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Ata da defesa de dissertagdo da Mestranda Nathalia Varejao Nogueira da Paz,
realizada em 22 de fevereiro de 2006, como requisito final para obtengéo do titulo
de Mestre em Bioquimica.

As 14:10 horas, do dia 22 de fevereiro de 2006, foi aberto, no Auditério Prof.
Marcionilo Barros Lins, Depto. de Bioquimica/CCB/UFPE, o ato de defesa de
dissertacdo da mestranda Nathalia Varejao Nogueira da Paz, aluna do Curso de
Mestrado em Bioquimica/CCB/UFPE. Iniciando os trabalhos a Profa. Dra. Patricia
Maria Guedes Paiva, Vice-Coordenadora do Curso supra citado, em substituicdo a
Profa. Dra. Vera Lucia de Menezes Lima, por motivo de doenga, fez a
apresentacdo da aluna, de sua orientadora Profa. Dra. Débora Foguel, que por
motivos particulares ndo pode esta presente, de sua Co-orientadora, Profa. Dra.
Maria Tereza dos Santos Correia, e da Banca Examinadora composta pelos
professores doutores: Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, na
qualidade de Presidente, Maria Tereza dos Santos Correia, Nereide Stela Santos
Magalhdes, ambas do Depto. de Bioquimica/CCB/UFPE e Adriana Carla
Cavalcante Malta Argolo, Pesquisadora do Depto. de Bioquimica/CCB/UFPE.
Apos as apresentagdes, a Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva passou a
palavra a Presidente da Banca que convidou a aluna para a apresentacao de sua
dissertacdo intitulada: “Estudos de Enovelamento da Isoforma 1 da Lectina de
Sementes de Cratylia mollis: Caracterizagdo de Estados Intermediarios”, e
informou que de acordo com o Regimento Interno do Curso, a candidata dispoe de
até 50 (cinqiienta) minutos para apresentacéo do trabalho e o tempo de argticao
para cada examinador, juntamente com o tempo gasto pelo aluno para responder
as perguntas sera de 30 (trinta) minutos. A aluna procedeu a explanagao e
comentarios acerca do tema em 40 (quarenta) minutos. Apos a apresentacao da
mestranda, foi concedido um intervalo de 15 minutos. Reiniciando os trabalhos, a
Sra. Presidente convidou a Banca Examinadora para ocupar seus lugares e
passou a palavra ao primeiro examinador, Profa. Dra. Adriana Carla Cavalcante
Malta Argdlo, que agradeceu o convite, fez alguns comentarios e deu algumas
sugestdes, iniciando sua argiicdo. Ao final, a referida professora deu-se por
satisfeita. Em seguida, a Sra. Presidente passou a palavra para a Profa. Dra.
Nereide Stela Santos Magalhdes, que agradeceu o convite, fez alguns
comentarios e sugestdes, e iniciou sua argligdo. Ao final a referida professora
deu-se por satisfeita. Dai a Sra. Presidente passou a palavra para a Profa. Dra.
Maria Tereza dos Santos Correia, que fez alguns comentarios e agradecimentos.
Em seguida, a Sra. Presidente usou da palavra para tecer alguns comentarios,
agradecer & Banca Examinadora e parabenizar a candidata, em seguida iniciou
sua arguicdo. Ao final, a referida professora deu-se por satisfeita. Finalmente, a
sessdo foi suspensa para proceder ao julgamento pela Banca Examinadora, a
qual se reuniu na Secretaria do Curso. Apds alguns comentarios, a Banca decidiu,
por unanimidade, conceder a mengédo “Aprovada com Distincao”. Nada mais
havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim, Secretario, e
demais membros da Banca Examinadora. Recife, 22 de fevereiro de 2006.
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RESUMO

Além do de interesse académico, o conhecimento acerca do enovelamento de proteinas ¢é
empregado em muitas aplicagdes biotecnoldgicas com importincia industrial. Lectinas sdo
proteinas capazes reconhecer com especificidade diferentes sacarideos, estando envolvidas em
uma variedade processos bioldgicos. Diversos modelos de associagdes quaternarias levam as
lectinas de leguminosas a apresentarem peculiaridades no reconhecimento de carboidratos.
Cramoll 1 ¢ a principal isolectina encontrada em sementes de Cratylia mollis. Essa lectina
glucose/manose especifica pode apresentar-se como dimeros ou tetrameros. Resultados
expressivos como caracterizagdo de células transformadas, atividade mitogénica e inibicao
tumoral estimulou a realizagao do presente estudo. Utilizando espectroscopia de fluorescéncia e
dicroismo circular, caracteristicas do processo de desenovelamento de Cramoll 1 induzido por
uréia e altas pressdes hidrostaticas (HHP) foram obtidas. Em pH 7,0, o centro de massa de
triptofano nao apresentou qualquer alteracdo significativa até 3 M de uréia sugerindo que a
proteina ainda estd na sua forma nativa. Como esperado, uma vez que a lectina ¢ um dimero
naquele pH, o processo foi dependente de concentracdo. Bis-ANS ¢ uma sonda fluorescente
usada para detectar intermedidrios de enovelamento de proteinas. Interessantemente, a lectina
mostrou um aumento na capacidade de ligagdo a bis-ANS, principalmente na faixa de 3-5 M de
uréia. Na presenca de 3 M de uréia, existiram pouquissimas mudangas no espectro de dicroismo
circular, mostrando que a estrutura secundaria de Cramoll 1 estd quase intacta sob esta condicdo.
Reunidos, esses resultados sugerem que o desenovelamento de Cramoll 1 € um processo que
ocorre em mais de dois estagios, com acumulagdao de uma espécie intermediaria (Isy) na presenca
de 3 M de uréia. 3,1 kbar a 37 ¢ 1 °C ndo foi capaz de deslocar o centro de massa de triptofano,
apontando que a lectina ¢ pressdo-resistente. A Unica condi¢cdo em que o dimero de Cramoll 1 foi
efetivamente dissociado foi quando 3 M de uréia foi adicionado ao tampao. Ao avaliar a ligacao
da proteina a bis-ANS sob pressdo na presenca de 3 M de uréia, observou-se que mesmo depois
de 100 min, quando os triptofanos ja foram expostos ao solvente, a lectina aumentou sua
capacidade de ligar essa sonda. Essa observagdao implica que Cramoll 1 ndo esta totalmente
desenovelada sob HHP, exibindo mais uma espécie intermedidria (Ip). No entanto, ¢ necessario

salientar que Ip ¢ diferente de I3 uma vez que o ultimo mantém seus triptofanos em seu ambiente



nativo. Em conjunto, os dados descritos aqui sugerem que o processo de desenovelamento de

Cramoll 1 pode ser esquematizado como: N = Isy 2 Ip > U.



ABSTRACT

Besides that, the answers to these questions are of academic interest, knowledge about protein
folding is nowadays being exploited in many practical applications in biotechnology and is thus
also of industrial importance. Lectins are proteins that recognize specifically carbohydrates.
Large variability in quaternary association resulting from small alterations in essentially the same
tertiary structure is a property exhibited specially by legume lectins, generating carbohydrate
specificity. Cramoll 1 is a major lectin isolated from Cratylia mollis seeds, specific for
mannose/glucose and presents assemblies’ paterrns in dimer or tetramer. Interesting results
(differential binding to normal and transformed human mammary cells, antitumor activity,
mitogenic potential, another) have been the major stimulus for the present study. Using
fluorescence spectroscopy and circular dichroism (CD) new insights about Cramoll 1 unfolding
process induced by urea and High Hydrostatic Pressure (HHP) were obtained. At pH 7.0, the
tryptophan center of mass did not present any significant alteration up to 3 M urea suggesting that
the protein is still in its native state. As expected, since the protein is a dimer, the process present
concentration dependence. Bis-ANS has been used to map intermediate species present during
the unfolding of several proteins. Interestingly, the protein presented an enhanced capacity to
bind bis-ANS, mainly in the urea range of 3-5 M. In the presence of 3 M urea, there are very little
changes in the CD spectrum what suggests that the secondary structure of Cramoll 1 is almost
intact under this condition. Taken together these results suggest that the unfolding process of
Cramoll 1 is a three-state process with the accumulation of an intermediate species (called I3y) in
the presence of 3 M urea. Since Cramoll 1 is a dimeric protein at pH 7.0, we decided to use HHP
to study its dissociation. 3.1 kbar at 37 and 1°C there was almost no changed the trypthophan
center of mass suggesting that the protein is pressure-resistant. The only condition where Cramoll
1 was effectively dissociated by HHP was when 3 M urea was added to the buffer. When we
evaluated the bis-ANS binding of the protein under pressure in the presence of 3 M urea we
observed that even after 100 min when the trps were already exposed, the protein presented an
enhanced capability to binding this probe. This observation suggests that Cramoll 1 is not
completely unfolded under HHP. However, we have to assume that this intermediate species (Ip)
is different from the one observed in the presence of 3 M urea (Isy), since the later species
maintains its trp in the native environment. Taken together the data described here suggest that

the unfolding process of Cramoll 1 can be summarized as: N 2 I3y 2 Ip > U.
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Estudos de Enovelamento da Isoforma 1 da lectina de sementes de Cratylia mollis: caracterizacdo de estados intermedidrios

INTRODUCAO

11 Proteinas
1.1.1 Enovelamento de Proteinas

Cada polipeptideo inicia sua existéncia emergindo de um ribossoma. Sua seqiiéncia de
aminodcidos inicial ¢ a completa tradugdo da seqiiéncia em que os cédons estdo arranjados no
RNA mensageiro. Em algum ponto, o polipeptideo comega a se enovelar para assumir a sua
conformacdo nativa. A estrutura nativa de uma proteina ¢ aquela conformacdo em que ela sera
capaz de exercer sua fung¢do bioldgica, sendo também conhecida como estado enovelado.

Uma proteina ¢ mantida em seu estado nativo por uma soma de interagdes nao-
covalentes fracas — como interacdes hidrofobicas, interagdes eletrostaticas e pontes de
hidrogénio — mas que juntas mantém a proteina na conformacdo nativa (BARBOSA,
GARCIA e PEREIRA DE ARAUJO, 2005). O efeito hidrofébico, que faz com que
substancias apolares se aproximem para minimizar seus contatos com a agua, ¢ um fator
determinante que garante as proteinas se enovelarem conforme visto na figura 1 (KYTE,

1995).

Figura 1 — Colapso hidrofébico do enovelamento protéico.
Obtido de: http://www.ncsa.uiuc.edu.

A caracteristica fundamental do processo de enovelamento ¢ que a seqiiéncia de
aminoacidos de cada proteina contém a informacgdo que especifica a sua estrutura nativa e o
caminho para alcangar esse estado, sendo um processo espontdneo que acontece em poucos
segundos (ANFINSEN, 1973; DOBSON, EVANS e RADFORD, 1994). Para que o

enovelamento ocorra de forma rapida e segura, a cadeia polipeptidica, em vez de
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experimentar um numero enorme de possibilidades conformacionais, assume conformacdes
definidas, denominadas intermediarios do enovelamento (Figura 2). Entdo, ao dobrar-se, uma
proteina tem sua estabilidade conformacional aumentada de modo abrupto (i. e., sua energia
livre diminui bruscamente), o que torna o dobramento um processo de sentido tnico.

De maneira geral, o enovelamento de uma proteina ¢ iniciado com a formagdo de
segmentos locais de estrutura secundaria (o-hélices e folhas B). Uma vez que as proteinas
nativas contém cernes hidrofébicos compactos, ¢ muito provavel que a forca que inicia o
dobramento da proteina seja o que tem sido denominado colapso hidrofébico (Figura 1). Apos
este colapso, os elementos de estrutura secundaria aparecem formando estruturas
intermedidrias que apresentam, portanto, uma estrutura secunddria um tanto organizada,
porém com estrutura tercidria ainda flutuante. No estagio final do enovelamento, a proteina
sofre uma série de ajustes complexos, por meio dos quais adquire uma organizagdo mais
rigida de suas cadeias laterais e pontes de hidrogénio internas, enquanto as moléculas de agua
remanescentes sdo expelidas do interior hidrofobico, definindo assim a estrutura terciaria

(Figura 2).

Figura 2 — Fases do enovelamento protéico.
Esquema criado pela autora.

Devido ao fato de que os polipeptideos enovelados em sua forma nativa sdo estaveis,
em condigdes fisiologicas de temperatura e pH, a concentracdo do estado desenovelado em
circunstancias normais ¢ baixa. Assim, a Unica maneira de estudar o processo de
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enovelamento ¢ deslocar o equilibrio com a introdug¢do de perturbagdes ndo naturais, tais
como varia¢do de temperatura ¢ pH, adi¢do de agentes caotrépicos como uréia e cloreto de
guanidina em altas concentragdes, aumento de pressao hidrostatica, ou uma combinagao
deles. Em qualquer medida significativa das propriedades de enovelamento-desenovelamento,
a condi¢do de reversibilidade da reagdo deve ser levada em conta, esse requerimento ndo pode
ser descartado. As perturbagdes térmicas, em alguns casos em pH neutro, as causadas por
uréia ou cloreto de guanidina ou as oriundas de aumento de pressao hidrostatica sao
usualmente reversiveis.

O efeito de agentes fisicos e/ou quimicos na estrutura protéica pode ser avaliado pelo
emprego de técnicas espectroscopicas como fluorescéncia e dicroismo circular. Avaliando-se
se as mudangas na estrutura secundaria ocorrem concomitantemente ou nao as mudangas na
estrutura terciaria, informacdes sobre a presenga ou ndo de intermediarios podem ser obtidas.
Na auséncia desses o equilibrio ocorre via mecanismo de dois-estados, no qual s6 o estado
enovelado ou s6 o desenovelado sdo populados (Eq. (1)); assim, a reagdo quimica que

acompanha esse processo pode ser representada como o equilibrio

Nativo—— Desenovelado (1)

Esse mecanismo ¢ possivel devido a alta cooperatividade do enovelamento protéico e
a baixa estabilidade de possiveis intermedidrios. Conforme esse modelo, qualquer pardmetro
termodindmico do processo pode ser descrito pela contribuicdo exclusiva dos estados
totalmente enovelado ou desenovelado (VAN MIERLO e STEENSMA, 2000).

Entretanto, ndo sdo todas as proteinas que obedecem ao modelo de dois-estados.
Algumas proteinas em determinadas condi¢des experimentais (mudancas de pH, pressdo ou
temperatura), apresentam, conforme mencionado, intermedidrios de enovelamento e, com
1sso, o equilibrio segue um modelo de mais de dois estados. Mutagdes ou mesmo sais podem
favorecer o aparecimento ou o acimulo de intermediarios (CAMPOS et al., 2004). A equagao

2 descreve o modelo de equilibrio em trés-estados como

Nativo — Intermediario — Desenovelado (2)

A figura 3 apresenta um dos mais bem caracterizados desses intermediérios. O
chamado ‘globulo fundido’ (molten globule) (PTITSYN, 1995) aparece onde a molécula
protéica ¢ quase tdo compacta como no estado nativo (DOLGIKH et al., 1981; UVERSKY,
1993), tem o centro hidrofobico frouxamente empacotado (DAMASCHUN et al., 1986) e
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contém uma significante quantidade de estrutura secundéria, mas com grande flexibilidade

das cadeias laterais (NISHII, KATAOKA e GOTO, 1995).

Figura 3 - (a) Globulo fundido e (b) forma nativa do
citocromo b562. Obtido de ALBERTS et al., 1994.

O conhecimento acerca desses intermedidrios ¢ essencial para o entendimento do
processo de enovelamento, uma vez que eles podem ter importantes papéis, em guiar e
direcionar o enovelamento evitando conformagdes que nao resultariam no estado nativo.
Entretanto, esses intermedidrios, podem apresentar ainda residuos apolares expostos ao
solvente e, em alguns casos, podem iniciar eventos de agrega¢do danosos ao organismo. Esses
eventos podem estar ligados a doencas humanas como a encefalopatia espongiforme
transmissivel e outros tipos de amiloidoses (THOMAS, QU e PEDERSEN, 1995). Para
algumas proteinas, no entanto, papéis fisiologicos tém sido associados a suas conformagdes

intermediérias (CAMPOS e SANCHO, 2003).

1.2 Lectinas
1.2.1 Generalidades

Proteinas que ligam carboidratos sdo comumente conhecidas como lectinas ou
aglutininas. O exato delineamento do que vem a ser lectinas tem sido tema de longa
controvérsia, uma vez que numerosas proteinas com diferentes formas moleculares e
especificidades foram classificadas juntas, ao longo dos anos, com base em um sé parametro,
a aglutinacdo de células. Dessa maneira, em 1980, GOLDSTEIN e colaboradores propuseram
lectinas como proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica, capazes de interagir

com carboidratos por pelo menos dois sitios de ligagdo, aglutinando células vegetais ou
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animais e precipitando polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos. Em 1981, DIXON
anunciou lectinas como proteinas com pelo menos um sitio de ligacao a carboidratos. Ainda,
BARONDES (1988) ¢ SHARON e LIS (1990) mencionaram a presenca de um sitio
hidrofobico adicional, o que possibilita uma interacdo da lectina com proteinas ou outras
substancias.

Com avango de técnicas como clonagem molecular e andlise de estrutura-funcdo de
proteinas, o termo lectina tem sido redefinido pela associagdo de critérios estruturais aos
funcionais. Assim, lectinas sdo proteinas ubiquas na natureza que exibem consideravel
diversidade estrutural, capazes de reconhecer hidrofobica e hidrofilicamente diferentes
estruturas sacaridicas com especificidade caracteristica, estando envolvidas em uma variedade

de processos biologicos (KENNEDY et al., 1995; VIJAYAN E CHANDRA, 1999).

1.2.2 Detecgido e Especificidade

Comumente, a presenca de lectinas em materiais biologicos ¢ avaliada pela capacidade
de aglutinar eritrécitos, utilizando extratos em solucdo salina ou tampdes (CORREIA e
COELHO, 1995; COELHO e DA SILVA, 2000; SHARON e LIS, 2001). A hemaglutina¢ao
pode ser testada com eritrocitos tratados (quimica ou enzimaticamente) ou nao, obtidos de
sangue humano ou de outras espécies como galinhas, coelhos, ratos e cdes (COELHO e DA
SILVA, 2000). O tratamento com glutaraldeido ou formaldeido, ajuda a estabilizar as células,
promovendo uma preparacdo padrdo de eritrdcitos, utilizada por um longo tempo, além de
aumentar a sensibilidade das mesmas a aglutinacdo (OZEKI et al., 1991). A atividade
hemaglutinante das lectinas ¢ usualmente medida pela técnica de diluigdes sucessivas (SYED
et al., 1999; GUIMARAES-GOMES et al., 2004).

Embora lectinas reconhecam e liguem agucares simples como glicose/manose,
galactose, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina ou fucose, elas tém uma afinidade
muito maior para oligossacarideos e glicoconjugados (PEUMANS ¢ VAN DAMME, 1996).
Com base em sua especificidade a carboidratos, em geral, as lectinas s3o classificadas de
acordo com o monossacarideo que apresente maior acdo inibitoria da atividade
hemaglutinante (ex.: lectina glicose/manose), existindo aquelas especificas apenas para

oligossacarideos (GOLDSTEIN e PORETZ, 1986).
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1.2.3 Ocorréncia e Importancia Fisiolégica

Lectinas podem ser encontradas em todos os reinos desde virus, bactérias, plantas até
mamiferos (DHUNA et al., 2005; SONG et al., 2005; GRANELLI-PIPERNO et al., 2006;
PANUNTO et al., 2006), sugerindo um papel funcional fundamental para essas proteinas
(ETZLER, 1998). Em sementes de leguminosas, constituem cerca de 10% das proteinas
soluveis (SHARON e LIS, 1990). Sua larga distribui¢do na natureza sugere grande
importancia fisiologica.

Embora ndo claramente definidos diversos papéis tém sido propostos para essa classe
de proteinas, por exemplo: renovagdo de glicoproteinas do soro (VIJAYAN ¢ CHANDRA,
1999); defesa contra patogenos (CHANG e ZHU, 2002); proteinas de estocagem
(NAKAMURA et al., 2004); adsor¢do viral (BOTOS e WLODAWER, 2005); resposta imune
inata (CHEN, LIU e YANG, 2005); transporte de carboidratos (KAMIYA et al., 2005); bem

como mediagdo de interagdes célula-célula e parasito-hospedeiro (SAOUROS et al., 2005).

1.2.4 Lectinas de Leguminosas

1.2.4.1 Caracteristicas e Importancia Estrutural

Encontradas principalmente nas sementes da maioria das plantas da familia
Leguminosae, as lectinas de leguminosas formam um grande grupo de proteinas homologas
que apresentam estruturas tercidrias essencialmente idénticas. Contudo, pequenas alteracdes
em suas seqiliéncias de aminoécidos resultam em diferentes tipos de associa¢des quaternarias,
conferindo as mesmas especificidades sacaridicas peculiares (LORIS et al., 1998). Assim,
essas lectinas tém sido reconhecidas como um importante modelo para estudar interacdes do
tipo proteina-proteina (BUTS et al., 2001) e proteina-carboidrato (SHARON e LIS, 1995).

As lectinas de leguminosa apresentam graus de homologia que variam de 36 a 90%
entre aquelas com seqiiéncias conhecidas (SHARON e LIS, 2003). Cerca de 60% da estrutura
secundaria é composta por folhas 3, conectadas por voltas. Como mostrado na figura 4a, todas
as lectinas de leguminosas conhecidas até entdo, apresentam estrutura terciaria formada a
partir de folhas B antiparalelas, uma dorsal com seis fitas-f3 e outra frontal com sete fitas-f3,
cobertas por uma superior, com cinco fitas-f (SRINIVAS et al, 2001). As suas estruturas

tridimensionais sdo as mesmas, exceto por pequenas variagdes nas voltas (HAMELRYCK et

al., 2000).
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Todas as lectinas dessa classe (exceto a arcelina 5a, de Phaseolus vulgaris) estdo
organizadas em dimeros ou tetrAmeros, sendo um processo pH-dependente. A dimerizagao
envolve associagdes do tipo side-by-side (Figura 4b) ou back-to-back das subunidades
monoméricas, assim como os tetrameros sdo formados a partir de um arranjo do tipo side-by-
side ou back-to-back (Figura 4c) de dimeros, sendo também chamados de dimeros de dimeros
(LORIS et al., 1998; PRABU, SUGUMA ¢ VIJAYAN, 1999). Pequenas diferengas nas
seqliéncias de aminoacidos nas interfaces monoméricas e auséncia ou presenga de glicosilagao
parecem afetar as associagdes dos mondmeros, resultando em diferentes modos de

oligomerizacdo (SRINIVAS et al., 2001).

Figura 4 — (a) Estrutura tercidria de uma lectina de leguminosa, o monémero pode ser
descrito por folhas  antiparalelas (uma ‘dorsal’ com seis fitas-f, uma ‘frontal’ com sete
fitas-f} e uma superior com cinco fitas-f) todas conectadas por voltas. (b) Dimerizaciio desta
lectina do tipo side-by-side (conhecido também como modelo candnico), com alinhamento
das fitas ‘dorsais’ levando a formacio de uma folha de doze fitas-f antiparalelas. (c)
Tetramerizacdo do tipo back-to-back envolvendo dois dimeros. (Essas figuras foram
geradas usando o programa MOLSCRIPT, KRAULIS, 1991).

1.2.4.2 Cramoll 1

Cramoll 1 ¢ uma lectina glicose/manose especifica encontrada em sementes de
Cratylia mollis, familia Leguminosae, tribo Phaseolae, subtribo Diocleinae. Essa planta,
conhecida como feijio camaratu ou camaratuba ¢ autoctone no Semi-Arido do estado de
Pernambuco.

O protocolo de purificagdo de Cramoll 1 foi estabelecido em 1995 por CORREIA e
COELHO, desde entdo crescentes estudos de caracterizagdo e aplica¢do biotecnologica vém
sendo desenvolvidos com essa lectina. Recentemente, Cramoll 1 teve sua estrutura resolvida
por cristalografia de raios-X com 1,77 A de resolu¢io (SOUZA, G. et al., 2003). A
expressividade de resultados como: caracterizacdo de células transformadas malignamente
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(BELTRAO et al., 1998); sensibilidade eletroquimica (SOUZA, S. et al., 2003); atividade
mitogénica (MACIEL et al., 2004) ¢ inibicdo tumoral (ANDRADE et al., 2004) estimulou a
realizacdo de estudos de caracterizacdo estrutural desta proteina, utilizando técnicas
espectroscopicas como fluorescéncia e dicroismo circular, constituindo uma importante etapa
para uma utilizagao racional dessa molécula para fins biotecnologicos.

Taxonomicamente correlacionada com a concanavalina A (lectina extraida de
Canavalia ensiformis), Cramoll 1 apresenta 82% de homologia em seqiiéncia de aminoéacidos
e compartilha com aquela lectina uma grande similaridade em estrutura tercidria e quaternaria,
embora apresentem diferencgas significativas em aplicacdes biologicas (LIMA et al., 1997). O
mondmero de Cramoll 1 (Figura 5) possui 236 aminoacidos (dentre os quais quatro
triptofanos), exibindo uma estrutura classica de lectinas de leguminosa, conforme descrito

(SRINIVAS et al., 2001).

Se
b A<

Figura S - Estrutura tridimensional do
mondémero da isoforma 1 da lectina de Cratylia
mollis — Cramoll 1. Originada pelo programa
MOLMOL (KORADI et al., 1996).

A dimerizagdo de Cramoll 1, que ocorre em torno de pH 5,0, ¢ do tipo side-by-side
entre duas folhas dorsais, resultando em uma grande folha de 12 fitas-f com diminui¢ao de
51% de exposicdo de area hidrofobica. Com a elevagdo do pH acima de 7,0, ocorre a
tetramerizacdo de Cramoll 1, resultado da interacdo do tipo back-to-back entre dimeros,
resultando na oclusdo de 61% da superficie hidrofobica. Devido a uma pequena concavidade
da folha de 12 fitas-f3, ha a formagdo de um canal no centro do tetraimero de Cramoll 1 que ¢

completamente acessivel ao solvente no qual ela se encontrar.
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1.3 Fluorescéncia
1.3.1 Generalidades

Moléculas que absorvem luz, tipicamente perdem o excesso de energia por processos
ndo radiativos, como, por exemplo, liberando calor. Em alguns casos, a energia ¢ re-emitida
como luz, um fendmeno conhecido como fluorescéncia. Esse processo pode ser definido
como a emissao de luz a partir de um estado excitado do tipo singleto, estado em que todos os

elétron-spins estao pareados (Figura 6).

Estado Singleto Estado Singleto
Nio excitado Excitado

Figura 6 — Elétrons-spins nos estados de energia niio excitado (esquerda) e
singleto excitado (direta). Esquema elaborado pela autora.

Linhas horizontais e setas representam os orbitais e os elétrons-spins,
respectivamente.

Cada elétron tem spin -1/2 ou +1/2. No estado ndo excitado, os elétrons estdo pareados
e cada um tem spins opostos. Segundo a mecanica quantica, 0 momento orbital angular de
qualquer nivel de energia ¢ predito pela equagdo M = 2S + 1, onde S corresponde ao spin;
logo, para estados que apresentam elétrons-spins pareados M = 2 (-1/2 +1/2) + 1 = 1, assim,
os estados nao excitado e singleto podem ser definidos como M = 1.

A fluorescéncia tipicamente ocorre em moléculas aromadticas que apresentam
grupamentos fluorescentes denominados fluoréforos. Os fluordforos estdo divididos em duas
classes gerais: intrinsecos (quando ocorrem naturalmente) e extrinsecos (aqueles que sao
adicionados a uma amostra para obter a propriedade espectral desejada). Em bioquimica, a
fluorescéncia intrinseca pode ser encontrada em proteinas e co-fatores enzimaticos (NADH,
FAD e FMN), sendo inexistente em sacarideos e lipideos e, muito fraca no DNA.

Dados de fluorescéncia sdo geralmente apresentados como espectros de emissdo,

grafico de intensidade de fluorescéncia (unidades arbitrarias) versus comprimento de onda

20



(nandmetros) ou numeros de ondas (cm™). Os espectros de emissdo variam largamente e sdo
dependentes da estrutura quimica do fluoréforo e do solvente em que este esta dissolvido.

Os processos que acontecem entre absor¢ao e emissao da luz podem ser ilustrados pelo
diagrama proposto por ALEXANDER JABLONSKI em 1935 (Figura 7), existindo em uma
variedade de formas para ilustrar varios processos moleculares que podem ocorrer em estados

excitados.

Jablonski Energy Diagram

Excited Singlet States
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Vibrational
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(10°°- 107 sec)
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S=
3
S5 ﬂEE

Ground State

Figura 7 — Uma forma do diagrama de Jablonski.
Disponivel em: http://www.olympusfluoview.com.

Sy corresponde ao estado ndo excitado, S; e S, representam os estados eletronicos de
maiores energias, sendo alcangados apos absor¢ao da luz. A transi¢do entre estados ocorre em
cerca de 10", tempo inferior ao necessario para ocorrer deslocamento do niicleo (principio de
FRANCK-CONDON). Ainda, cada estado eletronico de uma molécula apresenta diversos
subniveis de energia vibracional, representados por 0, 1 e 2. Uma molécula pode absorver um
foton que contenha energia igual a diferenca entre seu estado inicial € um de seus estados
excitados (a energia de um foton ¢ dada por E = Av, na qual & ¢ a constante de PLANCK —
6,27 x 107 erg-s e v é a freqiiéncia da luz).

Dentre as caracteristicas gerais que podem ser observadas no fendmeno da
fluorescéncia, pode-se destacar que o espectro de emissdo, na maior parte dos casos, €
independente do comprimento de onda de excitacdo (regra de KASHA, 1950). Uma vez que o
excesso de energia ¢ rapidamente dissipado, num processo conhecido como conversdao

interna, o fluor6foro passa para o estado de menor energia vibracional do estado singleto S,
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antes de ocorrer emissdo de fluorescéncia (S| =2 Sy), esse retorno ¢ conhecido como tempo de
vida de fluorescéncia (fluorescence lifetime), (CRONEY, JAMESON E LEARMONTH,
2001).

Em geral, a emissdo de fluorescéncia ocorre entre 10°-107 s, uma janela de tempo
onde ocorrem diversos fenomenos biologicos, como, por exemplo, flutuagdes na estrutura
protéica e, por isso, a fluorescéncia tem sido empregada com grande sucesso para acompanhar
alteragdes conformacionais de proteinas.

Como conseqiiéncia da regra de KASHA, outra propriedade da fluorescéncia pode ser
observada: a energia de emissdo ¢ menor que a de absor¢do (deslocamento de STOKES ou
STOKE’s shift), assim a fluorescéncia acontece em comprimentos de ondas mais longos, ou
seja, de menor energia. Esse fendmeno foi primeiramente relatado por Sir GEORGE G.
STOKES em 1852 ao realizar experimentos com a molécula de quinina (fluor6foro classico).
A perda de energia entre a excitacdo ¢ a emissao ¢ observada universalmente para moléculas
polares em solugdo, ocorrendo, devido a interagao entre os dipolos do solvente e do fluoréforo
excitado, o qual perde energia proporcionalmente a polaridade do solvente (NAJBAR,
DORFMAN e FAYER, 1990). O tempo de vida de fluorescéncia ¢ usualmente mais longo
que o requerido para acontecer interacdo com o solvente, assim a emissdo de fluorescéncia
ocorre a partir do estado solvente-relaxado; por outro lado, a absor¢do da luz ndo sofre a
interferéncia do solvente, uma vez que esse processo requer um tempo menor para acontecer.

Uma ultima consideracdo a respeito dos aspectos gerais do fenomeno abordado, diz
respeito a regra da imagem especular para os espectros de absor¢do e emissdo. A natureza
simétrica desses espectros ¢ resultado das mesmas transi¢des sofridas em ambos os processos
e as similaridades dos niveis vibracionais de Sy ¢ S;, o que esta de acordo com o principio de
FRANCK-CONDON, ou seja, s6 ha transi¢des verticais sem mudangas na posi¢do do nucleo
(Figura 8).

Medidas de fluorescéncia podem ser classificadas em dois tipos, steady-state (estado
estacionario) e time-resolved (resolvidas no tempo). As medidas obtidas por steady-state sao
aquelas realizadas com iluminagdo constante, onde a amostra ¢ iluminada com um feixe
continuo de luz e o espectro de intensidade ou emissao de fluorescéncia ¢ coletado varrendo
uma faixa de comprimentos de onda onde ocorre a emissdo do dado fluoroforo.

A interag@o da luz com a matéria tem sido largamente empregada na fisica, na quimica
e em ciéncias biologicas (CRONEY et al., 2001). Em bioquimica e biologia molecular, a
espectroscopia de fluorescéncia vem sendo utilizada em: detec¢do de espécies reativas do

oxigénio (GOMES, FERNANDES e LIMA, 2005); analises de seqiiéncia de 4acidos nucléicos
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(DAVIES et al., 2006); identificagdo celular (FARRUGGIA et al., 2006); imunoensaios (SIN
et al., 2006). Apesar de ndo fornecer informagdo detalhada sobre a estrutura de uma proteina,
a fluorescéncia ¢ bastante difundida devido a sua sensibilidade (WEISS, 1999) e a capacidade
de detectar mudancgas nas propriedades dinamicas e estruturais das mesmas (GE, TOLOSA e

RAO, 2004).

Photon Energy (Electron-Volts)
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Figura 8 — Transicdoes de energia nos processos de absorcio e emissio no
fenomeno de fluorescéncia. Disponivel em: http://www.olympusfluoview.com.

1.3.2 Fluorescéncia Intrinseca em Proteinas

Os aminoacidos que contribuem para a fluorescéncia de proteinas sdo os aromaticos:
fenilalanina, tirosina e triptofano (Trp, W). Esse ultimo ¢ o fluor6foro intrinseco que mais
contribui para o espectro de emissdo dessas macromoléculas, uma vez que seu rendimento
quantico (numero de fotons emitidos em relacao aqueles absorvidos) e coeficiente de extingdo
ou absor¢do molar (forca com que a substincia absorve a luz) sdo superiores aos dos demais.
O triptofano absorve em torno de 295 nm e tem seu maximo de emissdo, em agua, perto de

350 nm (Figura 9).

excitagao triptofano
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Figura 9 — Espectros de absorcio e emissao do triptofano em agua.
Disponivel em: http://www.chemkeys.com
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Outra caracteristica que faz do triptofano um dos principais alvos no estudo
espectroscopico de proteinas ¢ sua sensibilidade a polaridade do solvente, ou seja, o seu
espectro de emissao reflete a polaridade do microambiente em que se encontra. Fluor6foros
que sdo sensiveis a polaridade do solvente sdo aqueles que apresentam uma grande separacao
de carga no estado excitado, mas esse fator ndo explica completamente toda a complexidade
espectral do anel indol do triptofano, as quais sdo devidas a presenca de duas transigdes
sobrepostas na banda de absorc¢do, transi¢des para o estado 1La € 1Lb do indol. Estes estados
possuem energias similares, e, dependendo do meio, qualquer um pode ter a menor energia (a
emissdo ocorre a partir de estados de menores energias — regra de KASHA), como cada
estado possui momentos dipolo diferentes eles respondem de maneira diferente a polaridade
do solvente (LOUZADA et al., 1996).

A emissdo maxima e o rendimento quantico dos residuos de triptofano em proteinas
podem variar muito, e essas variacdes sdo devidas a estrutura tridimensional dessas
biomoléculas. Como o triptofano responde sensivelmente a polaridade do meio, quando esta
em ambiente apolar o grupo indol apresenta uma emissdo estruturada caracteristicamente
deslocada para os comprimentos de onda mais perto da cor azul (maior energia), com o
aumento da polaridade do meio h4d formag¢do de pontes de hidrogénio do residuo de
aminoacido com o solvente, desprovendo o espectro de energia vibracional e deslocando-o

para a regido do vermelho (menor energia) figura 10.
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Figura 10 — STOKE’s shift do espectro de emissido do triptofano quando
exposto ao meio polar. Esquema criado pela autora.
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1.3.3 Fluorescéncia Extrinseca em Proteinas

Algumas vezes a molécula de interesse ndo ¢ fluorescente, ou a fluorescéncia
intrinseca nao ¢ adequada para o experimento desejado, nesses casos a fluorescéncia pode ser
obtida através da marcagdo com sondas extrinsecas, as quais podem se ligar a molécula de
interesse covalentemente ou ndo. No caso de proteinas, o marcador ¢, na maioria dos casos,
um cromoforo que apresenta comprimento de onda de excitagdo e de emissdo mais longos que
os aminoéacidos aromaticos.

Em geral, as sondas de marcagdo do tipo covalente sdo utilizadas para quantificar a
ligacdo de proteinas a outras macromoléculas (DNA, lipideos), técnica chamada de
anisotropia (polarizacao) de fluorescéncia, como exemplo tem-se a fluoresceina e a rodamina.
Outros marcadores podem ligar-se a proteinas de maneira ndo covalente, destacando-se os
membros da familia dos naftalenosulfonatos, como o bis-ANS (4,4'-bis(1-anilinonaphthalene
8-sulfonate)). Essa classe de compostos ¢ fracamente ou nao fluorescente em agua, mas
fluorescem fortemente quando ligados a estruturas hidrofoébicas em proteinas, podendo
aumentar em até 200 vezes a fluorescéncia original (ROSEN ¢ WEBER, 1969).

Os estudos dessa sonda foram primeiramente realizados por GREGORIO WEBER em
seus experimentos com a albumina de soro bovino, BSA (DANIEL e WEBER, 1966). Hoje, o
bis-ANS ¢ muito utilizado para investigar a conformagdo de proteinas e o efeito de
modificacdes ambientais sobre as mesmas. O bis-ANS (Figura 11) ¢ uma molécula anfipatica,
absorvendo em torno de 360 nm e emitindo entre 400 e 600 nm. Uma vez que s6 a sua regiao
hidrofobica contribui para emissdo de fluorescéncia, essa sonda, quando ligada a estruturas
protéicas parcialmente enoveladas, que apresentam exposi¢ao de sitios hidrofobicos € capaz
de fluorescer. Quando livre em solugdo, o bis-ANS ndo apresenta emissdo de fluorescéncia
significativa e, com isso, se pode avaliar de forma bastante clara se esta sonda esta livre ou

ligada as proteinas e, com isso, inferir sobre o estado de enovelamento da proteina em

OO
-035

Figura 11 — Féormula estrutural de 4,4'-bis(1-anilinonaphthalene 8-sulfonate).
Obtido de:TAKASHI, TONOMURA e MORALES, 1977.

questao.
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1.4 Dicroismo Circular
1.4.1 Ondas Eletromagnéticas

Ondas eletromagnéticas sao mudangas periddicas de campos elétrico e magnético no
espaco em funcdo do tempo. Essas ondas se propagam na velocidade da luz e, em qualquer
ponto do feixe de luz o campo magnético ¢ sempre perpendicular ao elétrico. Analisando
apenas o campo elétrico pode-se inferir que se o vetor desse campo (medido em um ponto
fixo do espaco) oscila em torno de uma linha reta entdo essa onda ¢ chamada de plano-

polarizada ou linearmente polarizada, podendo esse plano ser vertical ou horizontal (Figura

12).

(A) (B)

Figura 12 — Ondas linearmente polarizadas: (a) horizontalmente e (b) verticalmente.
Disponivel em: http://www.enzim.hu/~szia/cddemo.

A superposi¢do de duas ondas de iguais amplitude e comprimento que estdo
polarizadas em dois planos perpendiculares, mas com uma diferenga de fase de 90° entre elas,
gera um vetor resultante que gira em um circulo enquanto seu comprimento permanece
constante. Essas ondas sdo denominadas de circularmente polarizadas. Quando a diferenga de
fase ¢ de 90° o vetor gira no sentido horério e a luz ¢ dita circularmente polarizada a direita
(Figura 13a), da mesma forma quando essa diferenca ¢ de —90° o vetor gira no sentido anti-
horario e a luz ¢ dita circularmente polarizada a esquerda (Figura 13b). De maneira inversa, a
superposicdo de ondas de luz circularmente polarizada a esquerda e a direita resulta em ondas

de luz linearmente polarizada (KELLY, JESS e PRICE, 2005).
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(A) (B)

Figura 13 — Ondas circularmente polarizadas: (a) a direita e (b) a esquerda.
Disponivel em: http://www.enzim.hu/~szia/cddemo.

Alguns materiais possuem uma propriedade especial: eles absorvem diferentemente a
luz circularmente polarizada a esquerda da polarizada a direita. Este fenomeno ¢ conhecido
como dicroismo circular (circular dichroism, CD). Assim, se uma luz linearmente polarizada
atravessa um meio que apresenta CD, suas propriedades serdo mudadas porque esse meio
absorve diferentemente os dois componentes circulares, formando um vetor resultante que
gira em torno de uma elipse (luz elipticamente polarizada), figura 14 a e b. Para exibir
semelhante caracteristica uma molécula deve ser quiral, ou seja, sua imagem especular nao
pode ser superposta a ela e, portanto, ndo deve apresentar qualquer elemento de reflexao

simétrica.
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B

Antes de Interacdo com a Matéria Apos Absorc¢ao pela Matéria

Figura 14 — (a) Interacio de luz linearmente polarizada com material que
exibe dicroismo circular; (b) Seccio frontal do material.
Disponivel em http://www.enzim.hu/~szia/cddemo.

1.4.2 Medidas de Dicroismo Circular

Como definido CD ¢ a diferenca de absor¢do da luz circularmente polarizada a

esquerda e a direita, podendo ser mensurado conforme a Lei de LAMBERT-BEER:

AA = A.-Aq = €.Cl - 4Cl = AeCl

onde €. e & representa o coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada a
esquerda e a direita, respectivamente, C constitui a concentragdo molar do soluto quiral e/ ¢ a
distancia percorrida pela luz.

No entanto, uma outra medida de CD ¢ largamente empregada, especialmente em
bioquimica. O método original de medida de CD (LOWRY, 1935) uma luz plano-polarizada
atravessa um meio circularmente dicroico, e, conforme ja mencionado, a absor¢ao diferencial
dos componentes circulares origina uma luz elipticamente polarizada (Figura 15). Quando os
vetores elétricos dos dois componentes circulares estdo na mesma direcdo, a soma de suas
magnitudes forma o semi-eixo maior da elipse, e quando estdo em diregdes opostas, a
diferenca de suas magnitudes forma o semi-eixo menor da elipse. CD pode ser caracterizado
pela proporcdo dos semi-eixos menor e maior, que ¢ a tangente de um angulo 0, chamado
elipticidade. Assim, espectros de CD s3o freqlientemente reportados em termos de
elipticidade molar, em vez de 6 (NAEEM, KHAN e KHAN, 2005; CHATTERIJEE e
MANDAL, 2005).
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Figura 15 — Luz elipticamente polarizada, formada pela luz circularmente polarizada para
esquerda e para a direita de intensidades diferentes. A elipticidade é o 4Angulo 0, que é a
tangente da proporc¢io entre o menor (b) e 0 maior (a) eixo da elipse (SNATZKE, 1994).

1.4.2 Aplicagdes de Dicroismo Circular em Bioquimica

CD ¢ uma das mais sensiveis técnicas fisicas para determinagdo de estruturas e
monitoramento de mudancas estruturais de biomoléculas. Em proteinas o principal grupo
opticamente ativo sdo as ligagdes amidas do esqueleto peptidico e as cadeias laterais dos
aminodcidos aromaticos. Em polipeptideos e proteinas existem regides onde os cromoforos
peptidicos estdo em arranjos fortemente organizados, semelhantes a a-hélices e folhas f.
Dependendo da orientagcdo das ligagdes peptidicas nos arranjos, as transi¢des Opticas das
ligagcdes amidas podem ser divididas em multiplas transigdes, podendo os comprimentos de
onda e as intensidades dessas transi¢des serem aumentados ou diminuidos (GREENFIELD,
1996). Conseqilientemente, os diferentes tipos de estrutura secundaria apresentam espectros de
CD caracteristicos.

Para determinagao de estrutura secundaria de proteinas, ambos, calculos teoricos e
medicdes experimentais tém demonstrado a alta sensibilidade de espectros de CD na regido
abaixo de 250 nm, chamada far-UV CD. A figura 16 ilustra os espectros de CD para trés
classes de proteinas. Em um espectro de CD, os nimeros negativos significam que a absor¢ao
¢ preferencialmente da luz circularmente polarizada a esquerda, os positivos a direita e o zero
representa a auséncia do fendmeno. As proteinas que sdo formadas exclusivamente por o-
hélices mostram um forte duplo minimo em 222 e 208-210 nm e um pico positivo em 191-
193 nm. Proteinas constituidas de 100% de folhas 3, usualmente t€ém uma unica banda de CD
negativa (entre 210 e 225 nm) e uma positiva (entre 190 e 200 nm); existe uma maior

variabilidade entre os espectros relatados para as folhas 3, uma vez que podem estar presentes
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na forma paralela, antiparalela, ou uma mistura de ambas, e podem estar torcidas de varias
maneiras. A classe de proteinas desordenadas inclui: muitos oligopeptideos, pequenos
peptideos com pontes dissulfeto ou grupos prostéticos, e proteinas desnaturadas. Estas ultimas
ndo apresentam sinal de dicroismo na regido onde as a-hélices e folhas beta absorvem

(VENYAMINOV e YANG, 1996).

[0] x 10° deg cm? dmol?

180 210 230 250
“A (nm)
Figura 16 — Espectros de dicroismo circular, representativos de a-hélices (--), folhas

B (--) e proteinas desestruturadas (--). Disponivel em: http://biophysics.uchicago.edu.

Obviamente, o CD ndo pode competir com técnicas como difracdo de raios-X ou
ressonancia magnética nuclear em providenciar detalhes sobre a estrutura de uma proteina,
mas pode ser uma poderosa ferramenta para estimar fragdes de residuos de aminoacidos em
estrutura tipo a-hélices, folhas 3 e desordenada. Este dado é muito 1til quando informagdes
sobre a estrutura em alta resolu¢do ndo existem, e mesmo se esta estiver disponivel o CD pode
dar informagdes sobre o efeito da temperatura, pH, agentes quimicos, mutagdes, dentre outros

na estrutura secundaria de forma bem mais eficiente (KELLY, JESS e PRICE, 2005).
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Estudos de Enovelamento da Isoforma 1 da lectina de sementes de Cratylia mollis: caracterizacdo de estados intermediarios

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar estudos de caracterizacao estrutural com a isoforma 1 da lectina de sementes

de C. mollis (Cramoll 1), purificada a homogeneidade.

2.2 Objetivos Especificos

® Obter Cramoll 1 purificada;
® Promover a desnaturagdo e dissociagdo das estruturas protéicas;

® Monitorar o processo de desnaturagdo das lectinas por técnicas fluorimétricas e de

dicroismo circular;

® Avaliar o conteudo das estruturas secundaria e tercidria das proteinas antes e apds a

desnaturacao.
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Intermediate species are present in the unfolding pathway of Cramoll 1,
the major isolectin from Cratylia mollis seeds
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1. Introduction

Lectins are multi-valent carbohydrate binding proteins of non-immune origin [1]. They
exist in almost all living organisms; in vegetables, lectins constitute up to 10% of the soluble
protein content of seeds in leguminous plants [2]. Besides wide application on medicine:
cancer inhibition [3], apoptosis induction [4], HIV infection [5,6], this proteins are excellent
model to study the molecular basis of oligomeric proteins folding. Despite having the same
tertiary structural fold at monomeric level, lectins exhibit considerable variation in their
patterns of assembly into dimers and tetramers arising from small alterations sequence
variations [7], making these proteins also of interest to analyse the details of protein—protein
interaction [8].

Cramoll 1 is a major isolectin isolated from Cratylia mollis seeds [9] from the
Leguminosae family and the Diocleinae subtribe. Taxonomically related with concanavalin A
(82% identity), Cramoll 1 is a Glc/Man-specific lectin, exists as a dimer at pH 7.0, with each
monomer (236 aminoacids, M; = 30,000) possessing one saccharide binding site as well as a
transition metal ion site Mn®" and Ca®" site [10] (Fig. 1). The three-dimensional structure of
Cramoll 1, determined by crystallographic structure at 1.77 A resolution, revealed that its

topological architecture is essentially identical to Con A [10].

. .,r 1
"k
A

VIR | .4 Figure 1 — Tertiary structure of Cramoll 1 monomer
p\ & ? 4 by ribbon representation. This picture was originated

by MOLMOL script [11].

33



Indeed, the legume lectin fold has now been recognized as an important carbohydrate-
binding motif that occurs, with different degrees of variations, in other proteins as well [12-
15]. Although Cramoll 1 are closely related taxonomically with Con A, in immobilized form
these two lectins bind different glycoproteins present in human plasma [16], and they also
show differential binding to normal and transformed human mammary cells [17].

The specific properties of proteins can only be understood once a deep knowledge of the
structure-function relationship is obtained from chemical or physical sources. One of the most
active fields of research in this context has been the use of the optical properties of different
chromophores to get information about protein conformations and elementary stages of their
interactions [18]. In particular, the aminoacid tryptophan has been the standard probe of
protein structure and dynamics [19], especially due to its efficient emission properties, in
fluorescence. A combination of circular dichroism and fluorescence spectroscopy is often
used to demonstrate wether denaturant-induced equilibrium (un)folding of proteins takes
place via either a two-state mechanism or involves relatively stable protein folding
intermediates.

There are few reports on the literature where the unfolding process of plant lectins has
been investigated. In these reports it has been shown that lectins are usually very stable
against several denaturing agents such as guanidine hydrochloride, urea and temperature [20-
22]. Thus we decided to investigate the unfolding process of the Cramoll 1 through the use of
urea and high hydrostatic pressure (HHP).

2. Materials and methods

2.1. Purification and Quantification of Cramoll 1

Cramoll 1 was isolated as described by [9]. Briefly, an extract of C. mollis seeds was
separated into two fractions with ammonium sulfate, 0-40% and 40-60% saturation. The 40-
60% fraction was dialyzed against 0.15 M NaCl (F2) overnight at 4-6 °C and affinity
chromatographed on Sephadex G-75 using a 1.9 x 70.0 cm column equilibrated with 0.15 M
NaCl. Elution was performed with 0.3 M D-glucose, and the protein was dialyzed against 10
mM sodium citrate phosphate buffer, pH 5.5 (F3). F3 was chromatographed on a 1.5 x 31.0
cm column containing 50 ml CM-cellulose (Sigma) equilibrated with 10 mM sodium citrate
phosphate buffer, pH 5.5, and eluted with a 0-0.4 M NacCl linear gradient.

The concentration of Cramoll 1 was determined spectrophotometrically at 280 nm using

an ¢ of 33,000 for the monomer (M; = 30,000).
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2.2. Spectroscopic measurements

The Trp and bis-ANS fluorescence spectra were recorded on an ISSK2 spectrofluorimeter.
Tryptophan emission spectra were obtained by setting the excitation at 280 nm and collecting
the emission in the 300 to 400 nm range. The bis-ANS spectra were recorded by exciting the
sample at 360 nm and collecting emission from 400 to 600 nm. Bis-ANS was evaluated by
area of intensity fluorescence in arbitrary units.

Trp fluorescence spectra were quantified as the center of spectral mass v:

(Eq. (1))
V= ZViF i/ ZF i
where F; stands for the fluorescence emission at wavelength v; and the summation is carried
out over the range of appreciable values of F.

The degree of dissociation () is related to (v) by the expression:

o = [(Va)- I/ [(V)-(vp)] (Ea.(2))

where (vi) and (v¢) are the initial and final values of center of spectral mass, respectively,

while (vy) is the center of spectral mass in the presence of urea.

2.3. Urea induced unfolding

The urea-induced equilibrium unfolding curves were performed by incubating the
protein (1 and 10 uM) for 12 h in urea (0-8 M) in 25 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7.0, at
25 °C.

2.4. High-hydrostatic pressure (HHP) induced unfolding

The high-pressure cell equipped with optical windows was purchased from ISS (ISS
Inc., Champaign, IL). The temperature is controlled by a water bath.

The pressure was increased up to 3.1 kbar in steps of 0.35 bar where the spectroscopic
measurements were performed. The kinetic experiments were performed by incubating the
protein at 3.1 kbar at the desired temperature and collecting the emission spectrum in intervals
of 10 min. The experiments were performed in 25 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7.0 at 37
or 1 °C. When necessary, 3 M urea was included in the mentioned buffer to facilitate the

unfolding reaction.
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2.5. Circular dichroism measurements

Circular dichroism (CD) measurements were performed in a Jasco-715 spectropolarimeter
(Jasco Corporation, Tokyo, Japan) using a 2.0-mm path-length quartz cuvette. For spectra
determinations in the presence of the urea (0-8 M), 5 uM of the Cramoll 1 was prepared in 10
mM phosphate buffer, 100 mM NaCl, pH 7.0. Data were averaged for 5 scans at a speed of
100 nm/min, collected in 0.1 nm steps. The baselines (buffer alone) were subtracted.

The degree of denaturation extracted from the CD measurements was calculated according

to:

a = [(6u)- (8:)1/[(6)-(6p] (Eq. (3))

where (0;) and (Oy) are the initial and final values of CD signals at 223 nm, respectively, while

(0,) is the ellipticity at 223 nm in the presence of urea.

3. Results

3.1. Urea-induced unfolding of Cramoll 1

By the use of fluorescence and circular dichroism initially we decided to investigate the
unfolding process of Cramoll 1 induced by urea and HHP. Since the legume lectins have been
shown to be resistant proteins, Cramoll 1 was incubated in the presence of increasing
concentrations of urea at pH 7.0 for 12 h. At this pH the protein is predominantly a dimer.

Figure 2 shows the changes in the center of spectral mass of trp emission that take place
when 1 and 10 uM of Cramoll 1 were incubated in the presence of increasing concentrations
of urea at 25 °C. In the native protein, the trps of Cramoll 1 present a very blue shifted
emission (336 nm) what suggests that they are buried in the protein core. As seen, by
increasing the concentration of urea, there is a progressive shift in the maximum emission to
the red what is compatible with the dissociation-denaturation of the protein. Up to 3 M urea
the center of mass did not present any significant alteration suggesting that the protein is still
in its native state. From 3 to 8 M urea, there was a transition and the center of mass shifted
almost 17 nm to the red. Indeed, in the presence of 8 M urea the value achieved (353 nm)
suggest fully exposition of these residues to the aqueous environment what is compatible with
the complete denaturation of the protein. As expected, since the protein is a dimer, the process
is concentration dependent and the experiment performed at 10 uM of protein was displaced

to higher urea concentrations (Fig. 2, open circles). The inset shows the fluorescence intensity
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spectra of the protein in the 0, 3 and 8 M urea, where it is possible to see the mentioned shift

in the center of mass.
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Figure 2 — The center of spectral mass of tryptophan as a function of urea concentration in
25 mM Tris-HCI, 0.1 M NaCl, pH 7.0 at 25 °C. The protein concentration was 1 (e) and
10 (©) uM. Inset: Trp fluorescence intensity (raw data) in 0, 3 and 8 M urea.

Bis-ANS has been used to map intermediate species present during the unfolding of
several proteins [23,24]. This is because when free in solution bis-ANS fluoresces weakly;
however, when it binds to hydrophobic surfaces in proteins its fluorescence enhances [25]
allowing its use as a sensor of intermediate state present in the unfolding pathway of several
proteins since this species exposes hydrophobic patches to the aqueous environment.

In its native state, Cramoll 1 binds weakly bis-ANS (inset Fig. 3). Interestingly, upon
urea addition, the protein presented an enhanced capacity to bind this probe, mainly in the
urea range of 2-5 M (Fig. 3). This result suggests that there is an intermediate species present
during the unfolding process of Cramoll 1 that binds bis-ANS and was not revealed by the use
of trp fluorescence. As expected, above 7 M urea there was no bis-ANS binding (see also the

inset), what is compatible with the complete denaturation of the protein.
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Figure 3 — bis-ANS spectral area as a function of urea concentration in 25 mM Tris-HCI, 0.1
M NaCl, pH 7.0 at 25 °C. The protein concentration was 1 uM. Excitation was set at 360 nm
and emission collected from 400 to 600 nm. /nset: bis-ANS fluorescence intensity (raw data).

Taken together these results suggest that the unfolding process of Cramoll 1 is a three-
state process with the accumulation of an intermediate species in the urea range of 3-5 M. At
3 M urea, the center of mass of trp emission has changed very little to the red (336 nm; Fig. 2
filled circles) while the bis-ANS binding was maximal (Fig. 3) indicating that under this
conditions the trps are in their native environment while there is a large hydrophobic segment
of the protein already dismantled and exposed to the solvent.

Aiming to have insights into the secondary structural changes that take place upon
urea-induced unfolding, circular dichroism (CD) measurements were performed (Fig. 4). The
inset of figure 4 shows the far-UV CD spectra of Cramoll 1 in the presence of 0, 3 and 8 M
urea at pH 7.0. The spectrum of the native protein shows a negative band at 223 nm which is
characteristic of B-sheet rich proteins. It is interesting to note that in the presence of 3 M urea,
there is very little changes in the CD spectrum what suggests that the secondary structure of
Cramoll 1 is almost intact under this condition although the binding of bis-ANS was
maximum (Fig. 3). In the presence of 8 M urea, although the some weak CD signal is still
present, there is a massive loss of the secondary structure as expected, confirming its
complete unfolding. Figure 4 shows the progressive loss in the ellipticity at 223 nm as a
function of urea addition what is compatible with the loss of the secondary structure of the

protein.
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Figure 4 — Molar ellipticity values at 223 nm of the dimeric Cramoll 1 at 25 °C in 10 mM
phosphate, 0.1 M NaCl, pH 7.0 in the presence of different concentrations of urea (0-8 M).
The protein concentration was 5 pM. The spectra were taken in 2 mm path length cell
using a scan speed of 100 nm min™', and averaged over five scans. Inset: The far-UV CD
spectra of Cramoll 1 in 0 M (—), 3 M (1) and 8 M (e) urea.

Figure 5 shows the degree of denaturation of Cramoll 1 extracted from the data
presented in Figure 4 (change in CD signal, secondary structure loss) and from change in the
trp emission of the lectin at 5 uM (data not show). As seen, the two curved almost overlap but
the tertiary structure loss occurred in smaller urea concentrations, as expected in reactions
where intermediate species are present. This reinforces the presence of a relatively stable
folding intermediate in the unfolding process of Cramoll 1. The intermediate is characterised
by the loss of native tertiary interactions as its fluorescence emission intensity is decreased
compared to that of the native state. The intermediate however, has an appreciable amount of
secondary structure as shown by CD spectroscopy. In its most simple form, the unfolding
pathway of Cramoll 1 can be described by the following three-state model, in which a

relatively stable folding intermediate is present at equilibrium.

Native = Intermediate = Unfolded
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Figure 5 — Degree of denaturation of the tertiary (o) and secondary (e) structures as a
function of urea concentrations calculated from equation 2 and 3 using fluorescence trp
data and the CD signals. The protein concentration was 5 uM.

3.2. Pressure-induced unfolding of Cramoll 1

It has been shown research that HHP is a gentle tool to dissociate-denature proteins
[26,27]. Since Cramoll 1 is a dimeric protein at pH 7.0, we decided to use HHP to study its
dissociation. However, since Cramoll 1 presented a slow denaturation process requiring
several hours in the presence of urea, we decided to subject the protein to the maximum
pressure achieved in our equipment and follow the changes in the center of mass of trp
emission along time (Fig. 6). Initially, the protein was incubated at 3.1 kbar at 37 °C (hollow
squares, Fig. 6) and the trp emission recorded. As seen, there was almost no change in the
center of mass suggesting that the protein is pressure-resistant. As shown before, the
combination of pressure and low temperature facilitates the dissociation process of several
proteins since low temperatures weaken the hydrophobic interactions [28]. Thus we decided
to combine HHP with low temperature (1 °C). As seen, even when HHP was applied at 1 °C
(hollowed circles, Fig. 6), the center of mass shifted only 6 nm to the red suggesting partial
denaturation of the protein under pressure at this temperature.

Once the combination of HHP and low temperature was not sufficient to promote the
complete denaturation of the Cramoll 1, we decided to combine HHP with subdenaturing
concentrations of urea (3 M). This approach has been used before to promote the dissociation

of several proteins including virus [29]. However, when the protein is incubated in the
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presence of 3 M urea along time, an intermediate species builds up as shown before in figure
3. Thus, to avoid the formation of the intermediate species observed in the presence of 3 M
urea, we added 3 M urea to the protein and subjected it immediately to HHP. By using this
approach we would have information about the dissociation-denaturation process of the native
protein.

Figure 6 shows that when the protein is incubated in the presence of 3 M urea and
immediately subjected to HHP, there is a progressive and relevant shift in the maximum
emission of the trps to the red (10 nm) (filled squares, Fig. 6), this process requested 240 min.
Then, we decided to combine HHP with 3M urea at 1 °C to force the complete denaturation of
Cramoll 1 and as seen (filled circles Fig. 6), the denaturation process was complete and faster
and the center of mass achieved after 100 min under pressure was similar to the one presented
in the presence of 8 M urea (350 nm). The data obtained of association of 3 M urea and 3.1

kbar allowed to go with the kinetic unfolding (Fig. 6).
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Figure 6 — Dissociation—denaturation of dimeric Cramoll by HHP (3.1 kbar) in the presence
of the OM ([J,0) and 3M (m,®) urea at 37 or 1 °C, respectively, @ represent the return to atm.
The center of spectral mass of tryptophan was followed as a function of pressure at pH 7.0.
Protein concentration was 1 uM in all cases. Excitation was set at 280 nm and emission
collected from 300 to 400 nm.

In order to have additional insight about the tertiary structure of Cramoll 1 under HHP,
we performed bis-ANS binding experiments as presented in figure 7. It is interesting to note

that although the trps of Cramoll 1 are completely exposed to the solvent in the presence of 3
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M urea after 200 min under 3.1 kbar at 37 °C, the protein was able to bind this probe
suggesting that it is not fully unfolded even under these harsh conditions (Fig. 7 and inset).
This result suggests that Cramoll 1 forms an intermediate species under HHP in the presence
of urea. This intermediate has a conformation different from the one detected in the presence
of 3 M urea, since the formed has its trp residues completely exposed to the solvent (350 nm),

while in the later the trps are still buried in the protein core (336 nm).
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Figure 7 — Spectral area of bis-ANS binding Cramoll 1 as a function of time in
presence of 3 M urea under 3.1 kbar in 25 mM Tris-HCI, 0.1 M NaCl, pH 7.0 at 37
°C. The protein concentration was 1 pM. Excitation was set at 360 nm and emission
collected from 400 to 600 nm. /nset: bis-ANS fluorescence intensity (raw data).

4. Discussion

Much of the current knowledge on the tertiary structural changes of proteins that take
place when they undergo denaturation has been accumulated through the use of fluorescence
emission, specifically from trp residues as well as from extrinsic probes such as ANS and
their derivates [30]. Circular dichroism also has been used extensively to furnish information
about the secondary structure changes that take place upon protein denaturation. Cramoll 1
contains four residues of trp on each monomeric subunit. In the native Cramoll 1, the trps
present a very blue-shifted emission (336 nm) what suggests that they are buried in the protein
core. This observation is in agreement with their localization in the crystal structure of this

protein as previously described [10]. This property makes these trps of Cramoll 1 ideal to
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follow its unfolding since they can be a sensor of the tertiary structure loss (denaturation) of
the protein.

In the present study we have used urea and HHP as perturbing tools to promote the
complete denaturation of Cramoll 1. As seen, increasing the concentration of urea, there was a
progressive shift in the center of spectral mass of the trps to the red, what is compatible with
the dissociation-denaturation of the protein. Up to 3 M urea the center of mass did not present
any significant alteration suggesting that the protein is still in its native state. From 3 to § M
urea, there was a transition and the center of mass shifted almost 16 nm to the red. Indeed, in
the presence of 8 M urea the value achieved (352 nm) suggest fully exposition of these
residues to the aqueous environment what is compatible with the complete denaturation of the

protein.

As expected, at pH 7.0, where the protein is a dimer, the dissociation-denaturation of
Cramoll 1 induced by urea presented concentration dependence (Fig. 2) and the unfolding
curve of the higher concentration used was displaced to higher urea concentrations. By
circular dichroism, we observed a progressive decline in the signal at 223 nm (beta sheet
signal) suggesting the loss of the secondary structure as the protein dissociates-unfolds.
However, by using bis-ANS we were able to detect an intermediate species that accumulates
in the presence of 3 M urea. We have called this species as I3y and the urea-induced

unfolding of Cramoll 1 can be described as:
N2>Ly=>U

The non-coincidence of the normalised fluorescence and far-UV CD data (Fig. 5)
reinforces the idea of a relatively stable folding intermediate in the urea-induced unfolding of
the protein. The trps in I3y are in their native environment (336 nm), but displays a higher bis-
ANS binding capacity. The intermediate however, has an appreciable amount of secondary
structure as shown by CD spectroscopy. Folding intermediates with such characteristics have

been observed for a few globular proteins and are called molten globules [31].

Another tool that was used in our studies was HHP. Since Cramoll 1 is a dimeric
protein at pH 7.0, we decided to use HHP to study its dissociation-denaturation process.
Pressure affects only the volume of the system under study [32]. In contrast, temperature
denaturation involves changes in both the volume and the thermal energy. It is found for a
large number of proteins that, while denaturation by pressure or chemical denaturants is

reversible, temperature denaturation results in irreversible aggregation. In the case of Cramoll
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1, pressure induced unfolding showed to be irreversible although aggregation was not
observed under or after HHP. Futher studies are required to address why this protein unfolds
irreversible and how this process can take place inside the plant cell in order to allow the
formation of the native lectin. For the Cramoll 1, pressure had to be combined with
subdenaturing concentration of urea to allow the complete unfolding of the protein. The
majority of the dimeric protein studies thus far by HHP presented susceptibility to this tool.
This suggests that the dimer of Cramoll is unexpectedly more stable than other dimers. This
great stability of Cramoll 1 probably is associated with the fact that the protein experiences
different stress conditions such as the high temperatures, low water content and the acidic pH
found inside the vesicles where the lectin is stored [33].

Since Cramoll 1 presented a slow denaturation process requiring several hours in the
presence of urea, we decided to subject the protein directly to the maximum pressure achieved
in our equipment and follow the changes in the center of spectral mass (v) of trp emission
along time (Fig. 6). Even with long incubation times, the protein showed to be pressure-
resistant. Then, we decided to combine HHP + low temperatures (1 °C) and again, although a
little faster, the process was not completed. The only condition where Cramoll 1 was
effectively dissociated by HHP was when 3 M urea was added to the buffer (Fig. 6 filled
square). Subdenaturing concentrations of urea can be used to poise the system towards
unfolding so that pressure denaturation is achievied within the experimentally accessible HHP
range [34].

When we evaluated the bis-ANS binding of the protein under pressure in the presence
of 3 M urea we observed that even after 100 min when the trps were already exposed (346
nm), the protein presented an enhanced capability to binding this probe. This observation
suggests that Cramoll 1 is not completely unfolded under HHP. However, we have to assume
that this intermediate species is different from the one observed in the presence of 3 M urea
(Ism), since the later species maintains its trp in the native environment. We called this new
intermediate as Ip.

Taken together the data described here suggest that the unfolding process of Cramoll 1

can be summarized as:

N2oLy=2>L>U

Further studies are necessary to unravel the physiological implication of these

intermediate species and how is the in vivo folding process of this lectin.
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Abstract

Large variability in quaternary association resulting from small alterations in essentially the
same tertiary structure is a property exhibited specially by legume lectins, generating their
carbohydrate specificity. Cramoll 1 is a major lectin isolated from Cratylia mollis seeds,
specific for mannose/glucose and presents assemblies’s paterns in dimer or tetramer.
Interesting results (differential binding to transformed cells, antitumor activity, mitogenic
potential,) have been the major stimulus for the present study. Using fluorescence
spectroscopy and circular dichroism (CD) new insights about Cramoll 1 unfolding process
induced by urea and high hydrostatic pressure (HHP) were obtained. At pH 7.0, the
tryptophan center of mass did not present any significant alteration up to 3 M urea suggesting
that the protein is still in its native state. As expected, since the protein is a dimer, the process
present concentration dependence. Interestingly, the protein presented an enhanced capacity
to bind bis-ANS, mainly in the urea range of 3-5 M. In the presence of 3 M urea, there are
very little changes in the CD spectrum what suggests that the secondary structure of Cramoll
1 is almost intact under this condition. Taken together these results indicate that the unfolding
process of Cramoll 1 is a three-state process with the accumulation of an intermediate species
(called I3y) in the presence of 3 M urea. On the other hand, 3.1 kbar at 37 and 1 °C there was
almost no changed the trypthophan center of mass suggesting that the protein is pressure-
resistant. The only condition where Cramoll 1 was effectively dissociated by HHP was when
3 M urea was added to the buffer. When we evaluated the bis-ANS binding of the protein
under pressure in the presence of 3 M urea we observed that even after 100 min when the trps
were already exposed, the protein presented an enhanced capability to binding this probe. This
observation suggests that Cramoll 1 is not completely unfolded under HHP. However, we
have to assume that this intermediate species (Ip) is different from the one observed in the
presence of 3 M urea (Isy), since the later species maintains its trp in the native environment.
So, the data described here suggest that the unfolding process of Cramoll 1 can be
summarized as: N 2 Iy =2 Ip 2 U.
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OUTROS RESULTADOS

I.I Desnaturacao Térmica de Cramoll 1

Para algumas lectinas, o modelo de desnaturagdo por agentes quimicos ¢ diferente do
proposto para desnaturacdo térmica. Em certos casos, a desnaturacdo induzida por
temperatura ocorre com a formagao de agregados insoluveis.

O centro de massa de Cramoll 1 se manteve estavel em torno de 335 nm quando esta
foi aquecida até¢ 60 °C (ndo mostrado), mostrando mais uma vez, uma grande estabilidade
desta proteina. ApoOs essa temperatura, houve um aumento dos valores de espalhamento de
luz, demonstrando a formacdo de agregados insoliveis em decorréncia do aumento de
temperatura em pH 7,0 (Figura 17), mesmo numa baixa concentracdo de proteina (1 uM)
como usado neste experimento. A formagdo de agregados protéicos ¢ um fato bem
documentado (WILHELMUS et al, 2006) e tem sido reportado em algumas doencas
neurodegenerativas como Alzheimer, por exemplo. As formas agregadas sdo originadas a
partir de interacdes erroneas de estruturas locais de intermediérios do enovelamento. Estudos
de ligacdo de bis-ANS a Cramoll 1, no processo de desnaturagdo térmica, possibilitardo a
detec¢do de novas espécies intermediarias presentes no caminho de desenovelamento dessa

lectina.
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Figura 17 — Espalhamento de luz no processo de desnaturacio térmica de
Cramoll 1. A concentraciio de proteina foi 1 pM. A excitacio foi ajustada em
320 nm e a emissao coletada entre 315 e 325 nm.
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Espectros de CD corroboram com a proposta de estabilidade térmica de Cramoll 1.
Como visto na figura 18, a estrutura secundaria continua organizada até 70 °C em pH 7,0.
Uma subita e abrupta perda dessa estrutura ocorreu quando o subseqiiente aumento de 70 para
80 °C. Como apresentado por SRINIVAS e colaboradores (2001), as lectinas que apresentam
modelo de dimerizacao do tipo ‘candnico’ (semelhante a Con A e Cramoll 1) se desenovelam
como se fossem uma Unica entidade molecular, embora apresentem interagdes nao-covalentes
entre os mondmeros. A extensao das interagdes entre 0os monOmeros parece ser responsavel

pela sua alta cooperatividade no desenovelamento induzido por temperatura.
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Figura 18 — Espectros de CD do dimero de Cramoll 1 em tampéo fostato de sédio 10
mM contendo NaCl 0,1 M, pH 7,0 em 30 °C (—), 70 °C (---) and 80 °C (e). A
concentracio de proteina foi S pM. Uma média de 5 espectros foi obtida a partir de
um caminho ético de 2 mm usando uma velocidade de 100 nm min™.

Esses resultados ajudam a explicar a permanéncia de atividade hemaglutinante de
Cramoll 1 visualizada por CORREIA ¢ COELHO (1995) em altas temperaturas (80 °C), uma

vez que a estrutura da proteina ¢ mantida nessa mesma faixa de temperatura.

I.II Estabilidade de Cramoll 1 em diferentes pH

Solugdes de Cramoll 1 foram feitas em diferentes tampdes em uma faixa de pH de 1 a
12. Como mostrado na figura 19, a lectina foi estdvel em uma ampla faixa de pH (1 a 10). De
pH 1 até 10, o centro de massa dos trps desviou apenas 4 nm para o vermelho sugerindo uma
alta resisténcia desta proteina também a variagdes de pH. Em pH acima de que 10,
observamos um desvio do maximo da emissao dos trp de aproximadamente 10 nm, sugerindo

perda de estrutura terciaria.
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Figura 19 — Estabilidade de Cramoll 1 a diferentes pH. Os tampdes usados foram glicina-HCl
(pH 1-3), acetato (pH 4), citrato fosfato (pH 5), fosfato de sédio (pH 6 e 7), tris-HCI (pH 8 e 9),
glicina-NaOH (pH 10-12) todos a 25mM contendo NaCl 0,1 M. A concentracio de proteina foi 1
pM. A excitacdo foi ajustada em 280 nm e emissio coletada de 300-400 nm. O experimento foi
feito em 25 °C.

L.IIT Comparacio entre as isolectinas 1; 3; 1,4 de Cratylia mollis

As isolectinas 1 e 3 de C. mollis e a preparagao contendo uma mistura das isoforma 1 e
4 (Cramoll 1,4) apresentaram comportamentos similares de desnaturacdo induzida por uréia
avaliada por fluorescéncia intrinseca e extrinseca (Figura 20 A e B, respectivamente), grau de

desnaturacao (Figura 21) e de resisténcia a pressdo (Figura 22).
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Figura 20 — Fluorescéncia intrinseca (A) e extrinseca (B) das isoformas 1, 3 e 1,4 de lectina de
Cratylia mollis. (¢) Cramoll 1, () Cramoll 3, (¢) Cramoll 1,4. A concentracio de proteina
utilizada foi 1 uM.
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Figura 21 — Grau de desnaturacio de estrutura terciaria das isoformas de
lectinas de sementes de C. mollis: Cramoll 1 (), Cramoll 3 (¢) e Cramoll
1,4 (¢) em funcio da concentracao de uréia. Esse coeficiente foi calculado

a partir da equacio 2 do artigo, utilizando dados de centro de massa de
trp. A concentraciio de proteinas foi de 1 puM em todos os casos.
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Figura 22 — Comparacio da estabilidade das isoformas de lectinas de sementes
de C. mollis a pressiao hidrostatica. (¢) Cramoll 1, (¢) Cramoll 3, (¢) Cramoll
1,4. A concentracio das proteinas foi 1 pM. A excitacido foi ajustada em 280
nm e a emissio foi coletada de 300 a 400 nm.
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LIV.I Aglutinacao de Trypanosoma cruzi por Cramoll 1,4

Trypanosoma cruzi € um protozodrio parasita homoflagelado transmitido por insetos
(da familia Reduvidae) para humanos e outros mamiferos. Ele € o agente etioldgico da doenga
de Chagas, um dos maiores problemas de saude publica na América do Sul e Central.

E sabido que a forma tripomastigota apresenta a membrana coberta por
glicoinositolfosfolipideos e mucinas ancoradas por glicofosfatidilinostil (GPI) (FERGUSON,
1999) expressando residuos de GIcNAc (HICKS et al., 2000). De fato, essas glicoproteinas
ancoradas na membrana do 7. cruzi tém sido descritas como alvo para atuagdo de agentes
liticos, pelo fato de que esses apresentam dominios com propriedade lectinica (FONTT et al.,
2002).

Ensaios iniciais revelaram que, diferentemente do descrito para outras moléculas com
atividade lectinica, Cramoll 1,4 ndo foi capaz de lisar as formas tripomastigotas de 7. cruzi

mas favoreceu uma forte aglutinacdo das células parasitas (Figura 23).

Controle

10 pg 50 pg 100 pg

Figura 23 — Aglutinacdo de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi apoés
incubacio com 1, 10, 50 e 100 pg de Cramoll 1,4.
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Esses resultados podem ser parcialmente explicados pela exclusiva atividade lectinica
de Cramoll 1,4 a despeito de propriedades adicionais de ativagdo de mecanismos de defesa
nas células infectadas. Esses estudos sdo bastante promissores e serdo continuados durante o

doutorado.

L.IV.II Metodologia do ensaio de aglutinacio

Brevemente, 85 upL microlitros da suspensdo de formas tripomastigotas de

Trypanosoma cruzi foram misturados com 10 pL de Cramoll 1,4 (1, 10, 50 e 100 pg) e 5 puL
de LDL em placas de microtitulagdo e incubadas em 37 °C e 5% de CO; por 3 horas (FONNT
et al., 2002). A aglutinacdo foi quantificada pela contagem de parasitas na camara de

Neubauer ou pela visualizagao em microscopio.
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CONCLUSOES

Os sitios hidrofobicos onde estdo localizados os triptofanos de Cramoll 1 foram estaveis a

concentragoes de uréia até 3 M.

O uso de bis-ANS revelou uma conformagdo intermediaria com exposicdo de sitios

hidrofobicos em 3 M de uréia, chamado de Izy.

Na faixa de uréia onde havia um afrouxamento da estrutura terciaria, a estrutura secundaria de

Cramoll 1 se manteve preservada, o que ¢ caracteristico de estados intermediarios.

A perda de estrutura terciaria e secundaria no desenovelamento de Cramoll 1 induzido por
uréia ocorreu quase que em concomitancia, com um leve favorecimento da manuten¢do da

estrutura secundaria.

O uso de altas HHP mesmo quando associado a baixas temperaturas nao foi habil de dissociar

0 dimero de Cramoll 1.

A tnica condi¢cdo em que HHP foi capaz de desenovelar Cramoll 1 foi quando 3 M de uréia

foi adicionado ao tampao, sendo essa uma reacao irreversivel.

A 1 °C areagédo de desnaturagdo de Cramoll 1 por HHP + uréia aconteceu mais rapidamente

do que a 37 °C.

Mais uma vez, a sonda de ANS revelou um estado intermediério. Esse intermediario apareceu
quando Cramoll 1 foi submetida a uma pressdo de 3,1 kbar na presenga de 3 M de uréia apds
100 min, sendo chamado de Ip, momento em que os triptofanos da lectina estavam ja expostos

ao solvente.

Interpretados em conjunto, os resultados de desenovelamento de Cramoll 1 induzidos por

uréia e HHP sugerem que esse processo passa por dois intermediarios (Izy e Ip).

O centro de massa de triptofanos de Cramoll 1 se manteve estavel em temperaturas de até 60

°C, ap0s essa temperatura, a proteina comegou a formar agregados.
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Espectros de dicroismo circular mostraram que a estrutura secundaria de Cramoll 1 ¢
preservada mesmo quando a molécula é mantida a 70 °C, perdendo abruptamente a sua

estrutura apoOs essa temperatura.

Cramoll 1 foi estavel a uma ampla faixa de pH (1 a 10), s6 perdendo a sua estrutura em

valores de pH muito bésicos.

As isolectinas 1 e 3 de C. mollis (Cramoll 1 e Cramoll 3) e uma preparacdo contendo uma
mistura das isoformas 1 e 4 (Cramoll 1,4) apresentaram comportamentos similares de

desenovelamento por uréia e HHP.

Cramoll 1,4 foi capaz de promover aglutina¢do de formas tripomastigotas de 7. cruzi.
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