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Reseerno

Lectinas sao (glico)proteinas de origem nao imune capazes de causar aglutinagio celular
e/ou precipitacao de glicoconjugados. O termo lectina de legume refere-se as lectinas de plantas
que sdo encontradas exclusivamente em exemplares da familia Leguminosae. Uma caracteristica
notavel das lectinas de legumes ¢ que todas as proteinas compartilham estrutura tercidria
constituida pelo motivo “jelly-roll”, que é basicamente composto por folhas-f, mas apresentam
grande variabilidade nas formas de associagdo quaternaria. Acredita-se que esta variabilidade seja
responsavel por conferir diferentes graus de estabilidade a estas lectinas. Este trabalho descreve o
isolamento e a caracterizagdo da camptosemina, uma proteina da familia das lectinas de
leguminosas, isolada a partir de sementes de Camptosema ellipticum, uma planta pertencente ao
cerrado brasileiro.

Camptosemina mostrou-se como uma proteina tetramérica, cujos protdmeros apresentam
aproximadamente 26 kDa, capaz de hemoaglutinar todos os tipos sanguineos do sistema ABO e
com afinidade de ligagdo ao carboidrato N-acetilgalactosamina. Ensaios de estabilidade estrutural
utilizando técnicas espectroscopicas demonstraram que camptosemina ¢ uma proteina
extremamente resistente a desnaturacdo térmica e quimica. Através da analise das curvas de
desnaturacdo e dos ensaios de reenovelamento, foi proposto um modelo de dois estados para o
processo de desnaturacdo da proteina, no qual, durante o equilibrio, s6 existem tetrameros

completamente enovelados € mondmeros completamente desnaturados. Os valores de Tm e

AG,,., obtidos estdo em conformidade com os de outras lectinas, encontrados na literatura.
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Lectins are (glico) proteins of non immune origin able to cause cellular agglutination or
precipitation of glicoconjugates. Legume lectin refers to plant lectins that are found exclusively
in species of the Leguminosae family. A notable characteristic of legume lectins is that all their
proteins share tertiary structure consisting of a jelly-roll motif, which is basically composed by P
sheet, but present great variability the quaternary association. This variability is considered
responsible for conferring different degrees of stability to the legume lectins. This work presents
the isolation and characterization of the camptosemin, a protein of legume lectins family, isolated
from seeds of Camptosema ellipticum, a plant that belongs to the Brazilian open pasture.

Camptosemin found to be a tetrameric protein, whose protomers exhibits approximately
26 kDa. It was able to agglutinate erythrocyte of all ABO sanguineous types and it was showed
high affinity for N-acetylgalactosamin carbohydrate. Spectroscopic assays have demonstrated
that camptosemin is an extremely resistant protein against the thermal and chemical unfolding.
Through the analysis of the unfolding curves and the refolding assays, a model of two states for

the unfolding of the protein was proposed. According to this model, at the equilibrium, only

presents native tetramers and unfolded monomers. The obtained values of Tm and A(7,, , are

in agreement with the ones described for other lectins.
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Introducdo 2

1.1 Histérico do estudo das lectinas

No final do século XIX surgiram evidéncias da existéncia de proteinas capazes de
aglutinar hemdcias as quais ficaram conhecidas como hemoaglutininas ou fitoaglutininas, devido
a origem vegetal (SHARON; LIS, 2004).

A primeira descricdo de uma hemoaglutinina foi feita por Peter H. Stillmark em 1888
(STILLMARK, citado por SHARON; LIS, 2004), que isolou uma proteina toxica de sementes de
Ricinus communis denominada ricina. H. Hellin, logo apods a descri¢do da ricina, demonstrou a
existéncia de uma aglutinina toxica em extratos de Abrus precatorius, a qual ele denominou
abrina. A idéia de que a toxicidade era uma propriedade intrinseca das lectinas foi abandonada
apos Landsteiner e Ranbitschek (citado por VAN DAMME et al, 1998) demonstrarem pela
primeira vez a existéncia de lectinas ndo toxicas, que seguidos de outros relatos, comprovaram
ser a toxicidade uma exce¢ao ¢ ndo uma regra (VAN DAMME et al, 1998).

Utilizando ricina e abrina em estudos imunolégicos, Paul Ehrlich estabeleceu na década
de 1890 os fundamentos da imunologia (EHRLICH, citado por SHARON; LIS, 2004).

A primeira hemoaglutinina completamente purificada foi isolada em 1919 por James B.
Sumner (SHARON; LIS, 2004) a partir Canavalia ensiformis, ¢ foi denominada concanavalina A
(con A). Em 1936 Sumner e Howell (citados por SHARON; LIS, 2004) reportaram que con A era
capaz de aglutinar hemacias e fungos além de precipitar glicogénio em solu¢do. Demonstraram
ainda que a hemoaglutinagdo promovida por con A era inibida por sacarose, sendo este o
primeiro relato que apontava especificidade desta classe de proteinas. Partiu deles a sugestiao de
que a reagao de hemoaglutinagdo deveria ser conseqiiéncia da interacdo da proteina com agucares
existentes na superficie das hemdcias (SHARON; LIS, 2004).

Karl Landsteiner, na primeira década de 1900, demonstrou que a atividade
hemoaglutinante de extratos de plantas era diferente quando testada frente hemécias de diferentes
animais.

Na década de 1940, de maneira independente, Willian C. Boyd e Karl O. Renkonen
apresentaram resultados mostrando que algumas hemoaglutininas exibiam preferéncia por
eritrocitos de determinados grupos sanguineos do sistema ABO (VAN DAMME et al, 1998).

Nos anos de 1950, Walter J. T. Morgan e Winifred M. Watkins demonstraram que a
aglutinacdo de hemacias do tipo A era mais fortemente inibida por a-N-acetil-D-galactosamina

enquanto que a hemoaglutina¢do do tipo O era fortemente inibida por a-L-fucose (WATKINS;
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MORGAN, 1952). Com base nestes achados eles concluiram que o-N-acetil-D-galactosamina e
a-L-fucose eram os aglcares responsaveis por conferir as especificidades A e O dos grupos
sanguineos, respectivamente (SHARON; LIS, 2004).

Esta foi uma das primeiras evidéncias da existéncia de agtcares na superficie das células e
da demonstragdo de seu papel como marcadores celulares.

A habilidade deste conjunto de proteinas em distinguir entre hemécias de diferentes tipos
sanguineos levou Boyd e Shapleigh, em 1954, a denominar tais aglutininas como lectinas, cuja
origem vem do Latin “legere” que significa escolher (BOYD; SHAPLEIGH, 1954). Embora o
termo lectina tenha sido originalmente introduzido para enfatizar o comportamento de
aglutinacao seletiva de algumas hemoaglutininas, ele foi depois aplicado a todas as proteinas com
atividade hemoaglutinante. Hemoaglutinina é certamente o termo mais apropriado porque se
refere a capacidade da proteina aglutinar hemacias porém, ndo leva em conta o fato de que
algumas lectinas sdo capazes de aglutinar outros tipos celulares. Assim sendo, o termo lectina € o
mais comumente utilizado (VAN DAMME et al, 1998).

Em 1960 Peter C. Nowell demonstrou que a lectina PHA de Phaseolus vulgaris ¢
mitogénica, ou seja, ¢ capaz de levar linfocitos a mitose.

Aub et al (citado por SHARON; LIS, 2004) demonstraram que WGA (Lectina de Wheat
Germ) preferencialmente aglutinava células malignas. Seguiram-se diversos outros relatos do
mesmo tipo de atividade, presente em outras lectinas, que evidenciaram que mudancas nos

acucares da superficie das células estdo associadas ao desenvolvimento de canceres.

1.2 Definigéo de Lectinas

Segundo Riidiger e Gabius (RUDIGER; GABIUS, 2001), para ser considerada uma
lectina, uma proteina precisa satisfazer trés critérios:
e Uma lectina ¢ uma (glico)proteina que liga carboidrato: desta forma ficam excluidas todas
as outras moléculas capazes de interagir com carboidratos e causar aglutinagao celular.
e Lectinas sdo distintas de imunoglobulinas: no inicio do estudo das lectinas, elas eram
tidas como substancias tipo anticorpo e isto fazia referéncia a aparente especificidade de

ligagdo e ndo a similaridade estrutural. Embora os dois grupos de proteinas tenham
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especificidade de ligagdo, as imunoglobulinas necessitam de estimulo antigénico para
serem sintetizadas e isto pode delimitar as duas classes de proteinas.

e As lectinas nao modificam os agtcares aos quais se ligam: assim ficam excluidas todas as
enzimas capazes de gerar modificagdes em carboidratos. Esta ¢ uma importante ressalva

uma vez que existem glicosidases capazes de causar aglutinagdo celular.

1.3 Distribuicéo das lectinas vegetais

As lectinas sao amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em
microorganismos, animais e plantas (KENNEDY et al, 1995).

Desde o inicio do estudo das lectinas, centenas de lectinas de plantas tém sido
identificadas, isoladas, caracterizadas e gracas a sua disponibilidade e diversidade de ligagdo a
carboidratos, ajudaram a alavancar o campo da glicobiologia.

Embora possam ser encontradas em diversas partes das plantas, sdo geralmente
encontradas em oOrgdos de estocagem, como por exemplo, em sementes, sendo que a
concentragdo presente pode variar amplamente de uma espécie para outra (RUDIGER; GABIUS,
2001). Nas células vegetais as lectinas podem ser encontradas em corpos protéicos (ou vacuolos
de estocagem) que sdo pequenos vacuolos que sofreram diferenciacdo para serem capazes de
estocar proteinas durante a maturagao da semente e hidrolisa-las durante periodos de crescimento
(CHRISPEELS, 1984). Ainda dentro das células, ja foram identificadas lectinas que estdo
presentes no citoplasma, nicleo (VAN DAMME et al, 2004) além de também ocorrerem no

espago intercelular (ETZLER et al, 1984).

1.4 Usos e Funcgdes

A disponibilidade de numerosas lectinas com grande diversidade de especificidade de
ligacdo a carboidratos possibilitou o uso destas proteinas em diversos campos de pesquisa. Elas

téem sido usadas na identificacdo de carboidratos presentes na superficie celular, na tipagem
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sangiiinea, como agentes mitogénicos, na deteccao de alteragdes celulares durante transformacao,
na caracterizacao dos estagios de desenvolvimento de protozoarios (KENNEDY et al, 1995).

Embora amplamente empregada em diversas técnicas, a funcdo biologica das lectinas de
plantas continua em aberto, existindo especulagdes sobre o papel fisiolégico que elas
desempenham na natureza.

A maioria das lectinas pode desempenhar fungdes no proprio vegetal que a produz como,
por exemplo, servir de fator de reconhecimento, participar do estoque de nitrogénio, ter fungao de
defesa, como ainda interagir com glicoconjugados de outros organismos (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995).

A busca pelo papel fisiologico das lectinas vegetais esta intimamente ligada a
identificagdo de seus receptores naturais, que sdo definidos como glicoconjugados que
apresentam um motivo com estrutura complementar aquela do sitio de liga¢do da lectina. Com
excegdo a algumas enzimas, as lectinas s30 as unicas proteinas de plantas capazes de se ligar a
glicoconjugados presentes na superficie de microorganismos ou presentes no trato intestinal de
insetos e de animais herbivoros. O fato das lectinas de planta serem capazes de se ligar a
glicoconjugados de outros organismos, que ndo sdao comumente encontrados ou que estdo
totalmente ausentes nos vegetais, ¢ o mais forte indicio de que elas possuam fun¢do de protegdo
nas plantas que as produzem. Um exemplo a ser citado ¢ o caso das lectinas ligantes de quitina
que sdo capazes de interagir com este carboidrato que ¢ tipicamente encontrado na parede celular
de fungos e no exoesqueleto de invertebrados (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Outro argumento em favor do papel protetor das lectinas de plantas ¢ sua extrema
resisténcia a condicoes desfavoraveis tais como extremos de pH, variagdes térmicas e resisténcia
as proteases animais, lembrando outras proteinas envolvidas em fungdes de defesa como as Rips,
inibidores de proteases, a-Amilase, entre outras. E importante salientar que a presenca das
lectinas em regides dos vegetais suscetiveis ao ataque de outros organismos (principalmente
orgados de estocagem e folhas), também contribui para a consolidacdao da idéia do papel protetor
que as lectinas exercem nas plantas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Diferentemente do que ¢ observado com as lectinas de plantas, a maioria das lectinas
animais interagem com glicoconjugados endogenos, podendo atuar nos espagos intra ou
extracelular, agindo como moléculas sinalizadoras e receptores, sendo fundamentais em

processos como o trafico extracelular de proteinas, a adesdo celular e a imunidade inata (VAN
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DAMME et al, 2004). Embora sé tenham sido encontradas duas lectinas animais homoélogas em
plantas (DODD; DRICCKAMER, 2001) sua multiplicidade de fungdes sugere
que interagdes proteina-carboidrato mediadas por lectinas, também sejam fundamentais nos
vegetais. O maior impecilho para o desenvolvimento desta teoria € que para a maioria das
lectinas de plantas ja isoladas, ainda ndo foram encontrados receptores endogenos. Além disso,
ainda que apresentassem especificidade de ligacdo a glicoconjugados endogenos, dada a
localizagdo em corpos protéicos, a maioria das lectinas ndo tem contato com glicoconjugados
presentes no citoplasma, no nucleo ou na superficie celular. Este panorama tem sido alterado com
a descoberta da expressdo citoplasmatica e nuclear de lectinas em resposta a estimulos bidticos e
abioticos. A localizagdo e a regulacao destas lectinas indicam que as mesmas podem estar
envolvidas em processos endogenos das plantas (VAN DAMME et al, 2004).

A familia das leguminosas ¢ constituida por plantas capazes de estabelecer uma relagao
simbidntica em suas raizes, com bactérias do género Rizobium. Com isto o vegetal pode
aproveitar a capacidade de fixacao de nitrogénio promovida pela bactéria, na qual o nitrogénio
atmosférico ¢ convertido em formas que podem ser aproveitadas para o crescimento vegetal.
Uma das possiveis funcdes fisioldgicas atribuida as lectinas, ¢ a de seu envolvimento na
associagdo simbiOntica entre as leguminosas e as bactérias responsaveis pela fixacdo de
nitrogénio. Ela ¢ baseada na observacao de que as lectinas encontradas em uma determinada
leguminosa ligam-se de forma especifica e carboidrato dependente a superficie da bactéria do
género Rizobium existente nesta leguminosa, mas ndo a bactéria simbionte de outra espécie de
leguminosa (SHARON; LIS, 2004). Especula-se que as bactérias fixadoras de nitrogénio fixam-
se as raizes através de interacdes entre os carboidratos presentes na superficie celular destas
bactérias e lectinas presentes nas raizes das plantas. Esta teoria ficou conhecida como hipdtese do
reconhecimento por lectinas e ainda ¢ muito controversa, necessitando de mais evidéncias que

comprovem a real necessidade das lectinas para que a relagdo acontega (SHARON; LIS, 2004).

1.5 Classificagao das lectinas vegetais

Com base na estrutura da lectina madura, as lectinas podem ser divididas em quatro
grandes grupos: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (PEUMANS; VAN

DAMME, 1995). As merolectinas apresentam apenas um dominio de ligac¢ao a carboidrato, sendo
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consideradas monovalentes e ndo sendo capazes de causar aglutinacao celular ou precipitagao de
glicoconjugados. A heveina, proteina de Hevea brasiliensis, ¢ uma tipica merolectina (VAN
PARIJS et al, 1991). Hololectinas sdo proteinas que apresentam dois sitios de ligagdo a
carboidratos, os quais sdo idénticos ou homologos e capazes de ligar o mesmo carboidrato ou
carboidratos estruturalmente similares. Por serem divalentes (dois sitios de ligagdo) sdo capazes
de causar aglutinacao celular ou precipitagdo de glicoconjugados. A maioria das lectinas de
plantas pertence a este grupo. Quimerolectinas sdo constituidas por um ou mais dominios de
ligacdo a carboidratos e um dominio de fungdo distinta, capaz de agir de forma independente dos
sitios de liga¢do a carboidratos. Dependendo do numero de sitios ligantes de carboidratos, as
quimerolectinas podem se comportar como merolectinas ou hololectinas. Um exemplo
pertencente a esta classe sdo as Rips tipo 2. Superlectinas, assim como as hololectinas,
apresentam ao menos dois sitios de ligagdo a carboidrato porém, cada sitio reconhece um tipo de

carboidrato estruturalmente diferente do outro.

Merolectina Hololectina Quimeralectina
Hevelna Ricina
Con A
Superlectina
. Sities de Ligagao
4 carboidrato
L
TxlC-1

Figu ra 1: A) Representacio esquemética da aglutinagio promovida por lectinas. (- ) lectinas e (U]) ligante
presente na superficie celular, modificado a partir de (KENNEDY et al, 1995). B) Representacdo esquematica dos
quatro tipos de lectinas de plantas, modificado a partir de VAN DAMME et al, 1998.

De acordo com a especificidade de ligagdo a carboidratos, as lectinas podem ser divididas
em sete classes distintas: lectinas ligantes de manose, manose/glicose, manose/maltose,
galactose/N-acetilgalactosamina, N-acetilgalactosamina/ (N-acetilgalactosamina),, fucose e acido
sidlico (GOLDSTEIN; PORETZ, 1986; VAN DAMME et al, 1998).

Com o progresso da analise estrutural de lectinas assim como da clonagem dos genes que

as codificam, obteve-se o conhecimento da seqiiéncia detalhada de dezenas de lectinas. A andlise
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destas seqiiéncias permitiu a distingdo de sete diferentes familias de lectinas relacionadas
evolutivamente. Entre elas, as familias das lectinas de legumes, das monocotiledoneas ligantes de
manose, das lectinas ligantes de quitina e das proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2
apresentam o maior numero de representantes das lectinas isoladas de plantas. Por outro lado as

familias das lectinas relacionada a jacalina, das amarantinas e das lectinas de floema de

Curcubitaceas, sdo representadas por poucos exemplares.

1.6 Lectinas de Leguminosas

Segundo Sharon e Lis (1990) o termo lectina de legume refere-se as lectinas de plantas
que sdo encontradas exclusivamente em exemplares da familia Leguminosae. E importante
salientar que nem todas as lectinas encontradas nas espécies desta familia sdo denominadas
lectinas de legume.

A maioria das lectinas de legume foi isolada de sementes, tendo sido encontradas
também, em menor freqiiéncia e concentracdo, em outros tecidos como folhas, raizes, cascas e
nédulos existentes nas raizes. E comum a existéncia de mais de uma lectina de legume em um
mesmo vegetal (VAN DAMME et al, 1998).

Todas as lectinas de legumes sdo formadas a partir de um mondmero de aproximadamente
30 kDa, sendo a maioria deles constituidos por cerca de 250 aminoacidos. Cada subunidade das
lectinas de legume apresenta os fons Mn’" ¢ Ca’" , que sio considerados essenciais para a
atividade de ligagcdo a carboidrato da lectina, sendo os sitios responsaveis pela ligacdo destes
cations, altamente conservados entres as lectinas de legumes. As lectinas pertencentes a esta
classe podem ser glicosiladas, apresentando uma ou duas cadeias de aglcares covalentemente
ligadas a cadeia lectinica (VAN DAMME et al, 1998).

Apesar das similaridades em suas caracteristicas fisico-quimicas e seqiiéncias primarias,
as lectinas de legumes apresentam grande diversidade de especificidade de ligacao a carboidratos,
ja tendo sido identificadas lectinas com especificidade para glicose, manose, galactose, N-acetil-
D-glicosamina, N-acetil-D-galactosamina, fucose e oligossacarideos complexos (DAM et al,

1998; RUDIGER; GABIUS, 2001).
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As lectinas de legume constituem uma grande familia de proteinas homdlogas, cujas
seqliéncias determinadas mostram alto grau de homologia entre si. O alto grau de conservacao da
estrutura primaria destas proteinas favorece também a conservag¢do da estrutura tercidria dos
mondmeros que constituem as lectinas de legume (LORIS et al, 1998).

As lectinas de legume s3ao fundamentalmente constituidas por folhas B, sendo o
mondmero constituido por trés folhas beta antiparalelas, conectadas por uma série de “loops”,
formando uma estrutura conhecida como motivo “jelly roll”. Nesta estrutura, existe uma folha 3
composta por seis fitas antiparalelas estendidas, denominada de folha-f posterior; uma folha
composta por sete fitas antiparalelas curvadas, denominada folha-f frontal; ¢ uma pequena folha
beta com cinco fitas antiparalelas que fica situada no topo da estrutura e que desempenha
importante papel na unido das outras duas folhas (CHANDRA; VIJAYAN, 1999; BRINDA et al,
2004). Os mondmeros apresentam ainda residuos hidrofobicos conservados, responsaveis pela
formag¢dao de uma cavidade hidrofobica que ¢ um possivel sitio de interagdo com hormdnio

vegetal (VAN DAMME et al, 1998).

A Folha B Superior

Sitio de Ligagdo
a carboidrato

Sitio Hidrotébico

Folha B Posterior
Sitio
Hidrofébico

Folha B Frontal

Figura 2: Estrutura Terciaria de Lectina de Leguminosa. A) Representagdo esquemética do mondmero de lectina
de leguminosa em termos de folhas B (Modificado a partir de CHANDRA et al, 2001). B) Estrutura tridimensional
do mondémero de con A, mostrando o motivo “jelly-roll” (Modificado a partir de MITRA et al, 2002).
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A maioria das lectinas de legume existe como homodimeros ou homotetrameros, sendo os
ultimos considerados dimeros de dimeros (BRINDA et al, 2004). Embora as lectinas de legume
sejam constituidas por mondmeros cuja estrutura tercidria seja similar (caracterizada como
motivo “jelly roll”), as formas de organizacdo da estrutura quaterndria sdo muito distintas
(BRINDA et al, 2004).

Ja foram descritos oito formas de associagdo quaterndria em lectinas de legume que
ocorrem através de associacOes variadas entre as folhas B estendidas da regido posterior dos
monodmeros. Os modos denominados canonico, ECorL, GS4, DB58 sdo diméricos enquanto que
os modos DBL, Con A, PNS, GS1 sao tetraméricos (BRINDA et al, 2004). Os oito tipos de
estruturas quaternarias sao constituidas por sete tipos de interfaces diméricas, Tipo II, X1, X2, X3
(esta ultima conhecida como “hand-shake”), X4 (conhecida como “back to back™), PNA e GS1
(ambas encontradas apenas em suas respectivas lectinas e por isso consideradas incomuns). O
modo de dimerizagao mais comum é denominado candnico e se da através do arranjo das folhas f3
posteriores, formando uma estrutura continua de doze folhas estendidas, enquanto que as outras
formas de associagdo acontecem através da sobreposicdo das folhas [ posteriores de cada
mondémero envolvido (BRINDA et al, 2004). Mais raramente, a associagdo pode se dar através
das folhas B superiores dos monomeros, das regioes de “loops” ou através de hélices existentes
entre dois mondmeros (BRINDA et al, 2004).

As lectinas de legume podem interagir com carboidratos simples (monossacarideos) ou
complexos (WEIS; DRICKAMER, 1996). A interacdo com carboidratos simples e seus
derivados, responsavel pela especificidade de ligacao da lectina, depende da existéncia de sitios
de ligacdao na superficie do monomero da lectina (VAN DAMME et al, 1998). Estes sitios sdo
formados por quatro “loops” existentes na regido superior do mondmero (VIJAYAN;
CHANDRA, 1999). A interagdo com acgucares complexos permite que lectinas com mesma
especificidade por acucares simples sejam discriminados. Os sitios responsaveis pela ligagdo a
tais agiicares compreendem, além do sitio de ligacdo a monossacarideos, um conjunto de residuos
adjacentes presentes na superficie da lectina capaz de interagir com os actcares complexos (VAN

DAMME et al, 1998).
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Figura 3: Representagdes esqueméticas de diferentes tipos de interagdes encontradas em lectinas de leguminosas.
A) Representagdes das folhas-f das costas envolvidas nos diferentes tipos de interfaces diméricas das lectinas de
leguminosas. A folha-p das costas de cada mondmero ¢ identificada por cores diferentes. B) Representagdes das
folhas-f das costas em lectinas de leguminosas tetraméricas. Subunidades 1 ¢ 2 que formam interfaces candnicas
tipo-II, sdo mostradas em preto. Subunidades 3 e 4 estdo em cinza. Lectinas tetraméricas esquematizadas: Canavalia
ensiformis - concanavalina A (Con A), C. brasiliensis (Con Br), Dolichos lablab (DIAB), Dioclea grandiflora
(DGL), Glycine max - Soy bean agglutinin (SBA), Phaseolus vulgaris (PHAL), Ulex europaeus (UEAIL), Dolichos
biflorus (DBL), Maackia amurensis (MAL), Arachis hypogea - Peanut Agglutinin (PNA). Modificado a partir de
MANOIJ; SUGUNA, 2001.

E importante salientar que uma caracteristica que parece comum a todas as lectinas de
legume ¢ a capacidade intrinseca do monomero de ligar-se ao carboidrato, sendo que a
oligomerizagdo atribui a molécula o refinamento da especificidade, necessaria para a atividade

bioldgica, além de conferir estabilidade a macromolécula.

1.7 O género Camptosema

A familia das leguminosas (Leguminosae) recebeu este nome devido o fruto presente na
maioria das espécies que a representam, sendo considerada uma das maiores do reino vegetal,
com ampla distribuicdo mundial, compreendendo 650 géneros e mais de 18.000 espécies. A tribo
Phaseoleae ¢ a que apresenta o maior nimero de exemplares e a maior importancia econdmica,
sendo dividida em oito subtribos, entre elas a Diocleinae, na qual o género Camptosema esta

inserido (VARELA et al, 2004).
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A subtribo Diocleinae ¢ representada, na sua maior parte, por plantas com habito
geralmente lenhoso, flores largas, com discos proeminentes ao redor do ovario, hilo geralmente
longo e presenca do aminodcido ndo-protéico canavanina (LACKEY, 1981).

A lectina em estudo neste trabalho foi isolada a partir de sementes extraidas de

Camptosema ellipticum cujos exemplares foram obtidos em uma regido de cerrado no municipio

de Sao Carlos, estado de Sao Paulo (BR).

. y gD A\ -

Figura 4: Fotografias de Camptosema ellipticum em seu habitat nativo.

Estudos prévios, realizados por Goto (2007) indicam que camptosemina ¢ uma proteina
extremamente resistente, capaz de promover adesdo de células MDA-MB-231. Neste trabalho sdo
apresentados o isolamento da camptosemina, sua caracterizacdo bioquimica e com relacdo aos
seus agucares ligantes, além de estudos referentes ao estado de oligomerizagao e sua estabilidade

estrutural frente a desnaturagdo térmica e quimica.
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Objetivos gerais

O objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar bioquimica e espectroscopicamente

uma lectina de sementes de Camptosema ellipticum.

Obijetivos especificos

4 Extrair e purificar camptosemina a partir de sementes de Camptosema ellipticum,

+ Caracterizar a camptosemina quanto a massa molecular, grau de oligomerizagao e
ponto isoelétrico;

4+ Determinar seus agucares ligantes;

4+ Avaliar sua potencial atividade antifungica;

+ Caracterizar a lectina purificada por técnicas de Dicroismo Circular e
Fluorescéncia, determinando os pardmetros termodindmicos envolvidos no
processo de desnaturacao;

+ Avaliar sua capacidade de reenovelamento apos desnaturagdo quimica.
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3.1 Obtencédo da Farinha e do Extrato Bruto de Sementes de Camptosema ellipticum.

As sementes de C. ellipticum foram coletadas em uma regido de cerrado no municipio de
Sdo Carlos (coordenadas geodésicas S 21°54°52.6" e W47°48°57.5""), estado de Sao Paulo,
Brasil. A identificagdo botanica da espécie foi realizada no Instituto de Botanica estado de Sao
Paulo, Brasil. A farinha foi obtida a partir da trituragdo com Nitrogénio liquido, em almofariz,
das sementes livres do tegumento.

A extracdo das proteinas soluveis das sementes de C. ellipticum foi realizada através da
suspensdo da farinha em tampao PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,4), na propor¢ao 2:10 (m/v), sob
agitacdo por 2 horas em geladeira. A suspensao obtida foi centrifugada a 12.000 xg por 20
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi entdo filtrado em papel de filtro comum e armazenado em

frascos fechados a —20 °C.

3.2 Isolamento da Lectina de Sementes de Camptosema ellipticum.

A lectina de C. ellipticum foi obtida através de 4 etapas cromatograficas. O extrato bruto
foi submetido a Cromatografia de Exclusdo Molecular em coluna Superdex 75 10/300 GL
(Amersham Biosciences) acoplada a um AKTA purifier system (Amersham Pharmacia Biotech),
pré-equilibrada com tampdo PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,4). As fragdes 13 a 23 foram concentradas
em Centriprep (10 kDa Amicon) e recromatografadas, nas mesmas condig¢des, e foram coletadas
as fragdes 16 a 22. Apos concentragdo destas em Centriprep (10 kDa Amicon), as mesmas foram
recromatografadas na mesma coluna equilibrada com tampao PBS-Lactose (NaCl 0,15 M,
Lactose 0,2 M, pH 7,4) e as fracdes 11 a 16 foram coletadas. O sal e a lactose destas fracdes
foram retirados através da lavagem das mesmas em Centriprep (10 kDa, Amicon) com Tampao
Tris 20 mM, pH 8,0 e elas entdo foram submetidas a Cromatografia de Troca Ionica em coluna
Mono Q 5/50 GL (Amersham Biosciences), equilibrada com tampao Tris 20 mM, pH 8,0. A
eluicdo foi feita sob um gradiente crescente de sal formado pela mistura do tampao de Equilibrio
e de tampao Tris 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 8,0. Foram coletadas as fracdes 9 a 13, contendo a

lectina de interesse denominada camptosemina.
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3.3 Quantificacéo

A determinacdo da concentragdo de proteinas, durante a purificagao de camptosemina, foi
feita utilizando o BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford). O método baseia-se na reacdo de
Cu”*" com proteinas, em meio alcalino, produzindo Cu'", que reage com o BCA, formado um
complexo de coloragdo roxa, que absorve fortemente na regido de 562 nm. A curva de calibragio

foi construida utilizando a proteina BSA.

As demais determinacdes foram realizadas baseadas no €59 nm tedrico de camptosemina,

3.4 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A eletroforese da camptosemina foi realizada de acordo com o método proposto por
LAEMMLI (1970), utilizando um sistema Gibco BRL Vertical Gel Electrophoresis Apparatus. A
20 pL das amostras de camptosemina (38 uM) foram adicionados 10 pL. de tampao contendo
Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, Glicerol a 10 % e SDS a 2 % e corante Azul de Bromofenol a 0,003
%, na presenca e auséncia de 3-mercaptoetanol, submetidas ou ndo a fervura por 10 minutos. O
tampao de corrida foi preparado com Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M e SDS 0,1 %, pH 8,3 sendo
as corridas realizadas a 120 V, 44 mA por aproximadamente 2 horas. O gel foi corado com
solucdo contendo Coomassie Brillant Blue 250 R a 0,2 % em Metanol, Acido Acético e agua
(5:1:4) e descorados em solucdo contendo Acido Acético 7 %. Os marcadores de massa
molecular utilizados foram Albumina Sérica Bovina (66 kDa) , Ovalbumina (45 kDa), Anidrase
Carbonica (30 kDa) Inibidor de Tripsina de Soja (20 kDa) e Citocromo C (12 kDa). (Sigma-
Aldrich).

3.5 Determinacgédo da Massa Molecular Aparente por Cromatografia de Exclusdo Molecular.

A Massa Molecular Aparente da lectina foi determinada utilizando-se uma coluna
Superdex 200 10/300 GL (Amersham Biosciences) acoplada a um AKTA purifier system
(Amersham Pharmacia Biotech), equilibrada com tampao Tris 20 mM, 0,2 M Lactose, 0,3 M
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NaCl pH 8,0. Camptosemina na concentragdao de 6,0 uM foi aplicada a coluna e seu volume de
eluicdo foi comparado ao volume de eluicao dos padrdes de massa molecular.

Os padrdes de Massa utilizados foram B - Amilase (200 kDa), Alcool Desidrogenase (150
kDa), Albumina Sérica Bovina (66 kDa), Anidrase Carbonica (30 kDa) e Citocromo C (12kDa)
(Sigma-Aldrich), eluidos em mesmo tampao.

A construg¢do da curva de calibracdo foi realizada através de um grafico de log PM (dos

padrdes utilizados) x Kav, onde Kav foi calculado de acordo com a seguinte equagao:

onde Ve = volume de eluigdo, Vo = volume correspondente ao void da coluna e Vt = volume

total da coluna utilizada.

3.6 Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS).

Amostras de camptosemina nas concentragdes de 54 uM e 322 uM foram preparadas em
tampao Tris 20 mM, NaCl 20 mM, pH 8§,0.

Os dados de SAXS das amostras foram coletados na linha de SAXS do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrontron (LNLS, Campinas, Brasil) utilizando comprimento de onda A=1,488
A, detector unidimensional (1D) sensivel a posi¢do e distAncia amostra-detector de 1031,5 mm.
Desta maneira foi possivel cobrir um momento de transferéncia entre 0,36 nm™ < q < 2,3 nm™
(q=4msenb/A, onde 20 € o angulo entre o feixe incidente e espalhado).

As curvas de espalhamento da solug¢do de proteina e do tampdo foram coletadas em 20
medidas de 100 segundos para monitoramento dos possiveis danos causados pela radiagdo a
amostra, além da estabilidade do feixe. A analise sistematica dos dados foi realizada
normalizando-os pela intensidade do feixe incidente e multiplicando-os pela absor¢ao da amostra.
O espalhamento da solugdo tampdo foi subtraido da curva de espalhamento da solugdo de
proteina e a diferenca foi normalizada pela concentracio protéica e pela resposta ndo homogénea
do detector. Utilizando o método de Transformada Inversa de Fourier implementado pelo
programa GNOM (SVERGUN; SEMENYUK, 1991) se obteve a fun¢do de distribuicdo de
distancias (p(r)) e o raio de giro (R,). O efeito de “smearing”, referente a altura de 8 mm da

janela de entrada do detector também foi corrigido utilizando o programa.
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A resolugdo da curva de espalhamento de raios-X resultante foi de aproximadamente 2,73
nm. O modelo de baixa resolugdo foi gerado utilizando procedimento ab initio implementado no
programa Gasbor (SVERGUN; PETOUKHOV; KOCH, 2001). Neste programa um modelo de
atomos dummy (DAM) € gerado com uma cadeia aleatéria de C,, 0 modelo ¢ enovelado de forma
a minimizar a discrepancia y entre a p(r) calculada do modelo e a p(r) dos dados experimentais.
O programa simula a estrutura interna da proteina, ndo sendo necessario subtrair o valor de
intensidade da constante de Porod (1982). Diversos parametros iniciais para a determinagao de
envelope ab initio levaram a resultados consistentes, com similaridades estruturais entre os
modelos finais. O modelo final foi realizado utilizando 740 atomos dummy e 611 residuos de
agua na parte assimétrica da molécula, assumindo simetria P22. Os valores de Ry Dpay, € a curva
de espalhamento simulada do DAM, foram calculados utilizando o programa Crysol
(SVERGUN; BARBERATO; KOCH, 1995). As discrepancias entre o DAM ¢ os dados
experimentais foram calculadas também por este programa.

Os valores de Ry, Dimax, € a curva de espalhamento simulada das coordenadas atbmicas do
Polipeptideo A da RPbAI e de LOL I resolvidas através da cristalografia, também foram
calculados utilizando o programa Crysol, assim como as discrepancias entre os modelos

cristalograficos e os dados experimentais.

3.7.Caracterizacdo Bioquimica

3.7.1 Determinacao da Sequéncia N-Terminal.

Para a determinacdo da seqiiéncia N-terminal, uma aliquota contendo entre 200 ¢ 300
pmol da lectina purificada, foi ressuspensa em agua e Sequa-Brene (Sigma-Aldrich) e aplicada
em um disco de fibra de vidro especial (Wako, Osaka, Japao), tratado previamente com Sequa-
Brene. A analise da seqiiéncia N-terminal foi executada pela degradacdo de Edman automatizada
em um seqlienciador de proteina Shimadzu PPSQ-23A, seguindo as recomendagdes do
fabricante. Esse experimento foi realizado sob supervisao da Profa. Heloisa S. Selistre de Aratjo,

na UFSCar.
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3.7.2 Sequiéncia Primaria de Camptosemina e Determinacdo de Parémetros Fisico-

guimicos Tedricos.

Os parametros tedricos foram obtidos através do programa Prot Param
(<http://ca.expasy.org/tools/protparam.html>), através da seqiiéncia de aminoacidos deduzida da
clonagem do cDNA, pelo Dr. Leandro Seiji Goto (GOTO, 2007), realizada com base na

seqiiéncia aminoterminal obtida neste trabalho.

3.7.3 Atividade Hemoaglutinante de Camptosemina.

A atividade hemoaglutinante da camptosemina foi testada, frente hemécias dos quatro
tipos sangiiineos (O, A, B e AB), em placa de 96 pocos com volume final por pogo de 100 pL,
sendo 50 puL. de uma suspensdo 2 % de hemacias humanas previamente lavadas 3 vezes em
tampao PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,4) e 50 uL de uma dilui¢do dupla seriada de camptosemina
(concentracdo inicial de 4,5 pM) em tampao PBS. A placa foi incubada & temperatura ambiente
por 2 horas e a hemoaglutinagdo foi avaliada visualmente. Como controle negativo foram

utilizados 50 uL de uma suspensao 2 % de hemacias e 50 uL. de tampao PBS.

3.7.4 Avaliacdo da Atividade Hemoaglutinante apds Desmetalizagéo.

No intuito de observar a presenca de metais na estrutura de camptosemina, a proteina
purificada (24 uM) foi dialisada durante 48 horas contra 10 mM de EGTA em tampao Glicina pH
3,0 para remoc¢ao dos possiveis metais ligados @ mesma. A proteina obtida, denominada apo-
camptosemina, foi entdo dialisada por 24 hs contra tampao Tris 20 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0 e a
atividade hemoaglutinante da proteina foi testada frente hemacias do tipo O (modificado a partir
de SHERRY; BUCK; PETERSON, 1978). Para tal, 25 pL da solug¢do de apo-camptosemina e 25
puL de uma suspensdo 2 % de hemadcias foram incubados, a temperatura ambiente por 2 horas,
sendo a hemoaglutinacao avaliada visualmente. Como controle positivo foram utilizados 25 uL

de camptosemina ndo-tratada com a solucdo de EGTA (em tampao Tris 20 mM, NaCl 50 mM,
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pH 8,0 ) e 25 uL de uma suspensdo 2 % de hemacias. Como controle negativo foram utilizados
25 pL de tampao PBS e 25 pL de uma suspensao 2 % de hemacias. O mesmo ensaio foi realizado

utilizando EDTA como agente quelante.

3.7.5 Inibicao da Hemoaglutinacdo por Carboidratos.

A inibi¢dao da hemoaglutinagao por diversos carboidratos (cujas concentragdes iniciais foram:
Sacarose 1,0 M, Maltose 1,0 M, Lactose 0,5 M, Galactose 1,0 M, Melibiose 0,5 M, Metil-a-D-
galactopiranosideo 1,0 M, N-acetil-D-Galactosamina 1,0 M) foi testada com a finalidade de
determinar a especificidade da lectina. O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos com volume
final por poco de 100 uL, sendo 25 pL de uma dilui¢do dupla seriada do agucar a ser testado, 25
uL de camptosemina (3,0 uM) incubados por 30 minutos com posterior adicdo de 50 pL. de uma
suspensdo 2 % de hemacias do tipo O. A placa foi incubada a temperatura ambiente por 2 horas e
a inibi¢do da hemoaglutinacdo foi avaliada visualmente. Como controle positivo foram utilizados

50 pL de uma suspensdo 2% de hemacias e 50 uL de tampao PBS.

3.7.6 Ensaio com Resinas de Afinidade

A ligacdo da camptosemina a Lactose e N-Acetil-D-Galactosamina foi testada através da
inibicao da ligagdo da proteina a 2 resinas de afinidades contendo os carboidratos imobilizados
(oc-Lactose-Agarose e N-Acetil-D-Galactosamina-Agarose, respectivamente). A camptosemina
foi aliquotada em eppendorfs, cada um contendo 200 pg de proteina, numerados de 1 a 4 sendo
que o numero 1 continha apenas a proteina (controle negativo de inibi¢ao), enquanto nos niumeros
2, 3 e 4 foram acrescentados 2, 4 ¢ 10 mM do carboidrato desejado, respectivamente. As
amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente sob agitagdo.
Concomitantemente, cada resina foi aliquotada, separadamente, em 4 eppendorfs (20 pL/
eppendorf) e lavada 3 vezes com tampao Tris 20mM, NaCl 20mM, pH 8,0, o mesmo no qual a
proteina e os carboidratos foram diluidos. Apds a incubacdo das amostras, elas foram adicionadas
as resinas e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. As amostras foram

centrifugadas por 5 minutos a 16.000 xg ¢ o sobrenadante foi separado da resina. As resinas
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foram ressuspensas em 10 pL de tampao contendo B-mercaptoetanol (Tris-HCI1 0,0625 M pH
6,8, Glicerol a 10 % e SDS, 2 % e corante Azul de Bromofenol a 0,003 %), fervidas por 10
minutos e submetidas a SDS-PAGE. O gel foi corado com Nitrato de Prata.

3.7.7 N-Deglicosilacao

Foi realizado um ensaio de N-Deglicosilacdo de camptosemina, utilizando o GlycoProfile 11,
Enzymatic In-Solution N-Deglycosilation Kit (Sigma), com o intuito de determinar a possivel
existéncia de carboidratos associados a proteina. Foram utilizados 29 uM da camptosemina em
tampao Tris 20 mM e NaCl 50 mM pH 8,0, tanto com a proteina desnaturada como nativa,
seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. A 20 pL. de cada amostra ou controle, foram
adicionados 10 uL tampao contendo B-mercaptoetanol (Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, Glicerol a 10
% e SDS a 2 % e corante Azul de Bromofenol a 0.003 %), com posterior fervura por 10 minutos,

seguido de SDS-PAGE, sendo o gel corado com Coomassie Brillant Blue.

3.8 Atividade Biol6gica

3.8.1 Ensaios de Atividade Antifungica

Para avaliacdo da possivel atividade antifungica da lectina de Camptosema ellipticum, dois
protocolos foram utilizados. O primeiro foi realizado em placas de Petri com meio Agar-Batata
solido, cada uma possuindo no centro um pequeno fragmento de meio de cultura contendo o
fungo desejado e trés discos de papel de filtro estéreis, dispostos nas bordas da placa, contendo
respectivamente tampao da solugdo da camptosemina (Tris 20 mM e NaCl 50 mM, pH 8§,0),
camptosemina 42 uM e camptosemina 21 uM. As placas foram incubadas a 37°C de 4 a 7 dias.
As espécies utilizadas neste protocolo foram Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum
musae, Colletotrichum truncatum, Aspergillus chevalier, Aspergillus fumigatus, Fusarium
pollidoroseum, Fusarium oxisporum, Mucor sp, Thielaviopis paradoxa, Phomopsis sp, Phythium

oligandrum, Lasiodiplodia theobromae e Rhizoetoria solani.
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O segundo protocolo foi realizado em placa de 96 pogos com volume final por pogo de 160
uL, sendo 100 uL de uma diluigdo dupla seriada de camptosemina (concentragdo inicial de 40
uM em tampdo Tris 20 mM + 50 mM NaCl, pH 8.0), 50 puL de meio Agar-Batata liquido e 10 pL
de solucdo de esporos (contendo 4.10° esporos/mL em &gua). As espécies utilizadas neste
protocolo foram: Aspergillus niger, Thielaviopis paradoxa e Colletotrichum truncatum. Com a
finalidade de testar uma concentracdo maior da proteina, o primeiro poco ensaiado para cada
espécie apresentou volume final de 85 pL, sendo 50 pL da solucdo de camptosemina, 25 uL de
meio Agar-Batata liquido e 10 pL da solugdo de esporos. Foi utilizado um controle do
crescimento dos fungos contendo 100 pL da solucdo tampao, 50 uL de meio de cultura e 10 uL
da solucgdo de esporos. Outro controle, utilizado para avaliar a atividade do tampao da proteina,
continha 25 plL. de meio de cultura, 10 pL da solu¢do de esporos e 50 pL da solucdo de
camptosemina desnaturada (por fervura por 15 minutos). A placa foi incubada a 37°C em estufa

por 7 a 10 dias. Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.9 Caracterizacao Estrutural utilizando Técnicas Espectroscopicas

Todos os ensaios abaixo descritos foram realizados com solugdes de proteina e de

Guanidina-HCI] em tampao Tris 20 mM pH 8,0, contendo 20 mM NaCl.

3.9.1 Estudos de Estabilidade Térmica

Dois protocolos foram realizados a fim de determinar a estabilidade térmica de
camptosemina.

No primeiro, 9 uM de solugcdo de camptosemina foram submetidos a aquecimento. A
desnaturacdo foi monitorada por far-UV CD em um espectropolarimetro Jasco J715 (JASCO
Corporation, Japao) equipado com sistema de controle de temperatura (Peltier). Os espectros
foram monitorados num intervalo de 250 a 200 nm, com média de 16 acumulagdes, largura da
banda de 1 nm, tempo de resposta de 0,5 s, velocidade de varredura de 100 nm/min, utilizando-se
uma cubeta retangular de quartzo de 1 mm de caminho dptico e aquecimento gradual de 5 em 5

°C no intervalo de 20 a 95 °C (293-368 K).
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No segundo protocolo, a camptosemina foi diluida em 210 uL de solugdo de Guanidina-
HCI 1,5 M para atingir concentragdes finais ap6s diluicdo de 4,5 uM, 9 uM e 19,5 uM. As
misturas foram incubadas por 2 horas e submetidas a aquecimento. A desnaturagdo térmica foi
monitorada como no protocolo anterior, utilizando aquecimento gradual de 5 em 5 °C, de 20 a 95
°C (293-368 K), num intervalo de 250 a 208 nm. Tanto em presenga como na auséncia de
Guanidina-HCI a desnaturacdo foi acompanhada pela mudanga na elipsidade em 220 nm,
induzida pelo aumento da temperatura. O branco foi subtraido em todas as medidas e os ensaios

foram realizados em triplicata.

3.9.2 Estudos de Estabilidade Quimica

Os ensaios de estabilidade quimica utilizaram Guanidina-HCIl, um agente caotropico,

como desnaturante.

3.9.2.1 Dicroismo Circular

Nos ensaios de desnaturagao quimica, camptosemina foi diluida com solu¢do contendo
Guanidina-HCI em concentragdes finais que variaram de 0 a 8 M do agente caotropico. Os
ensaios foram realizados com camptosemina nas concentragdes finais de 9 uM e 19,5 uM. As
amostras foram incubadas por duas horas a temperatura ambiente e seus espectros foram
monitorados, por far-UV CD, em um espectropolarimetro Jasco J715 (JASCO Corporation, em
um intervalo de 250 a 195 nm, a 20 °C, nas mesmas condi¢des dos ensaios de estabilidade
térmica. A fim de descontar a influéncia do meio no qual a proteina estava diluida, para cada
concentragdo de Guanidina-HCI utilizada, foi preparado um branco correspondente com 40 pL de
tampao da proteina ¢ 210 uL de solugdo de Guanidina-HCI cujos espectros foram subtraidos
daqueles realizados em presenca da proteina. A desnaturagdo foi acompanhada pela mudanca na
elipsidade em 220 nm induzida pelo aumento na concentragdo da Guanidina-HCI. Os ensaios

foram realizados em triplicata.
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3.9.2.2 Fluorescéncia

Nos ensaios de desnaturagdo quimica, camptosemina foi diluida com solugdo contendo
Guanidina-HC] em concentragdes que variaram de 0 a 8 M do agente caotrdpico. Os ensaios
foram realizados com camptosemina nas concentragdes finais de 4,5 uM e 10 uM. As amostras
foram incubadas por duas horas a temperatura ambiente. Seus espectros de fluorescéncia
intrinseca foram obtidos em um espectrofluorimetro ISS K2 (ISS, IL, USA), modo estatico,
equipado com sistema circulador refrigerado (Neslab RTE-210), a 22 °C, utilizando-se cubetas de
quartzo com 1 cm de caminho Optico, com comprimento de onda de excitagdo de 295 nm e
intervalo de emissdao de 300 a 400 nm. Nos ensaios foram utilizadas fendas de excitacdo ¢
emissao de 2 mm e filtro WG 320 (para eliminar possiveis radiacdes espalhadas). A desnaturagdo
foi monitorada através do centro de massa, expressa em termos da fracdo de proteinas
desnaturadas, em funcdo da concentragdo de Guanidina-HCl em mesmo tampao. O centro de

massa (comprimento de onda de emissdao médio, A, )foi calculado de acordo com a seguinte
equacdo (BOTELHO et al, 2003):

Aew = 2 AI(A)1 D 1(2)
onde 4 ¢ o comprimento de onda de emissio e /(1) representa a intensidade da emissdo no

comprimento de onda A .

Como nos ensaios de CD, para cada concentracio de Guanidina-HCI utilizada, foi
preparado um branco correspondente com 400 pL de solugdo de Guanidina-HCI cujos espectros
foram subtraidos daqueles realizados em presenga da proteina. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.9.3 Ensaios de Reversibilidade Quimica

3.9.3.1 Ensaio Preliminar

Solugdes contendo camptosemina e 7 M de Guanidina-HCI, foram misturadas e incubadas

por 30 minutos, a temperatura ambiente, para que ocorresse a desnaturagdo. As amostras
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desnaturadas foram cuidadosamente diluidas, para uma concentracdo final de proteina de 5 uM,
em tampao Tris 20 mM, 20 mM NaCl pH 8,0, de modo que as concentragdes finais de
Guanidina-HCI ficassem entre 0,48 M e 6,64 M, permanecendo incubadas overnight. Os
espectros de fluorescéncia intrinseca foram obtidos em um espectrofluorimetro ISS K2 (ISS, IL,
USA), modo estatico, equipado com sistema circulador refrigerado (Neslab RTE-210), a 22 °C,
utilizando-se cubetas de quartzo com 1 cm de caminho Optico, com comprimento de onda de
excitagdo de 295 nm e intervalo de emissdao de 300 a 400 nm. Nos ensaios foram utilizadas
fendas de excitagdo e emissdo de 2 mm e filtro WG 320. O branco foi subtraido em todas as

medidas e os ensaios foram realizados em duplicata.

3.9.3.2 Cromatografia de Exclusdo Molecular.

Para a observacdo do estado de oligomerizagdo da proteina reenovelada, apds
desnaturacdo quimica com Guanidina-HCI, 500 pL de uma solucdo de camptosemina 104,5 uM
foram incubados com solucdo de Guanidina-HCI obtendo-se a concentracdo final do agente
caotrépico de 6 M. A amostra foi entdo incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, €
diluida em tampao Tris 20 mM, 20 mM NaCl pH 8,0, atingindo o volume de 30 mL. A solugdo
foi incubada overnight, a temperatura ambiente, e concentrada posteriormente em Centriprep (10
kDa Amicon) até atingir o mesmo volume inicial. A amostra foi submetida a Cromatografia de
Exclusao Molecular em coluna Superdex 200 10/300 GL (Amersham Biosciences) acoplada a um
AKTA purifier system (Amersham Pharmacia Biotech), equilibrada com tampao Tris 20 mM, 0,2
M Lactose, 0,3 M NaCl pH 8,0 mM. Foi eluida também uma amostra de 500 uL de
camptosemina 150 uM em tampao Tris 20 mM, 20 mM NaCl pH 8,0, nas mesmas condi¢des da
proteina apds reenovelamento. As fragdes correspondentes a eluicdo da proteina reenovelada
foram divididas em pools denominados FR 11-13, FR 15-17 e FR 18-20, sendo que a elui¢ao do
pool FR 15-17 ocorreu na mesma posi¢ao da proteina nativa, sendo este denominado FR 15-17
nativa. Cada pool foi dividido em duas aliquotas sendo que uma foi dialisada contra tampao PBS
(NaCl 0,15 M, pH 7,4) por 48 hs e posteriormente concentrada em Microcon (10 kDa Amicon)

para realizacdo de ensaios de atividade hemoaglutinante, enquanto a outra aliquota foi
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concentrada até atingir densidade optica de 0.2 em 280 nm (6,0 uM), para realizagao das medidas

espectroscopicas.

3.9.3.3 Dicroismo Circular

O pool constituido pelas fragdes 15-17, assim como a proteina nativa, foram submetidos a

medidas de dicroismo circular, nas mesmas condigoes ja descritas anteriormente.

3.9.3.4 Fluorescéncia Intrinseca

Assim como realizado para dicroismo circular, o pool constituido pelas fragdes 15-17,

assim como a proteina nativa, foram analisados por fluorescéncia intrinseca.

3.9.4 Estabilidade em funcéo do pH analisada por Fluorescéncia Extrinseca

Os ensaios de fluorescéncia extrinseca foram realizados em tampao Acetato Fosfato
Borato 20 mM, em pHs ajustados entre 2,0 e 13,0, e proteina em tampao Tris 20mM pH 8,0,
contendo 20mM NaCl.

Para analisar possiveis mudangas conformacionais da camptosemina em fun¢do da
mudang¢a do pH do meio, o ANS foi utilizado como uma sonda para observagao de exposicao ou
oclusdo de regides hidrofobicas na estrutura da proteina. A uma solugdo de cerca de 380 uM de
camptosemina em cada um dos pHs ensaiados foi adicionado 0,145 mM de ANS. As misturas
permaneceram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e protegida da luz antes de cada
medida . A fim de descontar a influéncia do meio onde a proteina estava diluida, para cada pH
ensaiado, foi preparado um branco correspondente com tampao Acetato Fosfato Borato, tampao
da proteina e ANS sendo os respectivos espectros subtraidos daqueles realizados em presenca da
proteina. As medidas foram realizadas em um espectrofluorimetro ISS K2 (ISS, IL, USA), modo
estatico, equipado com sistema circulador refrigerado (Neslab RTE-210), a 22 °C, utilizando-se
cubetas de quartzo com 1 cm de caminho dptico, com comprimento de onda de excitagdo de 360

nm e intervalo de emissao de 400 a 600 nm.
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4.1 Isolamento da camptosemina

Na tentativa de identificar a presenca de lectinas no extrato bruto de sementes de
Camptosema ellipticum, o mesmo foi testado quanto a sua capacidade de promover a
hemoaglutinacdo de hemécias humanas. Uma vez confirmada a hemoaglutina¢do, tornou-se
necessaria a purificacdo e identificagdo da (ou das) lectina(s) responsavel(is) por esta atividade.
Para isto, o extrato bruto foi submetido primeiramente a cromatografia de Exclusao Molecular
em coluna Superdex 75 .

As fragdes que constituiram os picos obtidos na cromatografia do extrato bruto foram
testadas quanto a sua capacidade de promover a hemoaglutinagdo de hemacias humanas.
Observou-se que as fragdes 13 a 23 apresentavam atividade hemoaglutinante e elas foram
concentradas em Centriprep e recromatografadas nas mesmas condigdes.

As fragdes que constituiram os picos da recromatografia das fracdes 13 a 23 foram
coletadas e novamente testadas para observacdo da atividade hemoaglutinante, com resultado
positivo para as fracoes 16 a 22. Estas fragdes foram concentradas em centriprep e submetidas
novamente a cromatografia em coluna Superdex 75 na presenga de lactose.

A figura 5 apresenta o resultado das trés etapas cromatograficas realizadas em Superdex

75:
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Figura 5: Etapas da purificagdo da camptosemina em Superdex 75 10/300 GL. Cada etapa foi realizada através de
Cromatografia de Exclusdo Molecular (CEM) em coluna Superdex 75, sob fluxo de 0,5 mL/min e com volume de
cada fragdo de 1 mL. Os perfis de elui¢do foram monitorados através da leitura da absorbancia em 280 nm. A)
Extrato Bruto. O extrato bruto de sementes de Camptosema ellipticum foi submetido a CEM em coluna equilibrada
com tampao PBS (NaCl 0,15 M, pH 7.,4. B) Eluicdo da camptosemina nas fra¢cdes 13-23. As fragdes 13-23,
provindas da cromatografia do extrato bruto, foram submetidas a CEM em coluna equilibrada com tampao PBS
(NaCl 0,15 M, pH 7,4). C) Eluicdo da camptosemina nas fragdes 16-22. As fracdes 16-22, provindas da elui¢do das
fragdes 13-23, foram submetidas a CEM em coluna equilibrada com tampao PBS-Lactose (NaCl 0.15 M, 0.2M
Lactose, pH 7.4).

Ao final da terceira etapa cromatografica, as fragdes pertencentes a cada pico foram
dessalinizadas e a lactose foi retirada através da lavagem das mesmas em Centriprep com
Tampao Tris 20 mM, pH 8.0. A atividade hemoaglutinante foi testada, tendo sido positiva para as
fragdes 11 a 16. Estas foram agrupadas e submetidas a Cromatografia de Troca Ionica em coluna

Mono Q 5/50 GL, e a camptosemina foi eluida num gradiente crescente de NaCl.
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Figura 6: Cromatografia de troca idnica em coluna Mono Q 5/50 GL. As fragdes 11 a 16, provindas da elui¢io das
fragdes 16 a 22, foram dessalinizadas ¢ concentradas em Centriprep (10 KDa Amicon) e 1 mL foi aplicado a coluna
Mono Q, equilibrada com Tampao Tris 20 mM, pH 8,0 e eluida em gradiente crescente de sal formado pela mistura
do Tampédo de Equilibrio e de Tampdo Tris 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 8,0. Fragdes de 1 mL foram coletadas a um
fluxo constante 1 mL/min. O perfil de eluigdo foi monitorado através da leitura da absorbancia em 280 nm.

O pico predominante obtido na ultima etapa cromatografica (figura 6), constituido pelas
fragdes 9-13, apresentou atividade hemoaglutinante e a lectina isolada foi denominada
Camptosemina. O pequeno pico apresentado no inicio do gradiente foi constituido de amostra
que ndo foi completamente dessalinizada antes de ser submetida a cromatografia. Isto pode ser
confirmado através de SDS-PAGE das fragdes constituintes deste pico, assim como também pela

recromatografia das mesmas.
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4.2 Rendimento

O rendimento de cada etapa foi calculado utilizando-se o BCA Protein Assay Kit. Para
tanto, aliquotas de cada etapa foram recolhidas e posteriormente dosadas de acordo com as
instrugdes do fabricante do Kit, sendo os resultados dispostos na tabela 1.

Tabela 1: Porcentagem da recuperagdo de proteina, a partir de sementes de Camptosema ellipticum, durante a
purifica¢do de camptosemina. O extrato bruto foi obtido a partir de 5 g de sementes de Camptosema ellipticum.

Concentragdo de

Etapa da Purificagdo Proteina (mg/mL) Volume (mL) Proteina Total (mg) Recuperagao (%)
Extrato Bruto 34,90 16 558.5 100
Fracdes 13-23

(CEM 1) 3,32 77 255,95 45,82
Fragoes 16-22
(CEM 2) 1,39 35 48,6 8,70
Fragoes 11-16
(CEM 3) 2,27 19 43,2 7,73
Fragoes 9-13
(MONOQ) 0,21 39 8,55 1,53

A proteina obtida foi aliquotada e congelada em freezer (-20 °C) até o momento do uso.

4.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Uma solu¢do da camptosemina, a 38 uM, foi submetida a SDS-PAGE em quatro
diferentes condicdes: apos fervura e em presenca de 3 - Mercaptoetanol, apos fervura mas sem [3
- Mercaptoetanol, sem fervura e em presenga de 3 - Mercaptoetanol, sem fervura e sem 3 -
Mercaptoetanol. Observou-se que ap6s a fervura, a proteina comportava-se da mesma maneira,

em presenca ou auséncia de 3 - Mercaptoetanol, com a formagdo de uma banda Unica em torno
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de 30 kDa. Quando a amostra ndo foi fervida, a banda situou-se em posi¢ao que corresponde a
uma massa superior a 66 kDa, em presenga ou auséncia de § - Mercaptoetanol. Com isto pdde-se
constatar que o 3 - Mercaptoetanol nao influencia no grau de oligomerizagdo da proteina, mas
que a fervura foi suficiente para que a proteina migrasse como um mondmero, com a massa
calculada em torno 24 kDa (relativamente préximo ao valor tedrico obtido de 25,970 kDa).

Estes resultados indicam que o oligdmero deve ser mantido, em parte, por interagcdes nao

covalentes, as quais sdo desfeitas apds a fervura.
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Figura 7: Analise da pureza e estado de oligomerizagdo da camptosemina. A) SDS-PAGE 15% corado com azul
de Coomassie: Camptosemina fervida, em presenga de f - Mercaptoetanol (coluna 2) e sem 3 - Mercaptoetanol
(coluna 3) e camptosemina sem ferver em presenca de B - Mercaptoetanol (coluna 4) e sem B - Mercaptoetanol
(coluna 5). A coluna 1 contém os marcadores cujas massas moleculares (kDa) estdo indicadas a esquerda. B) Curva
de Calibragdo do SDS-PAGE. Regressdo linear baseada nas distancias percorridas por camptosemina fervida, em
presenca de B - Mercaptoetanol e dos padrdes Albumina Sérica Bovina (66 kDa), Ovalbumina (45 kDa), Anidrase
Carbdnica (30 kDa), Inibidor de Tripsina de Soja (20 kDa) e Citocromo C (12 kDa).
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4.4 Determinacdo da Sequéncia N- terminal e Determinagdo de Parédmetros Fisico-

quimicos Tedricos.

A determinagdo da seqiiéncia N-terminal foi realizada através da degradacdo de Edman
automatizada. Com base na seqiiéncia N- terminal obtida (figura 8), Goto (2007) desenhou um
oligonucleotideo degenerado que possibilitou a amplificagdo de um fragmento de cDNA parcial

da camptosemina e conseqiiente obtencao da estrutura primaria da mesma (figura 9).

10 20
Camptosemina AITVTSFXYTSFSXXXHIK-LQGNAAITIQGN
TK \ E
v Q

Figura 8: Seqiiéncia N-terminal da camptosemina obtida pelo seqiienciamento automatico. Em amarelo estio
destacadas as diferentes possibilidades de um dado residuo dadas pela baixa confiabilidade do mesmo. X
corresponde aos residuos nao identificados.

10 20 30 40 50
AIVTSFNYTS FSSSSHIKLQ GNAAITQGNGL LALTSDKNPS SNIGRVLYSS
60 70 80 90 100
PVTIWDEATG NVAGFVSSIT FRLEDVSEYV PADGIVFFLA PQDTQIPSGS
110 120 130 140 150
TGGYLGVVNP KDAFNNFVGV EFDDYSNAWD PSYPHIGIDV NSLISLQTAK
160 170 180 190 200
WNRKSGSLVK AAIMYDCHAK TLSVAVENDG QIITVAQMVD LKAVLPSKVV
210 220 230 240
VGLSASTSSG GIQRHDVYSW AFNSRLDTDP SNSKENMNMA SSK

Figura 9: Segqiiéncia priméria de camptosemina madura, deduzida a partir do cDNA (GOTO, 2007).

A partir da seqiliéncia obtida, utilizando o programa ProtParam (GASTEIGER ET AL,

2005), foi possivel a obtengdo dos parametros fisico quimicos listados a seguir:
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Tabela 2: Parametros Fisico-Quimicos teéricos calculados a partir da seqiiéncia primaria da camptosemina
madura.

Pardmetro Valor Obtido
Peso Molecular 25,970 kDa
pl 5.09
Coeficiente de Extin¢do (280 nm) 33920 M 'em’!

E importante salientar que todas as concentragdes apresentadas para camptosemina, neste
trabalho, foram calculadas em termos de monomero, baseadas no peso molecular tedrico de
25,970 kDa.

Através da andlise do alinhamento da seqiiéncia primaria da camptosemina e de outras
proteinas em bancos de dados, foi observada grande identidade entre camptosemina e lectinas
encontradas em Robinia pseudoacacia. A maior identidade foi obtida com o polipeptideo
expresso pelo clone LECRPA4, isolado de uma biblioteca de cDNA de casca de Robinia
pseudoacacia, o qual ¢ uma subunidade do complexo lectinico RPbAII (YOSHIDA; KIYOSHI,
1999). A identidade apresentada foi de 58% (figura 10).
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Figura 10: Alinhamento da seqiiéncia primaria da camptosemina com duas lectinas de Robinia pseudoacacia
:LECRPA4 (AB012635) e polipeptideo A (Q41159-1FNY). Os residuos assinalados por * sdo conservados nas trés

seqiiéncias. O seqiiénciamento foi realizado pelo programa CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/).

4.5 Determinacdo do Estado Oligomérico.

Com o intuito de conhecer a massa aparente e o estado oligomérico da proteina, a
camptosemina foi submetida a cromatografia de Exclusdo Molecular em coluna Superdex 200 na
presencga de Lactose e NaCl (figura 11). A presenca da Lactose e NaCl teve o objetivo de impedir

eventuais interagdes inespecificas da lectina com a matriz cromatografica.
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Figu ra 11. Determinacio da Massa Molecular Aparente da camptosemina. Camptosemina purificada foi eluida
em Coluna Superdex 200 equilibrada com tampao Tris 20 mM, 0,2 M Lactose, 0,3 M NaCl pH 8,0. Fragdes de 1 mL
foram coletadas a um fluxo constante de 1 mL/min. O perfil de elui¢do foi monitorado através da leitura da

absorbancia em 280 nm. No detalhe a eluicdo de proteinas de massa conhecidas usadas como padrdes 3 - Amilase
(200 kDa), Alcool Desidrogenase (150 kDa), Albumina Sérica Bovina (66 kDa), Anidrase Carbonica (30 kDa) e
Citocromo C (12kDa).

Com base na curva de calibragdo, obtida através da elui¢do de proteinas de massas
moleculares conhecidas, nas mesmas condigdes da eluicdo da camptosemina, a massa molecular
aparente de camptosemina pode ser determinada. A massa molecular aparente calculada do
oligdbmero de camptosemina reside em torno de 81,600 kDa. Considerando-se 25,970 kDa a
massa do mondmero de camptosemina (estimado teoricamente), tem-se que o oligdmero pode ser
constituido por 3 ou 4 protdomeros. Embora a massa apresentada pelo oligomero esteja dentro do
limite de resolucdo da coluna, existem duas possiveis explicagdes para esta imprecisdao na
determinagio do niimero de protdmeros que constituem a proteina. E possivel que proteina nao se
comporte como uma proteina globular e, desta forma, a calibracdo realizada com base em

proteinas globulares ndo seria totalmente adequada. Porém, a explicagdo mais provavel ¢ que a
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resolucdo nao seja suficientemente alta para que seja notada com precisdo a diferenga de um
trimero e um tetramero.

Como a informagdo a respeito do niimero de protdomeros que constituem o oligdmero
ainda foi considerada inconclusiva, medidas de SAXS foram realizadas em colaboragdo com
Mario de Oliveira Neto, aluno de Doutorado do Programa de Pds-Graduacdo em Fisica do
Instituto de Fisica de Sdo Carlos-USP. Para isso foram obtidas as medidas de SAXS da
camptosemina e simulagdes das curvas de espalhamento e das fung¢des de distribuicdo de pares de
outras duas lectinas baseadas em suas estruturas depositadas no PDB.

Apesar do polipeptideo expresso pelo clone LECRPA4 ser a proteina com maior
identidade com a camptosemina, ndo ha até o momento estrutura cristalografica resolvida. Sendo
o Polipeptideo A da RPbAI uma das lectinas tetraméricas de Robinia pseudoacacia que
apresenta identidade com camptosemina (37 %), cuja estrutura cristalografica ja encontra-se
resolvida, ela foi utilizada nas simulagdes de SAXS. A lectina LOL I, por sua vez, ¢ uma
representante dimérica da familia de lectinas de legume. Sendo o intuito da utilizagao da técnica a
observacdo do grau de oligomerizacdo de camptosemina e sabendo-se que a maioria das lectinas
de legume existe como homodimeros ou homotetrameros (BRINDA et al, 2004), comparou-se os
resultados obtidos experimentalmente da camptosemina e as simulagdes do Polipeptideo A da
RPDALI (lectina tetramérica, PDB 1FNY) e LOL I (lectina dimérica, PDB 1LOC).

Devido ao espalhamento de Camptosemina apresentar o mesmo perfil nas duas
concentragdes medidas, utilizou-se nas andlises, a solu¢do de maior concentragdo a fim de obter
maior resolugdo no modelo gerado.

Na figura 12 estdo representadas as curvas de espalhamento experimental e simuladas,

assim como o grafico de Guinier.
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Figura 12: Curva Experimental de Espalhamento da Camptosemina (m), corrigida pelo efeito de “smearing”, e
curvas de espalhamento simuladas de LOL 1 (=), Polipeptideo A (=) e DAM (—). No detalhe, o grafico de Guinier.

O Grafico de Guinier possui uma relagdo direta entre o coeficiente angular da reta e o R,
da proteina. O valor de raio de giro obtido pelo método de Guinier foi 3,09 nm, valor este muito
proximo do parametro obtido com o programa Gnom ( 3,04 = 0.50 nm e 3,00 + 0,50 nm para os
dados experimentais e 2,59 nm para o modelo DAM) o que nos garante que a curva obtida ¢
confidvel, assim como os pardmetros por ela obtidos. Além disto, a dispersdo dos pontos no
grafico de Guinier ajusta-se muito bem a uma reta o que comprova a monodispersibilidade do
sistema.

Utilizando o método de Transformada Inversa de Fourier implementado pelo programa

GNOM, foi obtida a funcdo de distribuicdo de distancias p(r) a partir das curvas de espalhamento.
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Figura 13: Fungdo de distribuicio de distancias. As fungdes de distribui¢io de distincias foram evoluidas a
partir das curvas de espalhamento utilizando o programa GNOM. Comparagdo das distribui¢des de distancias para
camptosemina (m), LOL 1 (), Polipeptideo A (=) e DAM (). Os valores de chi (discrepancia) obtidos para LOL

1, Polipeptideo A e DAM foram 10,70, 1,90 e 1,09 respectivamente.

Com a utilizacdo do programa Crysol, foi possivel a constru¢do de uma tabela

correspondente aos parametros estruturais obtidos dos experimentos de espalhamento, assim

como, do modelo ab initio e das coordenadas atomicas do Polipeptideo A e de LOL 1.

Tabela 3: Parametros estruturais obtidos das medidas de SAXS, do modelo ¢ das simulagdes.

R, (nm) 3,04 + 0,50 3,00 + 0,50 2,59 2,51 2,90
Doy (nm) 9,50 + 1,00 9,50 + 1,00 9,00 8,9 9,55
Discrepancia y - - 1,097 10,701 1,90
Resolugdo (nm) 3,18 2,73 - - -
- - 1359 72,07 128,10

*Dados calculados a partir do experimento de espalhamento.
T parametros dos modelos cristalograficos de LOL I e Polipeptideo A.
1 Dam, parametros do modelo de a&tomos dummy, média de 10 modelos.

Os dados das simulagdes foram comparados com os dados experimentais obtidos com camptosemina 462 uM.
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E possivel medir o grau de confianga no modelo ab initio, em relagdo aos dados
experimentais, através da discrepancia apresentada entre ambos que ¢ 1,09 (figura 13). Sabendo-
se que uma discrepancia de valor 1 significa que os dados obtidos sdo idénticos, € notavel que o
modelo apresentado estd em grande conformidade com os dados obtidos experimentalmente e
que ele é representativo das condi¢des da camptosemina em solugdo. E possivel ainda observar
na figura 12 que a curva simulada do modelo se ajusta bem a curva de espalhamento da
camptosemina.

Comparando-se os valores obtidos experimentalmente para camptosemina, assim como os
valores relativos ao modelo ab initio, com aqueles obtidos para a lectina dimérica LOL 1, nota-se
consideravel diferenca nos valores das variaveis analisadas. De acordo com a figura 13, a
discrepancia entre os dados experimentais e da lectina LOL I ¢ de 10,70. Por outro lado, quando
os valores relativos aos dados experimentais sdo comparados com os obtidos para o polipeptideo
A, a discrepancia cai para 1,90. Isto significa que os valores experimentais sdo mais proximos aos
obtidos para o polipeptideo A.

Quando analisamos o volume obtido para o modelo ab initio, LOL I e polipeptideo A, ¢
notavel que ele representa o pardmetro com maior variabilidade (135,9 nm’, 72,07 nm’e 128,10
nm’, respectivamente). O volume apresentado pelo modelo ¢ proximo ao obtido para o
polipeptideo A, mas muito distante do valor apresentado para LOL I.

Apesar dos parametros R, € D, ndo terem apresentado diferencas significativas entre os
valores obtidos, fica evidente pelos demais parametros, pelas curvas de espalhamento
(experimental e simulada), assim como pelas curvas obtidas através da fungdo de distribuicao de
distancias que a camptosemina tem estrutura tridimensional compativel aquela observada no
polipeptideo A. Desta forma, ¢ possivel afirmar que camptosemina ¢ mais uma representante
tetramérica da familia das lectinas de legumes.

Para comprovar esta afirmacao, realizou-se uma sobreposicao do modelo ab initio gerado
a partir dos dados experimentais de espalhamento de camptosemina e o tetramero do polipeptideo
A . Como ¢ possivel notar pela figura 14, o polipeptideo A encaixa-se bem no envelope obtido
para camptosemina, com minimas regides de discordancia, confirmando assim, o grau de

oligomerizagdo tetramérica para de camptosemina.
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Figura 14: Sobreposi¢io do modelo ab initio com a estrutura quaternaria do polipeptideo A. Visdes frontal,
lateral e superior da estrutura.

4.6 Atividade Hemoaglutinante da camptosemina antes e ap6s Desmetalizacgao.

Por definicdo, lectinas sao proteinas capazes de causar aglutinagdo celular e precipitagao
de glicoconjugados (excecdo feita apenas a classe das merolectinas que por apresentarem um
unico sitio de ligacdo a carboidratos, sdo incapazes de promover aglutinacdo). A capacidade
hemoaglutinante de camptosemina ja era conhecida, porém nada se sabia a respeito de sua
especificidade de ligacdo. Esta informagdo foi conseguida testando-se a atividade
hemoaglutinante da lectina, frente aos 4 tipos sangiliineos humanos, através da incubacdo de
diferentes concentra¢des de camptosemina com suspensdes de hemacias a 2 % em tampao PBS,
seguida de visualizagdo a olho nu.

Embora tenha sido capaz de hemoaglutinar os 4 tipos sangiiineos, o maior titulo foi obtido
quando a reagdo foi feita com hemaécias do tipo O (titulo 64), seguido da reagdo com o tipo AB
(titulo 16). Provavelmente esta diferenca observada deve-se a composi¢cdo e/ou disponibilidade
dos carboidratos de superficie em cada tipo sangiiineo.

A capacidade de ligacdo a carboidratos das lectinas de legumes depende da presenca
simultdnea de célcio e de um metal de transi¢do. A presenga destes metais € essencial para o
correto enovelamento e arranjo dos sitios de ligagio a carboidratos (RUDIGER; GABIUS 2001).

Os sitios de ligagdo de ambos metais mostram-se conservados em todas as estruturas de lectinas
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de legumes (LORIS et al, 1998). Uma exceg¢do a esta aparente regra ¢ a existéncia de duas
proteinas (a-Al e arcelin) pertencentes @ mesma familia que ndo se ligam a carboidratos e que nao

possuem sitios de ligagcao a metais (LORIS et al, 1998).

Tabela 4: Atividade hemoaglutinante de camptosemina frente hemécias humanas.

Diluicao 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
Tipo
Sanguineo
0] + + + + + + + +/-
A +/- +/- - - - - - -
B + + + +/- - - - -
AB + + + + + +/- - -

Concentracao Inicial de camptosemina 4,5 pM.

- Auséncia de Hemoaglutinaggo visivel a olho nu.
+ Hemoaglutinagdo visivel a olho nu.

+/- Hemoaglutinagao parcial.

Embora tenha sido capaz de hemoaglutinar os 4 tipos sangiiineos, o maior titulo foi obtido
quando a reagdo foi feita com hemécias do tipo O (titulo 64), seguida da reagdo com o tipo AB
(titulo 16). Provavelmente esta diferenca observada deve-se a composi¢do e/ou disponibilidade
dos carboidratos de superficie em cada tipo sanguineo.

Pelo ensaio de hemoaglutinacdo, ¢ possivel notar que a camptosemina ¢ capaz de ligar-se
a hemadcias, causando a aglutinagdo das mesmas, o que certamente se da através de sua ligagdo a
carboidratos presentes na superficie celular. Desta forma, ¢ esperado que ela apresente os metais
necessarios para que a ligacdo aos carboidratos se processe. Uma maneira indireta de comprovar
a existéncia de metais na estrutura de camptosemina ¢ quelar estes possiveis metais e testar sua
capacidade hemoaglutinante. Para isto, a proteina purificada (24 uM) foi dialisada durante 48
horas contra a solu¢do do quelante EGTA para remogao dos possiveis metais ligados & mesma. A
apo-camptosemina (lectina teoricamente sem metais), foi entdo dialisada por 24 hs contra tampao
Tris 20 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0 e a atividade hemoaglutinante da proteina foi testada frente
hemécias do tipo O.

Contrariamente ao esperado, foi observado que a camptosemina continuou a apresentar
atividade hemoaglutinante apos o tratamento, quer ele tenha se dado com EGTA ou com EDTA.

Sendo a camptosemina uma lectina pertencente a familia das leguminosas, era esperado que apos
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o tratamento com o quelante, ela ndo fosse mais capaz de se ligar aos carboidratos da superficie
das hemacias.

Uma das possiveis explicagdes para este comportamento inesperado pode ser que o
tratamento ndo tenha sido capaz de retirar todas as moléculas de metais presentes na estrutura de
camptosemina, ocasionando uma “atividade residual”. Assim, aquelas moléculas da lectina que
ainda apresentavam metais foram capazes de exercer a atividade hemoaglutinante, levando ao
resultado observado. Deve-se lembrar que o ensaio hemoaglutinante ¢ meramente qualitativo.

Segundo Loris et al (1998), a concanavalina A pode apresentar-se em duas conformagdes
diferentes dependendo da presenca de metais. A conformacgao aberta existe apds a desmetalizagao
da lectina e ¢ incapaz de reconhecer carboidratos enquanto a conformagao fechada, considerada
ativa, existe em presenca de cédlcio e de um metal de transi¢do. Entretanto, estudos de NMR
realizados com a apo concanavalina A demonstram que cerca de 10% das moléculas presentes
em solu¢do continuam a apresentar a conformacdo fechada (ativa) mesmo apos a retirada dos
metais. E possivel que o tratamento com o quelante tenha sido eficaz e que os possiveis metais
presentes na camptosemina tenham sido removidos. Porém, assim como acontece com a
concanavalina A, uma fracdo das moléculas da camptosemina pode ter mantido a conformacao
adequada, sendo ainda capaz de exercer a atividade de ligacdo a carboidratos apos a
desmetalizagao.

Uma terceira explicagdo, menos provavel, porém, ¢ que camptosemina pode ser uma
lectina de legume desprovida de metais ligados a sua estrutura, ndo existindo como holo-proteina.
Estudos adicionais ainda precisam ser realizados para entender o comportamento observado para

camptosemina.

4.7 Inibicdo da Hemoaglutinacao por Carboidratos.

A atividade aglutinante das lectinas se da através da ligacdo das mesmas a carboidratos
presentes na superficie das células, as quais elas sdo capazes de aglutinar. Dependendo da classe
as quais pertencem, as lectinas podem ligar-se especificamente a um tipo de carboidrato
(merolectinas e hololectinas) ou a mais de um tipo (superlectinas e algumas quimerolectinas).
Lectinas de legumes diferem fortemente umas das outras com relagdo a especificidade de ligacao

a carboidrato. E nesta familia que sdo encontradas as maiores diversidades de ligacdo, sendo que
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a maioria dos grupos classificados com base na ligacdo a carboidrato sdo representados por
lectinas pertencentes a familia das leguminosas (VAN DAMME et al, 1998).

Uma maneira simples de determinar o tipo de carboidrato ao qual a lectina liga-se com
maior afinidade, foi verificar a inibicdo da hemoaglutinagdo pelo dado agucar. Este ensaio foi
realizado com camptosemina a 2,8 uM (concentragcdo determinada através do titulo obtido no
ensaio de hemoaglutinagdo) e com diferentes concentracdes de diversos carboidratos. Os

resultados podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5: Inibigdo da atividade hemoaglutinante da camptosemina por carboidratos. Camptosemina (2,8 pM) foi
previamente incubada, a temperatura ambiente, com solucdes de agucares por 30 min, apos os quais foi adicionada
uma suspensdo 2% de hemacias tipo O. Al indica auséncia de inibigdo na maior concentragdo utilizada do agucar. A

atividade inibitoria da galactose foi considerada, arbitrariamente, como sendo 1.

Carboidrato CIM (M) Atividade relativa

Fucose Al -
Sacarose 0,125 2
Maltose Al -

Lactose 0,031 8,1
Manose Al -
Metil-Manosideo Al -
Galactose 0,25 1
Metil-a.-D-galactopiranosideo 0,125 2
D-+-Rafinose Al -
N-acetil-D-Glicosamina Al -
Melibiose 0,125 2
L-Ramanose Al -

N-acetil-D-Galactosamina 0,015 16,7

A maior atividade relativa foi obtida com N-acetil-D-Galactosamina, sendo que a menor
concentracdo usada ainda capaz de inibir a atividade hemoaglutinante de camptosemina foi de
0,015 M, indicando a maior afinidade da lectina por este carboidrato, entre todos os que foram

testados.
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4.8 Ligacdo as resinas de Afinidade.

Uma forma de comprovar os resultados obtidos no ensaio de inibi¢ao foi testar a ligacao
da lectina a resinas contendo o carboidrato de interesse imobilizado. O carboidrato que
apresentou maior atividade relativa quando testado com camptosemina foi N-acetil-D-
Galactosamina (16,7) seguido de Lactose (8,1).

Duzentos microgramas da camptosemina foram incubados com concentragdes crescentes
de N-acetil-D-Galactosamina e Lactose (separadamente) e posteriormente incubadas com 20 pL
das resinas oc-Lactose-Agarose e N-Acetil-D-Galactosamina Agarose que apresentam
imobilizados, respectivamente, os carboidratos N-acetil-D-Galactosamina e Lactose. Apds o
periodo de incubacdo e lavagem, as resinas foram ressuspensas, fervidas e submetidas a SDS-
PAGE.

Observando-se a coluna 3 (figura 15) € possivel notar que camptosemina ¢ capaz de
interagir e ligar-se a resina N-Acetil-D-Galactosamina Agarose. Ao incubar a proteina com
concentragdes crescentes do carboidrato N-acetil-D-Galactosamina (colunas 4 a 6), menos
proteina foi capaz de ligar-se a resina. Esta inibi¢do de ligacao causada pelo carboidrato
comprova a afinidade da proteina pelo mesmo, j4 que estando os sitios de ligacdo da proteina
preenchidos pelo carboidrato em solugdo, a proteina nao teria como interagir com a resina, ndo se
ligando mais a ela. Observando-se a coluna 7 ¢ possivel notar que camptosemina é capaz de
interagir ¢ ligar-se a resina oc-Lactose-Agarose, porém, ao se observar as colunas 8 a 10, que
representam a incubagdo da proteina com concentragdes crescentes do carboidrato lactose, pouca
diferen¢a pode ser notada com relacdo a quantidade de proteina que ainda era capaz de interagir e
ligar-se a resina. Como camptosemina foi capaz de ligar-se a resina e sendo possivel notar uma
pequena reducdo na quantidade de proteina ligada a resina apds a incubagcdo com 10 uM de
Lactose, pode-se dizer que camptosemina ¢ capaz de ligar-se a este carboidrato também, embora

com menor afinidade do que com a N-acetil-D-Galactosamina.
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Figura 15: Ensaio de especificidade utilizando resina de afinidade. 1) Marcador de Massa Molecular, 2) 200 ug da
camptosemina na auséncia de resina, 3) Controle negativo de inibi¢cdo de N-acetil-D-Galactosamina, 4) 2 uM N-
acetil-D-Galactosamina, 5) 4 uM N-acetil-D-Galactosamina, 6) 10 pM N-acetil-D-Galactosamina, 7) Controle
negativo de inibi¢do de Lactose, 8) 2 uM Lactose, 9) 4 uM Lactose, 10) 10 uM Lactose.

4.9 Verificacdo da presenca de Carboidratos na Estrutura da camptosemina

A glicosilacdo ¢ uma das modificagdes pos-traducionais mais comuns em proteinas
eucarioticas. Carboidratos ligados ao esqueleto carbonico das proteinas através de N-ligacdes, o
fazem por intermédio de uma ligagdo amida com residuos de asparagina pertencentes a um
motivo constituido por Asn-X-Ser/Thr , onde X pode ser qualquer aminoacido, exceto prolina.

Desde o local onde ¢ sintetizada até o destino final, as lectinas podem passar por uma
série de modificagdes que sdo comuns a proteinas que seguem sua rota de sintese, como a
excisdo do peptideo sinal presente na por¢do N-terminal da proteina tao logo ela tenha adentrado
no Reticulo Endoplasmatico. Outra possivel reacdo que acontece em muitas lectinas ¢ a N-
glicosilagdo (embora algumas lectinas de Solanaceae apresentem O-glicosilacdo). As
modifica¢des continuam a acontecer mesmo depois que as lectinas atingem os corpos protéicos,
como por exemplo, protedlise (RUDIGER; GABIUS 2001).

Com a finalidade de determinar a presenca de glicosilagdo através da ligacdo de
carboidratos a residuos de asparagina, na lectina madura, camptosemina foi submetida a reagao
de deglicosilacdo utilizado o Kit GlycoProfile II, Enzymatic In-Solution N-Deglycosilation

(Sigma). A deglicosilagdo acontece através da hidrélise da ligacdo amida entre o residuo de
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asparagina o oligossacarideo. Um tripeptideo que apresente um oligossacarideo ligado, tendo a
asparagina como residuo central, ¢ o substrato minimo da enzima. Oligossacarideos que possuem
fucose ligada a N-acetilglicosamina, N-ligada ao residuo de asparagina, sdo resistentes a hidrolise

com PNGase F (TECHNICAL BULLETIN Sigma P7367).

66
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Figura 16: Ensaio de N-Deglicosilagio. Camptosemina foi tratada com PNGase F Enzyme Solution (GlycoProfile
11, Enzymatic In-Solution N-Deglycosilation Kit, Sigma), em diferentes condi¢des, fervida e submetida a SDS-PAGE
15% corado com azul de Coomassie. 1) Marcadores cujas massas (kDa) estdo indicadas a esquerda; 2) camptosemina
com [-mercaptoetanol fervida por 10 min.; 3) Controle: camptosemina sem [-mercaptoetanol ; 4) camptosemina
sem [-mercaptoetanol e sem ferver antes do tratamento; 5) camptosemina com 3-mercaptoetanol; 6) camptosemina
com f-mercaptoetanol e fervida antes do tratamento.

Na figura 16 ¢ possivel notar que ndo houve qualquer alteragdo no padrio de massa
molecular da camptosemina apds o tratamento com a enzima PNGase F, quer o tratamento tenha
acontecido em condi¢des desnaturantes ou “nativas”, sendo que o aparecimento de uma banda de
massa aproximada de 35 kDa nas colunas 4 e 6 correspondem a presenca da enzima. Isto ¢é
indicativo da auséncia de oligossacarideos N-ligados a camptosemina, ou ainda, a presenga de um
oligossacarideo que apresenta fucose ligada a N-acetilglicosamina, que ndo ¢ passivel de

hidrolise pela enzima.
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4.10 Atividade Antifungica.

Embora existam relatos demonstrando a atividade de lectinas contra fungos (YE, 2001;
TRINDADE et al, 2005; NQAI; NQ, 2007), a camptosemina nao foi eficiente nem como
fungicida nem como fungistatico nas condigdes testadas, uma vez que ela ndo eliminou ou inibiu

o crescimento das espécies testadas.

4.11 Caracterizacdo Estrutural utilizando Técnicas Espectroscépicas.

A fim de determinar a estabilidade da camptosemina, altera¢des da estrutura da proteina
induzidas pelo tratamento térmico e/ou quimico foram acompanhadas por meio das técnicas de
espectroscopia de fluorescéncia e espectroscopia de dicroismo circular.

A partir dos resultados de desnaturagdo obtidos por Far UV-CD e por Fluorescéncia
Intrinseca, foram construidas curvas de desnaturagdo. Nelas a elipsidade ou a intensidade de

fluorescéncia, expressa em termos da fragdo de proteina desnaturada, f , foi colocada no eixo das
u

ordenadas e a varia¢do da temperatura ou da concentracdo do agente desnaturante no eixo das
abscissas. A fragdo de proteina desnaturada foi calculada pela relagao:
_ Hn - Hnbs

ﬂ‘@—@

St =1

em que 0 . ¢ o sinal da amostra em uma determinada condi¢do, 8 e 6 s@o os valores do sinal
obs u n

para os estados desnaturado e nativo.
A camptosemina foi submetida a desnatura¢do térmica na auséncia (figura 17) e na
presenca (figura 18) de concentragdes crescentes de Guanidina-HCI, sendo seu desenovelamento

monitorado pela técnica de dicroismo circular.
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Figura 17: A) Desnaturagio Térmica da camptosemina. Camptosemina a 9 uM em tampao Tris 20mn, NaCl 20
mM pH 8,0, submetida a desnaturacdo térmica. B) Monitoramento do minimo em 220 nm como fungéo da vari¢do da
temperatura.

As lectinas de legumes sdo compostas basicamente por folhas-p (CHANDRA;
VIJAYAN, 1999; BRINDA et al, 2004). Esta afirma¢do ¢ compativel com o espectro de CD
apresentado pela camptosemina, que ¢ caracteristico de proteinas ricas em folhas B, com um
minimo em torno de 220-222 nm e um maximo em torno de 190 nm (Figura 17 A, espectro a 298
K).

Embora a analise da figura 17 A demonstre consecutiva perda de elipsidade nos espectros
da camptosemina durante aumento da temperatura, o desenovelamento térmico da camptosemina,
na auséncia de desnaturante quimico, nao ¢ total até¢ 368,15 K. Isto ¢ evidenciado pela auséncia
de um platd correspondente a forma completamente desnaturada da camptosemina, na figura 17
B. Isto ressalta a grande estabilidade da molécula frente a alteracdes de temperatura.

Sabe-se, por ensaios prévios apresentados adiante neste trabalho, que na presenga de 1,5
M de Guanidina-HCI a camptosemina apresenta-se ainda enovelada. No intuito de obter o
desenovelamento térmico completo da camptosemina, o aquecimento da proteina em trés
diferentes concentragdes (4,5 uM, 9 uM e 19,5 uM) foi realizado na presenca de 1,5 M de

Guanidina-HCI e os resultados sdo apresentados na figura 18.
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Figura 18: A) Desnaturagio Térmica da camptosemina em presenca de Guanidina. Camptosemina 13 uM em
tampdo Tris 20mn, NaCl 20 mM pH 8,0, foi submetida a desnaturag@o térmica em presenga de 1,5M de Guanidina-
HCI. As medidas foram realizadas num intervalo de 250 a 195 nm ou 250 a 208 nm, com média de 16 acumulagoes,
largura da banda de 1 nm, tempo de resposta de 0,5 s , velocidade de varredura de 100 nm/min, utilizando-se uma
cubeta retangular de quartzo de 1 mm de caminho dptico. B) Curva de Desnaturagdo Térmica da camptosemina em
presenca de Guanidina. Curva de desnaturagdo para trés concentragdes distintas de camptosemina (4,5 uM, 9 uM e
19,5 uM em tampao Tris 20mn, NaCl 20 mM, 1,5 M Gdn-HCI pH 8,0), monitorada em 220 nm, expressa em termos
da fracdo de proteinas desnaturadas, em funcdo da temperatura.

Embora Guanidina-HCI na concentracdo de 1,5 M ndo seja suficiente para causar a
desnaturacao da molécula de camptosemina, sua presen¢a aliada ao aumento da temperatura foi
eficiente para que fosse atingido um plat6 na curva de desnaturagdo da proteina.

Através da andlise de curvas de desnaturagdo térmica ¢ possivel determinar o ponto,
durante o processo, onde 50 % das moléculas encontram-se enoveladas e os 50 % restantes
encontram-se desnaturadas. Este ponto ¢ denominado temperatura média de transi¢do ou
temperatura de melting (Tm). De acordo com a figura 18 B e com a tabela 6, o Tm da

camptosemina nao sofre alteracdo dependente de concentragao.
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Tabela 6: Temperatura de melting de camptosemina, na presenca de Gdn-HCI, obtida através da técnica de

dicroismo circular.

Concentragdo da camptosemina (uM) Tm (K)
6,5 343,57 £ 0,40
13 342,46 +£ 0,88
28 345,15 +0,26

A temperatura de melting apresentada pelas trés concentracdes da camptosemina em
presenca de Guanidina-HCI e a impossibilidade de obter-se a completa desnaturag¢do térmica na
auséncia do agente caotropico, indicam que camptosemina ¢ uma proteina muito estavel.
Segundo Srinivas et al (2001), as lectinas de legumes apresentam grande resisténcia a
desnaturagdo térmica, com temperaturas de melting que variam entre 332 ¢ 365 K. E sugerido que
esta estabilidade ¢ conferida, ao menos em parte, pela forca das interagdes intersubunidades
responsaveis pela manuten¢do da estrutura quaternaria deste grupo de proteinas.

Além da estabilidade frente a variacdes térmicas, a camptosemina também foi submetida
a desnaturagdo quimica com a finalidade de se analisar alguns parametros termodinadmicos
envolvidos neste processo. Para isso, camptosemina em duas diferentes concentracdes foi
desnaturada com diversas concentragdes de Guanidina-HCI (0 a 7,7 M).

Assim como ¢ definido o Tm para as curvas de desnaturagdo térmica, ¢ definido a [D]SO%

que indica a concentracdo de desnaturante capaz de causar a desnaturacao de 50% das moléculas
de proteinas presentes em solucao.

De acordo com a figura 19 A, ¢ possivel acompanhar a perda gradativa de elipsidade de
camptosemina mediante aumento na concentracdo de Guanidina-HCI. Na figura 19 B ¢é possivel

observar as curvas de desnaturacao obtidas para as duas concentragdes de proteina.
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Figura 19: Desnaturagio Quimica da camptosemina monitorada por dicroismo circular. (A) Espectros de
dicroismo circular obtidos com 9 uM de proteina e concentragdes crescentes de Guanidina-HCL. (B) Curvas de
desnaturacdo para duas concentragdes distintas da camptosemina (9 pM e 19,5 uM), ajustadas de acordo com a
equagdo 7 apresentada no apéndice. Desnaturagdo monitorada em 220 nm, expressa em termos da fracdo de
proteinas desnaturadas, em fungdo da concentragdo de Guanidina-HCL.

O desenovelamento mostrou-se concentragcao dependente sendo que a [D]SO% apresentada
para camptosemina 19,5 pM foi de 4,82 M de Guanidina-HCI, e 3,72 M de Guanidina-HCl para 9
uM de camptosemina.

A desnaturacdo quimica da camptosemina também foi monitorada por fluorescéncia

intrinseca e pode ser visualizada na figura 20.
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Figura 20: Desnaturagio Quimica da camptosemina monitorada por Fluorescéncia Intrinseca. (A) Espectros de
fluorescéncia obtidos com 4,5 uM de proteina e concentragdes crescentes de Guanidina-HCl. (B) Curvas de
desnaturacdo para duas concentragdes distintas da camptosemina (4,5 uM e 10 uM), ajustadas de acordo com a
equagdo 7 apresentada no apéndice. A desnaturacdo foi monitorada através do centro de massa, expressa em termos
da fragdo de proteinas desnaturadas, em fun¢@o da concentra¢do de Guanidina-HCI em mesmo tampao.

Embora existam outros residuos responsaveis pela emissdo de fluorescéncia intrinseca
pelas proteinas, o fluoréforo dominante ¢ o grupamento indol do Triptofano. Para evitar a
excitacdo de outros aminodcidos, nos ensaios realizados com camptosemina, a excitagdo se deu
em 295 nm, comprimento onde a Fenilalanina e a Tirosina ndo absorvem luz (LAKOWICZ,
1999).

Quando excitada em 295 nm, camptosemina exibiu um maximo de emissdao em torno de
332 nm, caracteristico de residuos de Triptofano em ambiente ndo polar (internalizados no cerne
hidrofobico da proteina).

O espectro de emissdo mostrou progressivo deslocamento (red shift) conforme a
concentragdo de Guanidina-HCl foi aumentada, atingindo 352 nm, o que indica que em
concentragdes de Guanidina-HCI superiores a 5,7 M os residuos de Triptofano apresentam-se em
ambiente polar, expostos ao solvente (Figura 20 A). O red shift € caracteristico de proteinas que
sofreram desnaturacdo, ou seja, os residuos que estavam “enterrados” na estrutura da proteina
ficaram expostos quando a proteina perde sua estrutura tercidria.

Assim como foi observado por dicroismo circular, a desnaturagdo quimica monitorada por
fluorescéncia mostrou—se dependente de concentragdo. Na concentragdo de 4,5 uM da

camptosemina a [D];,, obtida foi de 3,48 M de Guanidina-HCl. J& para camptosemina 10,0 uM ,
a [D],, foi de 4,09 M de Guanidina-HClI.
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Reenovelamento ou reversibilidade refere-se a reaquisicao da estrutura nativa da proteina
ap6s a desnaturacdo (JAENICKE; RUDOLPH, 1986). Para que fossem possiveis estudos
relativos a estabilidade da camptosemina, fez-se necessario elucidar se a desnaturagdo quimica da
proteina era reversivel.

Para isso foi realizado um ensaio preliminar no qual amostras da camptosemina foram
incubadas com uma solucdo 7 M de Guanidina-HCI] e posteriormente diluidas para uma
concentracdo final de Guanidina-HCI variando entre 048 M e 6,64 M. As amostras
permaneceram incubadas overnight e entdo seus espectros de fluorescéncia foram obtidos.

De acordo com a figura 21, construida com base nos espectros de fluorescéncia obtidos, o
reenovelamento foi possivel apos a desnaturagdo quimica ndo sendo observada a presenca de

intermediarios durante o processo.
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Figura 21: Curva de Reenovelamento Quimico da camptosemina. Curva de reenovelamento da camptosemina (4,5
uM em tamp@o Tris 20mn, NaCl 20 mM pH 8,0), monitorada através do centro de massa, expressa em termos da
fragdo de proteinas desnaturadas, em fun¢do da concentragdo de Guanidina-HCl em mesmo tampao. Os espectros
foram obtidos em um espectrofluorimetro ISS K2 (ISS, IL, USA), modo estatico, a 22 °C, utilizando-se cubetas de
quartzo com 1 cm de caminho optico, com comprimento de onda de excitacdo de 295 nm e intervalo de emissdo de
300 a 400 nm.
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A proteina reenovelada foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular e o pico de

eluicdo foi comparado ao da eluicdo da proteina nativa (figura 22).
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Figura 22: Cromatografia de Exclusio Molecular da camptosemina nativa e reenovelada. em coluna Superdex
200. 500 pL da camptosemina nativa (104,5 uM) e equivalente concentragdo da camptosemina reenovelada, ambos
em tampao Tris 20 mM, 20 mM NaCl pH 8,0 foram submetidos a Cromatografia de Exclusdo Molecular em coluna
Superdex 200 equilibrada com tampdo Tris 20 mM, 0,2 M Lactose, 0,3 M NaCl pH 8,0 mM, onde fragdes de 1 mL
foram coletadas a um fluxo constante 1 mL/min. O perfil de elui¢do foi monitorado através da leitura da absorbancia
em 280 nm. As setas indicam a elui¢do dos padrdes:1) - Amilase (200 kDa), 2) Anidrase Carbonica (30 kDa) e 3)
Citocromo C (12 kDa).

O pico obtido para camptosemina reenovelada ¢ compativel ao obtido para a
camptosemina nativa. Como produtos de reenovelamento ndo sdo amostras homogéneas, o pico
obtido com a proteina apds o reenovelamento ndo € simétrico, contendo provaveis agregados.

O pool constituido pelas fragdes de 15 a 17, que eluiram na mesma posi¢ao da proteina
nativa, foi entdo submetido a dicroismo circular com subseqiiente desconvolu¢ao do espectro
obtido utilizando os programas CDSSTR e CONTINLL do pacote CD Pro (JOHNSON et al,
1986; KEIDERLING et al, 1991; YANG et al, 1986; SREERAMA et al, 1999). O programa
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SELCON 3 nao foi capaz de determinar uma solucao para nenhuma das duas formas da proteina.
Foi realizada ainda a desconvolucao do espectro obtido para a camptosemina nativa. A média dos

resultados obtidos pode ser observada na tabela 7.

Tabela 7: Desconvolugio dos espectros da camptosemina nativa e reenovelada.

Camptosemina Nativa (%) Camptosemina Reenovelada (%)
Estrutura (:I:O, 04 ) (:I:0,0 5)
o - hélices 4,10 4,40
Folhas B 45,00 48,00
Voltas 23,00 23,00
Desordenadas 31,00 30,00

Os espectros obtidos foram analisados com os programas do pacote CDPro, CDSSTR e CONTINLL para
a andlise de fracBes de estruturas secundarias.

Analisando a contribui¢do de cada elemento de estrutura secundéria nas proteinas nativa e
reenovelada, fica evidente que a proteina reenovelada apresenta contetido de estrutura secundaria
compativel ao da nativa, indicando que este nivel de organizagdo foi readquirido apds o
reenovelamento.

O reenovelamento de camptosemina também foi acompanhado por emissdo de
fluorescéncia intrinseca da proteina. Na figura 23 estdo apresentados os perfis de emissdo da

proteina nativa, desnaturada e reenovelada.
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Figura 23: Perfis de Desnaturagdo e Reversibilidade Quimica da camptosemina acompanhados por Fluorescéncia.
Os espectros de fluorescéncia da proteina nativa ¢ reenovelada foram obtidos utilizando-se 200 pl do pool
constituido pelas fragdes 15-17 da elui¢do em Superdex 200 (DO,go de 0,2) e 200 uL. de tampédo Tris 20 mM, 0,2 M
Lactose, 0,3 M NaCl pH 8,0, em um espectrofluorimetro ISS K2 (ISS, IL, USA), modo estatico, a 22 °C, utilizando-
se cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico, com comprimento de onda de excitagdo de 295 nm e intervalo de
emissdo de 300 a 400 nm.

Com o desenovelamento, 0 maximo de emissao foi deslocado de 332 nm para 352 nm.
Apobs o reenovelamento, 0 madximo de emissdo retornou (blue shift) para 336 nm, o qual foi
caracteristico de proteina enovelada. Embora a intensidade apresentada apds o reenovelamento
tenha se mostrado inferior aquela da proteina nativa, os maximos de emissdo observados,
sugerem que o ambiente dos Triptofanos na lectina reenovelada coincide com o dos Triptofanos
da lectina nativa. A diminuicdo na intensidade significa que o reenovelamento ndo foi total, ou
seja, que a desnaturacdo ndo foi 100% reversivel. Os resultados obtidos sdo compativeis com
uma reversibilidade de aproximadamente 60%.

Apesar da camptosemina readquir a estrutura secundaria, terciaria e apresentar volume de
eluicdo semelhante a proteina nativa apds o reenovelamento, ainda era necessario obter

informagdes sobre a atividade biologica. Desta forma, o pool constituido pelas fracdes de 15 a
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17, relativo a eluicdo da proteina reenovelada, foi testado quanto a sua capacidade
hemoaglutinante. Apesar de se tratar de um ensaio qualitativo, foi possivel notar que a atividade
hemoaglutinante de camptosemina foi restaurada apds o reenovelamento. Isto indica que
camptosemina readquiriu também sua atividade bioldgica e, provavelmente, sua estrutura nativa.
Assim, os resultados somados sugerem que a reconstituicdo da camptosemina foi alcancada em
termos de estrutura e atividade.

Transi¢des que ocorrem com a formagdo de intermediarios sdo associadas a curvas de
desnaturacdo bifdsicas ou ndo sobreponiveis quando diferentes técnicas espectroscopicas sdo
usadas, monitorando diferentes propriedades da proteina (SINHA et al, 2005).

Quando observadas separadamente, as curvas de desnaturagdo de camptosemina obtidas
por Dicroismo Circular e por Fluorescéncia, ndo apresentam evidéncias da presenca de
intermediarios de transicdo. Quando observadas em conjunto, € possivel notar grande
conformidade entre os resultados das duas técnicas, sendo as duas curvas quase que totalmente
sobreponiveis (figura 24). A sobreposi¢do dos dados obtidos pelas duas técnicas demonstra que

camptosemina perde as estruturas secundaria e terciaria concomitantemente.

1.0 1

—— Dicroismo Circular
— Fluorescéncia -

0.8

0.6 -

0.4

Concentra¢do de Guanidina-HCI (M)

Figura 24: Comparagio das curvas de desnaturagio quimica de camptosemina por dicroismo circular e
fluorescéncia. Os espectros de CD e fluorescéncia apresentados foram obtidos com camptosemina 9 uM e 10 uM,
respectivamente.
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Segundo Mitra et al (2002), a auséncia de intermediarios enovelados sugere que as
interacoes intersubunidades tém papel fundamental na estabilidade de proteinas oligoméricas
onde uma significativa porcentagem da estabilidade conformacional do oligdmero dé-se através
de interagdes quaternarias. Desta forma, os protomeros isolados sdo menos estdveis ou
completamente instaveis e por isso ndo sao detectados.

A andlise dos resultados obtidos com concentracdes diferentes de proteina mostra que a
desnaturagao da camptosemina ¢ dependente da concentracdo. No modelo de dois estados a

[D]SO% ¢ definida como a concentracdo de desnaturante na qual a fragdo de tetrameros enovelados
¢ igual & fracdo de mondmeros desnaturados. E nesta concentragdo que K =0,5Pt° ¢ desta
forma, a concentracdo de desnaturante [D]SO% ¢ dependente da concentragdo de proteina sendo

esperada a alteragdo do valor de [D]SO% com a concentragdo de proteina. .

A inexisténcia de intermediarios de transi¢do e sobreposicao das curvas de desnaturagao
analisadas por técnicas diferentes aliadas a reversibilidade apresentada pela proteina apods
desnaturacdo, permite tratar camptosemina como uma proteina que segue uma dinadmica de dois
estados. Desta forma, apenas s3o observadas duas espécies no equilibrio: tetrAmeros
completamente enovelados (N4) e mondmeros completamente desenovelados (U).

Os dados obtidos na desnaturacdo da camptosemina, acompanhados por CD e
Fluorescéncia foram ajustados separadamente de acordo com o modelo de dois estados, sendo as
curvas para cada concentragdo de proteina tragcadas individualmente de acordo com a equagdo 7
apresentada no apéndice (figuras 19 e 20). Os pardmetros termodindmicos associados a estes
ajustes sdo apresentados na tabela 8.

O aAGp:s*" ¢ a diferenga entre a energia livie de 1 mol de tetrameros ¢ 4 moles de

mondmeros na auséncia de desnaturante. Caso o modelo de desnaturagdo esteja sendo

corretamente utilizado, os valores de AG}+S*” devem ser constantes em todas as concentragdes
2

de proteinas (MALLAM; JACKSON, 2005). Ainda segundo os mesmos autores os valores de m,
que mede a variacdo da energia livre de acordo com a variagdo da concentracdo de Guanidina-

HCI, também devem ser mantidos constantes.
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Tabela 8: Pardmetros termodindmicos do ajuste dos dados de desnaturagio quimica da camptosemina em um
modelo de dois estados.

Far-UV CD Fluorescéncia
Pt(uM) [D]so% m,, ap AGZ“:M) Pt(uM) [D]SO% M, ap AGZ“:“D
M Gdn- AL ! (M Gdn- R “
HCl) (Kimol M (KJ mol ) HCI) (KImpl M kol )
) )
9,0 3,72+0,05 10,60 125,99 4.5 3,49+0,02 10,70 129,716
+0,6 +0,03 +0,3 +0,006
19,5 4,82+0,07 9,80 128,6 10,0 4,09+0,02 10,30 128,718
+0,7 +0,05 +0,2 +0,004

Parametros calculados em termos da concentracao de monomeros.

Assim como acontece com a lectina de Erythrina indica (GHOSH; MANDAL,
2006) camptosemina apresenta diferenca de aproximadamente 1 M nas [D]SO% obtidas na

desnaturagdo das duas concentragdes de proteina utilizadas. Apesar disto, os valores obtidos para

me AGH$*P se mantém praticamente constantes, como esperado para o modelo de dois estados e
2

em conformidade com os obtidos para concanavalina A quando analisados na mesma faixa de
temperatura e mediante mesmo modelo (SINHA et al, 2005).

Embora a forma de associacdo da camptosemina ndo seja conhecida, sabe-se que a
estabilidade das lectinas de legume estd ao menos em parte relacionada aos modos de
oligomerizacdo apresentados por estas proteinas (SRINIVAS et al, 2001). Além disso, a auséncia
de intermedidrios de desnaturacdo detectdveis apontam para fortes interagdes intersubunidades.
Estes dois fatores podem ajudar a elucidar a grande estabilidade apresentada por camptosemina

quando submetida a desnaturacao térmica e quimica.



Resultados e Discussao 63

4.12 Estabilidade em fungéo do pH analisada por Fluorescéncia Extrinseca.

A fim de se analisar possiveis mudancas conformacionais da camptosemina, devida a
mudancga do pH do meio, o ANS foi utilizado como uma sonda para observagao de exposicao ou
oclusdo de regides hidrofobicas na estrutura da proteina (figura 25).

O [-Anilino-8-Naphyhalene Sulfonate (ANS) ¢ uma sonda hidrofobica utilizada quando
se deseja obter informagdes a respeito das alteragcdes conformacionais que ocorrem nas proteinas
(SCHONBRUNN et al, 2000). Em meio aquoso, o rendimento quantico do ANS é extremamente
baixo porém um consideravel aumento acontece quando o mesmo interage de forma inespecifica
com regides hidrofobicas de proteinas (ENGELHARD; EVANS, 1995). Ao se ligar ocorre
aumento na intensidade de fluorescéncia emitida acompanhada por um deslocamento do maximo

de emissao (blue shift) de 520 nm para 470 nm (CHATTERJEE; MANDAL, 2003).

=
[=}
1

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)
o
™
|

Figura 25: Fluorescéncia Extrinseca As medidas foram realizadas em um espectrofluorimetro ISS K2 (ISS, IL,
USA), modo estatico, a 22 °C, em cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico, com comprimento de onda de
excitagdo de 360 nm ¢ intervalo de emissdo de 400 a 600 nm. Utilizou-se 395 uL. de tampao Acetato Fosfato Borato
20 mM, em cada um dos pHs desejados, 5 uL. da camptosemina 264,8 uM em tampao Tris 20 mM, 20 mM NaCl pH
8,0 ¢ 1 uL de solugdo de ANS 57,5 mM em agua.
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Embora demonstrado por Goto (2007) que a camptosemina apresenta-se enovelada em
toda faixa de pH testada, ¢ possivel observar pelo ensaio de ligacao que a afinidade de ligacao do
ANS pela proteina decresce conforme o pH varia de 4cido para basico. Isto significa que ocorre
exposi¢ao de regides hidrofobicas na superficie da proteina conforme o pH se torna acido.

Acredita-se que o perfeito balango entre exposicao e oclusdo de regides hidrofobicas se dé
em torno do pH fisiologico (pH 7-8) e que em pHs 4acidos pode estar acontecendo relativa
abertura da estrutura tetramérica com conseqiiente exposicao de regides hidrofobicas presentes
nas interfaces de ligacdo dos protomeros da proteina. Por outro lado, em pHs basicos, a estrutura
quaternaria pode se tornar levemente mais compacta ocluindo regides normalmente expostas

quando a lectina encontra-se em condicoes fisiologicas.
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Este trabalho relata o é€xito obtido no isolamento de uma nova lectina a partir das
sementes de Camptosema ellipticum, utilizando-se Cromatografia de Exclusao Molecular e
Cromatografia de Troca Ionica.

Camptosemina ¢ uma proteina constituida por quatro protomeros de aproximadamente 26
kDa, com afinidade de ligacdo a N-acetilgalactosamina e cuja estrutura primaria apresenta 58 %
de identidade com a seqiiéncia de aminoacidos de uma lectina presente na casca de Robinia
pseudoacacia, expressa pelo clone LECRPAA4.

Ao contrario do que acontece com a maioria das lectinas da familia das leguminosas,
camptosemina foi capaz de causar hemoaglutinacdo apds ter sido submetida a desmetalizagdo
porém, mais estudos precisam ser realizados para a elucidagdo deste resultado.

Os ensaios de desnaturagdo-reenovelamento apontam para um modelo de desnaturacdo
reversivel de dois estados onde o tetramero completamente enovelado d4 origem a 4 mondmeros

completamente desnaturados, sem a observacdo de intermedidrios. Através do Tm e do

N,<4D . . y , . . \ ~
AG,. , obtidos, nota-se que camptosemina ¢ uma proteina muito resistente a desnaturagdo
2

provocada por temperatura e por agente caotropico, como ¢ demonstrado também para outras

lectinas pertencentes a mesma familia.
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Apéndice

e Cilculo das energias livres de desnaturacao da camptosemina.

Os dados de desnaturagao foram ajustados de acordo com um modelo de dois estados,
onde o tetramero nativo (N4) estd em equilibrio com o monomero desnaturado (D) (JOHNSON
et al, 1995; MALLAM; JACKSON, 2005):

N, <X >4Uu (1)
sendo a constante de equilibrio de desnaturagdo definida por:
k=[] ] o

A concentragdo total da proteina em termos de mondmero (Pt) ¢ descrita por:
Pt=4[N,]+[U] 3)
As fracdes de proteina nativa (Fn) e desnaturada (Fu) sdo dadas, respectivamente, por:
Fn=4[N,]/ Pt 4)
Fu=[U]/ Pt (5)
O rearranjo das equacdes 2 a 5 resultam na seguinte equacao de 4 ordem:
Fu* +(Fuk /4P )~ (K 14P*)=0 %
K pode ser definido de acordo com o modelo de energia livre linear (GREENE; PACE,
1974), no qual a energia livre de desnaturacdo varia linearmente com a concentracdo do
desnaturante:
AG, =-RTIn(K)=AG,, , —m[D] (8)
na qual [D] corresponde a concentra¢do do desnaturante.

AG, , € a energia livre de desnaturagdo na auséncia de desnaturante e m ¢ uma constante

de proporcionalidade da mudanga da energia livre em fun¢ao da concentra¢ao de desnaturante.

[D]SO% ¢ definida como a concentragdo de desnaturante na qual Fn=Fu=0,5. Nesta

concentragao:
[U]=0,5P: e 4N,]=0,5Pt

K=[U]'/[N,]= K =0,5P
Substituindo K em 8:
AG,, 5 =—RT(0,5P¢ )+ m[D]s,, 9)
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Desta forma:
K = exp{RT In(0,5P*) |/ RT = m([D1,,,, —~[D])/ RT}
Os dados obtidos nos ensaios de CD e Fluorescéncia foram ajustados de acordo com a

solucdo adequada extraida da equagdo 7, utilizando o programa MATHEMATICA®.
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