destaque especial por estarem envolvidas
em patologias oriundas de proteinas mal-enoveladas, como Alzheimer [Lodish
H. et al, 2000], Huntington [Nelson D.L. e Cox M.M., 2000] e outras das

chamadas PCDs (Protein Conformational Disorders)!.

Paradoxalmente a importancia destas proteinas, poucos estudos
experimentais eram encontrados na literatura sobre desnaturacao e
renovelamento de proteinas com predominio de elementos folhas-Beta

[Capaldi, A. P. e Radford, S. E., 1998].

Além dos estudos de renovelamento de proteinas recombinantes
conduzidos em nosso laboratoério [Pinto A.P.A. et al, 2001; Goto L.S. et al, 2001;
Selistre-de-Aratjo H.S. et al, 2000], o grupo vem descrevendo, caracterizando
(incluindo, em alguns casos, a resolugao de estrutura tridimensional),
estudando aspectos fisico-quimicos, e determinando parametros
termodinamicos de proteinas de origem vegetal cuja estrutura é
predominantemente formada por elementos Beta. Estudos desta natureza
requerem a utilizacao de uma série de métodos bioquimicos, fisicos e quimicos
que vao desde o isolamento da proteina e/ou da clonagem e expressao de
proteinas recombinantes, passando pela utilizacago de métodos

cromatograficos e espectroscopicos. Tais metodologias permitem a

caracterizacao estrutural, os estudos sobre interagoes proteinas-ligantes e/ou

1 Um elegante review sobre este topico pode ser encontrado em Soto, C. 2001. Protein and misfolding
disease: protein refolding and therapy. FEBS Letters, 498 204-207.
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inibidores, bem como a determinagao de parametros termodinamicos das

proteinas em estudo.

As proteinas tipo folhas-beta estudadas pelo grupo pertencem a uma
classe que tem despertado muito interesse devido a sua propriedade de
reconhecer e interagir especifica e reversivelmente com diferentes tipos de
carboidratos e glicoconjugados: as lectinas. Esta classe é encontrada desde
plantas at¢ mamiferos e estao envolvidas em fenomenos de sinalizacao e
interacoes celulares, interagoes parasita-hospedeiro (tanto em plantas como em

animais), mecanismos de defesa em plantas [Lis H. e Sharon N, 1998].

1.4 METODOLOGIAS UTILIZADAS NOS ESTUDOS DE DESNATURACAQOE
RENOVELAMENTO DE PROTEINAS
Os modelos propostos para o enovelamento de proteinas, os quais
foram descritos anteriormente, tém sido derivados de varios enfoques

experimentais combinados com modelos tedricos [Duan Y. e Kollman P.A,,

1998].

Uma das metodologias experimentais mais utilizadas para estudar o
enovelamento de proteinas é a espectroscopia de fluorescéncial. Essa técnica se
baseia na propriedade que algumas moléculas possuem de emitir luz como
resultado de absorcao oriunda de outras fontes. Essa emissao, chamada
fluorescéncia, é uma emissao imediata ou de um estado singleto

eletronicamente excitado. No caso das proteinas, trés de seus residuos de

Para melhor entendimento dos fundamentos da técnica sdo recomendados: Lakowicz, J.R., 1991 e
Campana P.T., 1998.
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aminoacidos possuem esta propriedade: a tirosina, o triptofano e a
fenilalanina, sendo o triptofano mais utilizado por ter absor¢ao mais intensa
que os demais. Esses residuos sao chamados fluoréforos e sua fluorescéncia é
altamente especifica e sensivel ao ambiente em que os residuos se encontram.
Desta maneira a fluorescéncia da proteina quando enovelada é resultante da
fluorescéncia de seus residuos individuais dependendo da vizinhanca de cada
um e, se este ambiente ao redor do fluor6foro muda, a fluorescéncia também
muda. Essas caracteristicas fazem com que esta técnica seja uma ferramenta
altamente sensivel para estudar mudangas estruturais e até conformacionais,

sendo capaz de monitorar modificagdes na estrutura terciaria da proteina.

O dicroismo circular (CD - Circular Dichroism)! também é muito
utilizado nos estudos de enovelamento devido a sua sensibilidade em
distinguir a presenca e a por¢ao de elementos de estrutura secundaria de
peptideos e proteinas em solugao. O CD é observado quando uma molécula
opticamente ativa (chamada cromoéforo) apresenta diferencas na absorcao de
luz circularmente polarizada a esquerda e a direita. Para tanto, este cromoforo
deve ser assimétrico. No caso das proteinas, estes cromoéforos sao,
principalmente, as ligacoes peptidicas, as cadeias laterais dos aminoacidos, e
grupos prostéticos, todos com absor¢ao na regiao ultravioleta. Assim o

espectro de CD entre 180 e 260 nm pode identificar diferentes tipos de

1Assim como no caso da fluorescéncia, existe um grande niimero de artigos e livros onde os fundamentos
desta técnica podem ser encontrados. No presente caso é recomendada a seguinte leitura: Nakanishi, K.
et al, 1994, Fasman G. D. 1991 e Campana P.T., 1998.
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estrutura secundéria, como hélices-alfa, folhas beta paralela e antiparalelas,

voltas beta e estruturas randomicas.

A tabela 1.1 tem um resumo dos principais pontos que podem ser

observados com as duas técnicas anteriores.

Tabela 1.1: Técnicas experimentais utilizadas para estudar processos de enovelamento em
proteinas. Adaptada de Radford S.E., 2000.

TECNICA PARAMETRO ESTRUTURAL ESTUDADO
fluorescéncia
Intrinseca Vizinhanga de triptofanos e tirosinas
Ligagao com fluoréforo extrinseco  Exposicdo da drea de superficie hidrofébica
Ligacao de substrato Formacao de sitio ativo
Transferéncia de energia Distancia entre residuos
Anisotropia Tempo de correlagao, volume
Dicroismo Circular
UV distante (190-250 nm) Formacao de estrutura secundéria
UV préximo (260-400 nm) Formacao de estrutura tercidria

Podem ser acoplados aos equipamentos de CD e fluorescéncia
misturadores automaticos para a dilui¢ao do desnaturante, como por exemplo,
stopped-flow, que permitem monitorar eventos ocorridos em escalas de
milisegundos. Ja os misturadores ultra-rapidos podem elucidar eventos da
ordem de microsegundos. No caso de perturbacdes de temperatura e
monitoramento por métodos 6ticos, a escala de tempo pode alcancar

nanosegundos [Brockwell D.]., 2000].

Além das espectroscopias de CD e fluorescéncia, outras técnicas como
absor¢ao na regiao do infra-vermelho, que elucida mudangas na estrutura

secundaria da proteina e NMR, que pode fornecer informacoes tanto de
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vizinhancas locais de residuos individuais quanto da estabilidade global
[Serrano L., 1995], sao muito empregadas nos estudos de enovelamento de
proteinas. As técnicas de engenharia de proteinas, especialmente as mutagdes
sitio-dirigidas, também sao de grande importancia para estudar o papel
individual dos “residuos-chave” durante o processo de enovelamento [Zhang,

Y., 1997].

Técnicas cromatograficas sao também empregadas em estudos de
renovelamento, especialmente para inferir sobre a reorganizagao estrutural
das proteinas em estudo. No entanto, a cromatografia também é utilizada para
auxiliar o processo de renovelamento, seja por meio de colunas envolvendo
matrizes que funcionam como “chaperonas” [Batas B. e Chaudhuri J.B., 1999],
ou por meio de matrizes contendo chaperonas, como GroEL, imobilizadas

[Dong, X.Y. et al 2000].

Entretanto, a chave para desvendar a natureza do mecanismo de
enovelamento é combinar resultados de diferentes técnicas de maneira que
cada uma delas possa elucidar diferentes aspectos do enovelamento. Além
disto, a combinacao do estudo de vérias proteinas e a comparagao do
enovelamento de proteinas da mesma familia, fornecem os resultados mais
interessantes levando a determinacao de comportamentos comuns durante o

enovelamento.
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1.5 UM PANORAMA SOBRE AS LECTINAS VEGETAIS

As lectinas constituem uma classe especial de proteinas ligantes de
carboidratos e glicoconjugados. Essas moléculas tém sido identificadas como
mediadoras no reconhecimento celular em varios processos biologicos; isso
porque as células reconhecem qualquer outro par que interaja com elas (outra
célula, virus, bactérias ou protozoarios) através da complementaridade dos
carboidratos contidos em sua superficie. Sao proteinas, que podem ou nao ter
carboidratos ligados a sua estrutura, presentes em uma grande variedade de

organismos: de virus a mamiferos.

Nos vegetais, esta classe de proteinas esté relacionada com mecanismos
de defesa e também podem ser encontradas como proteinas de reserva
[Peumans e Van Damme, 1995]. As lectinas vegetais e animais tém mostrado
estruturas secundaria e tercidria similares, ainda que estas nao apresentem
homologia significativa em suas seqiiéncias primarias. A maioria das lectinas
tem especificidade tanto por mono como por oligossacarideos. Em geral as
lectinas interagem com maior afinidade com estes tltimos, por estarem ligados

a superficie celular, quando comparados com o monossacarideo livre.

As lectinas vegetais foram as primeiras a serem estudadas, pois 0s
processos de isolamento sao relativamente simples e elas sao abundantes na
natureza. A diversidade dos fendmenos em que estao envolvidas, tanto na
prépria planta, quanto em atividades in vivo e in vitro, faz delas uma classe de
proteinas muito exploradas em biotecnologia. Sao usadas para o isolamento,
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purificagao e estudos de estruturas de carboidratos e superficie celulares;
estudos de fisiologia e biossintese de células do sistema imune e sangiiineo,
investigacao da arquitetura de superficies celulares e suas mudangas, como
agentes terapéuticos no tratamento do cancer, doengas auto-imunes e
infecciosas, sob a forma de toxinas recombinantes (imunotoxinas), como

bioinseticidas e agentes defensivos de pragas na agricultura.

A maioria das lectinas isoladas e caracterizadas é oriunda de sementes
de membros da familia Leguminosae, existindo apenas poucos representantes
de outras familias de plantas. Destas, destacam-se as lectinas da familia
Moraceae, hoje denominadas de lectinas relacionadas a jacalina (jacalin-like

lectins) .

Algumas lectinas da familia Moraceae vem sendo estudadas em nosso
grupo. Do género Artocarpus, estuda-se a jacalina e a KM+, ambas de A.
integrifolia [Santos-Oliveira R. et al, 1994; Roque-Barreira M.C. et al., 1986]. A
jacalina é ligante de D-Galactose e desperta um interesse especial como
ferramenta biotecnolégica por ligar ao anticorpo Ig-A, ao linfécito CD-4 e as
células tumorais. Esta lectina teve sua estrutura cristalografica resolvida

[Sankaranarayanan R. et al., 1996], e mostra-se como um tetramero, onde cada

! A aplicacdo das lectinas pode ser encontrada em capitulos especificos do livro LECTINS, BIOLOGY-
BIOCHEMISTRY and CLINICAL BIOCHEMISTRY, editado a cada dois anos, periodo em que ocorre o
Encontro Internacional de Lectinas (Interlec).

2 De Monteiro-Moreira, 2002: “O termo lectinas jacalina relacionadas é usado como coletivo para todas as
lectinas que sdo estrutural e evolucionariamente relacionadas a jacalina. A familia da jacalina
compreende dois subgrupos de lectinas. O primeiro subgrupo é formado por lectinas de Moraceae N-
acetilgalactosamina especificas, que sdo muito similares a lectina D-galactose-ligante de jaca. O
segundo subgrupo é o das lectinas de Convolvulaceae que sao homologas as de Moraceae, mas exibem
especificidade por manose/maltose (VAN DAMME, et al., 1998).”
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mondmero adota um enovelamento tipo B prisma paralelo, no qual trés
motivos tipo “chave grega” sao arranjados de modo a formar os lados de um
prisma com area de segao reta quase triangular. Os mondomeros da jacalina,
como podem ser vistos na figura 1.3, sao compostos por duas cadeias: a cadeia
o e a cadeia B, esta dltima resultante do processamento proteolitico de seu
precursor. Esta clivagem interna ocorre em um dos motivos “chave grega” do
prisma f e gera uma cadeia curta de 20 residuos que é uma das fitas externas

do terceiro motivo.
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Figura 1.3: Estrutura da jacalina resolvida por Sankaranarayanan
e colaboradores em 1996 (A). Visualizacdo da orientacdo entre
mondmeros (B). Cadeias o e B em detalhe num monémero (C).
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A KM+ ¢ ligante de D-Manose, induz diretamente migracao de
neutrofilos in vivo e in vitro (neutréfilos humanos), aglutina hemacias dos
grupos sanguineos ABO e estimula a proliferacao de linfécitos do baco de
camundongos Balbc [Santos-Oliveira R. et al, 1994]. Seus sitios de
reconhecimento de carboidratos sao responsaveis pela ligacao da KM+ ao
tecido conectivo e ao endotélio vascular [Ganiko LM et al 1997]. Esta lectina
mostra um espectro de dicroismo circular muito particular, porém compativel
com estrutura predominantemente em folhas beta. E estavel a temperaturas de
até 55 °C, variacoes aos extremos acido e basico de pH, e a agao de agentes
desnaturantes [Silva-Lucca R.A. et al, 1999]. A partir dos cristais obtidos da
KM+ [Oliveira PS.L. et al, 1997], sua seqiiéncia de aminoacidos foi
determinada e a estrutura resolvida por modelagem molecular, em funcao
com seu alto grau de identidade com a jacalina [Rosa ].C. et al, 1999]. A KM+
apresenta um N-terminal acetil-bloqueado e nao sofre processamento pos-
traducional como a jacalina. Assim, ela ¢ um homotetramero cujos monémeros
sao ligados por interacdes nao covalentes. Os mondémeros da KM+, compostos
por uma unica cadeia polipeptidica, apresentam um peptideo de ligagao que
une as regides estruturalmente relacionadas as cadeias alfa e beta da jacalina.

Duas novas lectinas foram isoladas das sementes do género Artfocarpus
em nosso grupo [Trindade M.B. et al, 2001; Monteiro-Moreira A.C.O., 2002].
Elas sao ligantes de quitina e apresentam atividade hemaglutinante para
eritrocitos humanos, uma isolada das sementes de jaca (A. integrifolia)

denominada jacaquina e outra de fruta-pao (A.incisa) denominada frutaquina.
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Ambas tém peso molecular aparente de 12 kDa e sob acao de agentes
redutores foram separadas em trés cadeias. O N-terminal das trés cadeias
destas lectinas mostra alto grau de identidade entre elas (jacaquina com
frutaquina), porém sem homologia com as lectinas ligantes de quitina da
familia das heveinas e sem identidade com outras proteinas depositadas no

Protein Data Bank (PDB).

Das sementes de Artocarpus incisa, também foram extraidas a frutalina
[Moreira R.A. .et al, 1998] e a frutapina [Monteiro-Moreira A.C.O. et al, 2001],
sendo que a primeira tem propriedades biologicas e espectroscopicas
semelhantes a jacalina. £ também ligante de D-Galactose, porém sua acao
hemaglutinante é mais potente que esta altima. O peso molecular estimado €
66 kDa, contendo quatro monomeros mantidos por interacdes nao covalentes.
O espectro de CD de sua estrutura nativa foi identificado como sendo
dominado por folhas-B, similarmente a jacalina. Sua seqiiéncia de
aminodacidos, recentemente determinada, mostra mais de 98% de identidade
seqiiencial com a jacalina, também apresentada como duas cadeias: alfae beta,

como pode ser visto na figura 1.4 [Beltramini L.M. et al, 2002].
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Figura 1.4: Seqiiéncia priméria da frutalina alinhada com jacalina.

Recentemente foi verificado que a frutalina é um potente estimulador
de linfoécitos humanos e ativa células NK (natural killer) in vitro além da

migracao de leucdcitos na cavidade peritoneal de camundongos in vivo [Barja-

Fidalgo M.Cetal, 20022].

A frutapina tem massa molecular aparente de 63 kDa e é constituida

por quatro subunidades idénticas, similarmente ao descrito para a KM+,

possui a mesma forma do espectro de CD e seu N-terminal também se

apresenta bloqueado [Monteiro—Moreira A.C.O., 2002].

O escopo experimental desta tese foi estudar as diferencas observadas
nos processos de desnaturacao e renovelamento das lectinas jacalina e

frutalina, face as interessantes aplicagbes em biotecnologia que elas

1(2002) Beltramini LM, Moreira R.A., Monteiro-Moreira A.C,Oliva M.L.V. Resultados ndo publicados‘
2 (2002) Barja—Fidalgo M.C., Beltramini L.M., Monteiro-Moreira A.C.O., Moreira R A. Resultados nao
pubh’cados‘
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apresentam e diferencas nas propriedades fisico-quimicas a despeito de suas

homologias.

1.6 OBJETIVOS DO TRABALHO

Os estudos de desnaturagao e renovelamento da jacalina e frutalina
foram monitorados pelas espectroscopias de dicroismo circular e
fluorescéncia, bem como as diferentes formas separadas por cromatografia de

exclusao molecular. Assim os seguintes objetivos foram propostos:

4+ estudar o processo de desnaturacao térmica destas lectinas e
calcular a energia de ativagao do processo, uma vez que 0

mesmo foi irreversivel para ambas;

+ investigar o processo de desnaturacao da jacalina e frutalina
utilizando hidrocloreto de guanidina (GndHCI) tanto na

auséncia quanto na presenca do acucar ligante;

% analisar o processo de renovelamento para ambas, na
auséncia e na presenca de D-Galactose, identificando formas

intermediarias;

% separar e caracterizar as formas nativas, desnaturadas,

renoveladas e intermediarias.

A partir da analise das curvas de desnaturacdo e renovelamento de

ambas lectinas, calcular os parametros termodinamicos.
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Capitulo 2

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Obtencao das lectinas frutalina e jacalina
A partir do extrato bruto das sementes de Artocapus integrifolia e
Artocarpus incisa obtiveram-se as lectinas jacalina e frutalina respectivamente,

como descrito a seguir.

2.1.1 Extrato bruto das lectinas

Sementes oriundas dos frutos, exaustivamente lavadas com agua
destilada ap6s secagem a temperatura ambiente, foram trituradas e ao po6
obtido adicionou-se o tampao PBS (phosphate buffer saline) 0,15M e pH 7,4
numa proporgao 1:10 peso/volume. Essa mistura permaneceu sob agitacao
por 6 horas a 4 °C e ap6s esse tempo foi centrifugada por 20 minutos a 2600g
também a 4 °C. O sobrenadante, depois de separado e ultrafiltrado em
membrana YM10 até a metade de seu volume original, foi chamado extrato
bruto (EB). A obtenc¢ao do EB seguiu o mesmo protocolo tanto para jacalina

quanto para frutalina.
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2.1.2 Purificacao das lectinas a partir do EB

As lectinas foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna
de Sepharose D-Galactose (SIGMA), como descrito previamente [Moreira R.A.
et al, 1997]. Ap6s a elui¢ao do volume de exclusao, a coluna foi eluida com
uma solucao de PBS contendo 0,2M de D-Galactose e as fragoes coletadas com
absorbancia monitorada em 280 nm. Utilizou-se o mesmo procedimento paraa
jacalina, uma vez que ambas tém afinidade por D-Galactose. As proteinas
foram concentradas por dialocentrifugacao em Centriprep 10 (Amicon
Corporation, USA) até cerca de 1 mg de proteina em 1 ml de solugao. A
concentragao da proteina foi medida pelo método de Bradford e/ou pelo

coeficiente de extincao molar [Bradford M.M., 1976].

2.1.3 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

As amostras de frutalina e jacalina assim obtidas foram submetidas a
eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE, Sodium DodecylSulphate-
PolyAcrylamide Gel Electophoresis) segundo o método de LAEMMLI (1970),
utilizando um sistema vertical da Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala,
Suécia. Os marcadores de massa molecular utilizados foram: soro albumina
bovina, BSA (66 kDa), ovalbumina, OVA (45 kDa), anidrase carbdnica bovina,
ACB (30 kDa), inibidor de tripsina de soja, ITS (20,1 kDa) e citocromo C, CITc

(12,4 kDa).
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2.1.4 Ensaios de atividade bioldgica
A atividade biologica foi realizada através do teste de hemaglutinagao
em microplacas [Moreira R.A. et al, 1994]. Em resumo, cada amostra de lectina
foi diluida em série e, a seguir, adicionada em cada poc¢o uma aliquota de uma
suspensao de hemacias humanas a 2%. Apds duas horas a temperatura
ambiente, a reacao foi lida a olho nu e a unidade aglutinante considerada a

menor concentragdo de proteina na qual se observou a aglutinagao.

2.1.5 Cromatografia de exclusao molecular (SEC)

As lectinas em suas formas nativa, desnaturada e renovelada foram
filtradas por cromatografia de exclusao molecular (SEC, Size Exclusion
Chromatography) em coluna Superdex 75 HR 10/30 usando o sistema Akta
Explorer-10 (Pharmacia LKB Biotechnology). A coluna foi equilibrada e eluida
com PBS pH 7,4, contendo 0,1 M D-Galactose e 0,1 M D-Manose a 22 °C. A
velocidade de fluxo foi de 0,5 ml/min, monitorada pela absorbancia em 280
nm, e o eluato coletado em fragdes de 1 ml. Para a calibracao da coluna foram
utilizadas as proteinas padrao: soro albumina bovina (BSA), anidrase

carbdnica bovina e citocromo C.

2.2 REACOES DE DESNATURACAO E RENOVELAMENTO

Ambas lectinas foram desnaturadas pelos processos quimico e térmico,
sendo que apenas a desnaturagao quimica foi parcialmente reversivel. As
reacoes de renovelamento, feitas através da diluicao do desnaturante, estao
descritas juntamente com as reagdes para desnaturacao, a seguir.
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2.2.1 Desnaturacao térmica irreversivel das lectinas na auséncia de D-Galactose

As solucoes contendo 0,08-0,18 mg/ml de lectina foram incubadas em
banho térmico de agua circulante, nas seguintes temperaturas: 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75 °C durante 5, 15, 30, 45 e 60 minutos cada. Para
suspender a reagao, os frascos contendo as amostras foram mergulhados em
banho de gelo. Ap6s retornarem a temperatura ambiente, efetuaram-se as

medidas de CD e fluorescéncia.

2.2.2 Reagdes de incubagao para desnaturacao com hidrocloreto de guanidina
(GndHCI)

Para ambas lectinas as solucoes de desnaturacao continham 0,09 mg/ml
de proteinas. Tais solu¢des foram incubadas durante 12 horas, a temperatura
ambiente, 20 °C, em tampao PBS 0,15 M pH 7,4 contendo GndHCI. A
concentragao de GndHCl foi variada de 0 a 6,9M (0M; 0,5M; 1,0M; 1,5M; 1,6M;
1,8M; 2,0M; 2,2M; 2,4M; 2,6M; 2,8M; 3,0M; 3,2M; 3,4M; 3,6M; 3,8M; 4,0M; 4,2M;
4,4M; 4,6M; 4,8M; 5,0M; 5,5M; 6,0M; 6,5M; 6,9M) na presenca e auséncia de D-

Galactose 0,1M. Todos os experimentos foram executados em duplicata.

2.2.3 Reagoes de incubacao com GndHCL para renovelamento
Solugoes contendo 0,09 mg/ml e 0,35 mg/ml de lectinas em tampao PBS
0,15 M pH 7,4 com 6M de GndHCI foram incubadas durante 12 horas, a
temperatura ambiente, 20 °C, para que ocorresse a desnaturacao. As amostras
assim desnaturadas foram diluidas em PBS de forma que as solucdes finais

obtidas tinham concentragoes de GndHCI iguais a: 0M; 0,5M; 0,75M; 1,0M;
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1,25M; 1,5M; 1,75M; 2,0M; 2,25M; 2,5M; 2,75M; 3,0M; 3,25M; 3,5M; 3,75M;
4,0M; 4,25M; 4,5M; 4,75M; 5,0M; 5,25M; 5,5M; 5,75M. No estudo das lectinas
em presenca do agucar ligante, a solucao utilizada nas reacdes foi PBS
contendo 0,1M de D-Galactose, tanto para a desnaturacdo quanto para a
diluicao das amostras, compondo um igual nimero de pontos para curva de
renovelamento de cada lectina na presenca de seu agucar ligante. Ambos os

experimentos foram executados em duplicata.

2.2.4 Reagao de renovelamento por dilui¢ao da solugao desnaturante

As lectinas foram desnaturadas, por 12 horas, em solucoes de PBS-D-
Galactose 0,1M e 6M de GndHCI para a frutalina (0,36 mg/ml) e para a
jacalina (0,36 mg/ml). Para iniciar o processo de renovelamento, as solucoes
de lectinas foram concentradas em Centricon 3 (Amicon Corp.) a 4300g até que
atingissem metade do volume inicial. Ao fim de cada concentragao completou-
se 0 volume com uma solucao de GndHCl com metade da concentragao
anterior. Repetiu-se o procedimento até a concentracao final de GndHC] de

0,025M.

2.2.5 Reacao de renovelamento por dialise da solu¢ao desnaturante

Solugoes contendo as lectinas ja desnaturadas pelo procedimento
anterior foram dialisadas em sacos (Spectra Por MWCO: 3500) contra PBS (pH
74) durante 12 horas. Diante deste procedimento houve precipitagao das
lectinas, assim as solugdes foram centrifugadas e o sobrenadante dialofiltrado

em Centriprep 3 (Amicon Corp.), antes que as medidas fossem efetuadas.
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2.2.6 Reacoes de incubacao em ambientes dcido, basico e neutro.

O tampao que proporcionou a variacao de pH 2 a pH 12 consistiu numa
mistura contendo 10 mM de cada um dos seguintes reagentes: glicina, fosfato
monodcido de sodio, acido borico e tris-hidroximetil aminometano (tris), mais
30mM de cloreto de sodio. A solugao tampao foi ajustada, com acido cloridrico
e acetato de sodio, para valores de pH de: 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 45; 5,0; 5,5; 6,0;
6,5;7,0;7,5; 8,0; 8,5;9,0; 9,5; 10,0; 10,2; 10,4; 10,6; 10,8; 11,0; 11,2, 11,4; 11,6; 11,8 e
12,0. No caso do experimento em presenca de D-Galactose, a mistura de
reagentes anteriormente descrita foi acrescida D-Galactose 0,1M, tomando-se o
cuidado de ajustar o valor de pH apés a adigao do agticar. Duplicatas de cada
amostra, com 0,09 mg/ml de frutalina, foram mantidas em cada pH durante
12 horas, e ap0s este intervalo seguiram as medidas de fluorescéncia estatica,

anisotropia, CD e atividade biologica.

2.3 MEDIDAS ESPECTROSCOPICAS

Estao descritas a seguir as condigoes experimentais e os métodos
espectroscopicos utilizados para monitorar as lectinas tanto em sua forma

nativa quanto seus processos de desnaturagao e renovelamento.

2.3.1 Fluorescéncia estatica
No espectrofluorimetro K2 (ISS - Illinois, USA), modo estatico,
efetuaram-se espectros das lectinas frutalina e jacalina, em cubetas de quartzo
com 1cm de caminho 6tico e a temperatura ambiente, 20 °C, com comprimento
de onda de excitacao de 290 nm e a emissao monitorada de 305 a 450nm. Para
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alguns experimentos executados em um espectrofluorimetro Perkin-Elmer
LS50B, a excitagao foi de 280 nm com o monitoramento da emissdo no
intervalo de 290 nm a 450 nm. Um filtro com 85% de transmitancia para
comprimento de onda acima de 295 nm, posicionado no canal da emissao, teve
a funcao de eliminar a luz espalhada. A concentracao utilizada para ambas
lectinas esteve no intervalo entre 0,06-0,09 mg/ml de maneira que a densidade
Otica, em 280 nm, nao ultrapassou 0,08. Para minimizar o efeito do
espalhamento de luz pelo tampao, de cada amostra foi subtraido o espectro do

tampao correspondente.

2.3.2 Medidas de anisotropia estatica
No espectrofluorimetro K2, ainda no modo estatico, obteve-se a
anisotropia das amostras de frutalina nos tampoes acido, neutro e basico. O
comprimento de onda da luz incidente foi 290 nm e para a emissao ao invés do
monocromador empregou-se apenas o filtro. A subtracao do tampao da
proteina, chamado branco, foi efetuada como nos espectros estaticos para cada

amostra de proteina medida.

2.3.3 Medidas de dicroismo circular (CD)

As medidas de CD procederam em um espectropolarimetro Jasco J715
(Jasco Corporation, Japao). As solugoes de lectinas em concentracoes de 0,15 a
0,18 mg/ml foram acondicionadas em cubetas de quartzo, do tipo circular, de
1 mm de caminho 6tico. Os espectros foram gravados num intervalo de 195 a

240 nm, a 20 °C com, em média, 16 ou 32 varreduras dependendo do ruido
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observado. Para os espectros contendo GndHCl o intervalo monitorado foi de
210 a 250nm devido a alta absor¢ao do solvente em comprimentos de onda

abaixo desta regiao.

2.4 CALCULOS DE PARAMETROS TERMODIN AMICOS DOS PROCESSOS DE

DESNATURACAO E RENOVELAMENTO

A partir das medidas espectroscépicas foram construidas as curvas de
desnaturacao e de renovelamento e os parametros termodinamicos foram
calculados. Nesta secao se encontram, em mais detalhe, os procedimentos
aplicados tanto aos processos reversiveis quanto aos irreversiveis incluindo o
procedimento de desconvolucao das curvas de dicroismo circular e

fluorescéncia.

2.4.1 Desconvolucao dos espectros de fluorescéncia utilizando o programa
CCA
Para testar os modelos irreversiveis de dois e trés estados propostos para
a analise das curvas de desnaturacao térmica da jacalina, extrairam-se 3, 4 e 5
curvas puras de uma base construida com os espectros de fluorescéncia
obtidos na desnaturacao. Esta analise se deu através do programa Conuvex
Constraint Analysis (CCA), desenvolvido por Perczel e Fasman, baseado no

algoritmo Simplex [Perczel A. et al, 1991; Perczel A. et al, 1992].
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2.4.2 Calculo da energia de estabilidade conformacional (AG,, , ) das lectinas

pelo modelo de dois estados
A curva de desnaturacao reversivel foi obtida colocando o parametro
espectroscopico (a)' no eixo das ordenadas e a variagao do desnaturante
quimico no eixo das abscissas. Neste caso, o maximo de emissao de
fluorescéncia foi utilizado como a, obtido a partir do calculo da integracao de
toda a curva. Os valores de o caracteristicos dos estados N (fn) e U (fu), foram
obtidos pela extrapolagao linear? das regioes anteriores e posteriores® a regiao

de transicao da proteina.

A analise da desnaturagao reversivel por dois estagios foi efetuada como
descrito por C. N. Pace in: Methods in Enzimology, 1986. Sumariamente, ap0s a

obtencao das curvas de desnaturagao reversiveis, de dois estagios temos:

Keq

NoU (1)

1 Pode ser encontrado também, na literatura, além das denominagdes S e d, a denominacéo y para o
parametro observéavel.

2 Existem outros dois métodos para calcular a energia de estabilidade conformacional, um que considera
que o desnaturante tenha uma constante de associacdo média com os diferentes aminoacidos da
molécula chamado “modelo da ligacdo do desnaturante”, e o “modelo da transferéncia de energia
livre”, que leva em conta a energia livre de cada aminoéacido da cadeia lateral na mudanca da agua
para a solucéo desnaturante. Esses métodos mais sofisticados necessitam de calculos extras envolvendo
todos os aminoacidos da proteina, ficando impossibilitado seu uso no caso da frutalina que ainda ndo
possui sua estrutura primaria totalmente identificada. Além disso, o método de extrapolacao linear
continua adequado & maioria dos casos. Maiores discussdes podem ser encontradas em: Eftink, M.R. &
Tonescu, R. 1997 Biophysical Chem. (64) 175-197.

3 A regido que antecede o inicio da transicdo do estado N para o estado U é chamada regido pré-
transicional, e a que sucede, regido pos-transicional.

35



onde N e U‘ representam, respectivamente, as formas nativa e

desnaturada reversivelmente da proteina, e:

Keq = fu/fn. (2)

Para o referido mecanismo, a soma das fracoes presentes nos estados N
(fn) e U (fu) é igual a unidade, uma vez que nao hé intermediarios estaveis em

quantidade suficiente para serem detectados. Assim:

Nt fu=1 3)

Qlobservado — aNfN + anu (4)

Combinando (2) e (3) obtém-se:

Su = (a- an)f(au- an) (5)
M = (au- of(au- an) (6)

Decorrente das equagoes anteriores, a energia livre de desnaturagao AGp,
torna-se:

AGp = —RT In[ fu | f] (7)

Estimou-se a estabilidade conformacional (AG"*°) pelo método da
extrapolagao linear, no qual supode-se uma dependéncia linear entre a energia

de desnaturacio e a concentracao de desnaturante de acordo com a equagao:

4O termo U, do inglés unfolded, é utilizado aqui para dar idéia de reversibilidade ao processo.

36



AGp = AG™° — m[GndHCI] 8)

O grafico de AGp versus concentragao de GndHCI foi extrapolado e a
reta ajustada de acordo com a equacao acima na regiao de transicao. Além da

estabilidade conformacional (AG™”) analisada pela energia, foram levados
em consideragio a quantidade necessiria de GndHCl na qual o
desenovelamento principia (m), o ponto médio da curva ([GndHCl}s/2), bem
como a diferenca entre a estabilidade conformacional em cada caso (A(AG)),

sendo:

AMAG) = A[GndHCI),,, - m )

2.4.3 Calculo da energia de estabilidade conformacional (AG™°) das lectinas
pelo modelo de trés estados

A curva de desnaturacao reversivel no equilibrio, induzida por agente

quimico desnaturante, GndHC], foi construida a partir do calculo do maximo

de emissao para a jacalina e a partir da elipticidade molar em 219 nm para a

frutalina. A analise, assumindo o processo reversivel de trés estagios

[Mizuguchi M. et al, 1998; Kwajima K. et al, 1976]:

N Uy (10)

—— 1 —
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onde N e U representam os estados nativo e desnaturado das lectinas, e I o
estado intermediario. Kni e Kiu sdo as constantes do equilibrio de transigao do

estado N para I, e do estado I para o estado U respectivamente.

O observével da proteina em cada concentragao de desnaturante é dado

pela soma de contribuicoes das duas transicoes, assim:

by = an N tar /i + oau fu (11)

onde an, a1 e au sao os observaveis do estado nativo, intermediario e
desnaturado respectivamente. Os termos /v, /i e /i sao relacionados ao
equilibrio, Knr e Kju sao as transi¢oes da desnaturagao e sao relacionadas a

energia livre das formas desnaturadas. Deste modo:

= (a-a)f(a-an) (12)
iy = (e-an)/(ar - an) (13)
S = (au-a)f(au-c) (14)
Ju= (e-a))/(au-ci) (15)

das equacoes anteriores, a energia livre pode ser estimada como

AG,, =-RT ln[(f](N) /ﬁ\’)] (16)

AG, =-RTIn[(f, /fI(U))] (17)

onde R e T sao, a constante dos gases e a temperatura absoluta.
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Para estimar a estabilidade conformacional (AG"*?) foi assumida uma
dependéncia linear da energia livre de desnaturacao com a concentracao do
desnaturante até sua concentracao zero. Entiao, a analise dos minimos

quadrados foi usada para ajustar os dados as equagoes:

AG,, =AGE —m,, [GndHCI] (18)
AG,, =AG]° —m,, . [GndHCI] (19)

2.4.4 Calculo da energia de ativagao da lectinas por desnaturacdo térmica
irreversivel
Os espectros obtidos foram analisados segundo um processo irreversivel

de dois estados, descrito por Silva-Lucca R.A.et al., 1999:

N—t5 D (20)

onde N e D’ representam, respectivamente, as formas nativa e
irreversivelmente desnaturada da proteina, sendo k a razao de primeira
ordem, constante, que varia com a temperatura de acordo com a equacgao de

Arrhenius,

k = A exp(-E, / RT) 1)

A fracao da proteina desnaturada, fp, é calculada a partir da relacao:

5O termo D, do inglés denatured, é utilizado aqui para dar a idéia de irreversibilidade ao processo, no
sentido que atividade biologica néo é recuperada.
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fD = (aobs - )/(azv - aD) (22)

£,+f, =1 (23)

No qual a é qualquer observavel espectroscopico da amostra a uma
temperatura particular. No caso do presente experimento foram utilizados o
maximo de emissao de fluorescéncia para a lectina jacalina e o minimo
caracteristico dos espectros de dicroismo circular para a lectina frutalina. Do
mesmo modo, av e ap sao valores observaveis caracteristicos dos estados

nativo e desnaturado, nesta ordem.

A andlise aqui utilizada para desnaturagao irreversivel, baseada no
modelo de Lumry e Eyring, permite que k seja escrito em termos da teoria de
estados de transicaio [Sanchez-Ruiz, J.M. et al, 1988], sendo
fenomenologicamente equivalente a equacao de Arrhenius. De fato, para este

modelo, podemos calcular os dados cinéticos utilizando:

In( f,)=—kt (24)
=In(f,) =kt (25)
In(1/ f,) = kt (26)

Calculados os valores de k para cada temperatura e, voltando a equagao

21, temos:
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In[k]=(E/R)/T, -1/T) (27)
onde, k equivale a In(1/f,) em fungao da temperatura.

Deste modo, a curva de transicao pode ser expressa como funcao da

temperatura:
In[in(1/ £, )= (E/ R/ T, -1/T) (28)

Finalmente, através da equacao 28 estimam-se a energia de ativagao da

reagao, Ea, e a temperatura de transicao, T.
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Capitulo 3

RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DAS LECTINAS JACALINA E FRUTALINA
As lectinas jacalina e frutalina, depois de isoladas por cromatografia de
afinidade em colunas de Sepharose-D-Galatose, foram submetidas a
cromatografia de exclusao molecular (SEC, Size Exclusion Chromatography) em
Superdex 75, em seguida eletroforese e posteriormente analisadas por

dicroismo circular (CD), fluorescéncia e teste de atividade biolégica.

A figura 3.1 A mostra o perfil de elui¢ao da frutalina nativa sobre SEC,
com um peso molecular aparente (PMA) de 66kDa como anteriormente
descrito [Moreira RA. et al, 1998]. Na figura 3.1 B encontra-se o perfil de
eluigao da jacalina, também com 0 PMA de 66 kDa, como descrito na literatura

[Sankaranarayanan R. et al, 1996].
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Figura 3.1: SEC da fracdo nativa da jacalina (A) e da
frutalina (B) em coluna Superdex 75 HR 10/30
(sistema Akta Explorer-10). A coluna foi equilibrada e
eluida com PBS pH 7,4 contendo 0,1 M p-Galactose e
0,1 M D-Manose a 22 °C. A velocidade de fluxo foi de
0,5 ml/ min, monitorada pela absorbancia em 280 nm.
A amostra de frutalina injetada continha 0,1 mg/ml de
proteina e a de jacalina, 0,2 mg/ml.

A eletroforese da frutalina em gel desnaturante, SDS-PAGE, mostra
duas bandas em torno de 12,4KDa, como pode ser analisado na figura 3.2 A. A
jacalina também apresenta estas duas bandas (figura 3.2 B) e isto se deve a
separagao de mondmeros com diferentes graus de glicosilacao [Roque-Barreira

M.C. et al., 1986; Moreira R.A. et al, 1998].

43



A) B)

[ - BSA (66kDa)

st~ OVA (45kDa)

—— 4 ACB (30kDa)

- ITS (20,1KkDa)

e Cite (12,4KkDa)

Figura 3.2: Eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS da lectina jacalina {A) e frutalina (B).
Coluna ao centro: marcadores moleculares.

Tanto a frutalina quanto a jacalina, ambas na forma nativa, apresentam
um espectro de CD caracteristico de estruturas em folhas beta, como pode ser
observado na figura 3.3. Este espectro se caracteriza por uma banda positiva
em 203 nm e uma banda negativa em torno de 219 nm, sendo este perfil
observado tanto na presenga quanto na auséncia do actcar ligante. O
cruzamento com a linha positiva se da préximo de 210 nm para ambas

lectinas.
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Figura 3.3: Espectro de CD da [rutalina (—) e jacalina { ) nativas
em PBS. As medidas foram realizadas em cubetas de quartzo com
1mm de caminho otico. O especlro é resultante de 8 varreduras.

O espectro de fluorescéncia da jacalina, ilustrado pela figura 3.4, mostra

um maximo de emissao em 332 nm.
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Figura 3.4: Espectro de fluorescéncia da frutalina () e jacalina
{(—) nativas em PBS. As medidas foram realizadas em cubetas de

quartzo com Tem de caminho 6tico, e o comprimento de excitacédo
de 280 nm.

Como no caso da frutalina, que apresenta 0 maximo de emissao em 327
nm ilustrado pela figura 3.4, esta emissao é tipica de triptofanos escondidos no

interior da molécula [Eftink M.R., 1991 e Lakowicz J.R., 1983].

Ambas lectinas aglutinaram hemécias humanas do grupo ABO, sendo
que a frutalina apresenta uma capacidade hemaglutinante com a UH, em

concentragao de proteinas, cerca de trés vezes maior do que a jacalina.
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Estas lectinas, ambas ligantes de D-Galactose, com alta identidade em
suas seqiiéncias de aminoacidos, acima de 90%, semelhanca dos espectros de
CD, conformacao predominantemente beta, espectros de fluorescéncia muito
similares, apresentam diferencas quanto a atividade hemaglutinante,
estabilidade frente a agentes desnaturantes (quimicos e térmico) e pH, além de
comportamento diferente durante seus processos de desnaturagao e

renovelamento.

Na figura 3.5 esta ilustrada a variagao do méaximo de emissao de
fluorescéncia da frutalina em fun¢ao do pH na auséncia do agtcar ligante. Até
o pH 9 nao foram observadas mudangas significativas, iniciando o
deslocamento do maximo de emissao a partir de pH 9,2, acentuado-se apéds o
pH 11. Experimentos realizados na presenga do acgucar ligante forneceram

resultados similares.
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Figura 3.5: Variagdo da posicao do méximo de emissdo de
fluorescéncia da frutalina submetida & véarios valores de pH, na
auséncia do agticar ligante.

De acordo com estes resultados, nao houve exposicao dos residuos de
triptofano na faixa de pH 2 a 9. Acredita-se porém que mesmo no extremo
acido as moléculas de frutalina encontram-se estruturalmente diferentes da
nativa, embora arranjadas de forma que os triptofanos nao estejam expostos ao
ambiente do solvente. Resultados recentes de cromatografia de exclusao
molecular mostraram que frutalina em pH acido, é eluida na posicao da
proteina tetramérica, na presenca de D-Galactose [Monteiro-Moreira, A.C.O.,
2002], sugerindo que nos pH extremamente acidos a frutalina se encontre em

forma de agregados moleculares solaveis.

A formagao destes complexos moleculares maiores em fungao do pH

acido foram investigados por medidas de anisotropia estatica da lectina na
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presenca e auséncia de D-galactose. A figura 3.6 mostra a variacao da
anisotropia em fungao do pH. Na presenca ou auséncia do agucar ligante a
frutalina apresenta na regiao de pH 5 a 9, valores aproximadamente
constantes (em média, 0,14), diminuindo acima de pH 9,5 e atingindo o menor
valor (aproximadamente 0,08) quando a lectina encontra-se desnaturada. Os
valores na regiao acida, abaixo de pH 4, aumentam sugerindo formagao dos
complexos moleculares solaveis, confirmando assim os resultados acima

citados.
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Figura 3.6: Valores de anisotropia em funcdo do pH para a
frutalina, na presenca de D-Galactose (') e 0 experimento sem o
agtcar ligante ([0). Comprimento de onda de excilacdo: 290 nm.
Concentragao da lectina: 0,09 mg/ml

A partir dos resultados de anisotropia foi investigado também, através

de medidas de CD, a manutencao e/ou modificagoes de estrutura secundaria.
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A pergunta era: os agregados moleculares observados na faixa de pH mais

baixos (menor que quatro) mantinham suas estruturas secundarias intactas?

Apos a obtencao de cada espectro na faixa de pH de 2.0 a 12.0, foi
construida uma curva de variagao do espectro tomando-se como base o valor

da elipticidade molar no comprimento de onda de 219 nm, figura 3.7.
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Figura 3.7: Elipticidade molar da frutalina como fungao do pH.
Os circulos azuis representam o experimento na presenga de D-
Galactose e os quadrados brancos o experimento sem o actcar
ligante. Concentragdo tipica das amostras: 0,15 mg/ml. As
medidas foram realizadas em cubetas de quartzo com 1Tmm de
caminho otico. Cada espectro é resultante de 16 varreduras.
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Tais curvas sugerem modificacoes significativas na estrutura
secundaria, indicando desnaturacao da frutalina apenas a partir de pH 11,

tanto na presenca como na auséncia do acgucar.

Verificou-se assim que em pH acido a lectina nao sofre mudancas
significativas em sua estrutura secundaria, indicando que a forma molecular
adquirida neste ambiente mantém a estrutura secundaria similar a da forma
nativa. Entretanto os resultados de hemaglutinacao confirmam que a frutalina

estava destituida de atividade biologica, como ilustrado na figura 3.8.
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Figura 3.8: Atividade hemaglutinante relativa da frutalina como
funcdo de pH, na presenca de d-Galactose.
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Em regides muito basicas, acima de pH 11, a proteina também se
encontra sem atividade pois, concordando com os resultados anteriores, nesta

regiao a lectina esta desnaturada.

3.2 FRUTALINA SUBMETIDA A DESNATURACAO POR TEMPERATURA

Resultados anteriores mostraram que a frutalina submetida a processos
de desnaturacao por temperatura, foi renovelada e que este fendmeno foi
dependente de seu agtcar ligante, a D-Galactose [Campana P.T., 1998;
Campana P.T. et al, 2001].

Porém, esta reversibilidade ocorreu somente depois de longos periodos
de congelamento. A curva de desnaturagao, portanto, nao é reversivel, uma
vez que a lectina nao retorna a sua forma enovelada quando a temperatura é
retornada a temperatura ambiente.

A figura 3.9 mostra a curva de desnaturacao no equilibrio da lectina
frutalina, obtida através da elipticidade molar em 219nm, em funcao da
temperatura na auséncia do agucar ligante. A curva sugere um processo de
dois estagios, sem intermediérios estaveis o suficiente para serem detec'tados,
onde a temperatura média de transicao é 320+15K e a energia de ativagao para

0 processo em equilibrio 226+5 kJ/mol.
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Figura 3.9: Curva de transicdo do processo de desnaturacio
térmica da frutalina em PBS calculada a partir do valor de
elipticidade molar dos espectros de CD em 219nm.

Embora a curva acima tenha um perfil compativel com o modelo de
dois estagios o erro no calculo foi superior aos encontrados na literatura. Este
fato pode ter explicacao nas altas taxas de precipitacao de proteina quando o
experimento de desnaturacao térmica é realizado, dificultando o controle da

concentracao das amostras.

3.3 ESTUDOS DE DESNATURACAO E RENOVELAMENTO DA LECTINA FRUTALINA NA

PRESENCA DE HIDROCLORETO DE GUANIDINA

Esta lectina foi desnaturada na presenca e na auséncia do agticar ligante

D-Galactose utilizando hidrocloreto de guanidina (GndHCI). No processo de

53



renovelamento foi encontrada uma populagao intermediaria estruturalmente
diferente tanto da lectina renovelada quanto na forma desnaturada. A analise
dos processos de desnaturagao e renovelamento incluiu calculos de
parametros termodinamicos das curvas obtidas por fluorescéncia [Campana et
al., 2001] e analise das curvas de CD, tanto na presen¢a quanto na auséncia do

actcar ligante.

3.3.1 Reacdes de incubacao em GndHCI - dialise e dilui¢ao para obtencao da
lectina renovelada

A frutalina, inicialmente, foi submetida a concentracoes de 1M, 2M, 3M,
4M, 5M e 6M de GndHCI pelo periodo de cinco minutos (tempo necessario
para a preparacao da amostra e colocagao nas cubetas) até quatro horas. Apés
esse periodo, concentragoes acima de 4M ja foram suficientes para que a
lectina perdesse sua estrutura secundaria apresentando um espectro de
dicroismo circular tipico de proteina desnaturada, como pode ser visto na
figura 3.10. As fracoes de proteina com concentracdes menores de
desnaturante ja haviam atingido o equilibrio termodinamico, como pode ser

visto na figura 3.11.
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Figura 3.10: Desnaturacdo da frutalina utilizando hidrocloreto de
guanidina na concentra¢ao de 4M por 4 horas. Os espectros foram
registrados de 210 a 250 nm devido a alta absorcao do GndHC!
abaixo desta regiao.
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Figura 3.11: Monitoramento da mudanca espectral, em 219 nm,
da frutalina em solucéo contendo PBS D-galactose 0,1M-GndHCl
3,5M.
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Num lote de proteina purificada posteriormente, foram necessarias 12
horas para que a desnaturagao ocorresse em 4M de GndHCl, provavelmente
devido a predominancia de alguma isoforma mais estdvel da proteina. Este
fato, e para que os experimentos da frutalina transcorressem nas mesmas
condi¢des da jacalina foram utilizados 6M de GndHCl durante as
desnaturacgoes.

A frutalina desnaturada por 12 horas em uma solucao contendo 6M de
GndHC foi, em seguida, submetida a processos de dialise e dilui¢ao para a
retirada do desnaturante promovendo o renovelamento. As fracoes
renoveladas foram examinadas por medidas de dicroismo circular. A figura
3.12 mostra os espectros, nativo com o minimo caracteristico de estruturas em
folhas beta (219 nm) e desnaturado caracterizado pela perda deste minimo. Na
mesma figura pode ser observado que a fracao renovelada readquire a banda
na regiao de 219 nm, caracteristica da estrutura nativa que havia sido perdida

pela desnaturacao.
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Figura 3.12: Renovelamento da frutalina por dialise. As medidas
toram realizadas em cubetas de quartzo com 1mm de caminho
otico. Cada espectro é resultante de 8 varreduras, registradas de
210 a 250 nm devido a alta absorcao do GndHC!l abaixo desta
regiao.

No processo de diluicao, utilizado também para recuperar a proteina
em sua forma renovelada, a frutalina readquire a banda caracteristica da
estrutura nativa em 220 nm na dltima diluigao. Este resultado pode ser visto
na figura 3.13, que indica, por outro lado, a presenca de uma populacgao
intermedidria possivel de ser detectada na segunda diluicao. Parte desta
populacao, provavelmente, atingiria a forma nativa e parte dela nao. Este fato
explicaria o espectro da dltima diluicao que, apesar de recuperar a banda em

220nm nao tem exatamente a forma do espectro nativo.
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Figura 3.13: Renovelamento da frutalina por diluicao. As
medidas foram realizadas em cubetas de quartzo com 1Tmm de
caminho 6tico. Cada espectro é resultante de 8 varreduras,
registradas de 210 a 250 nm devido a alta absorcao do GndHCl
abaixo desta regiao.

As evidéncias da existéncia de uma populagao intermedidria estavel o
suficiente para ser detectada por dicroismo circular, levaram ao experimento
para a separacao e caracterizacao desta populacao. Na figura 3.14 tem-se o
perfil cromatografico (por SEC) de eluigao da fracao renovelada por diluicao.
Notam-se duas fracdes oriundas da fracao renovelada inicial: a fragao
renovelada (chamada frutalina-r) na mesma posicao de eluicao da fracao
nativa (em torno de 8-10 ml) e uma outra fragao, numa posicao de eluigao
entre as fracdes nativa e desnaturada, chamada de fracao mal-enovelada

(frutalina-m) eluida, tipicamente, entre 13-14 ml.
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Figura 3.14: SEC das fracdes nativa (—), desnaturada (- -) e
renoveladas por diluicao (...), em coluna Superdex 75 HR 10/30
(sistema Akta Explorer-10). A coluna foi equilibrada e eluida com
PBS pH 7,4 contendo 0,1 M p-Galactose ¢ 0,1 M p-Manose a 22 °C.
A velocidade de fluxo foi de 0,5 ml/min, monitorada pela
absorbancia em 280 nm. Todas as amostras continham 0,1 mg/ml
de proteina. Figura retirada de Campana P.T. et al, 2001.

Uma vez purificadas, as fragoes frutalina-r e frutalina-m foram
caracterizadas no que diz respeito a sua estrutura secundaria e a vizinhanca de
seus triptofanos. A figura 3.15 ilustra os espectros de CD de todas as fracoes
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estudadas: a fragao nativa caracterizada pela existéncia do minimo em 219-220
nm e um maximo em 203 e a fracao desnaturada, caracterizada pela perda
destas bandas. A fragao frutalina-r, que recupera as duas bandas, exibindo um
perfil de estrutura secundaria caracteristico das formas nativas e a fracao

frutalina-m que apresenta um perfil completamente diferente desta tltima.
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Figura 3.15: Espectros de CD da frutalina nativa (—),
desnaturada (-+-), frutalina-r (--*) e frutalina-m (- - -). As medidas
foram realizadas em cubetas de quartzo com 1mm de caminho

otico. Cada espectro é resultante de 16 varreduras. Figura
retirada de Campana P.T. et al, 2001.

Os espectros relativos as fracdes nativa, frutalina-r e frutalina-m foram
desconvoluidos utilizando o programa CCA, como descrito no procedimento

experimental. As porcentagens de estrutura secundaria obtidas foram: 86% de

60



componentes beta (folhas beta paralela e antiparalela, e voltas beta) e 16% de
outras contribuicoes para as formas nativa e renovelada, com um de desvio
médio (RMS) de 1%. A desconvolugao da frutalina-m mostrou 13% de hélices
alfa e 12% de componentes beta, 56% de outras contribuicoes, sendo 6% de
RMS. Apesar do valor do RMS mostrar-se relativamente alto, os resultados da
desconvolucdo deixam claro que a frutalina-m é estruturalmente diferente das

formas nativa e renovelada [Campana, et al., 2001].

A espectroscopia de fluorescéncia foi também utilizada para elucidar a
caracterizacao da populagao intermediéria em relagao a sua estrutura terciaria,
podendo ser vista na figura 3.16. Esta figura contém a frutalina em sua forma
nativa, com o maximo de emissao em 330 nm que, quando desnaturada exibe
um deslocamento da posi¢ao deste maximo para comprimentos de onda da
regiao vermelha do espectro, 348 nm, e um aumento na intensidade de
fluorescéncia, sugerindo exposigao de seus triptofanos. O espectro da frutalina
na forma renovelada (frutalina-r) recupera a posicao do maximo, indicando
que, além de recuperar sua estrutura secundaria, esta fracao apresenta alguma

organizacao na estrutura terciaria.
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Fluargscerice Intensity (a.u))

A frutalina-m, por sua vez, tem o maximo de emissao em 353 nm e sua
intensidade diminuida, nao recuperando o perfil da proteina nativa. Essa
altima caracteristica aliada
apresentou, mesmo que diferente da estrutura nativa, sugere que estas formas

sejam do tipo molten globule (MG), como descrito na introducao. Porém, para
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Figura 3.16: Espectros de fluorescéncia da frutalina em sua forma
nativa (...), desnaturada (-.-.-), frutalina-r (- - ) e frutalina-m (—).
O comprimento de onda de excitacao foi de 280 nm e as medidas
realizadas em cubetas de quartzo com 1 cm de caminho dtico,
com 0,08 mg/ml. Figura retirada de Campana P.T. et al, 2001.
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que sejam chamados MG sao necessdrios experimentos para confirmar se o
volume destas moléculas é aproximadamente o mesmo da proteina em sua

foram nativa.

Os ensaios de hemaglutinagao, sumarizados na tabela 3.1, revelaram que
esta fragao tem atividade biol6gica positiva, caracterizando-a, entao, como
proteina renaturada que readquiriu sua forma nativa. A precipitagao da
frutalina-m, ap6s a amostra ter sido congelada tornou inviavel a realizagao dos

ensaios de atividade biologica.

Tabela 3.1: Ensaio de atividade hemaglutinante de frutalina nativa
(Nfrutalin), desnaturada (Ufrutalin) e renovelada (Rfrutalin). Concentragdo
inicial da amostras utilizadas: 0,1 mg/mL, »0,09 mg/mL e <0,1 mg/mL.
Tabela retirada de Campana et al., 2001.

1:2 14 I3 1:16 1:32 1:64
Nfrutalint + + + + + -
Ufrutalin® + - - - - -
Rfrutalin® + + + + + -

Os resultados anteriores mostraram que a frutalina, na presenga de seu
acucar ligante, pode ser desnaturada de maneira reversivel, e que durante o
renovelamento ha a formagao de uma populacao intermedidaria estavel o
suficiente para ser separada ao final do processo, constituindo uma mistura

entre a populagao completamente renovelada e esta intermediaéria.

Investigando, no entanto, a curva reversivel de enovelamento por

fluorescéncia, tanto na presenca quanto na auséncia do agacar ligante, nao foi
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observado o intermediario. J4 a curva obtida com os espectros de dicroismo
circular mostra pelo menos um intermediério estavel no equilibrio, a baixas

concentracoes de desnaturante. Os resultados e sua analise encontram-se a

seguir.

3.3.2 Estudos de enovelamento da frutalina no equilibrio monitorado por
fluorescéncia estatica

As curvas de desnaturagao e renovelamento induzidas por GndHCI
obtidas através dos espectros de fluorescéncia da frutalina compoem as figuras
3.17 A e B. Na figura 3.17 A temos a lectina no tampao sem D-Galactose. A
curva obtida sugere uma reacao de primeira ordem, reversivel neste caso, que
pode ser analisada de acordo com a equagao Ne»U, onde N é o estado nativo e
U o estado completamente desenovelado, e ajustada concordando com a

analise contida no procedimento experimental.

A curva da figura 3.17 B, que mostra a reacao da lectina a GndHCl em
presenca do seu agucar ligante, foi ajustada do mesmo modo que a anterior.
Comparando ambas figuras, A e B, evidencia-se o fato que, para que a
transicao do estado N para o estado U se inicie é necessaria uma concentragao
maior de GndHCI no caso da reacao ocorrida na presenca do actcar ligante,

do que em sua auséncia.
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Figura 3.17: Variacdo do méximo de emissao de fluorescéncia da
frutalina com desnaturante quimico, GndHClI, na auséncia (A) e

GndHCHM}

na presenca (B) de p-Galactose.

Este fato, que sugere uma estabilidade da lectina quando na presenca

do agucar ligante, foi posteriormente confirmado pelos valores de energia de

estabilidade conformacional.

Ainda analisando a figura 3.17 (A e B) nota-se que as regioes pos-
transicionais nao sao exatamente lineares, indicando a presen¢a de outros
estados termodinamicos desenovelados, com a diferenga energética entre o

estado nativo N e o primeiro desenovelado, U1, maior que a diferenca entre o

65




estado U1 e os proximos estados desenovelados, como ilustrado a seguir na

figura 3.18.

Figura 3.18: Diferencas de energia no modelo termodinamico
com varios microestados desenovelados.

Esta regiao desnaturada pode ainda, indicar uma regizo de estrutura
variavel, chamada random coil, consistindo em uma larga distribuicao de
conformeros, alguns altamente estendidos, outros altamente compactados.
Existem evidéncias que nesta regiao algumas seqiiéncias apresentem estrutura
secundaria residual, e ha casos em que esta estrutura secundaria se assemelhe
a encontrada na forma nativa, ocorrendo principalmente quando a proteina
necessita de altas concentracoes de desnaturante para atingir o estado

desnaturado [Pain H R., 2000].

Por este angulo, parece relevante que o estado desenovelado, em
verdade, seja extremamente heterogéneo no que diz respeito as conformagdes
que contém, tanto global como localmente, varios estados termodinamicos

desenovelados de valores de energia ligeiramente diferentes entre si.
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Virios destes estagios desenovelados, caracterizados por espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (NMR-Nuclear Magnetic Resonance), apontam
para a existéncia de clusters hidrofébicos e conférmeros mais compactos com
um conjunto de estrutura desnaturada demonstrando certas caracteristicas do
enovelamento nativo, mesmo na presenca de altas concentracoes de
desnaturantes quimicos [Mok Y.K. et al, 1999; Wuthrich K., 1994; Dobson

C.M., 1992].

Sabe-se, porém, que as diferengas energéticas que devem ser levadas em
conta quando da ocorréncia da transi¢ao, sao as entre os estados nativo e o
primeiro estado desenovelado. Decorre deste fato que a pequena diferenca
energética entre os varios desenovelados torna-se de pouca importancia para a
determinagao do valor do ponto médio e da estabilidade conformacional da
transicao [Eftink M.R.e Ionescu R., 1997]. Isto posto, o estado desenovelado
sera considerado um macroestado termodinamico no qual coexistem
diferentes microestados da forma desenovelada da proteina, podendo a regiao
pos-transicional ser extrapolada linearmente nao comprometendo a

veracidade da analise.

Ainda no que diz respeito a estabilidade da lectina, pode-se analisar sua

estabilidade conformacional também como a diferenca na estabilidade da
lectina com e sem o agticar ligante, ilustrada pelo valor de A(AG”*), contido

na tabela 3.2. O valor da energia de estabilidade conformacional da lectina na
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presencga de seu agtcar ligante (D-Galactose) foi 17,12 kJ/mol, sendo maior que

a energia na auséncia da D-Galactose 12,34 kJ/mol.

Tabela 3.2: Comparagao da estabilidade conformacional da frutalina na presenca
e auséncia do actcar ligante. *Diferenga de estabilidade da frutalina nos tampoes
contendo e ndo contendo D-Galactose, respectivamente.

AGg, A(AGy )
kJ/mol kJ/mol
Frutalina em PBS 12,34
Frutalina em PBS D-Galactose 17,12 1,13

Estes valores sugerem maior estabilidade da frutalina quando na
presenga do seu agtcar ligante com uma diferenca da estabilidade da frutalina

nos dois ambientes de 1,13 kJ/mol.

Para inferir se esta estabilidade é relacionada apenas aos mondmeros,
pensemos nas mudangas estruturais relacionadas ao deslocamento do maximo
de fluorescéncia para a regiao do vermelho, que concerne na exposicao do

triptofano, e nos resultados dos testes de hemaglutinagao.

Ambas curvas de atividade da frutalina mostradas na figura3.19 A e B,
perdem aproximadamente 70% da sua atividade nas concentracdes acima de
1,5M de GndHCL. Porém, no caso da frutalina na presenca do agucar, (figura
19 B), a perda da atividade se da antes do inicio do deslocamento do maximo
de emissao de fluorescéncia, indicando que, antes que a estrutura tercidria seja
modificada e os triptofanos sejam expostos, a atividade biolégica ja diminuiu
expressivamente. A relacao deste resultado com o fato de que sdo necessarios
no minimo, dois sitios ligantes para que a hemaglutinagao ocorra, nos leva a
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crer que exista apenas um sitio para a ligacao de hemacias por mondmero.
Caso os mondmeros possuissem dois sitios, a maior perda da atividade

coincidiria com a perda da estrutura monomérica e nao antes dela.
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100 w m
80
60
40

20 A

Atividade hemaglutinante
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Figura 3.19: Atividade hemaglutinante relativa das fracdes de
frutalina em solucdo tampéo contendo somente GndHCI (A) e
GndHCI e D-Galactose (B).

Analisando com mais detalhe a figura 3.19A, onde o tampao no qual a
reacgao ocorre nao contém D-Galactose, nota-se que a frutalina apresenta 40%
da atividade biol6gica em 1,0M de desnaturante. Nesta concentracdo, temos o
maximo de emissao deslocado, mostrando que os triptofanos dos monémeros
estdao sendo expostos (como observamos anteriormente na figura 3.18A). Estes

dois resultados sugerem a coexisténcia de ambas formas neste estagio; formas
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monoméricas perdendo sua estrutura terciaria e formas diméricas e/ou
tetraméricas que ainda apresentam atividade. O processo nao parece ser
organizado no sentido de, primeiramente, termos a perda dos tetrameros e

dimeros e, ap0s isto, o desenovelamento dos mondmeros.

Na presenca do agucar ligante, a exposicao dos triptofanos na
desnaturacao em presenca de D-Galactose inicia-se com um pouco mais de
1,0M de GndHCI e apenas acima desta concentracao, (figura 3.19B), ocorre

perda significativa, 70%, da atividade relativa.

A presenca do acucar nos sitios da proteina lhe confere uma
estabilidade maior observada pelo valor da energia de estabilidade na
auséncia e na presenca de D-Galactose. Além disso, o agticar parece aumentar
a estabilidade dos tetrameros e dimeros, provavelmente como conseqiiéncia
da maior estabilidade dos monomeros, uma vez que estes podem permanecer
“insensiveis” a determinadas concentracoes de desnaturante. Porém
experimentos de desnaturacao com diferentes concentragdes da proteina e
relacoes de equimolaridade com o agucar ligante, sdo requeridos para

confirmar esta estabilidade.

3.3.3 Presenca de forma intermediaria nos estudos da frutalina no equilibrio,
monitorados por dicroismo circular e separados por SEC

Os resultados de dialise e diluicao da lectina para a obtencao da

proteina renovelada deixaram claro a existéncia de, pelo menos, um

intermediario de enovelamento, o qual nao foi estavel o suficiente para ser
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detectado nas curvas de equilibrio de desnaturagao e renovelamento por
fluorescéncia. Para comprovar a ocorréncia desta forma intermediaria, foram
analisadas curvas de desnaturacdo e renovelamento da lectina, tanto na

auséncia quanto na presenca de D-Galactose, monitoradas por CD e SEC.

As curvas de enovelamento medidas por dicroismo circular, constantes
na figura 3.20, revelaram vnao coincidéncia entre o renovelamento e a
desnaturacao: a curva de desnaturacao ¢ aparentemente um processo de dois
estagios enquanto a curva de renovelamento mostra claramente formas
intermedidrias, tanto na auséncia quanto na presenca (B) do actcar (A). Esta
nao coincidéncia, desde as concentracoes iniciais, pode indicar que estes
intermediarios sejam formados fora do caminho do renovelamento (off-
pathway intermediate) [Zhu J.M., 2001; Fan Y.X.et al, 1998; Couthon F. et al,

1995].

O aparecimento destes intermediérios é, de fato, comum entre proteinas
oligoméricas, mas o tempo de incubagao utilizado para atingir o equilibrio, é
um outro fator a ser levado em conta. No caso presente, este tempo de 12
horas pode ter sido longo demais, principalmente nas regides de transicao

[Neet K.E. et al, 1994; Radziejewski C. et al, 1992].
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Figura 3.20: curvas de desnaturacgo (0) e renovelamento (@) da
lectina frutalina, na auséncia (A) e na presenca (B) de D -
Galactose.

Fica claro, também na figura 3.20, que a ndo coincidéncia entre as
curvas ¢ ainda mais acentuada no caso da lectina na auséncia do acticar. Este
resultado sugere que o agucar confira estabilidade as moléculas, diminuindo a
formacgédo de complexos solaveis ndo especificos. Com a diminuicio destes
agregados ndo especificos, a fracdo de lectinas propensa a permanecer
cineticamente presa em estados parcialmente enovelados e, portanto fora do

caminho correto, também diminui, tornando a curva de renovelamento na
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presenca do agticar mais coincidente com a curva de desnaturagao, apesar da
evidéncia de uma fracao intermediaria existente a baixas concentracdes do

desnaturante.

Embora a curva de desnaturacao tenha uma forma monofasica,
sugerindo um processo de dois estagios, a curva de transicao de
renovelamento indica que formas intermediarias estaveis sao observadas
durante o processo mostrando a heterogeneidade do estado desenovelado,

além de populagoes intermedidarias proximo as condigoes de renovelamento.

A curva de renovelamento, quando monitorada por SEC, figura 3.21,

comprova a presenga das diferentes formas intermediarias durante o processo.
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Figura 3.21: SEC, em coluna Superdex 75 HR 10/30 (sistema Akta
Explorer-10), da lectina frutalina durante o renovelamento. A
coluna foi equilibrada e eluida com PBS pH 7,4 contendo 0,1 M -
Galactose e 0,1 M D-Manose a 22 °C. A velocidade de fluxo foi de
0,5 ml/ min, monitorada pela absorbancia em 280 nm. Todas as
amostras continham 0,1 mg de proteina. A esquerda: fragao
nativa (painel A), fracdo desnaturada com 6M de GndHCL
(painel B), fracdo renovelada contendo 0,5M de GndHC! (painel
Q). A direita: fracao renovelada com 0,75M de GndHCI (painel
D), fracao renovelada com 1,25M de GndHCI (painel E) e fracao
renovelada com 3M de GndHCl (painel F).
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No painel A a frutalina em sua forma nativa, foi eluida na posicao
correspondente ao seu peso molecular. No perfil cromatografico de elui¢ao da
fracao renovelada contendo 0,5M de GndHCI (painel C) nota-se uma fracao
predominante eluida na mesma posicao que a frutalina nativa. Obseva-se
ainda, uma fragao eluida mais tardiamente, provavelmente correspondente a

forma desnaturada.

O painel B mostra a presenca de varias fracdes espalhadas ao longo da
coluna, porém, nao é significante a quantidade de material eluido na posicao
da forma nativa. Este resultado condiz com a regiao pos-transicional das
curvas de desnaturacao e renovelamento (tanto nos experimentos de
fluorescéncia quanto de CD) onde coexistem diversas formas, podendo
inclusive haver formas termodinamicamente indistintas, nao estabilizadas por

interagoes cooperativas.

Voltando a andlise para a figura 3.21, na regiao onde se encontram as
eluicbes de formas intermediarias (painéis D, E e F) é observada a
predominéancia da forma nativa, coexistindo outras formas intermediarias,
além de proteina desnaturada. Nos painéis E (1,25) e F (3,0) a quantidade de
fragao renovelada aumenta a medida que as fragdes intermedidrias e

desnaturada diminuem.

Muito embora este resultado sugira que a forma nativa seja convertida
em forma intermediéria para depois ser desnaturada, nao existem evidéncias
suficientes para a afirmacao de que estas formas intermediérias estejam dentro
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do caminho obrigatério’ do enovelamento correto. Para que este impasse seja
resolvido € necessario realizar a cinética do renovelamento onde se possa
comparar as velocidades de formacao de N U diretamente e de formacao do

intermediario, Nol.

P

E interessante notar que, quando o renovelamento foi promovido por
diluicao em Centriprep 3 e posteriormente a amostra foi filtrada sobre SEC
(figura 3.14) uma forma intermedidria foi caracterizada, a qual denominou-se

M-frutalina.

A eluigao das amostras na auséncia do ac¢tcar nao foi realizada, devido
ao fato que a lectina, quando eluida apenas com PBS, interage com a matriz da
coluna Superdex, sendo necessario que a eluigao transcorra na presenca de D-
Galactose. A matriz da coluna, poderia funcionar, neste caso, como uma

“chaperona” no auxilio do renovelamento.

76



3.4 Estudos de desnaturacao e renovelamento da jacalina
3.4.1 Estudos de desnaturacgao térmica
A jacalina na auséncia do agtcar ligante foi submetida a uma variacao
de temperatura de 30 a 70 °C. Na figura 3.22 temos a curva de desnaturacao da

lectina obtida através do maximo de emissao de fluorescéncia.
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Figura 3.22: Fracdao da jacalina desnaturada em funcao da
temperatura obtida através do méximo de emissao do espectro
de fluorescéncia. Temperatura de transicao: 325+1 K.

O processo de desnaturacao da jacalina por temperatura é irreversivel,
fato comum a muitas proteinas devido a agregacao do estado desnaturado, ou
ainda a interagdes quimicas envolvendo as cadeias laterais nas temperaturas

mais altas.

Como pode ser visto na figura 3.22, o processo parece ser ajustado ao
modelo irreversivel de dois estados, embora trés de seus pontos nao se
interpolem a curva. De acordo com o procedimento descrito anteriormente, a
energia de ativagao no equilibrio termodinamico, Ea, para este caso, resultou

em 128,8 kJ/mol com um erro de 10% sobre este valor.

77



A desconvolugao também procedeu com a extragio de quatro
componentes, que resultaram em duas iguais, significando que existem apenas
trés componentes puras a serem extraidas das curvas. Este método valida o

processo de trés estagios.

Todas as desconvolucdes apresentaram um valor alto de desvio dos
valores médios (x?). Este erro é devido ao programa ter sido criado para
desconvoluir curvas num intervalo de comprimento de onda de apenas 70 nm,
desta forma os espectros de fluorescéncia tiveram que ser ajustados para que o
programa pudesse ser utilizado. Com poucos pontos a serem desconvoluidos
o erro foi maior. Estes erros médios, entretanto, nao invalidam as evidéncias
de que h4, realmente, um estado intermediario neste processo irreversivel de
desnaturagao, além do que, os erros foram os mesmos para todas as

desconvolucoes.

Para ilustrar as fragoes de cada uma das componentes existentes nas
diferentes temperaturas, foi feita a desconvolucao de cada curva nas trés

componentes anteriores. Os resultados encontram-se na figura 3.24.
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Além deste alto erro no céalculo, colocando em ddvida se o modelo foi
ou ndo uma boa escolha para os dados no equilibrio termodinamico, outro
fator merece ser discutido: no modelo irreversivel de dois estados a constante
k de velocidade de reacdo varia linearmente com o tempo para cada
temperatura observada quando uma reagdo simples de primeira ordem
(N-U) é satisfeita. Os valores obtidos, entretanto, nao se ajustam a tais retas.
Para resolver o impasse, um modelo alternativo foi testado através do

programa CCA, o modelo N—[—D.

O teste do modelo consistiu, basicamente, em formar uma base com as
curvas nas diferentes temperaturas, e dela extrair trés componentes, constantes

da figura 3.23.

3000 -

2500

2000 —

1500 +

Intensidade de fluorescéncia (n.a.)

1000 +

500 ~ \

0 ——

T 7 T T T T T T T T T T T
320 330 340 350 360 370 380

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.23: Desconvolugdo das curvas de fluorescéncia da
jacalina desnaturada termicamente, pelo programa CCA. Como
resultado temos trés componentes distintas, sendo uma delas
correspondente a jacalina nativa (—), a segunda, jacalina
desnaturada (-} e a terceira correspondente a uma forma
intermediaria da jacalina ().
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Figura 3.24: Fracdes da desnaturagéo irreversivel da jacalina.
Fracdo nativa (W), intermediéria (®) e desnaturada (0), obtidas a
partir da desconvolucao do espectro de fluorescéncia.
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Resultados semelhantes foram observados quando da analise das
curvas de dicrofsmo circular, onde a desconvolugdo mostrou trés componentes

distintas, ilustradas pela figura 3.25.
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Figura 3.25: Extracdo de trés componentes das curvas de CD da
desnaturacdo da jacalina submetida a diferentes graus de
temperatura por 60 minutos. Componentes: nativa (—),
intermediaria ( ) e desnaturada (—).

A desconvolucdao deu origem a trés componentes distintas, embora
duas delas, (—) e (), sejam relativas a estrutura secundéria
preferencialmente em folhas beta e a terceira componente () seja, claramente,
uma componente relativa a jacalina desnaturada. Foi também realizada a

extracdo de 4 e 5 componentes para confirmar se haviam apenas 3

componentes ou mais.

Quando, desta base de curvas a diferentes temperaturas, sdo extraidas

quatro componentes temos o surgimento de outra componente caracteristica
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de proteina com a forma desordenada e fato semelhante ocorre na extracao de
cinco, quando temos mais uma componente desordenada diferente das outras
duas. Uma vez que o estado desnaturado da proteina é um estado com alto
grau de liberdade tomemos a desconvolugao de trés componentes como sendo
a que mostra o estado intermediério e as demais desconvoluc¢des apenas

podem gerar variacoes do estado desnaturado.

O estado intermediério apresentou uma estrutura secundaria similar a
proteina nativa, com espectro caracteristico de estrutura predominantemente
em folhas beta. Ja o espectro de fluorescéncia deste mesmo estado, sugeriu
estarem os triptofanos mais expostos ao ambiente do que na estrutura nativa,

embora a intensidade sugira a presenga de supressores ao seu redor.

Se comparado com os resultados da desnaturacao quimica, este
intermediario tem a mesma posicao de maximo de emissao que o
intermediario encontrado nos experimentos onde a jacalina é incubada com
GndHCl e a desnaturagao e renovelamento acompanhados por fluorescéncia.
No altimo caso, porém, quando a desnaturacao é reversivel, aparentemente se
tem mais uma forma, pr6xima a baixas concentra¢des de GndHCl, encontrada
nos experimentos de dicroismo circular, que nao esta presente na

desnaturacao térmica e irreversivel.
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3.4.2 Estudos de desnaturagio e renovelamento da jacalina utilizando GndHCl

Inicialmente investigamos as condigdes para a desnaturacdo da jacalina
incubando amostras contendo 0,34 mg/ml nas concentra¢des de GndHCI de
1,2, 3, 4 e 6 M. Estas fragbes foram incubadas a temperatura ambiente (20 °C)

por 4 até 18 horas.

O melhor resultado obtido para a desnaturacdo nestas condicdes foi

utilizacdo de 6 M de GndHCl, como pode ser visto na figura 3.26.

Elipticidade molar (graus cm® dmol )

-15

T T T T T T
220 230 240 250
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.26: Jacalina na forma nativa (-), incubada com
hidrocloreto de guanidina: 1 M (-), 2M (-),3M (-),4 M ( )e6 M
() por 18 horas a temperatura ambiente.

A desnaturagdo quimica da jacalina, assim como no caso da frutalina,

foi reversivel.

Neste renovelamento foi encontrada uma populacgio intermediaria,

tanto nos experimentos monitorados por fluorescéncia como por dicroismo
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circular. A anélise dos processos de desnaturagao e renovelamento incluiu
calculos de parametros termodinamicos das curvas obtidas por fluorescéncia
[Beltramini L.M. et al, 2002]! e CD, tanto na presenca quanto na auséncia do

acucar ligante.

3.4.3 Reacoes de renovelamento em GndHCI - dialise e diluicao

A jacalina, desnaturada por 12 horas em uma solucao contendo 6M de
GndHCI, como descrito no procedimento experimental, foi submetida a um
processo de dialise para a retirada do desnaturante, promovendo o
renovelamento, similarmente ao aplicado para a frutalina. Na figura 3.27 tém-
se os espectros das fracoes estudadas. Nota-se que a fracdo renovelada
readquire a banda em torno de 220 nm, a qual caracteriza a proteina nativa,
porém com menor intensidade, devido provavelmente a mistura de

populagdes intermediarias como sera visto adiante.

1 Beltramini L.M., Silva-Lucca R.A., Moraes D.I, Campana P.T. e Garratt R.C. 2002; submetido para
publicacgo.
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Figura 3.27: Renovelamento da jacalina por diélise. As medidas
foram realizadas em cubetas de quartzo com Tmm de caminho
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No processo de diluigao, utilizado também para recuperar a proteina em
sua forma renovelada, a jacalina readquire uma banda caracteristica mais

proxima da banda nativa, apos a ultima diluigao, figura 3.28.
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Figura 3.28: Renovelamento da jacalina por diluicdo. As medidas
foram realizadas em cubetas de quartzo com 1mm de caminho
otico. Cada espectro é resultante de 8 varreduras.

Os espectros das formas renoveladas da jacalina, por serem bem menos
intensos que os da forma nativa, sugerem a presenca outras formas da
proteina (desenovelada ou intermedidrias) que interferem na forma final do

espectro.

As curvas reversiveis de enovelamento por fluorescéncia e CD, tanto na
presenca quanto na auséncia do agucar ligante, foram investigadas e fracoes
intermedidrias estaveis no equilibrio foram encontradas. Os resultados e sua

andlise encontram-se a seguir.
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3.4.4 Estudos de enovelamento da jacalina no equilibrio - Fluorescéncia
Assim como para a frutalina, jacalina também foi desnaturada
quimicamente na auséncia e na presenca de D-Galactose, acticar para o qual a
lectina também possui sitios de ligagao. Apoés 12 horas em uma solugao
contendo 6 M de GdnHCI, na presenga ou nao de D-Galactose 0,1M, a jacalina
perde sua estrutura secunddria e seu méaximo de fluorescéncia é deslocado de
328 nm (posigao nativa) até a completa exposi¢ao de seus triptofanos, préximo

de 350 nm.

Devido a forma biféasica das curvas de transigao, figura 3.29, traduzindo
a presenca de um estado intermedidrio no processo, a estabilidade
conformacional da jacalina foi calculada a partir de um processo reversivel de

trés estagios, em ambos casos: com e sem seu agucar ligante.
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Figura 3.29: Variagao do centro de massa espectroscopico da
jacalina com o desnaturante quimico, GndHC], na presenca ( )e
na auséncia (@) de D-Galactose.

Os valores de energia conformacional para a desnaturacao e
renovelamento da lectina encontram-se na tabela 3.3. Na presenca de D-
Galactose, jacalina apresenta um valor de 9,40 + 0,60 e 8,12 + 0,48 kJ/mol sem o
agucar. Esses resultados sugerem que a jacalina seja um pouco mais estavel na
presenca do acticar, mas esta diferenga nao se mostrou tao significante quanto
no caso da frutalina. Para ambas transicoes (NI e IU) os valores de energia nao

diferiram muito de valores encontrados para proteinas encontradas na
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literatura: em alguns casos, como lisozima eqiiina, os valores sao menores,
como 5,62 kJ/mol para a transigao NI e 4,33 kJ/mol para IU [Mizuguchi M. et
al, 1998]. Mas em proteinas mais complexas podem chegar a 16,2 kJ/mol (NI) e

8,7 kJ/mol (IU), como na CK (creatine kinase) [Fan Y-X. et al, 1998].

Tabela 3.3: Valores de energia de estabilidade conformacional para a jacalina, com e
sem D-Galactose, calculados a partir dos espectros de fluorescéncia.

AGI AGI
(kJ/mol) (kJ/mol)
jacalina PBS-D-Galactose 9,40+0,60 7,89+1,40
jacalina PBS 8,12+0,48 5,61+0,87

E interessante notar que durante a desnaturacao e o renovelamento da
lectina um intermediario é observado durante o equilibrio, sugerindo um
mecanismo NeI«>U. Apesar disso, também é possivel que alguma fragao

obedeca a reagao do tipo N<>U durante o processo.

Muito embora o ajuste fora satisfatério, talvez este processo tenha a
formacao de outros estados intermediarios, os quais podem nao ter sido
detectados pela fluorescéncia intrinseca dos triptofanos, por existirem em
pouca quantidade, ou nao apresentarem um sinal espectroscopico muito

grande se comparado com as formas N, I e D.

Este estado, encontrado na regiao de alta concentragao de desnaturante

(acima de 4,5M) tem emissao de fluorescéncia em comprimento de onda
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caracteristica de triptofanos expostos ao solvente (ao redor de 340 nm). Tais
caracteristicas poderiam incluir esse intermediario encontrado na classe dos
molten globule (MG), uma vez que esta inclui formas que contenham
triptofanos expostos ao solvente, estrutura compacta e presenga de elementos
de estrutura secundaria, além de auséncia de estrutura terciaria organizada

[Pain R.H., 2000], como discutido na introdugao.

As medidas de dicroismo circular, realizadas em paralelo, também
indicaram a presenca de formas intermediarias, como sera discutido no

proximo item.

3.4.5 Estudos de enovelamento da jacalina no equilibrio - dicroismo circular
A curva de desnaturacao e renovelamento da lectina foi construida a
partir dos espectros de dicroismo circular, tanto em PBS contendo D-Galactose
quanto em PBS apenas. A figura 3.30 mostra esse resultado comparado com a
curva obtida a partir dos espectros de fluorescéncia para a lectina na auséncia

do acucar.
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Figura 3.30: Curvas de desnaturacdo da lectina jacalina obtidas
por dicroismo circular () e fluorescéncia (@) da lectina
frutalina, na auséncia de D-Galactose. Concentracio das
amostras: 0,08mg/ml e 0,1 mg/ml para fluorescéncia e CD
respectivamente.

Neste caso, a ndo coincidéncia das curvas na regido de baixas
concentracdes de desnaturante sugere a existéncia de mais uma forma
intermediaria, além da forma presente na regido entre 4,5 - 6M, concordando
com os resultados anteriores de fluorescéncia. Apesar de bem menos intensa
que a estrutura nativa, a forma intermediaria na regido de alta concentracdo de
desnaturante possui estrutura secundéria caracterizada por uma banda com o

minimo em 219 nm, mais um indicador de que estas estruturas poderiam ser

tipo MG.
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A forma encontrada em baixas concentracoes do desnaturante,
detectada nas medidas de CD, contém estrutura secundaria ainda mais
organizada que a anterior, além de triptofanos nao expostos ao solvente (com

maximo de emissao em 330 nm).

Os resultados derivados dos experimentos de CD com a lectina em
presenca do acticar, nao foram conclusivos, devido, provavelmente a
dificuldade de se controlar a concentragao das amostras, agravada pela

tendéncia da lectina a aderir nas cubetas quando iniciada a desnaturagao.
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CONCLUSOES
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O estudo do processo de renovelamento de proteinas com estrutura
predominantemente em elementos beta, como colocado na introducao, é
plenamente justificado, pois tais proteinas estao envolvidas em varios tipos de
doencas degenerativas. Outro aspecto é o universo de proteinas
recombinantes, expressas muitas vezes na forma insolavel, oriundas da fase

"pos gendmica", denominada genoma estrutural.

Por outro lado, a frutalina quando descrita, apresentou atividade
hemaglutinante cerca de trés vezes maior que a jacalina, apesar da alta
homologia entre elas, resultados estes que se confirmaram em outras
propriedades que esta molécula apresenta, como apresentado na introducao.
Assim, quando este trabalho foi iniciado, decidiu-se pelo estudo em paralelo
entre as duas lectinas, uma vez que elas também apresentaram
comportamentos diferentes em relacao a suas temperaturas médias de
transi¢ao, bem como uma propriedade acentuada da jacalina em aderir ao

quartzo.

Neste estudo, além de investigar o processo de desnaturagio e
renovelamento de proteinas tetraméricas, cujos mondmeros adotam um

enovelamento tipo B prisma paralelo, unidos por interacoes nao covalentes,
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também foi demonstrado que duas proteinas homologas, cuja identidade é
quase total excetuando-se dois residuos de aminoacidos (resultados ainda nao
publicados), mostraram comportamentos diferentes no processo de

desnaturacao e renovelamento.

A jacalina e a frutalina apresentaram diferengas em suas temperaturas
médias de transicao: 52 °C e 47 °C respectivamente, além da curva de
desnaturagao da frutalina apresentar uma inclinagao sigmoidal maior se
comparada a da jacalina. A curva de desnaturagao desta dltima, quando
desconvoluida, mostrou ser um processo de trés estagios com uma populagao
intermediaria estavel. O processo de desnaturagdo por temperatura foi
irreversivel para ambas lectinas. Entretanto, apos sofrerem desnaturacao
térmica e serem estocadas a -20 °C, por periodos mais longos que 15 dias na
presenca do actcar ligante, foi demonstrado a ocorréncia de renovelamento

[Campana P.T. et al, 2001].

Na presenca de GndHCl, ambas apresentam processos reversiveis de
desnaturagao, embora a frutalina seja desnaturada em concentracao menores
de desnaturante em relacao a jacalina, na presenca e auséncia do actcar

ligante.

A frutalina foi desnaturada e renovelada por um processo reversivel

contendo uma populagao de formas intermediarias, enquanto a analise do
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processo da jacalina sugere a presenga de mais de um estado intermediério,

compativel com processos contendo multi-estados.

O isolamento de uma forma intermedidria estavel da frutalina por SEC,
e a nao concordancia entre as curvas de renovelamento e desnaturacao
somada a presenga de estrutura secunddria na formas intermediérias da

jacalina sugerem que estes intermediarios possam ser do tipo molten globule.

Como discutido na introdugao, os mondmeros da jacalina sao
compostos por duas cadeias, o e p, esta tiltima resultante do processamento
proteolitico de seu precursor. Esta clivagem ocorre em um dos motivos “chave
grega” do prisma [ e gera uma cadeia de 20 residuos de aminoacidos que é

uma das fitas externas do terceiro motivo.

Recentemente foi verificado que a identidade entre a frutalina e jacalina
é de 100% dos residuos na cadeia oc e de 90% dos residuos na cadeia B. Os dois
residuos substituidos na cadeia B estao nas posicoes e 2 e 14 e representam
uma glutamina (substituindo um éacido glutimico) e uma prolina
(substituindo uma serina), como ilustrado no esquema abaixo [Beltramini L.M.

et al, 2002]1.

DANIZ B




10 20
Frutalina N QS GKS QTV IV G WG A K VS
Jacalina N QS GKS QTYV IVG WGAKVS
Consenso N # QS GKS QT V IV G# WG A K VS

E importante salientar também que os residuos da frutalina que se
apresentaram glicosilados foram as lisinas das posicoes 6 e 18 da cadeia B
(assinalados K no esquema acima), sugerindo assim uma N-glicosilacao
atipica, uma vez que na propria jacalina a N-glicosilacao foi encontrada nos
residuos de asparagina (16, 35 e 74) da cadeia alfa [Young N. M. et al, 1991].
Provavelmente, estas lectinas também apresentem diferentes graus de
glicolisacao, e este fato seria mais um a contribuir nas diferencas observadas
entre elas tanto com relacao as atividades biolégicas como em relacao aos

aspectos fisico-quimicos.
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PERSPECTIVAS

# Analisar as fracoes intermediarias da frutalina, obtidas na
desnaturacao e renovelamento utilizando GndHCl ja separadas por SEC,
quanto a sua atividade biolégica e realizar medidas de anisotropia para

verificar a natureza desta populacao intermediaria.

+ Separar, por cromatografia de exclusao molecular, as fracoes
intermediarias encontradas durante o processo de renovelamento da
jacalina por SEC e verificar a natureza desta populagao utilizando medidas

de CD, fluorescéncia e anisotropia, além de testar sua atividade biologica.

+ Modelagem da frutalina, particularmente da cadeia beta, para
investigar se as duas pontuais modificagdes (serina por prolina e acido

glutamico por glutamina) explicariam os achados experimentais.
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