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ABREVIATURAS E DEFINICOES

A ALA ALANINA
C Cys CISTEINA
D AspP AcIDO ASPARTICO
E GLU AciDo GLUTAMICO
F PHE FENILALANINA
G GLy GLICINA
H His HISTIDINA
I ILE ISOLEUCINA
K Lys LISINA
L LEU LEUCINA
M MET METIONINA
N ASN ASPARAGINA
Q GLN GLUTAMINA
R ARG ARGININA
S SER SERINA
T THR TREONINA
Vv VAL VALINA
W TRP TRIPTOFANO
Y TYR TIROSINA
Z GLx GLUTAMICO/GLUTAMINA
B AsX ASPARTICO/ASPARAGINA
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ACN
BSA
CCA
CD
HPLC
kDa
Mr
nm

PBS

pl

PVP

RMS
SDS-PAGE
SELCON
Tris

TFA

UH

Absorbancia a 280 nm

Acetonitrila

Albumina sérica bovina

Convex Constraint Analysis

Circular Dichroism

High-performance liquid chromatography
Kilo Dantons

Massa molecular relativa

namoémetro

Phosphate buffered saline — solugdo salina tamponada
com fosfato

Ponto isoelétrico

Polivinilpiridina

Root mean square — desvio médio quadratico

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
Self-consistent method (método auto-consistente)
Tris(hidroximetil) aminometano

Acido trifluoracético

Unidade hemaglutinante — definida como o inverso da mai-
or diluicdo de uma dada solugéo protéica que ainda é ca-

paz de aglutinar uma suspenséo de hemacias a 2 %.
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RESUMO

Trés lectinas de sementes de Artocarpus integrifolia L., com es-
pecificidades distintas foram eficientemente isoladas e purificadas por cromato-
grafia de afinidade. A lectina D-galactose-ligante foi isolada em coluna de galac-
tomanana de Adenanthera pavonina, a lectina D-manose-ligante em coluna de
agarose-manose e a lectina quitina-ligante foi isolada em coluna de quitina. Es-
tas lectinas foram denominadas de FRUTALINA, FRUTAPINA € FRUTAQUINA, respec-
tivamente. Elas sdao capazes de aglutinar hemacias de animais e humanas do
sistema ABO, ndo sendo especificas para nenhum grupo. As lectinas de semen-
tes de Artocarpus integrifolia L. foram caracterizadas estruturalmente. A mas-
sa molecular aparente determinada por filtracdo em gel em coluna Superdex 75
HR, em presenca de D-galactose 0,2 M e D-glucose 0,2 M, para a frutalina e
frutapina foi de aproximadamente 60 kDa, enquanto que a frutaquina apresen-
tou uma Mr em torno de 12 kDa. Por PAGE-SDS a frutalina apresentou duas
bandas protéicas de 15 e 12 kDa, a frutapina e frutaquina apresentaram uma
unica banda protéica de 13 e 6,3 kDa, respectivamente. Conciliando os dados
de filtragdo molecular e os obtidos em PAGE-SDS podemos sugerir que as su-
bunidades monoméricas da frutalina e frutapina se associam formando um te-
tramero, e as da frutaquina formando um dimero. A frutalina e a frutapina tém
uma composi¢cao de aminoacidos rica em aminoacidos acidos e hidroxilados, um
alto conteudo de glicina e auséncia de cisteina, por outro lado, a cisteina € um
aminoacido abundante na frutaquina, representando mais de 14 % do total. A
estrutura secundaria das trés lectinas é predominantemente composta por estru-
tura B, ndo apresentando a-hélice, embora a frutapina e frutaquina ndo apresen-
tem espectros de dicroismo circular caracteristico de estrutura . A sequéncia
N-terminal da frutalina e frutaquina foi determinada e, quando estas foram sub-

metidas ao alinhamento do banco de dados BLAST, a frutalina apresentou uma




alta identidade com a jacalina, mais de 90 %, e com outras lectinas jacalina re-
lacionadas enquanto a frutaquina nao apresentou identidade estrutural com ne-
nhuma lectina até o0 momento sequenciada. Desta forma ela deve constitui uma
nova familia de lectina. A estabilidade da estrutura quaternaria da frutalina foi
avaliada em fungéo do pH, na presenca e auséncia de D-galactose e D-glucose.
O efeito da variagdo do pH na estrutura da frutalina foi monitorado por cromato-
grafia de exclusao molecular, verificando-se que os agucares, de alguma manei-
ra, estabilizaram a estrutura tetramérica da frutalina. O efeito destes dois mo-
nossacarideos mostrou que a frutalin@ € uma lectina de especificidade multipla,
ou seja, ela reconhece monossacarideos estruturalmente nao relacionados. As-
sim, propomos uma nova subdivisdo para as lectinas, LECTINAS MULTIVALENTES,
proteinas constituidas exclusivamente de dominios ligantes a carboidratos que
sdo idénticos ou muito homélogos, mas que reconhecem agucares ndo relacio-
nados estruturalmente. Assim, lectinas que apresentam especificidade muiltipla,

estariam enquadradas nesta classe.




ABSTRACT

Three lectins from Artocarpus incisa L. seeds, showing different
sugar-binding properties, were efficiently isolated and purified by affinity chro-
matography. The D-galactose-binding lectin was isolated on an Adenanthera
pavonina L. cross-linked galactomannan while the D-mannose-binding lectin was
isolated on agarose-mannose and the chitin binding lectins was isolated on chi-
tin columns. These lectins were named FRUTALIN, FRUTAPIN € FRUTACHIN, respec-
tively. The three lectins showed hemagglutinating activities against animal and
human ABO system red blood cells, although with no apparent group specificity.
With respect to their structure, the three lectins showed some peculiarities.
When the apparent molecular masses (Mr), determined by gel filtration on Su-
perdex 75 HR, in the presence of D-galactose and D-glucose were determined,
while frutalin and frutapin showed values of 60 kDa, frutachin showed a value of
12 kDa. On the other hand, by PAGE/SDS, frutalin showed two bands (15 and
12 kDa) while only one band was found both for frutapin (13 kDa) and frutachin
(6.5 kDa). These data suggest that frutalin and frutapin are tetramers and fru-
tachin a dimmer. Frutalin and frutapin showed a very similar amino acid compo-
sition, with high contents of glycine and acidic and hydroxylated residues and
absence of cysteine while frutachin showed a very high content of this amino
acid (more than 14%). The secondary structures of the three lectins were
showed to be predominantly B, with no significant a-helix, although frutapin and
frutachin did not show CD spectra characteristics of -structure. The frutalin and
frutachin N-terminal amino acid sequences were determined and submitted to
alignment (BLAST data bank); while frutalin showed more than 90 % of identity
with jacalin, frutachin showed identity with no lectin described. Thus frutachin
may constitute a new lectin family. The stability of frutalin quaternary structure,

with to pH, was investigated by gel filtration, in the presence and absence of D-




glucose and D-galactose. The presence of these sugars stabilized the structure
of the lectin. The effects of these two sugars, structurally non related, suggest
that frutalin must recognize both monosaccharides, and allow us to define a new
subdivision for the lectins, the MULTILECTINS, or proteins composed by carbohy-
drate-binding domains, which are identical or highly homologous, but recogniz-
ing structurally non related sugars. Thus, lectins showing multivalent specificity
should be included in this class.
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Introducdo - Lectinas Vegetais !

l. INTRODUCAO

1 LECTINAS VEGETAIS
1.1.1. CONSIDERACOES GERAIS

No final do século XIX, mais precisamente em 1888, o estudo das
lectinas teve seu marco inicial com a Tese de Doutorado de Herman Stilimark,
desenvolvida na Universidade de Dorpad e intitulada: Uber Rizin, ein Giftiges
Ferment aus Samen von Ricinus communis L., und Einigen Anderen Eu-
phorbiaceen (Sobre ricina, um fermento todxico de sementes de Ricinus com-
munis L.,e algumas outras espécies de Euforbiaceas) (STILLMARK, 1888). Stil-
Imark observou que extrato de sementes de Ricinus communis aglutinava célu-
las vermelhas. Embora, hoje esteja claro que a ricina isolada por Stillmark era
uma mistura complexa das moléculas ricina verdadeira (toxica) e aglutinina
(ndo téxica), seu trabalho pioneiro foi um evento significante em biologia por ele
ter sido o primeiro a relacionar a toxicidade da manoma (Ricinus communis) a
ocorréncia de um fator protéico hemaglutinante. Mais ainda, sua descoberta foi
também um marco na bioquimica vegetal, pois a “ricina” foi a primeira proteina
de planta a ter sua atividade biolégica bem definida (VAN DAMME et al.,
1998a).

A medida que mais fatores aglutinantes foram descobertos em ou-
tras plantas, o termo “Blutkérperchenagglutinin” — hemaglutinina foi introduzido
como um nome comum para todas substancias que exibiam esta atividade bio-
Iégica particular (ELFSTRAND, 1898). Esta denominagao perdurou até a primei-
ra metade do século XX. Entretanto, quando se descobriu que algumas hema-
glutininas aglutinavam seletivamente células sanguineas de um grupo sangui-
neo humano particular, o novo termo lectina (derivado do verbo latim /egere,

Lectinas de Sementes de Artocarpus incisa, Monteiro-Moreira, 2002
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Introdugdo - Lectinas Vegetais 2

que significa selecionar) foi introduzido por denotar este aspecto da seletividade
(BOYD & SHAPLEIGH, 1954). Independente do seu exato significado, etimolo-
gicamente falando, os termos aglutinina, hemaglutinina, fitohemaglutinina (aglu-
tininas vegetais) e lectina sdo usados para indicar 0 mesmo grupo de proteinas.
Ainda que nao exista um consenso geral, o termo lectina € o mais comumente
usado pela comunidade cientifica (VAN DAMME et al., 1998a).

1.1.2. DEFINICOES E SUBDIVISAO DAS LECTINAS

Ao longo de mais de um século de estudo sobre lectinas, este gru-
po heterogéneo de proteinas recebeu diferentes definicdes. A primeira definicédo
foi baseada primariamente na sua especificidade por acucar e inibicdo da rea-
¢cao de aglutinacdo. Desta forma, GOLDSTEIN et al., (1980) definiram as lecti-
nas como sendo proteinas ou glicoproteinas de origem ndao imune que
interagem com carboidratos de maneira especifica, aglutinando células
e/ou precipitando glicoconjugados. Esta definicdo era limitada, pois excluia
toxinas que aglutinavam fracamente (tais como ricina, abrina e modecina, dentre
outras). Posteriormente, esta definicao foi estendida e as lectinas foram com-
preendidas como proteinas ou glicoproteinas de natureza ndao imune que
possuem um ou mais sitios de reconhecimento a carboidratos e/ou glico-
conjugados capazes de se ligar especifica e reversivelmente a terminais
carboidratos sem alterar a estrutura quimica dos mesmos, podendo aglu-
tinar células e/ou precipitar glicoconjugados (KOCOUREK & HOREJSI,
1981). Esta definicdo exclui outras proteinas ligantes de agucar, tais como as
varias enzimas especificas por agucares, horménios e proteinas transportado-
ras, mas inclui as lectinas monovalentes, como as de orquideas e bulbos. Da
mesma forma a definicdo exclui ainda lipidios (como o acido oléico e o dioleil
fosfatideo) e gangliosideos, que aglutinam eritrécitos de coelho e de rato, mas

que, ao contrario das lectinas, apresentam uma aglutinagdo insensivel a varia-
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cdo de temperatura (RUSSEL et al., 1983) e ndo sé&o inibidos por agucares sim-
ples (TSIVIAN e SHARON, 1981).

KENNEDY et al., (1995) definiram as lectinas como proteinas que
se ligam hidrofobicamente a carboidratos com caracteristicas especificas,
tendo a habilidade de induzir a aglutinacao de células. Esta definicdo chama
atencdo para um tipo de interagdo que ocorre entre as lectinas e carboidratos.
De fato BARONDES (1988) e SHARON & LIS (1990) ja haviam relatado a exis-
téncia de sitios hidrofébicos adicionais. Hidrofobicidade é a principal forca de
interac@o de lectinas com carboidratos, através dos sitios de ligacdo a carboi-
dratos (QUIOCHO, 1986), e com outras proteinas, ou outras substancias, atra-
vés dos chamados sitios hidrofébicos (ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983; KELLA
et al., 1984; ROBERTS et al., 1986; BARONDES, 1988).

Mais recentemente PEUMANS & VAN DAMME (1995) apresenta-
ram uma definicdo bem mais geral quando consideram que o unico pré-requisito
para uma proteina vegetal ser classificada como lectina é que esta apresente,
pelo menos, um dominio nao catalitico que se liga reversivel e especifica-
mente a mono ou oligossacarideo. Esta nova definicdo € muito mais abran-
gente do que aquelas propostas até entdo, desde que inclui um grande nimero
de proteinas que se comportam de modo diverso no que diz respeito as suas
propriedades aglutinantes e/ou de precipitagao de glicoconjugados. Com base
na estrutura das subunidades lectinicas (ou mais precisamente nos produtos da
traducao dos genes das lectinas) quatro tipos principais de lectinas sdo distin-
guidos e denominados de merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e su-
perlectinas (VAN DAMME et al., 1998a).

* MEROLECTINAS sd0 proteinas pequenas consistindo exclusivamente de
um unico dominio ligante a carboidrato. Devido a sua natureza monova-
lente, sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células.
Até o presente momento poucas merolectinas tém sido descritas. Exem-
plos bem conhecidos sdo a heveina, proteina ligante de quitina, isolada a
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partir do latex da seringueira (Hevea brasiliensis) e as proteinas
monoméricas ligantes de manose isoladas de orquideas e liliaceas.
HOLOLECTINAS também sdo constituidas exclusivamente de dominios li-
gantes a carboidratos. Entretanto, em contraste com as merolectinas, e-
las contém dois ou mais dominios ligantes a carboidratos que sdo idénti-
cos ou muito homdlogos e ligam o mesmo agucar ou um outro estrutural-
mente similar. Como as hololectinas tém sitios ligantes multiplos sao to-
das capazes de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. A maio-
ria das lectinas de plantas se enquadra no subgrupo das hololectinas.
QUIMEROLECTINAS sao basicamente proteinas de fusdo compostas por um
dominio ligante a carboidrato e um outro dominio n&o relacionado. Este
dominio pode ter uma atividade catalitica bem definida (ou qualquer outra
atividade biolégica), mas que atue independentemente do dominio ligante
a carboidrato. As quimerolectinas que possuem multiplos sitios ligantes a
carboidratos podem se comportar como hololectinas. As RIPs Tipo 2, que
possuem dois sitios ligantes a carboidrato na cadeia B, sdo um exemplo,
pois também aglutinam células. Por outro lado, quimerolectinas com um
unico sitio ligante a carboidrato tém um comportamento similar ao das
merolectinas. As quitinases de planta Classe 1, por exemplo, que possu-
em apenas um dominio ligante por molécula, ndo séo capazes de agluti-
nar células ou precipitar glicoconjugados.

SUPERLECTINAS sdo um tipo especial de quimerolectinas. Elas sdo protei-
nas de fusdo com dois dominios ligantes a carboidratos que sao estrutu-
ralmente diferentes e reconhecem acgucares estruturalmente nao relacio-
nados. Até o presente momento, somente uma superlectina foi descrita, a
TxLC-l, uma lectina isolada de bulbos de tulipa (CAMMUE et al., 1986).
Esta lectina apresenta dois dominios ligantes a carboidrato, um especifi-
co por manose e o outro por N-acetilgalactosamina (VAN DAMME et al.,
1996a).
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1.1.3. DETECGAO E ESPECIFICIDADE DO DOMINIO LIGANTE A CARBOIDRATO

DE LECTINAS DE PLANTA

Um obstaculo que deve ser superado nos experimentos de purifi-
cagéao de lectinas é a sua detecgdo. A presenca de lectina em uma determinada
amostra pode ser detectada verificando se a mesma aglutina eritrocitos ou pre-
cipita polissacarideos e glicoproteinas, e demonstrando serem estes efeitos ini-
bidos por agucares simples ou complexos e abolidos apds o tratamento térmico

da amostra em questao.

A atividade hemaglutinante é usualmente, determinada pelo méto-
do de diluicdo seriada e o ponto final determinado a olho nu ou com a ajuda de
uma lupa ou microscépio (MOREIRA et al., 1991). Apesar deste método de de-
teccao ser amplamente utilizado ele ndo é suficientemente sensivel para detec-
tar os varios grupos de lectinas, sendo mais eficaz na detec¢do das hololecti-
nas. Técnicas mais sofisticadas tém sido desenvolvidas para a determinacdo da
atividade das lectinas. Algumas tentativas nao tiveram aceitagcdo, como a de-
terminagdo automatica com ajuda de um fragiligrafo ou um agregrometro. Um
outro método, denominado de eletroforese de afinidade, foi desenvolvido usan-
do os principios de cromatografia de afinidade e de eletroforese (LIS &
SHARON, 1981). No entanto, esses métodos apresentam muitos inconvenientes
e ndo s&o rotineiramente utilizados. Um método sensivel para a deteccéo de
lectinas foi estabelecido por KAMEMURA e KATO (1998), que usaram a combi-
nagao de “blotting” de lectinas em membranas de polivilideno, e sondas de car-
boidratos conjugados ligados a biotina e poliacrilamida (sondas carboidrato-bp),

entre outras.

Usualmente a especificidade das lectinas de planta é expressa em
termo de sua habilidade de ligagdo a um ou mais monossacarideos especificos.
Com base neste critério, as lectinas tém sua classificacdo subdividida em lecti-

nas especificas por glucose/manose, por galactose/N-acetilgalactosamina, por
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N-acetilglucosamina, por fucose e por acido sialico (GOLDSTEIN & PORETZ,
1986). Evidentemente, esta classificagdo, embora baseada nas posi¢des das
hidroxilas dos carbonos 2, 3, e 4 dos monossacarideos e seus substituintes, nao
engloba todos os casos e exclui muitas lectinas. Por exemplo, a aglutinina de
“snowdrop” e todas as lectinas manose-ligante de monocotiledéneas relaciona-
das, que exibem uma especificidade exclusiva por manose (SHIBUYA et al.,
1988), desta forma um sexto grupo foi adicionado — lectinas que ligam exclusi-
vamente manose. Similarmente, todas as lectinas que ligam somente a oligos-
sacarideos ndo podem ser designadas em nenhum grupo de especificidade. Por
conseguinte, elas sdo usualmente referidas como lectinas com especificidade
complexa sem nenhuma especificagdo (VAN DAMME et al., 1998a). A classifi-
cacao das lectinas em grupos especificos, baseada na ligagdo a monossacari-
deos sofre outro sendo. O fato de algumas lectinas ligarem agucares simples
nao implica que esses monossacarideos sejam as suas verdadeiras moléculas
receptoras desde que estas lectinas normalmente tém uma afinidade muito mai-
or por oligossacarideos (VAN DAMME et al., 1998a).

Um outro aspecto que deve ser levado em consideragcao em rela-
cao a especificidade das lectinas de planta é sua aparente preferéncia por gli-
canos exégenos. A maioria das lectinas de planta tem uma maior afinidade por
cadeias glicanas complexas de glicoconjugados animais do que por carboidra-
tos tipicos de planta (PEUMANS & VAN DAMME, 1995). Além disso, algumas
lectinas ligam exclusivamente carboidratos que sdo raros ou totalmente ausen-
tes em plantas. Lectinas quitina-ligante, por exemplo, reconhecem esse polissa-
carideo tipico da parede celular de fungos e do exoesqueleto de invertebrados.
Da mesma maneira, lectinas &cido sialico-ligante de Maackia amurensis
(KNIBBS et al,, 1991) e Sambucus sp (SHIBUYA et al., 1987) reconhecem um
agucar, ausente em plantas, mas que € um componente glicidico predominante
nas glicoproteinas de animal. Essa preferéncia das lectinas de planta por car-
boidratos de origem animal ou microbiana tem duas consequéncias importantes:

indica que muitas lectinas sdo destinadas a se ligarem a glicoconjugados exé-
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genos melhor que a seus receptores endogenos; torna as lectinas de plantas
ferramentas importantes e uteis para o isolamento e analise de glicoconjugados
humanos e de outros animais (incluindo aplicagdes clinicas) (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995).

1.1.4. OCORRENCIA E DISTRIBUIGAO DAS LECTINAS DE PLANTA

As lectinas sdo normalmente consideradas como um grupo muito
grande e heterogéneo de proteinas (GOLDSTEIN & PORETZ, 1986). Embora
ndo exista duvida que numerosas espécies de plantas de diferentes grupos ta-
xondmicos contenham lectinas, o numero total de casos bem documentados é
menor que 500 (VAN DAMME et al., 1998a). Assumindo que todas essas plan-
tas proximamente relacionadas contenham agiutininas e que algumas novas
lectinas sejam descobertas no futuro, a ocorréncia esperada de lectinas € ainda
limitada a uma pequena fragéo no reino vegetal. Pode-se concluir, entdo, que a
ocorréncia de lectinas aglutinantes classicas em plantas € uma excecdo e néo
uma regra. Entretanto, em contraste a relativa escassez de lectinas aglutinan-
tes, quimerolectinas pertencentes as quitinases Classe | parecem estar presen-
tes em quase todas as espécies de plantas (COLLINGE et al., 1993).

Lectinas de plantas tém sido ao longo do tempo consideradas pro-
teinas tipicas de sementes. Obviamente, o fato de as lectinas terem sido desco-
bertas em sementes e o grande impacto de algumas poucas lectinas de semen-
tes no desenvolvimento da lectinologia como disciplina cientifica originou este
equivoco. Contudo, a ocorréncia de lectinas em tecidos vegetativos € bem do-
cumentada. Mais ainda, o surgimento crescente de lectinas de outras partes da
planta (ndo-semente) indica que no minimo elas séo tdo amplamente distribui-

das como as lectinas de sementes, e que sua importancia para planta bem co-
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mo para os lectin6logos possa superar as lectinas classicas de sementes (VAN
DAMME et al., 1998a).

Uma breve observagdo na ocorréncia e concentracao das lectinas
de sementes bem como de tipos diferentes de tecidos vegetativos mostra sur-
preendentes diferengas na localizagéo e abundancia relativa das lectinas indivi-
duais (ELTZLER, 1986). Lectinas de sementes, por exemplo, estao localizadas
nos cotilédones, no endosperma ou confinadas ao eixo embrionario. Normal-
mente, as lectinas perfazem de 0,1 a 5 % do conteudo total de proteina da se-
mente. Entretanto, algumas lectinas de sementes sdo as proteinas predominan-
tes, representando mais de 50 % da proteina total (como em algumas espécies
de Phaseolus), ao passo que outras estdo em quantidades bem menores, s&o
proteinas quantitativamente sem importancia. As mesmas consideragdes sao
verdadeiras para as lectinas de outras partes da planta (ndo sementes) encon-
tradas virtualmente em todos os tipos de tecidos vegetativos tais como as fo-
Ihas, caule, casca, bulbo, tubérculo, rizoma, raiz, fruto, flores, floema e também
no néctar (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

As lectinas de Galanthus nivalis (snowdrop) e do Narcissus cv.
Carlton (narciso) tém sido detectada em praticamente todos os tecidos vegetati-
vos, embora as lectinas sejam mais abundantes nos bulbos (VAN DAMME &
PEUMANS, 1990). Da mesma forma, a lectina de Solanum tuberosum (batata)
ocorre nos tubérculos, caule, folhas e frutos (KILPATRICK, 1980). A lectina de
Aegopodium podagraria, por outro lado, é confinada ao rizoma (PEUMANS et
al., 1985). Similarmente, as lectinas de bulbos de tulipa estdo presentes em
grande quantidade nos bulbos, mas ndo s&o detectdveis no caule e folhas
(PEUMANS & VAN DAMME, 1989). Finalmente, existem também alguns exém-
plos de lectinas que ocorrem tanto em sementes como em tecidos vegetativos.

Algumas lectinas de leguminosas, por exemplo, a de Robinia pseudoacacia, s&o
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encontradas tanto em sementes como em cascas. Entretanto, quando uma in-
vestigagdo acurada nos genes das lectinas dessas leguminosas foi feita, reve-
lou que as lectinas de sementes e da casca s&o codificadas por genes diferen-

tes, embora altamente homdlogos (VAN DAMME et al., 1995).

1.1.5. PAPEL FISIOLOGICO DAS LECTINAS VEGETAIS

E intrigante e controversa a discussdo sobre o papel fisiologico
das lectinas de planta, mas é clara a sua contribuicdo para o desenvolvimento
da lectinologia. Tao logo foi verificado que lectinas reconheciam carboidratos
especificos, varias hipdteses foram propostas, sugerindo diferentes fungdes ba-
seadas na sua atividade bioldgica particular (ETZLER, 1986; LIS & SHARON,
1981; PUSZTAI, 1991). Os papéis propostos foram baseados tanto na interagéo
lectina-carboidrato enddégena como na exdgena. A interacdo entre lectinas e
carboidratos de uma mesma planta, por exemplo, acreditou-se ser essencial
para o transporte de agucares, 0 acumulo de compostos de reserva, interagbes
célula-célula, reconhecimento e divisdo celular, etc. Similarmente, interacdes
entre lectinas e carboidratos de origem exdégena foram consideradas como fator
determinante para o estabelecimento de interagdes planta-microrganismo e me-
canismos de defesa contra varios organismos (VAN DAMME et al., 1998a). Infe-
lizmente, muitas dessas hipéteses que foram propostas estavam fundamentadas
mais em consideragdes hipotéticas que em evidéncias experimentais. Além dis-
so, em alguns casos a evidéncia a favor de uma hipétese particular foi obtida a
partir de experimentos com preparagdes impuras de lectinas. Como resultado, a
atividade biolégica da proteina contaminante foi atribuida erroneamente a lecti-

na (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).
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O maior avango na busca do papel fisioldgico de lectinas de planta
foi obtido quando foi constatado que muitas lectinas de planta além de desem-
penharem uma fungdo enddégena (como reserva de nitrogénio ou como um fator
de reconhecimento especifico) também eram capazes de interferirem com o
funcionamento de outros organismos através de interagdes com glicoconjuga-
dos da superficie do trato digestivo desses organismos. Realmente, muitas lec-
tinas vegetais estdo provavelmente envolvidas na defesa da planta (LERNER &
RAIKHEL, 1992; VAN DAMME et al., 1995 a e b; FITCHES et al., 2001). En-
quanto a interferéncia direta com virus e microrganismos € um tanto quanto ex-
cepcional, os efeitos deletérios das lectinas de planta tanto em predadores in-
vertebrados como em animais superiores foram bem documentados. Para expli-
car a abundancia da ocorréncia de lectinas em 6rgaos de reserva e seu compor-
tamento similar ao das proteinas de reserva, foi sugerido que as plantas acumu-
lam parte de sua reserva de nitrogénio na forma de proteinas ligante a carboi-
drato, que podem ser usadas como proteinas de defesa passiva (PEUMANS &
VAN DAMME, 1995a e b).

Embora ndo exista duvida que algumas lectinas vegetais tém sua
funcdo relacionada com a defesa da planta, isto ndo significa que todas elas
desempenhem este papel. Lectinas que ocorrem em baixa concentragcdo podem
estar envolvidas em processos de reconhecimento especificos tanto dentro co-
mo fora da planta. Lectinas de raizes de leguminosas, por exemplo, podem es-
tar envolvidas no reconhecimento e/ou ligagdo de espécies de Rhizobium e
Bradyrhizobium e, portanto pode ser um fator determinante para o estabeleci-
mento da simbiose (BOHOOL & SCHMIDT,1974; DIAZ et al., 1989).

Assim, € evidente a necessidade de estudos criteriosos no sentido

de se determinar as fungdées endogenas das lectinas vegetais.
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1.1.6. ISOLAMENTO DE LECTINAS

Até o final da década de 70 do século passado, o isolamento de
lectinas seguia as técnicas classicas de purificacdo de proteinas (MOREIRA &
PERRONE, 1977). Quando se tornou evidente que as lectinas ligavam reversi-
velmente carboidratos, tentou-se empreender um método de purificagédo que
explorasse esta atividade bioldgica singular. Inicialmente, a introdugdo da cro-
matografia de afinidade no protocolo de purificagéo foi limitada ao uso de subs-
tratos naturais (como a quitina). Uma vez que técnicas de acoplamento de agu-
cares simples, oligo ou polissacarideos e glicoproteinas a diferentes matrizes
inertes foram desenvolvidas, a cromatografia de afinidade tornou-se uma etapa
padrao no processo de purificagdo de quase todas as lectinas. Em muitos casos
sdo empregadas matrizes comerciais, como a Sephadex, que € uma polidextra-
na (AGRAWAL & GOLDSTEIN, 1965; MOREIRA et al., 1983; MOREIRA &
CAVADA, 1984; OLIVEIRA et al., 1991, MOREIRA et al, 1997); em outros ca-
sos, sdo empregadas colunas de Sepharose ligada a mono ou oligossacarideos

ou a glicoproteinas como fetuina (PINTO, 1987) e mucina gastrica.

Até 0 momento, esquemas de purificagao tipicos inclui a extragao
da lectina contida no material, com solu¢do salina ou solugdo tampao, seguida
por uma etapa de purificagdo inicial, por precipitacdo com sulfato de aménio
(ndo obrigatéria). Extratos parcialmente purificados sdo, entdo, submetidos a
cromatografia de afinidade na matriz adequada (RUDIGER, 1988). A matriz a
ser utilizada depende da especificidade da lectina. Para a obtencao da lectina
purificada, a mesma, depois de ligada deve ser eluida, preferencialmente, com
0 uma solugdo do agucar ligante. Se necessario, a lectina purificada por afini-
dade pode ser submetida a uma segunda cromatografia de afinidade ou purifi-
cacao adicional por técnicas classicas tais como, filtragdo em gel, troca idnica,

interacao hidrofébica, dentre outras.
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Muitas plantas apresentam polissacarideos sob a forma de gomas,
presentes em endospermas e cotilédones (na semente) ou em exsudatos do
tronco. Estes polissacarideos sdo, em geral, mananas, glucanas ou galactoma-
nanas, ramificadas, contendo unidades de galactose, xilose e arabinose, princi-
palmente, em proporgdes e posigdes diversas. Desta maneira, é possivel ter-se
as mais variadas estruturas de oligossacarideos. Assim sendo, € possivel pre-
parar-se colunas de afinidade capazes de interagir diferentemente com lectinas
que, embora apresentando a mesma especificidade segundo a classificagéo de
MAKELA (1957) mostram afinidades diferentes (especificidade fina).

TAVARES (1994) mostrou que as lectinas galactose-especificas
de sementes de Artocarpus incisa e A. integrifolia, que apresentam uma elevada
semelhanca tanto a nivel quimico e fisico-quimico, como a nivel imunoguimico,
interagem diferentemente com a goma de guar (Cyamopsis tetragonolobus) e
goma de carolina (Adenanthera pavonina). O mesmo acontece com a lectina de
Vatairea macrocarpa, embora as lectinas de Abrus precatonius e Abrus pulchel-
lus ndo mostrem diferencas sensiveis. E interessante notar que, enquanto as
lectinas de Artocarpus apresentam uma afinidade maior pela goma de carolina,
a do género Vatairea apresenta mais afinidade pela goma de guar e as de A-

brus mostraram afinidades praticamente iguais pela duas resinas.

Atualmente investigacdes estdo sendo desenvolvidas visando o
uso de diferentes polissacarideos vegetais como matrizes mais especificas para
o isolamento de lectinas vegetais (MOREIRA, 2002).
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1.1.7. APLICAGAO DAS LECTINAS VEGETAIS

Devido as suas atividades peculiares, as lectinas tém sido utiliza-
das em uma série de sistemas (TABELA 1). As lectinas tém se mostrado ferra-
mentas poderosas tanto para propdsitos analiticos como preparativos em bio-
quimica, biologia celular, imunologia e areas relacionadas. O uso das lectinas
vai desde o isolamento, purificacdo e estudos de estruturas de carboidratos e
superficie celulares; estudos de fisiologia e biossintese de células do sistema
imune e sanguineo até o emprego na clinica médica, biotecnologia e em agro-

nomia.

A aplicaco das lectinas pode ser encontrada em capitulos especi-
ficos do livro LECTINS, BIOLOGY-BIOCHEMISTRY e CLINICAL
BIOCHEMISTRY, editado de dois em dois anos, periodo em que ocorre o En-

contro Internacional de Lectinas.
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TABELA 1. Aplicabilidade das lectinas.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Isolamento, purificagdo e estudos estruturais de polimeros contendo car-

boidratos.

Investigacdo de estruturas de carboidratos complexos na superficie de cé-

lulas e de particulas subcelulares de animais, bactérias e virus.

Investigacdo da arquitetura de superficies celulares e suas mudancgas sob

transformagao maligna.

Tipagem sanguinea, estudos estruturais de substancias de grupo sangui-
neo, identificagdo de novos grupos sanguineos, diagndstico de secretores.

Isolamento de subpopulacdes de linfécitos.

Estudos de genética, biossintese e fungdo de glicoconjugados de superfi-

cies celulares.

Estimulagdo mitogénica de linfocitos, estudos de eventos apés a iniciacéo
da divisdo celular, estudo de constituicdo cromossomial de células e de-

teccido de anormalidades cromossomiais.

Estudos de estimulagéo linfocitaria (produgao de linfocinas) e na citotoxici-

dade celular dependente de lectinas.
Tipagem de parasitas.

No diagnéstico e terapéutica do cancer.
Na liberag&o controlada de drogas.

Como agentes terapéuticos no tratamento do cancer, doencas autoimunes

e infecciosas, sob a forma de toxinas recombinantes (imunotoxina).
Agentes defensivos de pragas na Agricultura.

Determinacao da anomericidade da porgéo glicidica de gliconjugados.
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Abaixo estdo relacionadas algumas referéncias que trazem, tam-

bém, informacgdes sobre a aplicagao de lectinas.

GRIFFIN et al., 1994; VIJAYAKUMAR et al., 1993; AMBURS et al,,
1994; FISCHER et al., 1994; ZSCHAEBITZ, 1994; NEOGRADY, 1994; LIS e
SHARON,1986; FREEMAN, 1983; FISCHER et al., 1984, WATANABE et al.,
1981; ZIESKE e BERNSTEIN, 1982; SHARON e LIS, 1987; NICHOLSON, 1974;
RAPIN e BURGER, 1974; LIS e SHARON, 1986; SCHAEFER et al., 1979,
FRASCH, 1980; CURTIS e SLACK, 1981; ALLEN et al., 1980; DOYLE et al,
1984; YAJKO et al.,1984; COLE et al., 1984; SCHOTTELIUS,1982; SANCHEZ
et al., 1994, MARBAN-MENDOZA ,1987; BONE e BOTTJER, 1985; PASTAN, et
el., 1992; BRINKMANN & PASTAN, 1994; GIOANNINI et al., 1982; HEDO et al,,
1981: HELM & FROESE, 1981; SHIRAKAWA et al., 1983; CAMPBELL et al,
1982; LIPSICK et al., 1980; ASHERSON , 1973.
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.2. LECTINAS JACALINA-RELACIONADAS

Jacalina é o nome trivial da lectina D-galactose-ligante isolada de
sementes de jaca (Arfocarpus integrifolia). Até o presente, o termo “lectinas jaca-
lina relacionadas” é usado como coletivo para todas as lectinas que s&o estrutu-
ral e evolucionariamente relacionadas a jacalina. A familia da jacalina compre-
ende dois subgrupos de lectinas. O primeiro subgrupo € formado por lectinas de
Moraceae N-acetilgalactosamina especificas, que sdo muito similares a lectina
D-galactose-ligante de jaca. O segundo subgrupo € o das lectinas de Convolvu-
laceae que sdo homdlogas as de Moraceae, mas exibem especificidade por
manose/maltose (VAN DAMME et al., 1998).

1.2.1. HIsTORICO

A primeira evidéncia da ocorréncia de lectinas da familia da jacali-
na data de 1967 com o trabalho de JONES e colaboradores (1967). Eles mos-
traram que sementes de Maclura pomifera continham uma potente hemaglutini-
na. Esta lectina aglutina fortemente eritrécitos humanos (numa concentragédo de
4 ng/ml) e é mitogénica para linfocitos. A lectina nativa apresenta uma massa
molecular entre 40 e 43 kDa e, em condi¢des desnaturantes (PAGE-SDS), mos-
tra duas cadeias polipeptidicas diferentes de 12 e 10 kDa (BAUSCH &
PORETZ, 1977). A purificacdo da lectina de sementes de Maclura pomifera foi
efetuada em 1974 (ULEVITTCH, JONES & FELDMAN, 1974) seguida pela lecti-
na de Artocarpus integrifolia, a jacalina por MOREIRA (1977). Estudos detalha-
dos da especificidade da lectina de Maclura pomifera e da jacalina (SASTRY et
al., 1986) logo revelou que ambas as lectinas tém forte preferéncia por residuos
de Galp(1,3) GalNAc.

Apds a descoberta da mitogenicidade e a capacidade de ligacdo
especifica a IgA da jacalina (ROQUE-BARREIRA et al.,1985), esta lectina tor-
nou-se uma importante ferramenta imunoldgica. A subsequente descoberta da
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potente atividade anti-HIV (KABIR & DAAR, 1994) e propriedades inseticidas
(CZAPLA & LANG, 1990) estimularam posteriores pesquisas com a jacalina e
lectinas relacionadas.

Uma outra lectina, manose especifica, com forte efeito estimulador
de migracao de neutrdfilos, foi detectada, em sementes de Arfocarpus integrifo-
lia por MIRANDA-SANTOS et al., (1991) e isolada posteriormente (SANTOS-
OLIVEIRA et al, 1994) sendo denominada de KM®.

Varios estudos foram feitos com as lectinas da familia Moraceae,
mostrando uma grande similaridade entre as mesmas, em diversos aspectos:

1. a lectina de A. lakoocha (artocarpina), com caracteristicas estruturais simila-
res aquelas apresentadas pela jacalina (CHOWDHURY et al, 1987,
CHOWDHURY & CHATTERJEE, 1993);

2. a lectina isolada de sementes de A. hirsuta por cromatografia de afinidade em
goma de guar apresenta um Mr 45 kDa, € composta por duas subnidades as-
sociadas nao covalentemente, uma glicosilada de Mr 16 kDa e outra n&o gli-
cosilada de Mr 11 kDa. Liga-se especificamente a IgG e IgA humana mais
ndo liga IgM (BASU & APPUKUTTAN, 1989), caracteristicas também encon-
tradas na jacalina;

3. alectina de A. incisa (OLIVEIRA, 1980; MOREIRA & OLIVEIRA,1983, PINTO,
1987; MOREIRA et al, 1997) e a lectina de A. altiis (PINEAU et al., 1990)
também sdo muito similares a jacalina, apresentando o mesmo padrao de
bandas por SDS/PAGE;

4. e até mesmo, a lectina galactose-ligante de Maciura pomifera é estrutural-
mente muito similar a jacalina (YOUNG et al., 1989 e 1991). Ambas tém 133
residuos de aminoacidos, com 85% de identidade, apresentando uma arqui-
tetura em B-prisma e uma pseudo-simetria tripla, das lectinas relacionadas a
jacalina (LEE et al., 1998).
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Por apresentar estas importantes propriedades as lectinas da fami-
lia Moraceae tém se tornado ferramentas em imunoquimica e imunologia celular
(AUCOUTURIER et al., 1989).

Ambas as lectinas jacalina e de Maclura pomifera foram completa-
mente seqlenciadas por métodos quimicos (YOUNG et al., 1991). A jacalina
também foi clonada (YANG & CZAPLA, 1993) e sua estrutura tridimensional re-
solvida por cristalografia de raios-X (SANKARANARAYANAN et al., 1996).

A clonagem molecular da lectina de rizoma de Calystegia sepium
(chamada de Calsepa) levou a uma descoberta inesperada, que esta lectina
manose/maltose especifica € relacionada evolucionariamente com lectinas de
Moraceae (VAN DAMME et al., 1996b). Por isso, Calsepa (e outras lectinas de
Convolvulaceae proximamente relacionadas) sao agora consideradas um sub-

grupo da familia jacalina.

1.2.2. OCORRENCIA

As lectinas da familia jacalina foram encontradas, inicialmente, em
espécies de Moraceae e Convolvulaceae. Dentro do subgrupo Moraceae, a o-
corréncia de lectinas é relatada para sementes de Artocarpus integrifolia (jaca) e
varias outras espécies de Arfocarpus, bem como em sementes de Maclura po-
mifera (osage orange). Muito provavelmente, sementes de outras espécies de
Moraceae também contém lectinas similares. Dentro do subgrupo das Convolvu-
laceae tém sido isoladas lectinas de rizomas de Calystegia sepium e Convolvu-
lus arvensis. Em adigdo, existem também evidéncias para a ocorréncia de lecti-
nas semelhantes em batata doce (/pomea batatas). Desta forma, acredita-se
que a existéncia de lectinas “jacalin-like” ndo esteja restrita as familias das Mo-
raceae e das Convolvulaceae. Por exemplo, a lectina de tubérculo da alcachofra
de Jerusalém (Helianthus tuberosus, Asteraceae) assemelha-se com as lectinas
de Convolvulaceae (VAN DAMME et al., 1998). Além disso, uma lectina com

sequéncia similar a jacalina foi reportada na Musa acuminata (Musaceae)
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(CLENDENNEN & MAY, 1997). Também uma lectina pertencente ao subgrupo
das lectinas manose-ligante jacalina relacionadas foi isolada a partir do arroz
(Oryza sativa) sob estresse salino (ZHANG et al., 2000).

Lectinas de Moraceae sao normalmente consideradas proteinas ti-
picas de sementes. Tanto a lectina de Maclura como a de Artocarpus ligantes a
galactose estdo presentes em grandes quantidades na semente. A jacalina é a
proteina mais abundante na semente, representando mais de 50 % do total das
proteinas soluveis (KABIR et al., 1993). Contundo, lectinas de Moraceae néo
estdo rigorosamente confinadas as sementes. Por exemplo, a lectina de Arto-
carpus lakoocha é distribuida em todos os tecidos da planta com exce¢do no
fruto fresco (WONGKHAM et al., 1995).

Lectinas de Convolvulaceae normalmente sdo encontradas em te-
cidos de reserva que se localizam no subsolo. As lectinas de Calystegia sepium
e Convolvulus arvensis, chamadas de Calsepa e Conarva, respectivamente, sdo
proteinas abundantes de rizoma representando em torno de 25 e 5 %, respecti-
vamente, da proteina soluvel total. Ambas as lectinas estdo presentes também
em pequenas quantidades em caules jovens. A lectina de batata doce represen-
ta apenas uma pequena fragdo da proteina soluvel (menos que 0,1 %) (VAN
DAMME et al., 1998).

1.2.3. ESTRUTURA MOLECULAR

A familia jacalina compreende dois subgrupos de lectinas com di-
ferentes estruturas moleculares. Todas as lectinas de Moraceae, até agora ca-
racterizadas, sdo compostas por quatro protdmeros idénticos consistindo de
uma cadeia a grande e uma cadeia 3 pequena. Ambas as cadeias sao deriva-
das de um unico precursor € ndo sao unidas por pontes dissulfeto. Cada proto-
mero contém um unico sitio ligante a carboidrato. A lectina galactose ligante de
Artocarpus integrifolia (jacalina) apresenta quatro cadeias o e quatro 3 com 133

e 20 residuos de aminoacidos, respectivamente. A jacalina nativa € uma mistura
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complexa de isoformas. Parte de sua complexidade € devido a ocorréncia simul-
tanea (mais provavelmente) de cinco cadeias polipeptidicas diferentes. Proces-
samento poés-traducional diferencial cria microheterogenidade (YOUNG et al.,
1995). Somente uma isoforma da jacalina contém um glicano N-ligado na cadeia
a. Portanto, a jacalina € uma mistura de formas glicosiladas e n&o glicosiladas.

Lectinas muito semelhantes a jacalina também tém sido isoladas
de sementes de A. incisa (frutalina) (MOREIRA et al., 1998), A. altilis, A. cham-
peden, A. integer, A. lakocha, e A. tonkinensis (BLASCO et al., 1996). Embora
estas lectinas do género Artocarpus néo tenham sido estudadas muito detalha-
damente, ndo existe duvida que todas elas apresentem a mesma estrutura. A
lectina de Maclura pomifera também apresenta quatro cadeias o € quatro § com
133 e 20 residuos de aminoécidos, respectivamente. Muito provavelmente, a
lectina da Maclura pomifera € uma mistura de duas isoformas. Processamento
pés-traducional diferencial destas duas isoformas origina microheterogenidade
adicional. Nenhuma das isoformas da Maclura pomifera é glicosilada.

As lectinas de Artocarpus integrifolia e Maclura pomifera foram
completamente seqlenciadas por métodos quimicos e mostraram conter uma
repeticdo interna em suas cadeias o (YOUNG et al., 1991). Posteriormente, a
lectina de jaca foi clonada (YANG & CZAPLA, 1993).

A estrutura molecular das lectinas nativas de Convolvulaceae €,
aparentemente, menos complexa do que a das lectinas de Moraceae. Tanto a
lectina de rizoma de Calystegia sepium como a de Convolvulus arvensis consis-
tem de dois protdmeros idénticos nao glicosilados de 153 residuos de aminoa-
cidos. A estrutura primaria dessas lectinas pode ser deduzidas a partir das se-
quéncias de nucleotideos dos respectivos cDNAs (VAN DAMME et al., 1996).
Como as lectinas de Moraceae, as de Convolvulaceae também apresentam uma

repeticao interna.
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1.2.4. ESTRUTURA, BIOSSINTESE E MODIFICAGOES POS-TRADUGAO

Por clonagem do cDNA da jacalina e das lectinas de Calystegia
sepium e Convolvulaceae arvensis determinou-se a estrutura e as possiveis
modificagées pos-traducionais. Embora as proteinas maduras sejam similares,
suas biossinteses e processamentos séo diferentes (Figura 1) (VAN DAMME et
al., 1998).

A jacalina é sintetizada como uma preproproteina consistindo de
um peptideo sinal seguido por um propeptideo de 39 residuos, um peptideo 8,
ligado a quatro amino&cidos, e um peptideo o de 133 residuos. E muito prova-
vel, que a jacalina seja sintetizada no ER (reticulo endoplasmatico) e processa-
da co-traducionalmente pela remogdo do peptideo sinal. O propeptideo resul-
tante é subseqlientemente transportado para os corpos protéicos. Durante ou
depois do transporte, o propeptideo é clivado em trés diferentes sitios, resultan-
do na remogéo do propeptideo N-terminal e da excisdo da ligagéo entre a ca-
deia o e cadeia B. A cadeia a e a cadeia 3 permanecem unidas através de liga-
¢bes ndo covalentes e formam o protdmero da jacalina. Uma das isoformas da
jacalina contém uma cadeia glicana N-ligada, que € glicosilada co-
traducionalmente. A clonagem do cDNA revelou a ocorréncia de quatro diferen-
tes formas moleculares altamente similares na jacalina. Andlises posteriores por
“southern blot” confirmaram que a jacalina é codificada por uma familia de ge-
nes (YANG &CZAPLA, 1993). Muito provavelmente, o esquema de processa-
mento descrito para a jacalina € o mesmo para todas as lectinas galactose-
ligante de Artocarpus bem como para as de Maclura pomifera.

A clonagem do cDNA de Calsepa e Conarva revelou que o poli-
peptideo da lectina madura corresponde ao fragmento inteiro dos respectivos
genes da lectina (VAN DAMME et al., 1996b). A aparente auséncia do peptideo
sinal indica que as lectinas de Convolvulaceae séo sintetizadas no citoplasma e
nao sofrem modificacdes pés-traducional. Interessantemente, a subunidade de

Calsepa corresponde a um polipeptideo composto pelos homdlogos de ambas
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as cadeias alfa e beta, da jacalina. Andlise do cDNAs muitiplos demonstrou a
ocorréncia de duas isoformas muito similares de Calsepa, sugerindo que a lec-
tina seja codificada por uma familia de genes. Em adig¢éo, analise de fragmentos
do DNA gendmico amplificado por PCR revelou a presenga de um unico intron
no(s) gene(s) de Calsepa (VAN DAMME et al., 1998).
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Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura molecular, biossintese, e
processamento das lectinas jacalina relacionadas. Sao mostrados os
exemplos: jacalina (de Artocarpus integrifolia) e da aglutinina Calys-
tegia sepium (Calsepa). A e B representam as cadeias o € 3 da jaca-
lina, enquanto N e C refere-se ao N e C-terminais da Calsepa (VAN
DAMME et al., 1998a).

Lectinas de Sementes de Artocarpus incisa, Monteiro-Moreira, 2002




Introdugdo - Lectinas Vegetais 24

1.2.5. ESPECIFICIDADE DE LIGAGAO A CARBOIDRATO

Lectinas da familia jacalina compreendem dois subgrupos com
especificidade de ligagéo a carboidrato completamente diferentes. Estudos na
especificidade detalhada demonstram que as lectinas de Artocarpus bem como
a lectina de Maclura pomifera, galactose-ligantes, interagem fortemente com
terminais nao redutores de residuos de a-D-galactosil (MOREIRA et al., 2002,
dados nao publicados) e tém uma alta afinidade por Galp(1,3) GalNAc (antigeno
T) (SASTRY et al., 1986; SARKAR et al., 1981). Estudos preliminares sobre a
especificidade das lectinas de Convolvulaceae indicam, por outro lado, que Cal-
sepa e Conarva reconhecem tanto manose como maltose (PEUMANS et al.,
1997b).

1.2.6. ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

A estrutura tridimensional da jacalina foi resolvida por analises de
difracao de raios-X (SANKARANARAYANAN et al., 1996). Cada protdmero con-
siste de um B-prisma triplo simétrico, constituido a partir de trés folhas B de qua-
tro fitas. Das doze fitas (numeradas de 1 a 12), onze sao formadas pela cadeia
a, enquanto, que a cadeia B forma a ultima fita (nimero 11). Quatro subunida-
des, 1, 1’, 2 e 2’, estdo associadas nao covalentemente formando uma estrutura
tetramérica que provavelmente resulta da associagdo dos dois dimeros 1 —2 e
1" — 2'. As cadeias 3, que ocupam a regiao central do tetramero, desempenham
um papel crucial na associagao das quatro subunidades.

Cada protdmero possui um unico sitio ligante a carboidrato forma-
do por Gly', Tyr'?, Trp'® e Asp'® da cadeia a que cria um sistema complexo de
nove ligagdes de hidrogénio com O3, 04, O5 e O6 do metil-a-D-galactose. Co-

mo a Gly' da cadeia o é liberada apenas depois do processamento proteolitico
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da projacalina em cadeias o e B, a atividade ligante a agucar da lectina, requer
um correto processamento pos-traducional do precursor da lectina.

A conformacdo tridimensional da lectina de Maclura pomifera é
muito similar a da jacalina (lectina de Artocarpus integrifolia) (LEE et al., 1998),
fato esperado, pois estas lectinas apresentam alta identidade entre si (YOUNG
et al., 1991). E razoavel se esperar que outras lectinas com alta identidade de
seqléncia também apresentem uma estrutura similar, aguela mostrada pela ja-

calina.
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Figura 2. Estrutura tridimensional da jacalina (fonte PDB)
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1.2.7. EVOLUGAO MOLECULAR

A familia das lectinas relacionadas a jacalina compreende duas
sub-familias distintas: as lectinas de Moraceae e as de Convolvulaceae.

Algumas investigacées demonstraram a presenca de lectinas simi-
lares as lectinas de Convolvulaceae em Helianthus tuberosus (alcachofra de
Jerusalém) (VAN DAMME et al, 1999) e Musa acuminata (banana)
(CLENDENNEN & MAY, 1997). A ocorréncia de lectinas similares aguelas ma-
nose/maltose da familia das Convolvulaceae, em Asteraceae e Musaceae nao
somente demonstram que a familia jacalina € amplamente distribuida no reino
vegetal, mas também sugere que as lectinas de Moraceae especificas por Gal-
NAc sao, provavelmente, um ramo lateral da linha evolucionaria principal (Figu-
ra 3). A clonagem do cDNA da lectina Helianthus tuberosus (Heltuba) confirmou
que a Heltuba partilha de uma clara similaridade de sequéncia com Calsepa
bem como com outras lectinas de Moraceae. Além disso, a modelagem molecu-
lar indica que Heltuba tem um enovelamento e uma estrutura global similar a
jacalina. Desta forma, pode ser concluido que Heltuba é realmente um membro
da familia das lectinas jacalina relacionadas (VAN DAMME et al., 1999).

Os protdmeros das lectinas de Moraceae e Convolvulaceae con-
sistem de duas repeticdes internas com uma similaridade de sequéncia relati-
vamente baixa. Por analogia com algumas familias de lectinas, é tentador espe-
cular que os protdmeros das lectinas relacionadas a jacalina que contém dois
dominios surgiram também por duplicagdo e inser¢gdo em sequéncia (“tandem
insertion”) do dominio ancestral. Entretanto, devido ao fato da jacalina possuir
apenas um sitio de ligagcado formado por residuos de aminoacidos localizados
nas regides N-terminal e C-terminal do protdbmero, os dois subdominios presu-
miveis ndo correspondem a sitios de ligagdo separados. Desta forma, ainda
precisa ser demonstrado, que o dominio ancestral das lectinas jacalina relacio-

nadas sao proteinas ligantes a carboidratos que tém um unico dominio. Ainda
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que, todas estas sejam indubitavelmente relacionadas, as lectinas de Moraceae
(galactose-ligantes) e de Convolvulaceae (manose-ligantes) definitivamente tém
uma localizagéo intracelular diferentes, nos vacuolos e no citoplasma, respecti-
vamente (PEUMANS et al., 2000). Estas observacdes sustentam a hipétese de
que as lectinas jacalina relacionadas evoluiram a partir de seus homélogos ma-
nose-ligante através da aquisi¢do de sequéncias alvos vacuolares.

Por analogia com, por exemplo, as lectinas de Allium, é tentador
especular que algumas espécies de Moraceae desenvolveram genes codifican-
do proteinas de reserva, a partir de genes da lectina. Para construir genes de
proteinas de reserva adequado, sequéncias extras (p. ex. peptideo sinal) tive-
ram que ser introduzidos de modo a dirigir a proteina produzida em direcdo ao
sistema secretor. Isto explicaria porque os produtos primarios da traducdo das
lectinas de Moraceae sofrem um processamento mais complexo que aqueles
das lectinas de Convolvulaceae.
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Figura 3. Modelo da evolugdo molecular das lectinas relacionadas a jacalina.
Uma lectina jacalina relacionada manose-especifica ancestral deu o-
rigem a uma grande familia: a das lectinas monocotiledéneas e a das
lectinas dicotileddneas manose-especificas jacalina relacionadas. Um
evento evolucionario, que ocorreu na familia Moraceae envolveu a
insercéo de sequéncias para um peptideo sinal e destinagéo vacuolar
dando origem a uma pequena subfamilia de lectinas jacalina relacio-
nadas (PEUMANS et al., 2000).
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1.2.8. PAPEL FisloLOGICO

A principio, evidéncias nao conclusivas foram relatadas para um
papel bem definido para as lectinas jacalina relacionadas. Entretanto, algumas
especulagbes podem ser feitas baseadas em dados disponiveis sobre a fisiolo-
gia e as atividades biologicas das lectinas de Moraceae e Convolvulaceae.

Devido ao fato de terem sido descobertas primeiro, as lectinas do
subgrupo Moraceae tém sido melhor estudadas que as lectinas do subgrupo
Convolvulaceae. Como anteriormente mencionado, as lectinas do subgrupo Mo-
raceae ocorrem em muitos tecidos, mas s@o particularmente abundantes nas
sementes. Estudos in vitro indicam que a jacalina e a lectina de Maclura pomife-
ra interagem com células humanas e de outros animais e sao capazes de indu-
zir processos bioldgicos especificos. Nao foi relatado o efeito das lectinas do
subgrupo Moraceae quando administradas por via oral em animais superiores.
Alimentacdo com dieta artificial demonstrou que as lectinas de Moraceae tém
propriedades inseticidas. Por exemplo, lectina de Maclura pomifera, tem um sig-
nificante efeito inibitério na larva do gorgulho (Callosobruchus maculatus)
(MURDOCK et al., 1990). Similarmente, jacalina e a lectina de Maclura pomifera
inibiram o crescimento da larva de Diabrotica undecimpunctata (CZALA &
LANG, 1990) e a jacalina afeta a sobrevivéncia da Empoasca fabae de batata
(HABIBI et al., 1993). Baseando-se nestas observagbes parece que as lectinas
de sementes do subgrupo Moraceae provavelmente sdo, com a maioria das ou-
tras lectinas abundantes de sementes, proteinas de reserva com uma fungdo de
defesa adicional contra potenciais predadores animais e/ou insetos de semen-

tes.
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Il. HIPOTESE DE TRABALHO

Em 1977 foi relatada a presenga de uma lectina galactose-ligante
(jacalina) em sementes de Artocarpus integrifolia L. (jaca) (MOREIRA, 1977).
Posteriormente, em 1991, uma outra lectina, manose-ligante (KM+) foi detecta-
da (MIRANDA-SANTQOS, 1991). Mais recentemente, uma lectina muito similar a
jacalina, isolada de sementes de Artocarpus incisa L. (fruta-pao), foi isolada e
caracterizada e denominada frutalina (MONTEIRO, 1998 & MOREIRA et. al.
1998). Uma lectina manose-ligante também foi encontrada em sementes de fru-
ta-pao, frutapina (MONTEIRO-MOREIRA et al., 1999) e em 2001 foi detectada
uma lectina quitina-ligante em sementes de Artocarpus incisa e Artocarpus inte-
grifolia (MONTEIRO-MOREIRA et al., 2001).
ApoOs a detecgdo das trés lectinas em sementes de Artocarpus incisa (fru-
ta-pao), surgiu a indagagéo sobre a conveniéncia, para a planta, da presenca
de mais de uma lectina e sobre o parentesco estrutural entre elas. Assim, a Hi-

pbtese central desta Tese € investigar:

SAO AS TRES LECTINAS PRESENTES EM SEMENTES DE
ARTOCAPUS INCISA L. SEMELHANTES, DO PONTO DE VISTA FiSICO-
QUIMICO E ESTRUTURAL?
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lll. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para investigar a Hipotese proposta, foi seguida a estratégia abaixo:

v' Isolar e purificar as lectinas de Arfocarpus incisa (frutapina e frutaquina), em

escala preparativa,
v Purificar a frutalina em escala preparativa,

v Analisar a constituicdo peptidica das lectinas por PAGE/SDS e filtragdo em

gel, e suas propriedades isoelétricas;
v Determinar a composigao de aminoacidos das trés lectinas;
v Analisar suas sequéncias N-terminal,

v Determinar os espectros de dicroismo Circular (CD) e fluorescéncia das lec-

tinas, bem como estimar o contetido das fragdes de estrutura secundaria.

v Investigar a estabilidade e/ou modificagdes estruturais da frutalina induzidas
pela variagdo de pH, na presenga ou auséncia de agucares ligante (D-

galactose e D-glucose), monitorando por técnicas cromatograficas.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1. - MATERIAIS

IV.1.1. - Reagentes e Solucdes

Os reagentes utilizados durante a purificagdo das lectinas de Arfo-
carpus incisa foram todos de pureza analitica. A agua utilizada na preparacao dos
reagentes foi a deionizada (MilliQ). Os seguintes tampdes foram utilizados:

Tampéo glicina-HCI 0,01 M, pH 2,0;

Tampéao glicina-HCI 0,05 M, pH 2,6;

Tampé&o acetato 0,01 M, pH 4,0;

Tampaéo fosfato 0,01 M, pH 6,0;

Tampé&o Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0;

Tampao borato 0,01 M, pH 10,0 e 12,0;

Solugéo salina tamponada com fosfato de sédio (PBS) pH 7,4:
Cloreto de SOIO.........cooveeeeeeeeieeee e 0,15M
Fosfato de sédio dibasico.................ccccoevee. 0,06 M
O pH foi ajustado com fosfato de sédio monobasico 0,15 M.

FEEEEEE

IV.1.2. - Equipamentos

% Espectrofotdmetro Hitachi (mod. U-2000) e Ultrospec 2000 — Pharmacia
% Fluorimetro ISS

% Espectropolarimetro Jasco (mod. J-720)

% Analisador de aminoacidos BioChrom 20 — Pharmacia

% Centrifuga refrigerada Sorvall (mod. RC-5B)
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& & & EEF

Sistema de Cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC, High Performace
Liquid Chromatography — BioRAD (mod. 2800)

pH-metro micronal (mod. B-374)

Sequienciador de Aminoacidos — “gas phase” 473 (Applied Biosystem)
AKTA (Pharmacia — LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia)

Coletores de fragdo — (Phamacia — LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia)
Sistema FPLC (Fast Performace Liquid Chromatography Pharmacia — LKB
Biotechnology, Uppsala, Suécia)

IV.1.3. = Outros Materiais

LN

%

%

EN

As sementes de Artocarpus incisa, L. (fruta-pao de carogo), utilizadas no pre-
sente trabalho foram provenientes do municipio de Maranguape, Estado do
Ceara, colhidas maduras, na safra que ocorre no periodo compreendido entre
0s meses de maio a junho.

Sementes de Adenanthera pavonina (carolina) foram colhidas na Regiao Me-
tropolitana de Fortaleza, Ceara.

Hemacias de animais domésticos (coelho, porco, cameiro, pombo, capote) ob-
tidas no Departamento de Zootecnia, do Centro de Ciéncias Agrarias, da Uni-
versidade Federal do Ceara.

Hemacias humanas (sistema ABOQO), obtidas de doadores adultos e higidos fo-
ram fornecidas pelo Hemocentro do Ceara (HEMOCE).

% Carboidratos simples e complexos, glicoproteinas, albumina sérica bovina, Co-

omassie Brilliant Blue R-250, epicloridrina, acrilamida, metileno-bisacrilamida,
TEMED e quitina, fomecidos pela Sigma Chemical Co, St. Louis, USA.
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% As matrizes de agarose-D-Galactose e agarose-D-Manose foram adquiridas da
Pierce Chemical Co (Rockford, lllinois,USA).

% Matrizes cromatograficas Superose 12 HR 10/30 e Superdex 75 HR 10/30
(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia) acoplada a um sistema
HPLC.

% Galactomanana extraida do endosperma de Adenanthera pavonina reticulada
com epicloridrina (preparada no Laboratério de Lectina e Glicoconjugados —

UFC)

% Centricon 10 (Amicon Corp, rpm 6000) e Centriprep 10 (Amicon Corp, rpm
4000).

% Cubetas de quartzo retangulares (1,0 ou 3,0 mL) com caminho optico de 1 cm
com duas ou quatro faces polidas

% Cubeta de quartzo cilindrica (0,3 mL) com caminho éptico de 1 mm.
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IV.2. - METODOS

IV.2.1. = Obtencao da Farinha

A farinha de sementes de Artocarpus incisa foi obtida, a partir da tri-
turacdo em moinho, das sementes integras, livres de tegumento e previamente
secas com acetona. A farinha obtida foi acondicionada em frascos fechados e es-
tocada a temperatura ambiente.

IV.2.2. Obtencao do Extrato Total da Farinha de Sementes de A.

incisa

A extracdo das proteinas soluveis de sementes de A. incisa foi feita
suspendendo-se a farinha em solugéo de NaCl 0,15 M na propor¢cédo 1:10 (m/v)
deixada sob agitagdo continua por uma hora a temperatura ambiente. A suspen-
sdo obtida foi centrifugada a 8.000 x g por trinta minutos a 4°C. Ao residuo mais
solucéo salina 0,15 M foi adicionada, na propor¢éo 1:5 (m/v) e apds 30 minutos de
agitacdo ininterrupta o extrato foi submetido a centrifugagdo. Foram utilizados os
mesmos parametros da primeira extragéo. O residuo |l foi descartado, e os sobre-
nadantes das duas extracdes foram reunidos e, entdo denominados de EXTRATO
TOTAL (Figura 4).
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+NaCl 0,15M
+30 min. sob agitacao

+centrifugacédo a 8.000 x g por 30 min. 4°C

Residuo | 7 Sobrenadante |

+NaCl 0,15M
+30 min. sob agitacédo

+cent. 8.000 x g por 30 min 4°C

Residuo Il Sobrenadante Il

Descartado

Figura 4. — Obtencao do Extrato Total a partir da Farinha de Semente de Fruta
Pao.
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IV.2.3. - Isolamento das Lectinas de Sementes de Artocarpus in-

cisa

Para isolar as lectinas de sementes de Artocarpus incisa foi seguida
a seguinte metodologia (Figura 5):

1. O extrato total, preparado como descrito no item anterior, foi submetido a
cromatografia de afinidade em coluna de galactomanana (15,0 cm de altura
e 2,0 cm de diametro) extraida do endosperma de Adenanthera pavonina
reticulada com epicloridrina segundo metodologia de FUGITA et al (1975) e
APPUKUTTAN et al (1977), modificada por TAVARES (1998). A fracdo n&o
retida na coluna foi eluida com NaCl 0,15 M (solucéo de equilibrio) e deno-
minada pico |. A fragao retida (pico |l) na coluna e eluida com tamp&o glici-
na-HCI 0,05 M pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M foi chamada frutalina — a lecti-
na de sementes de Artocarpus incisa galactose-ligante. O pico | foi subme-
tido a sucessivas cromatografias em coluna de galactomanana de Adenan-
thera pavonina, até que nenhuma fragdo permanecesse néo ligada.

2. A fragcdo nao retida (pico ) obtida da cromatografia de afinidade em coluna
de galactomanana, livre da lectina galactose-ligante (frutalina) foi entdo
submetida a cromatografia de afinidade em coluna de agarose-D-Manose (5
mL) (Pierce Chemical Co., Rockford, lllinois, USA) previamente equilibrada
com PBS, pH 7,4 e a temperatura ambiente. As proteinas que n&o interagi-
ram com a matriz cromatografica foram eluidas com PBS, pH 7,4. Em se-
guida a fragéo retida foi desprendida da coluna com o auxilio de solucéo de
manose 0,1 M em PBS e entdo denominada de frutapina — a lectina de se-
mentes de Artocarpus incisa manose-ligante.

3. Ao pico |, obtido da cromatografia em resina de agarose-D-Manose, foi adi-
cionado NaCl até que a concentragao final de NaCl ficasse igual a 1 M.
ApOs este procedimento a amostra foi, entdo, aplicada em uma coluna de
quitina (15 mL) equilibrada com solug&o salina (NaCl 1M). Dois picos foram
obtidos, o pico | foi eluido com solugdo de NaCl 1 M e o pico |l (fracdo reti-
da) com solugao de HCI 0,01 M contendo NaCl 0,15 M, esta fracao foi de-
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nominada de frutaquina — a lectina de sementes de Artocarpus incisa quiti-

na-ligante.
Os eluatos das colunas cromatograficas foram monitorados pela me-
dida da absorbancia a 280 nm em espectrofotdmetro.

Lectinas de Sementes de Artocarpus incisa, Monteiro-Moreira, 2002




Material e Métodos 40

Coluna de Galactomanana

+ T. glicina pH 2,6 + NaCl0,15M

Pico I-galac
(livre de frutalina)

Coluna de Agarose-D- Manose

+ Manose 0,2MemPBS,pH74 |+PBSpH74

Pico I-man

Coluna de Quitina

+ HCI 0,1 Mc/NaCl 0,15 M +NaCl1M

Pico Il Quit (FRUTAQUINA) |
[

Figura 5. Purificagao das Lectinas de sementes de Arfocarpus incisa.
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IV.2.4. - Determinacao da composi¢cao em aminoacidos

A determinacdo da composi¢cdo em aminoacidos das lectinas de A.
incisa (frutalina, frutapina e frutaquina) foi desenvolvida em Sistema Biochrom 20
da Pharmacia-LKB. As lectinas puras (em torno de 1mg) foram hidrolisadas com 1
ml de HCI 6N, contendo 1% (m:v) de fenol. A hidrdlise foi realizada em ampolas de
vidro, seladas sob atmosfera de nitrogénio, a 110°C, em estufa, por 22 horas. A-
pds a hidrélise, as ampolas foram abertas e HCI e fenol eliminados, sob pressao
reduzida, em presenga de NaOH. Em seguida, os residuos foram lavados algumas
vezes com agua milli-Q e secos sob pressao reduzida e em presencga de pentdxi-
do de fésforo. Depois de secas, as amostras foram redissolvidas em tampao citra-
to de sddio pH 2,2, filtradas em membrana de 40 um (Millipore) e submetidas a
andlise de aminoacidos. O conteudo de aminoacidos foi determinado pelo método
de SPACKMAN, STEIN & MOORE (1958), modificado e adaptado para o uso do
sistema Biochrom 20 da Phamacia - LKB. O triptofano da frutalina foi determinado
segundo a metodologia descrita por MOREIRA & PERRONE (1977). Uma amostra
de 1 mg da lectina foi dissolvida em 1 ml de NaOH 0,1 N e determinadas as ab-
sorbancias a 280 e 294 nm. O teor de triptofano foi determinado pela equacao a-
baixo, utilizando-se o valor de tirosina obtido pela cromatografia de aminoacidos
no sistema Biochrom 20.

Meyr / Mrip = 0,592 X Azgs - 0,263 X Azeo / 0,263 X Azgo- 0,170 X Azes
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IV.2.5. — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presenca de
SDS (PAGE-SDS)

Eletroforese foi feita segundo o método de LAEMMLI (1970), utilizan-
do um sistema vertical da Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia. A pla-
ca foi montada com um gel de empilhamento a 3,5 % de acrilamida em tamp&o
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 e SDS 1% e o gel de separacéo a 15% em tampéo Tris-HCI
3 M pH 8,8 e SDS 1%. O tamp&o de corrida foi preparado com Tris 0,025 M, glici-
na 0,2 M e SDS 0,1 % a pH 8,3. Amostras liofilizadas de extrato total e frutalina,
obtida em galactomanana, frutapina (concentrada em centricon) e frutaquina (con-
centrada em centricon) foram analisadas por eletroforese. as amostras foram dis-
solvidas em tamp&o Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8 glicerol e SDS a 1 %, na auséncia e
presenca de B-mercaptoetanol e submetida a fervura de 5 a 10 minutos. As amos-
tras foram coradas com azul de bromofenol (0,05 %), para controle das corridas
eletroforéticas, que foram realizadas a 200 V, 150-200 mA por 1 hora. Os géis fo-
ram corados com solugédo contento Coomassie Brillant Blue 250 R a 0,05 % em
metanol, acido acético e agua (1:3:8). O descoramento foi feito com uma solugéo
de acido acético, metanol e agua (1:3:8). Os marcadores de massa molecular utili-
zados foram: albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase car-
bénica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa), citocromo C (12,4 kDa) e
inibidor de calicreina (6,6 kDa).

IV.2.6. - Filtragcao em gel Superdex

Amostras de frutalina, frutapina e frutaquina a pH 7,4 (0,2 mg / ml), foram
submetidas & cromatografia de filtragdo molecular em coluna Superdex 75 HR
(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia) acoplada a um sistema AKTA
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(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia). As cromatografias foram moni-
toradas pela absorbancia a 280 nm, coletando-se 0,5 ml / minuto. Para a calibra-
¢do da coluna foram utilizadas as seguintes proteinas: Albumina Sérica bovina
(BSA), Quimotripsina e citocromo C.

IV.2.7. - Cromatografia de Fase Reversa (C1s)

Amostras de frutalina, frutapina e frutaquina a pH 7,4 (0,2 mg / mi), foram
submetidas a cromatografia de fase reversa em coluna C4s (Pharmacia LKB Biote-
chnology, Uppsala, Suécia) acoplada a um sistema HPLC (BioRAD). A elui¢c@o foi
realizada no sistema TFA/ACN (solvente A: Acetonitrila 0,1 % e solvente B:
acetonitrila: agua: TFA, 80:20:0,8). As condi¢des de eluicdo foram: 5 minutos com
5 % solvente B; 20 minutos de 5 a 100% de B; 5 minutos de 100% de B; 5 minutos
de 100% B a 5% de solvente A. As cromatografias foram monitoradas pela
absorbancia a 280 nm, coletando-se 0,5 ml / minuto.

1V.2.8. — Estrutura Primaria

As amostras de frutalina, frutapina e frutaquina tiveram o N-terminal
sequenciado no Departamento de Bioquimica da Escola Paulista de Medicina (U-
niversidade Federal de Sao Paulo). A degradacao de Edman foi feita em sistema
sequenciador de proteinas modelo gas phase 473 (Shimadzu) utilizando as condi-
¢bes recomendadas pelo fornecedor.

Como a frutaquina apresenta pontes dissulfeto uma reducéo prévia
se faz necessaria. Esta reducgdo foi feita conforme a metodologia descrita por Fri-
edman e colaboradores (1970). Foram dissolvidos 2 nmol da lectina em 100 ulL de
tampao Tris-HCI 0,25 M, pH 8,5, cloridrato de guanidina 6 M, EDTA1 mM, 5 % de
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B-mercaptoetanol e incubados overnight, a 25 °C. Depois da incubacgao, 2,5 ulL de
4-vinilpiridina foi adicionado e a reagéo prosseguiu por 90 minutos, a temperatura
ambiente. A reacgao foi interrompida por acidificagdo com acido férmico e a protei-
na modificada foi, entdo, dessalinizada por cromatografia de fase reversa em co-
luna Lichrospher 100 RP (8,5 um).

As cadeias da frutaquina foram separadas por cromatografia de fase
reversa utilizando coluna Aquapore RP 300.2. A eluigdo foi realizada por um sis-
tema solvente contendo TFA/CH3zCN/HxO/isopropanol (A= 0,1 % TFA em agua, B=
0,1 % TFA em CH3CN e C=0,1 % TFA em isopropanol).

As cadeias isoladas da frutaquina e a frutalina foram clivadas enzi-
maticamente por tripsina, endopeptidase Asp-N, endopeptidase Glu-C e pepsina.
Os peptideos produzidos foram separados em coluna de fase reversa acoplada a
um sistema HPLC usando um gradiente de ACN em 0,1 % de TFA (v/v), por 40
minutos a um fluxo de 1,0 mL/min.

IV.2.9. - Espectro de Dicroismo Circular (CD) e Estimativa da Fra-

c¢ao de Estrutura Secundaria

As amostras utilizadas continham entre 0,15 e 0,20 mg / mL das lec-
tinas purificadas, frutalina, frutapina e frutaquina. Foram determinados os espec-
tros de CD para a lectina nativa, diluida em PBS 10 mM, pH 7.4 e agua. As medi-
das foram feitas em um espectropolarimetro Jasco, modelo J 720, num intervalo
de 190 a 250 nm utilizando uma cubeta de quartzo cilindrica de 1 mm de caminho
optico, com uma média de dezesseis varreduras. Os espectros de CD sdo obtidos
numa escala de elipticidade (6) em mgrau.

Para o calculo das fragdes de estrutura secundaria utilizou-se os
programas:

% CCA (Convex Constraint Analysis) desenvolvido por PERCZEL e FASMAN
(1991). Este programa utiliza o algoritmo Simplex que extrai os espectros basi-
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COS, OU seja, as cinco componentes puras (curvas associadas a conformagao
secundaria das proteinas) de um grupo de espectros de referéncia no qual o
espectro da proteina analisado € adicionado. As estimativas das fragdes da es-
trutura secundaria foram feitas utilizando-se o programa Lincomb. O Lincomb
baseia-se no método dos minimos quadraticos para obter, a partir das compo-
nentes puras, uma curva que melhor se ajuste ao espectro a ser analisado e
fomece a fragdo com que cada curva contribui, como também o erro deste a-
juste. O intervalo de comprimento de onda que o programa utiliza € de 195 a
240 nm, com intervalo de 1 nm. Para usar o programa (CCA) se faz necessario
a transformacao dos dados obtidos em mgrau para elipticidade molar. Para isto
é preciso conhecer a concentragdo da proteina em mg / mL, o caminho ptico
da cubeta em cm () e a massa média dos residuos de aminoacidos da protei-
na, em geral de 100-115. Para os calculos com a frutalina foi utilizado o valor
de 115 e uma concentragao de 0,150 mg / mL.

[6]= 100.NMR 10°x 6 = fator x 6
I.[mg/mL]

Pela equagao acima se observa que basta multiplicar os dados em miligraus

(0) por um fator para que os transforme em elipticidade molar.

SELCON - Self Consistent (SREERAMA et al., 1993). Para estimar o conteudo
de estrutura secundaria pelo SELCON foi utilizado um grupo de proteinas de
referéncia contendo 33 espectros de CD, bem como suas fragcdes de estrutura
secundaria determinadas por cristalografia de raios-X.
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IV.2.10. — Medidas Fluorimétricas

As medidas de emissao da fluorescéncia foram feitas a 25 °C em um
espectrofluorimetro ISS. As amostras (frutalina, frutapina e frutaquina) diluidas em
PBS pH 7,4 foram excitadas em 280 nm e a emissdo foi monitorada no intervalo
de 290-450 nm. Cubetas de quartzo de 1 cm de caminho ético, com 1 ou 3 mL de
volume foram utilizadas nas medidas. A concentragdo de proteina usada nestes
experimentos variou de 0,09 a 0,12 mg/mL e a absorbancia das amostras foi sem-
pre menor que 0,1. O espalhamento Raman foi subtraido usando-se os espectros

dos solventes.

IV.2.11. - Determinacao da Atividade Hemaglutinante

Os ensaios de determinacéo da atividade hemagiutinante do extrato
bruto e das lectinas de sementes de Artocarpus incisa (frutalina. frutapina e fruta-
quina) foram realizados segundo metodologia descrita por MOREIRA & PERRO-
NE (1977), em placas de microtitulagao (fundo em V).

As amostras foram submetidas a diluicbes duplo seriadas (1/2, 1/4,
1/8...) em NaCl 0,15 M e posteriormente, adicionadas a cada diluicdo o mesmo
volume (50 pl) de uma suspensado de hemacias a 2% em NaCl 0,15M.

Ap@s incubagao por 30 min a 37 °C e por mais 30 min a temperatura
ambiente, as placas foram examinadas visualmente. A atividade hemaglutinante
(UH) foi considerada como sendo o inverso da ultima diluicdo ainda capaz de aglu-
tinar a olho nu as células sanguineas ou como sendo a menor concentracao da
lectina (ug/ml) ainda capaz de aglutinar.Os resultados obtidos foram expressos em
UH / mg de proteina.
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IV.2.12. - Inibicdao da Atividade Hemaglutinante por Acucares

Simples e por Glicoproteinas

Os ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante das lectinas de
sementes de Artocarpus incisa (frutalina, frutapina e frutaquina) foram realizados
em placa de microtitulagcdo, de fundo em V, marcadas de 1 a 12 horizontalmente e
de A a H verticalmente, conforme a metodologia descrita por MOREIRA e PER-
RONE (1977) e sua inibicdo por carboidratos, simples e complexos, bem como
por glicoproteinas foi posteriormente testada.

Todos os aglcares foram utilizados na concentragdo inicial de 0,5 M
e as glicoproteinas na concentragdo de 1 mg/0,5ml tendo como solvente NaCl
0,15 M.

Em uma placa de microtitulagdo foram feitas diluicbes seriadas (no
sentido de A para H) da solugéo do agucar sob investigacdo com NaCl 0,15 M. A
seguir, foram feitas diluicbes seriadas da forga ativa (no sentido de 1 para 12). A-
pés 30 minutos a temperatura ambiente, foi adicionada em cada pogo 50 uL da
suspensdo de hemacias e a placa colocada na estufa (37 °C) por 30 minutos e em
seguida a temperatura ambiente por mais 30 minutos, quando os titulos de
hemaglutinagdo foram determinados como descrito no item IV.2.11.

IV.2.13. — Estudos da Estrutura Quaternaria da Frutalina

Amostras de frutalina (0,5 mg / mL) foram incubadas por 1 hora, a
temperatura ambiente, em solugdes tampao com pH variando de 2,0 a 12,0, nas
seguintes condi¢cdes: na presenca de D-glucose 0,2 M, na presengca de D-
galactose 0,2 M e na auséncia de agucar. Uma mistura de glicina, acetato fosfato
e borato (tamp&o misto 10 mM) foi utilizada na preparagéo das solugdes tampao.
Em seguida, as diversas amostras foram submetidas a cromatografia de filtragcéo
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molecular em coluna Superdex 75 HR (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala,
Suécia) acoplada a um sistema HPLC (Bio-Rad, 2800) e eluidas com os respecti-
vos tampdes. A cromatografia foi monitorada pela absorbancia a 280 nm, coletan-
do-se fragcdes de 0,5 ml / minuto. Para a calibragdo da coluna seguintes proteinas
foram utilizadas: Albumina Sérica bovina (BSA), Quimotripsina e citocromo C.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 - Purificagcao em Escala Preparativa das Lectinas de Semen-

tes de Artocarpus incisa

V.1.1. Obtenc¢ao do Extrato Total

A obtencao do extrato total a partir da farinha de sementes de Arto-
carpus incisa (fruta-pao) visando o isolamento da lectina galactose-ligante foi re-
latado anteriormente, utilizando-se diferentes metodologias. Podemos citar os de
OLIVEIRA (1980) que em sua Dissertacdo de Mestrado comparou as lectinas de
Artocarpus incisa e A. integrifolia. Neste trabalho as lectinas eram extraidas
com PBS, por 4 horas, com agitagao ocasional. Em 1987, PINTO estudando ape-
nas a lectina de A. incisa extraia as proteinas sollUveis, de uma maneira seme-
lhante, utilizando um outro solvente (NaCl 0,15 M), porém conservando o tempo
de 4 horas. Mais recentemente, na tentativa de otimizar a preparagao em larga
escala, da lectina galactose-ligante (frutalina), MONTEIRO (1998), realizou a ciné-
tica de extracéo da lectina, determinando a atividade hemaglutinante em diferen-
tes tempos de extragdo. Assim, extragcbes foram feitas, com NaCl 0,15 M (na pro-
porcéo de 1:10, m:v) por diferentes periodos de tempo, tendo-se observado que,
ja com 30 minutos, toda a atividade hemaglutinante era extraida. Vale salientar
que nos extratos obtidos a diferentes tempos o teor de agucares total foi determi-
nado (DUBOIS,) verificando-se que a quantidade de acgucares extraida nos dife-
rentes tempos era a mesma. Este fato descartou entéo, a hipétese de que com o
aumento do tempo de extragcdo aumentasse também a extracdo de agucares que
pudessem desta forma inibir a atividade hemagilutinante e por isso era obtida a
mesma atividade com o0 aumento do tempo de extracdo.
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V.1.2. Isolamento das Lectinas de Sementes de Artocarpus incisa.

Os isolamentos da lectina de A. incisa, galactose-ligante, feitos por
OLIVEIRA (1982) e por PINTO (1987), embora tenham obtido éxito (a lectina foi
purificada) ndo eram muito eficientes, quer por utilizar uma matriz instavel (estro-
mas humanos glutarizados) quer por utilizar uma matriz de uma especificidade
muito ampla (fetuina). Assim, MONTEIRO (1998) introduziu uma metodologia mais
especifica, eficiente e de baixo custo para o isolamento da lectina galactose-
ligante. Eles utilizaram cromatografia de afinidade, em coluna de galactomanana
obtida de endospermas de sementes de Adenanthera pavonina (Carolina ou Ca-
rol) reticulada por tratamento com epicloridrina. Neste tratamento (TAVARES,
1998), ligacdes éter sdo estabelecidas entre terminais hidroxilas da galactomana-
na por meio do grupo epoxi da epicloridrina, de modo a se obter uma malha ex-
tremamente estavel. Segundo TAVARES (1994), o endosperma da semente de A.
pavonina € basicamente constituido de uma galactomanana composta de uma
cadeia linear (« 1— 4) de D-manose, com substituicdes (o 1— 6) de D-galactose,
na propor¢do de 1,8:1,0 e com alguns residuos de arabinose e xilose. Assim, a
lectina galactose-ligante de sementes de Artocarpus incisa foi isolada por uma
metodologia simples e barata, que continuou a ser utilizada neste trabalho.

O extrato total obtido como descrito no item |V.2.2. foi submetido a
cromatografia de afinidade em coluna de galactomanana de A. pavonina. Duas
fracGes foram obtidas (Figura 6), uma das quais eluida com solugao salina 0,15 M
(solucéo de equilibrio), fragdo nao retida (Pico 1) e uma segunda fragéo (pico Il),
liberada da coluna com tampao glicina-HCI 0,1 M, pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M.
Esta fragdo, que foi denominado de FRUTALINA — a lectina de sementes de Arto-
carpus incisa D-galactose-ligante, podia também ser eluido da coluna com uma
solucdo de D-galactose 0,2 M, dissolvida na solugcdo de equilibrio, embora a elui-
cao fosse mais demorada e o pico obtido mais largo, com um arraste maior devi-
do, provavelmente, a maior afinidade da lectina por carboidratos mais complexos,
encontrados na galactomanana constituinte da matriz, do que por monossacari-
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deos (solucdo de D-galactose). Assim, devido a melhor resolugdo bem como o
fator econémico, tampéao glicina-HCI foi utilizado na liberagéo da frutalina da colu-
na de galactomanana.

A fracdo nao retida na coluna de galactomanana (pico | galac) foi
recromatografada trés vezes, para a retirada total da lectina galactose-ligante (fru-
talina). A fragé@o pico I-galac, livre de frutalina, foi entédo aplicada a coluna de aga-
rose-D-manose (cromatografia de afinidade), previamente equilibrada com PBS,
pH 7,4. As proteinas néo retidas (pico I-man) a coluna foram eluidas com o tam-
p&o de equilibrio enquanto a fragao retida foi eluida com solugdo de manose 0,2 M
em PBS, pH 7,4, (Figura 7). Esta fracéo foi denominada de FRUTAPINA — a lectina
de sementes de Artocarpus incisa D-manose-igante. O procedimento acima des-
crito foi essencial para a purificacéo da frutapina, visto que, a frutalina além de
interagir com a galactomanana (com residuos galactosil), também interage com a
resina de agarose-D-manose, assim, para a obtencao da frutapina, é essencial que
a fragcao pico I-galac esteja livre de frutalina. A interac&o da frutalina com a matriz
agarose-D-manose também pode ser desfeita por eluicdo com D-galactose, evi-
denciando que esta interacdo ocorre pelo mesmo sitio de ligacéo.

Ao pico |-man, fragdo nao retida a coluna agarose-D-manose, acres-
centou-se cloreto de sddio suficiente para se obter uma solugdo com concentragéo
final igual a 1 M. Em seguida, o pico I-man em tampao fosfato de sédio, pH 7,4 e
NaCl 1 M, foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna de quitina, previ-
amente equilibrada com NaCl 1 M. O perfil cromatografico foi semelhante aqueles
obtidos nas duas cromatografias anteriores (Figura 8), ou melhor, a ocorréncia de
duas fragdes foi verificada. Uma fragdo néo retida (pico I-quit), eluida com solugéo
de NaCl 1 M e uma fragao retida (pico lI-quit) eluida com solugdo de HCI 0,01 M
em NaCl 0,15 M, posteriormente chamada de FRUTAQUINA — a lectina de sementes
de Artocarpus incisa quitina-ligante.

A adicado de NaCl 1 M na amostra aplicada a coluna de quitina foi fei-
ta para prevenir uma possivel cromatografia de troca idnica, ou seja, que proteinas
da amostra interagissem com a quitina exclusivamente ou principalmente por inte-
racOes eletrostaticas, o que poderia descartar a presenca de uma lectina quitina-
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ligante (por afinidade) em sementes de Artocarpus incisa. Isto € plausivel, pois, a
quitina € um homopolissacarideo constituido por unidades de N-acetilglucosamina,
um amino aglicar, e, portanto carregado positivamente em valores de pH utilizados

no experimento.
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Figura 6. Cromatografia de afinidade do extrato total de Artocarpus incisa em
coluna de galactomanana de Adenanthera pavonina. A amostra foi dissolvida
em NaCl 0,15 M, aplicada a coluna previamente equilibrada com a mesma
solugdo. A fragdo nao retida foi eluida com NaCl 0,15 M e a fracao retida
(FRUTALINA) com tampao glicina-HCI 0,1 M, pH 2,6, contendo NaCl 0,15 M.
Foram coletadas fracdes de 3,0 mL, sob um fluxo de 60 mL/h.
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Figura 7. Cromatografia de afinidade em agarose-D-manose do pico | (livre
de frutalina) eluido da coluna de galactomanana de Adenanthera pavonina. A
amostra em PBS, pH 7,4 e NaCl 0,15 M, foi aplicada a coluna previamente
equilibrada com a mesma solugdo. A fragdo nao retida foi eluida com a solu-
cao de equilibrio e a fragéo retida (FRUTAPINA) com solugdo de manose 0,2 M
em PBS, pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M. Foram coletadas fragdes de 1,0 mL,
sob um fluxo de 30 mL/h.
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Figura 8. Cromatografia de afinidade em quitina do pico | eluido da coluna
de agarose-manose. A amostra em PBS, pH 7,4 contendo NaCl 1 M, foi apli-
cada & coluna previamente equilibrada com a mesma solug&o. A fragéo nao
retida foi eluida com a solugdo de equilibrio e a fragdo retida (FRUTAQUINA)
com solucdo de HCI 0,01 M contendo NaCl 0,15 M. Foram coletadas fracdes
de 1,0 mL, sob um fluxo de 30 mL/h.
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V.2. Caracterizagao Fisico-Quimica das Lectinas de Sementes

de Artocarpus incisa

V.2.1. Composi¢dao de Aminoacidos

A composi¢ao de aminoacidos das lectinas frutalina, frutapina e fru-
taquina foi determinada e pode ser vista na tabela 1. Quando os resultados obti-
dos sdo comparados observa-se que ha uma grande semelhanca entre frutalina e
frutapina, no entanto, a frutaquina apresenta um contedo de aminoacidos distinto
das outras duas lectinas, sendo caracterizado por um alto teor de cisteina.

O teor de aminoacidos da frutalina e frutapina guarda uma grande
semelhangca com outras lectinas de Moraceae, como as lectinas de Artocarpus
incisa galactose-ligante (jacalina) e manose-ligante (KM+) e a lectina galactose-
ligante de Maclura pomifera (YOUNG et al, 1989 e SANTOS-OLIVEIRA et
al [ 1994). A composicdo de aminoacidos destas lectinas é caracterizada por um
alto conteudo de aminoacidos acidos, hidroxilados, hidrofébicos e de glicina. Por
outro lado o teor de aminoacidos basicos e sulfurados é baixo, sendo que residuos
de cisteina ndo foram detectados. Este perfil € também encontrado em muitas ou-
tras lectinas de plantas, no entanto n&o constitui uma regra, como foi evidenciado,
por exemplo, para a frutaquina e lectinas de Gramineas.
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Tabela | - Composicao de Aminoacidos de lectinas de sementes de A. incisa

REesibuos /100

Asx 8,7 11,4 6,0
Thr 7.4 8,8 8,6
Ser 7.0 8,1 6,0
Glx 8,6 12,3 9,8
Pro 5,8 5,0 5,8
Gly 12,4 17,6 8,2
Ala 49 8,7 55
Cys nd? nd? 14,8
Val 57 47 8,0
Met 1,2 0,60 nd?
lle 6,9 47 2,8
Leu 6,2 7.4 1,8
Tyr 58 24 50
Phe 7.3 34 27
Lys 6,7 2.2 11,6
His 1,6 0,60 1,4
Arg 2,4 2,1 2,0
Trp 1,4 nd? nd?

ﬁ
MONTEIRO,1998

2 nao detectado
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V.2.2. Determinagdo da Massa Molecular Aparente

V.2.2.1. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presenca de SDS e - mer-
captoetanol (PAGE-SDS)

O Extrato Total obtido a partir da farinha de Arfocarpus incisa (fruta-
pao) e as lectinas isoladas a partir de seu fracionamento por cromatografia de afi-
nidade foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 15 % (em con-
dicdes desnaturantes) na presenca e auséncia de - mercaptoetanol. A frutalina
apresentou duas bandas protéicas, com massas moleculares aparentes de 12 e
15 kDa, respectivamente; e a frutapina apresentou uma Unica banda protéica com
massa molecular aparente de 13 kDa (figura 9). Tanto a frutalina como a frutapina
tiveram o mesmo comportamento na presenga de - mercaptoetanol, evidencian-
do assim, que estas lectinas ndo apresentam pontes dissulfeto. A frutaquina a-
presentou apenas uma banda protéica de massa molecular aparente de 12 KDa,
(Figura 10), tanto na presenga como na auséncia de B-mercaptoetanol. Aparente-
mente estes resultados eram sugestivos de que esta lectina era constituida de
uma unica cadeia. No entanto a composicdo em aminoacidos mostrou alto teor de
Cisteina (Cys), mesmo tendo sido realizada somente hidrdlise acida (o ideal seria
hidrélise com &cido perférmico, para preservar a integridade da cadeia lateral dos
residuos de Cys). Estes resultados foram esclarecidos quando da determinagao
do N-terminal desta lectina (veja item V.3.1), onde apdés a reducgéo da frutaquina
com polivinilpiridina (PVP) e subsequente cromatografia em colunas de fase re-
versa, a lectina foi separada em trés cadeias. Desta forma, ficou claro que a fruta-
quina, embora apresente pontes dissulfeto, estas sdo resistentes a redugéo por -
mercaptoetanol nas condigdes experimentais empregadas.

Comparando-se os resultados aqui obtidos para a frutalina com ou-
tros anteriormente relatados, constata-se que dados semelhantes foram mostra-
dos por outros autores para lectinas de Moraceae galactose-ligante. A lectina de
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Maclura pomifera, por exemplo, em condi¢cdes desnaturantes, PAGE-SDS, mostra
duas cadeias polipeptidicas diferentes de 10 e 12 kDa, respectivamente (BAUSCH
& PORETZ, 1977). Lectinas isoladas do mesmo género (Artocarpus) apresenta-
ram comportamento similar. MOREIRA & AINOUZ (1981) isolaram duas isolecti-
nas galactose-ligantes de A. integrifolia (provavelmente duas formas estruturais da
jacalina) que apresentaram duas bandas protéicas de Massa molecular aparente
de 11 e15 kDa, respectivamente. Por sua vez os resultados apresentados para a
frutapina s&o analogos aqueles mostrados para KM+, lectina manose-ligante de
Arfocarpus integrifolia, que exibe apenas uma unica banda de massa molecular
aparente de 13 kDa, assim como a frutapina, tanto em condi¢cdes redutoras como
nao redutoras. A lectina manose-ligante de sementes de Arfocarpus integer
(champedak), por sua vez, apresenta duas bandas protéicas, em PAGE-SDS, com
massa molecular aparente de 16,8 e 31,4 kDa. Entretanto na presencga de agente
redutor, apenas uma unica banda de 16,8 kDa foi encontrada (LIM et al., 1997).
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Figura 9. Eletroforese em gel de poliacrilamida (15 %) na presenca de SDS
e B-mercaptoetanol. Pista (1) marcadores de massa molecular; (2) frutapina;
(3 e 4) frutalina; marcadores de massa molecular: BSA (66 kDa), ovalbumina
(45 kDa); anidrase carbdnica (30 kDa); inibidor de tripsina (20,1 kDa) e cito-
cromo C (12,4 kDa).
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Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida (16 %) na presenca de SDS
e B-mercaptoetanol. Pista (1), marcadores de massa molecular, pista (2) fru-
talina, pista (3), frutaquina, pista (4) fragmento de mioglobina.
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V.2.2.2. Cromatografia de Exclusdao Molecular

Quando as lectinas: frutalina, frutapina e frutaquina em PBS pH 7,4,
contendo D-galactose e D-manose nas concentragdes de 0,2 M foram submetidas
a cromatografia em coluna Superdex HR 75 acoplada a um sistema AKTA, equili-
brada e eluida com o mesmo tampéao, os seguintes resultados foram obtidos:

% Frutalina — apresentou um Unico pico com uma massa molecular aparente de
60 kDa (Figura 11). Resultados semelhantes foram obtidos por YOUNG et a/
(1989) para as lectinas de A. integrifolia (Mr 46kDa) e Maclura pomifera (Mr 44
kDa), quando as mesmas foram submetidas a filtracdo em gel de Sephadex G-
100. Quando os resultados em PAGE-SDS foram comparados com aqueles ob-
tidos por FPLC e HPLC, pode-se sugerir que a frutalina tenha uma estrutura te-
tramérica composta por duas subunidades de 15 kDa e duas de 12 kDa.

% Frutapina — foi eluido um unico pico com massa molecular aparente de 63
kDa(Figura 12), resultados analogos foram obtidos por SILVA-LUCCA (1998)
para a KM+ — lectina manose-ligante de Artocarpus integrifolia e por LIM
(1997) para lectina manose-ligante de Artocarpus integer. Analisando os resul-
tados obtidos pela frutapina por cromatografia de exclusdo molecular juntamen-
te com aqueles obtidos por PAGE-SDS, pode-se inferir que a estrutura quater-
naria da frutapina seja um tetramero constituido por quatro subunidades idénti-

cas.

% Frutaquina — Também apresentou um Unico pico com massa molecular aparen-
te de 12 kDa. Aliando este dado aos obtidos em PAGE-SDS e redugcdo com
PVP podemos sugerir que a frutaquina seja uma proteina monémeérica constitu-
ida por trés cadeias unidas por pontes S-S (Figura 13).
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Figura 11. Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 75 HR,
acoplada a um sistema HPLC. A coluna equilibrada e eluida com PBS, pH
7.4, contendo NaCl 0,15 M e D-galactose e D-manose, a temperatura ambi-
ente, frutalina foi aplicada dissolvida no tamp&o de equilibrio. A cromatografia
foi monitorada pela leitura de absorbancia a 280 nm. Foram coletadas fra-
cbes de 1,0 mL, sob um fluxo de 60 mL/h.
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Figura 12. Cromatografia de exclusao molecular em coluna Superdex 75 HR,
acoplada a um sistema HPLC. A coluna equilibrada e eluida com PBS, pH
7.4, contendo NaCl 0,15 M e D-galactose e D-manose, a temperatura ambi-
ente, frutapina foi aplicada dissolvida no tampao de equilibrio. A cromatogra-
fia foi monitorada pela leitura de absorbancia a 280 nm. Foram coletadas fra-

coes de 1,0 mL, sob um fluxo de 60 mL/h.
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Figura 13. Cromatografia de excluséo molecular em coluna Superdex 75 HR,
acoplada a um sistema HPLC. A coluna equilibrada e eluida com PBS, pH
7.4, contendo NaCl 0,15 M e D-galactose e D-manose, a temperatura ambi-
ente, frutaquina foi aplicada dissolvida no tamp&o de equilibrio. A cromato-
grafia foi monitorada pela leitura de absorbancia a 280 nm. Foram coletadas
fragbes de 1,0 mL, sob um fluxo de 60 mL/h.
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V.3. Caracterizacao Estrutural das Lectinas de Sementes de Arto-

carpus incisa

V.3.1. Determinagdo da Estrutura Primaria

Os aminoéacidos da porcdo N-terminal das lectinas D-galactose-
ligante (frutalina), D-manose-ligante (frutapina) e quitina-ligante (frutaquina) foram
determinados por método quimico. A sequéncia N-terminal da frutalina foi compa-
rada com as sequéncias N-terminal das lectinas galactose-ligante de Artocarpus
integrifolia (jacalina), Maclura pomifera e manose ligante de Artocarpus integrifolia
(KM+) (Figura 14 e15). Apds o alinhamento das sequéncias das referidas lectinas
foi observado que a frutalina apresenta em tomo de 40 % de identidade com a
KM+, 76 % com a lectina de Maclura pomifera e 98 % com a jacalina. Como a es-
trutura primaria da frutalina € muito semelhante a da jacalina, é bastante razoavel
se pensar que a estrutura tridimensional da frutalina seja bem préxima daquela
apresentada pela jacalina.

A frutapina apresentou seu residuo amino-terminal bloqueada néo
sendo possivel determinar seu N-terminal. Como a KM+ (também ligante de D-
manose) apresenta seu N-terminal bloqueado, ROSA et al., (1999), esta € mais
uma evidéncia que a estrutura da frutapina seja muito similar a da KM+.

A seqiéncia N-terminal da frutaquina foi comparada com a sequén-
cia N-terminal da lectina quitina-ligante de Artocarpus integrifolia (jacaquina) (figu-
ra 16). A frutaquina e jacaquina tratam-se de lectinas que nao apresentam simila-
ridades com outras até hoje sequenciadas, pois a partir do N-terminal das cadeias
que as constituem nao foi encontrada lectina que apresentasse identidade com as
mesmas. Em 1999, MOURAO e colaboradores isolaram uma lectina quitina ligante
de sementes de Artocarpus integrifolia com massa molecular aparente de 31,4,
18,5 e 16,3 kDa determinado por PAGE-SDS. A sequéncia da regidao N-terminal
do polipeptideo de Mr 16,3 foi determinada e ndo mostrou nenhuma semelhanca
com a frutaquina ou com a jacaquina (lectina quitina-ligante de sementes de Arto-
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carpus integnfolia). Os onze residuos determinados por Mourdo e colaboradores
sdo0 idénticos aos onze primeiros residuos da cadeia-o da jacalina. Além disso, os
dois outros polipeptideos que ndo foram sequenciados apresentam massas mole-
culares aparentes, determinadas por PAGE-SDS, bem distintas daquela encontra-
da para a frutaquina que foi de aproximadamente 12 kDa. Diante do exposto pode
ser sugerido que as lectinas quitina-ligante de sementes de Artocarpus incisa e
Artocarpus integrifolia, frutaquina e jacaquina, respectivamente, constituem um
novo grupo de lectinas, caracterizadas por serem mondmeros, com trés cadeias

unidas por pontes S-S.
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Figura 14. Alinhamento da seqiéncia N-terminal da lectina de sementes de
Artocarpus incisa galactose-ligante — FRUTALINA com lectinas relacionadas:
jacalina (Cadeia-o) e KM+ (manose-ligante) de sementes de Arfocarpus inte-
grifolia (YOUNG et al., 1989 e ROSA et al., 1999), lectina galactose-ligante
de sementes de Maclura pomifera (YOUNG et al.,1989). Em [fiGgentd — AA
conservados e em @2l — modificagcdes conservativas.
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Cadeln & 10 20 30 40 50
FRUTALINA GKAFDDGAFT ~ GIREINLSYN ~ KETAIGDFQV ~ VYDLNGSPYV ~ GQNHKSFITG
JACALINA GKAFDDGAFT ~ GIREINLSYN ~ KETAIGDFQV ~ VYDLNGSPYV ~ GQNHKSFITG
Consinsus ~ GKAFDDGAFT ~ GIREINLSYN  KETAIGDFQV ~ VYDLNGSPYV ~ GQNHKSFITG
60 70 80 90 100 110
FTPVKISLDF  PSEYIMEVSG YTGNVSGYVV ~ VRSLTFKTNK  KTYGPYGVTS  GTPFNLPIEN
FTPVKISLDF ~ PSEYIMEVSG YTGNVSGYVV ~ VRSLTFKTNK ~ KTYGPYGVTS  GTPFNLPIEN
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120 130

GLIVGFKGSI GYWLDYFSMY LSL
GLIVGFKGSI GYWLDYFSMY LSL
GLIVGFKGSI GYWLDYFSMY LSL

Cadeia

10 20
FRUTALINA NQQSGKSQTV IVGPWGAKVS
JACALINA NEQSGKSQTV IVGSWGAKVS

CONSENSUS N#QSGKSQTV IVG#FWGAKVS

Figura 15. Alinhamento da seqiéncia primaria da frutalina com a jacalina.
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Figura 16. Seqiéncia N-terminal das cadeias 1 e 2 da frutaquina — lectina

quitina-ligante de sementes de Arfocarpus incisa e das cadeias 1, 2 e 3 da

jacaquina — lectina quitina-ligante de sementes de Artocarpus integrifolia.
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V.3.2. Espectros de Dicroismo Circular e Estimativa das Fragoes de Estrutura
Secundaria por Dicroismo Circular

O espectro de CD da frutalina, frutapina e frutaquina em PBS 10 mM,
pH 7,4, ou em agua foram registrados. A concentracdo de 10 mM é necessaria,
pois em concentragdes mais elevadas de sal tem-se um ruido intenso na regiéo
abaixo de 200 nm. O espectro da frutalina (Figura 17) foi caracterizado por uma
banda negativa com minimo de 218 nm e uma banda positiva de 203 nm em 209
nm o espectro cruza a abscissa de valores negativos para valores positivos. O
espectro apresentado pela frutalina € caracteristico de estrutura folha- antiparale-
la. A frutalina € muito similar a jacalina em varios aspectos, inclusive no que diz
respeito ao espectro de CD, eles praticamente se superpdem. Com base nestes
dados, pode-se sugerir que a estrutura tridimensional da frutalina seja muito seme-
lhante a da jacalina que foi resolvida por cristalografia de raios-X (SANKARANA-
RAYANAN et al., 1996).

O conteldo das fragdes de estrutura secundaria da frutalina foi esti-
mado usando o programa convex constraint analysis (CCA). Este programa € um
método de desconvolugao, ou seja, extrai as componentes comuns de um grupo
qualquer de espectros calculando assim suas curvas basicas. Teoricamente a par-
tir da combinacédo destas curvas basicas pode-se obter qualquer curva contida no
grupo de espectros. A este grupo de espectros da-se o nome de espectros de re-
feréncia. Este programa utiliza o algoritmo simplex que extrai dos espectros de
referéncia suas cinco componentes puras, isto é, as curvas associadas a confor-
macao secundaria de proteinas (a-hélice, folha-B, volta-8, estrutura ndo ordenada
e contribuicées aromaticas). O espectro a ser analisado € acrescentado ao grupo
de dados de referéncia.

O conteudo das fragdes de estrutura secundaria da frutalina estima-
da por CD usando o programa CCA foi a seguinte: 0 % de o-hélice, 64 % de folha-

B antiparalela, 21 % de volta-B (p-tumn) e/ou folha-p paralela, 6% estrutura n&o or-
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denada e 9% de contribuicées adicionais, com um RMS (desvio médio quadratico)
de 1%.

O espectro de CD da frutapina em agua foi caracterizado por dois
minimos em 217 e 195 nm e um maximo em 203 nm, e cruza a abscissa de valo-
res negativos para valores positivos em 189 nm (figura 18). Sua baixa elipticidade
€ consistente com uma proteina ndo helicoidal. O espectro de CD da frutapina é
muito semelhante ao da KM+. A forma dos espectros apresentados pela frutapina
e KM+ (lectina manose-ligante de Arfocarpus integrifolia) ndo € comum, sendo
caracteristico para estas duas lectinas. O conteldo de estrutura secundaria foi
estimado utilizando-se o programa CCA. As seguintes fragdes foram obtidas: a-
hélice 0%, folha- paralela e/ou volta-§ 21 %, folha-B antiparalela 47%, desorde-
nada 23%, contribuicdes adicionais 9% e um RMS de 1 %. As fragdes calculadas
para as voltas B sdo coerentes com aquelas calculadas para as folhas B, isto é,
aproximadamente metade do valor desta ultima.

A estrutura cristalografica da jacalina € predominantemente g (SAN-
KARANARAYANAN et al., 1996) sendo também seu espectro de CD tipico de pro-
teinas B. Os espectros de CD da frutapina e KM+, entretanto, sdo diferentes da-
queles encontrados na literatura para outras proteinas predominantemente B (Sil-
va-Lucca, 1994). Na faixa de 250-200 nm (com um minimo em 216 nm), seu es-
pectro tem caracteristicas de proteinas cuja estrutura secundaria € predominan-
temente B, porém ha a auséncia do pico, positivo em 200 nm, caracteristico da
conformacéo B, o que os tornam peculiares. Entretanto, a desconvolucio destes
espectros utilizando os programas SELCON ou CCA identificaram a estrutura
como componente dominante, seguida de uma quantidade consideravel de estru-
tura n&o ordenada.

Possivelmente, a auséncia de pico positivo no espectro de CD da fru-
tapina e KM+ deve-se a diversos residuos de prolina presentes na KM+ em regi-
d6es homdlogas as folhas B da estrutura da jacalina. Duas possibilidades podem
estar ocorrendo: as substituicdes por prolina, que ocorrem na KM+, ou seja, po-
dem levar a distorcdes nesses elementos de estrutura secundaria, alterando tam-
bém seu espectro de CD; os residuos de prolina podem ter sua prépria contribui-
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¢éo espectral, com minimos acentuados, na regiao de 200 nm, "deformando" as-
sim o espectro da KM+. Estas possibilidades tém como base o fato de que em
hélices contendo de um a trés residuos de prolina € necessario considerar a con-
tribuicdo espectral destas prolinas, em particular, como previsto por Sreerama &
Woody (SREERAMA & WOODY, 1994).

A frutaquina como as outras duas lectinas descritas de sementes de
Artocarpus incisa, também tem uma estrutura secundaria predominantemente .
Seu espectro de CD é caracterizado por dois minimos em 213 e 273,8 nm e dois
maximos em 204 e 229,6 nm e em 246,8 nm 0 espectro cruza a abscissa de valo-
res negativos para valores positivos (Figura 19). Apés desconvolugao do espectro
da frutapina foram obtidas as seguintes percentagens das componentes puras: 31
% de folha-B, 22 % de B-tums e 47 % de estrutura ndo ordenada e um RMS 1%. O
conteldo de estrutura secundaria foi estimado utilizando-se o programa SELCON
" 3
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FIGURA 17 — Espectro de dicroismo circular da frutalina (0,12-0,15 mg/mL) dis-
solvida em PBS 10 mM, pH 7,4. O espectro foi registrado de 195 a 240 nm, com
uma média de 32 varreduras, em uma cubeta cilindrica de 0,1 cm de caminho 6ti-
co, a 25 °C. A estimativa do conteudo de estrutura secundaria foi calculada pelo

programa CCA.
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FIGURA 18 — Espectro de dicroismo circular da frutapina (0,12-0,15 mg/mL) dis-
solvida em PBS 10 mM, pH 7,4. O espectro foi registrado de 195 a 240 nm, com
uma média de 32 varreduras, em uma cubeta cilindrica de 0,1 cm de caminho 6ti-
co, a 25 °C. A estimativa do contelido de estrutura secundaria foi calculada pelo
programa CCA.
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FIGURA 19 — Espectro de dicroismo circular da frutaquina (0,12-0,15 mg/mL) dis-
solvida em agua. O espectro foi registrado de 195 a 300 nm, com uma média de
32 varreduras, em uma cubeta cilindrica de 0,1 cm de caminho ético, a 25 °C. A
estimativa do conteudo de estrutura secundaria foi calculada pelo programa SEL-
CON 3.

Lectinas de Sementes de Artocarpus incisa, Monteiro-Moreira, 2002




77

Resultados e Discussdo

V.3.3. Espectros de Fluorescéncia

Os espectros de emisséo de fluorescéncia das lectinas frutalina, fru-
tapina e frutaquina foram determinados. As amostras dissolvidas em PBS, pH 7,4
em concentragées que variaram de 0,12-0,15 mg/mL (D.O. sempre menor que
0,1) foram excitadas a 280 nm, a 25 °C, e os espectros registrados na faixa de 300
a 450 nm. Os espectros de emissao de fluorescéncia (Figura 20) das trés lectinas
s&o caracteristicos de proteinas que apresentam triptofano no interior da estrutura
protéica. O maximo de emissdo para a frutalina foi 328,5 nm, para a frutapina
328,5 nm e para a frutaquina 336 nm. Embora o0 maximo de emiss&o da frutalina e
frutapina seja o mesmo, a intensidade da fluorescéncia emitida € maior para a
frutalina. Isto pode ser explicado pelo ambiente proximo aos residuos de triptofano
nestas lectinas, ou seja, na frutapina, os elétrons emitidos podem estar sendo
"captados" (supressédo interna) por residuos basicos localizados nesta regido. O
maximo de emissdo da frutaquina de 336 nm indica que os residuos de triptofano

estdo mais expostos ao solvente que na frutalina e frutapina.
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FIGURA 20 — Espectros de emiss&o de fluorescéncia da frutalina, frutapina, fruta-
quina dissolvidas em PBS, pH 7,4 em concentragbes que variaram de 0,12-0,15
mg/mL, D.O. sempre menor que 0,1. As amostras foram excitadas a 280 nm, a 25

°C, e 0s espectros registrados na faixa de 300 a 450 nm.
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V.3.4. Cromatografia de Fase Reversa em C18

As lectinas de sementes de Arfocarpus incisa frutalina, frutapina e
frutaquina dissolvidas em PBS, pH, 7,4 na concentragdo 1 mg/mL foram submeti-
das a cromatografia de fase reversa em coluna C18 acoplada em HPLC. A eluicao
foi realizada no sistema solvente TFA/ACN.

Nas figuras 21, 22 e 23 podemos observar os tempos de retengéo de
cada lectina. A frutalina apresenta dois picos com tempos de retencéo de 15 e 22
minutos; Como ja foi mostrado, as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da
frutalina sdo muito similares aquelas apresentadas pela jacalina, e desta forma
acredita-se que a frutalina, assim como a jacalina, seja uma proteina tetramérica
composta de quatro subunidades idénticas. Entdo, pode-se concluir que a presen-
¢a de dois picos na cromatografia de fase reversa indica que estas subunidades,
mesmo sendo idénticas quanto a composig¢ao protéica, tenham carater hidrofébico
distinto por apresentarem diferentes percentagens de glicosilagdo. A frutapina e
frutaquina apresentam apenas um unico pico com tempos de retencéo diferentes,
22 e 15, respectivamente. Estes resultados traduzem que estas lectinas tém ca-

racteristicas hidrofébicas distintas.
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Figura 21. Cromatografia de fase reversa em coluna C18, acoplada a um
sistema HPLC. A coluna equilibrada com PBS, pH 7,4, contendo NaCl 0,15
M e D-galactose e D-manose, a temperatura ambiente, frutalina dissolvida no
tamp&o de equilibrio foi aplicada na concentragdo de 1 mg/mL, no tampao de
equilibrio. A eluicdo foi realizada no sistema solvente TFA/ACN (solvente A:
Acetonitrila 0,1 % e solvente B: acetonitrila: agua:TFA, 80:20:0,8). As condi-
¢des de eluigcao foram: 5 minutos com 5 % solvente B; 20 minutos de 5 a
100% de B; 5 minutos de 100% de B; 5 minutos de 100% B a 5% de solvente
A. A cromatografia foi monitorada pela leitura de absorbancia a 280 nm. Fo-
ram coletadas fragdes de 1,0 mL, com fluxo de 60 mL/h.
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Figura 22. Cromatografia de fase reversa em coluna C18, acoplada a um
sistema HPLC. A coluna equilibrada com PBS, pH 7,4, contendo NaCl 0,15
M e D-galactose e D-manose, a temperatura ambiente, frutapina dissolvida
no tampao de equilibrio foi aplicada na concentragcdo de 1 mg/mL, no tampéao
de equilibrio. A eluicao foi realizada no sistema solvente TFA/ACN (solvente
A: Acetonitrila 0,1 % e solvente B: acetonitrila: agua: TFA, 80:20:0,8). As con-
dicdes de eluicdo foram: 5 minutos com 5 % solvente B; 20 minutos de 5 a
100% de B; 5 minutos de 100% de B; 5 minutos de 100% B a 5% de solvente
A. A cromatografia foi monitorada pela leitura de absorbancia a 280 nm. Fo-
ram coletadas fragées de 1,0 mL, com fluxo de 60 mL/h.
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Figura 23. Cromatografia de fase reversa em coluna C18, acoplada a um
sistema HPLC. A coluna equilibrada com PBS, pH 7,4, contendo NaCl 0,15
M e D-galactose e D-manose, a temperatura ambiente, frutaquina dissolvida
no tampao de equilibrio foi aplicada na concentragéo de 1 mg/mL, no tamp&o
de equilibrio. A eluigdo foi realizada no sistema solvente TFA/ACN (solvente
A: Acetonitrila 0,1 % e solvente B: acetonitrila: agua: TFA, 80:20:0,8). As con-
dicbes de eluigado foram: 5 minutos com 5 % solvente B; 20 minutos de 5 a
100% de B; 5 minutos de 100% de B; 5 minutos de 100% B a 5% de solvente
A. A cromatografia foi monitorada pela leitura de absorbancia a 280 nm. Fo-
ram coletadas fragdes de 1,0 mL, com fluxo de 60 mL/h.
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V.4. Caracterizacao Biologica das Lectinas de Sementes de Arto-
capus incisa

V.4.1. Atividade Hemaglutinante

A habilidade da frutalina, frutapina e frutaquina para aglutinar células
foi testada frente a hemécias de diferentes animais. As lectinas aglutinam eritrci-
tos humanos do sistema ABO, ndo sendo especifica para nenhum grupo, téo for-
temente quanto para eritrocitos de coelho. A atividade hemaglutinante da frutalina
foi testada frente a eritrdcitos de outros animais. A frutalina aglutinou fracamente
células de porco e cameiro. O maior titulo foi obtido frente a hemacias de capote.
Os ensaios de hemaglutinacao utilizados foram feitos usando-se hemacias de coe-
lho, pois além das lectinas causarem uma boa hemaglutinagéo , ela sdo de mais
facil obtencéo.

V.4.2. Inibigdo da atividade hemaglutinante

Como a frutalina foi isolada em uma matriz que continha galactose
(galactomanana de Adenanthera pavonina e agarose-D-galactose) se pode afir-
mar que a mesma tenha afinidade por galactose ou agucares mais complexos que
a contenha. Com o objetivo de se investigar com maior profundidade a especifici-
dade da lectina foi feito um ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante por a-
clcares simples, complexos e glicoproteinas, frente a hemacias de coelho.

Pode-se observar na tabela || que dos agucares testados, nenhum foi
habil para inibir a atividade hemaglutinante da frutalina. Como sabemos, na mem-
brana das hemacias temos aglicares complexos que contém agucares simples.
Com os resultados obtidos pode-se sugerir que o sitio lectinico da frutalina € me-
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lhor complementado por um agucar complexo que contém galactose, assim sendo
um acgucar simples néo é capaz de deslocar a lectina da heméacia, pela qual apre-
senta uma maior afinidade.

No entanto, este deslocamento foi observado quando se usou asialo-
fetuina, ima glicoproteina complexa que contém residuos de D-galactose, indican-
do que esta glicoproteina se liga mais fortemente a lectina que os agucares da
membrana de hemacias de coelho. PINTO, ja havia mostrado que a frutalina tinha
afinidade por fetuina, quando conseguiu obter uma fragao altamente purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de fetuina-agarose (PINTO, 1986).

A frutapina, ao contrario da frutalina, é inibida por agucares simples.
Ela foi inibida por glicose e manose. Por outro lado, a frutaquina tem um compor-
tamento similar ao da frutalina no que diz respeito a inibicdo da atividade hemaglu-
tinante, sua atividade nao foi abolida na presenca de N-acetil-glucosamina (a uni-
dade monomérica do homopolissacarideo utilizado na sua purificagao — quitina).
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Tabela Il. Inibicao da atividade hemaglutinante da frutalina por carboidratos.

D(+) xilose NHI
D(-) arabinose NHI
D(-) frutose NHI
L(+) rhamnose NHI
D(-) celobiose NHI
D(+) maltose NHI
D(+) trealose NHI
D(+) melezitose NHI
rafinose. NHI

D(-) galactose NHI
galactosamina NHI
D(+) lactose NHI
D(+) glicose NHI
ac. Glicurdnico NHI

D(-) manose NHI
N-acetil-galactosamina NHI

¢ NHI - ndo houve inibicao
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V.5. Estudos do Efeito do pH na Estrutura Quaternaria da Frutali-
na e sua Estabilizagcdo por Acucares Ligantes Monitoradas por
Cromatografia de Exclusdo Molecular

Modificagbes conformacionais na estrutura da frutalina em funcéo do
pH foram investigadas e monitoradas por exclusdo molecular em coluna Superdex
acoplada a um sistema HPLC. Uma mistura tamp&o preparada com glici-
na/acetatoffosfato/borato foi utilizada para variagéo de pH de 2,0 a 12,0. Os resul-
tados obtidos na auséncia e na presenca de D-galactose 0,2 M e D-glucose 0,2 M
podem ser observados na figura 24.

Na auséncia do ligante, a lectina apresentou-se a pH 10,0 sob a for-
ma tetramérica, com Mr de 60 kDa. O mesmo n&o ocorreu em valores de pH mais
baixos (8,0 e 6,0), onde a lectina se apresentou com massa molecular aparente
que corresponde a forma dimérica da lectina; a mesma se encontra sob a forma
monomeérica a pH 2,6 e 4,0. No entanto quando este experimento foi realizado na
presenga dos agucares: D-glucose e D-galactose 0,2 M, um comportamento dife-
rente foi verificado. Ja a pH 2,6, na presenga de D-galactose 0,2 M, observa-se
uma estabilizacdo da estrutura quaternaria da frutalina, pois temos uma forma mo-
lecular que provavelmente representa o equilibrio entre o dimero e o tetramero.
Quando os resultados obtidos na presenca ou na auséncia D-glucose s&o compa-
rados nenhuma diferenca significativa € percebida. No entanto, em pH 4,0, é nitida
a diferenga do comportamento da lectina diante das trés condi¢cdes experimentais.
Na auséncia do agucar, como ja foi comentado, a lectina encontra-se na forma
monomeérica, na presenca de D-glucose, na forma dimérica e na presenga de D-
galactose, assim como em pH 2,6, se verifica um equilibrio entre as formas dimé-
rica e tetramérica. Em valores de pH 6,0 e 8,0, na presencga de D-glucose e de D-
galactose a lectina apresenta-se na forma tetramérica, ja na auséncia de agucar a
mesma permanece na forma dimérica. A pH 10,0 a frutalina apresentou-se sob
uma forma molecular com massa molecular aparente ligeiramente maior que a Mr
do tetrdmero, e este comportamento foi independente da presenga de agucares.

Lectinas de Sementes de Artocarpus incisa, Monteiro-Moreira, 2002

THVERSBABE repmnal RO gwEan:
WBLIOTECA BF CIERNIAR 7 TR G0 08




Resultados e Discussdo %’

Este fato sugere que acima de pH 10,0 a frutalina forma agregados, e assim, nao
foi verificada diferengas significativas nas condigdes experimentais empregadas.
Fica claro que a presenga de agucar contribui na estabilizagdo da
estrutura quaternaria da frutalina quando esta é submetida a diferentes valores de
pH, fato também evidenciado por CAMPANA e colaboradores 2002 quando efetu-
aram estudos de “unfolding“ e "refolding* da frutalina e mostraram a necessidade
da presenca de D-galactose para que a lectina, apds passar por um processo de
desnaturagéo fosse renaturada. Além disso, uma importante observagéo que deve
ser levada em consideracao € o fato da frutalina, uma lectina denominada D-
galactose ligante, também ligar D-glucose, um agucar que segundo a classificagao
de MAKELA (1957), que leva em consideragao a posi¢cao da hidroxila dos carbono
3 e 4, pertence a outro grupo, ou seja, € um agucar estruturalmente néo relaciona-
do com a D-galactose, e ha bem pouco tempo era impossivel se imaginar uma
lectina que fosse capaz de se ligar a agucares de dois grupos distintos. Neste ex-
perimento isto ficou bastante evidente. Além do mais, no decorrer deste trabalho
outras evidéncias foram observadas, por exemplo, a necessidade da amostra es-
tar livre de frutalina no momento da purificacdo da frutapina (efetuada em coluna
de agarose-D-manose). Como a matriz cromatogréafica € constituida de agarose,
poder-se-ia cogitar a possibilidade da interagdo da frutalina com a galactose que
constitui a agarose, mas esta possibilidade é descartada, pois a elui¢do do materi-
al retido é efetuada mediante a adicdo de uma solugdo D-manose, logo, se a fruta-
lina n&o interagisse com D-manose, embora retida a coluna por ligar-se a galacto-
se da matriz (agarose), ela ndo seria eluida pela a solugéo contendo D-manose. A
eluicdo da frutalina por D-manose foi comprovada quando se fez eletroforese do
material eluido da coluna de agarose-D-manose com solugdo de D-manose quan-
do a amostra de partida ndo estava completamente livre de frutalina. Neste caso,
a frutapina apresentava-se contaminado com frutalina, obtinha-se em PAGE-SDS,
ao invés de uma Unica banda protéica (frutapina pura), trés bandas protéicas (du-
as da frutalina e uma da frutapina), mostrando claramente a presenca de frutalina
no eluato da coluna de agarose-D-manose. Diante desses relatos, constata-se que
a frutalina, entdo, ndo se enquadra naqueles quatro grupos estabelecidos por VAN
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DAMME e colaboradores (1997). Eles dividiram as lectinas de acordo com as es-
truturas de suas subunidades em:

MEROLECTINAS sd0 proteinas pequenas consistindo exclusivamente
de um unico dominio ligante a carboidrato. Devido a sua natureza mono-
valente, sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células.

HoLOLECTINAS também s&o constituidas exclusivamente de dominios
ligantes a carboidratos. Entretanto, em contraste com as merolectinas, e-
las contém dois ou mais dominios ligantes a carboidratos que sao idénti-
cos ou muito homdlogos e ligam 0 mesmo agucar ou um outro estrutural-
mente similar.

QUIMEROLECTINAS sd0 basicamente proteinas de fusdo compostas
por um dominio ligante a carboidrato e um outro dominio n&o relacionado
que apresenta uma atividade bioldgica.

SUPERLECTINAS sdo um tipo especial de quimerolectinas. Elas s&o
proteinas de fusdo com dois dominios ligantes a carboidratos que s&o es-
truturalmente diferentes e reconhecem agucares estruturalmente n&o re-
lacionados.

Como a classificacdo acima nao engloba a frutalina, gostaria
de sugerir uma nova classe de lectinas e denomina-la de Multilectinas — que se-
ria definida como proteinas constituidas exclusivamente de dominios ligantes
a carboidratos que sdo idénticos ou muito homélogos, entretanto reconhe-
cem agucares estruturalmente nao relacionados, ou seja, sao lectinas de es-
pecificidade multipla. A jacalina também seria integrante dessa nova classe de
lectinas, inclusive ja foi relatado em alguns trabalhos que a mesma é uma lectina
que reconhece aglcares estruturalmente ndo relacionados, como € o caso de
ROSA e colaboradores (1999). Eles sugerem uma explicagao de como a jacalina é
capaz de reconhecer agucares estruturalmente diferentes. Segundo aqueles auto-
res as Unicas interagdes envolvendo cadeias laterais situadas no sitio de ligacao
envolvem as hidroxilas C-4 e C-6. Galactose e manose diferem na orientacdo da
hidroxila C-4 (axial na D-gal e equatorial na D-manose), no entanto como essas
duas hidroxilas sdo doadoras na formagéo da ligagdo de hidrogénio e os acepto-
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res de prétons distribuidos em tomo do C-4 permite a acomodagao de ambos 0s
epimeros.
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Figura 24. Cromatografia de exclusdo molecular da frutalina (0,5 a 1 mg/mL)
em diferente valores de pH (2,0-12,0) em coluna Superdex 75 HR, acoplada
a um sistema HPLC. A coluna foi equilibrada e eluida com o tamp&o misto
glicina/acetato/fosfato/borato 0,01 M, contendo NaCl 0,15 M em trés condi-
coes diferentes: 1 — na auséncia de agucar, 2 — na presenca de D-glucose
0.2 M e 3 — na presenca de D-galactose 0,2 M. A cromatografia, realizada a
temperatura ambiente, foi monitorada pela leitura de absorbancia a 280 nm.
Foram coletadas fracdes de 1,0 mL, com fluxo de 60 mL/h.
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VI. RESUMO DOS RESULTADOS

@ As trés lectinas de sementes de Artocarpus integrifolia L. com especifici-
dades distintas foram eficientemente isoladas e purificadas por cromatografia
de afinidade. A lectina D-galactose-ligante foi isolada em coluna de galacto-
manana de Adenanthera pavonina, a lectina D-manose-ligante em coluna
de agarose-manose e a lectina quitina-ligante foi isolada em coluna de quiti-
na. Estas lectinas foram denominadas de FRUTALINA, FRUTAPINA €

FRUTAQUINA, respectivamente.

= A frutalina também mostrou afinidade por manose, ja que ficou retida em co-

luna de agarose-manose, sendo eluida com uma solugéo de manose.

=+ As lectinas aglutinam hemacias de varios animais, aglutinando fortemente
hemacias humanas ndo apresentando especificidade por qualquer antigeno
do sistema ABO.

= A frutalina e a frutapina sdo proteinas oligoméricas, encontram-se como te-
trameros em pH fisiolégico, apresentando uma massa molecular aparente de
aproximadamente 60 kDa e a frutaquina, apresenta-se como monémero,
constituido de trés cadeias unidas por ligagdes dissulfeto, com Mr em torno
de 12 kDa.

= A composi¢do de aminodacidos da frutalina e frutapina & caracterizada por um
alto conteldo de aminoacidos &cidos, hidroxilados e glicina e auséncia de
cisteina, enquanto a frutaquina é rica neste aminoacido, perfazendo mais de
14 % do total.
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# A estrutura secundaria da frutalina, frutapina e frutaquina estimada por dicro-

ismo circular, é formada predominantemente por folhas B antiparalelas.

# As trés lectinas apresentam espectros de fluorescéncia caracteristicos de

proteinas que apresentam triptofano no interior da estrutura protéica.

@ A sequéncia primaria da frutalina foi determinada e comparada com outras
lectinas. O alinhamento mostrou uma elevada identidade com a jacalina, a-
cima de 90 %, e com outras lectinas jacalina relacionadas, por outro lado a
frutaquina ndo mostrou identidade com nenhuma lectina até o momento se-

guenciada.

# A estrutura quaternaria da frutalina &€ dependente do pH do meio, sendo es-
tabilizada por D-galactose e D-glucose, observagéo que corrobora com a su-
gestdo de que a mesma € uma lectina poliespecifica, ou seja, reconhece a-

gucares nao relacionados estruturalmente.

# Uma nova classe de lectinas € sugerida e denominada de Multilectinas —
definida como proteinas constituidas exclusivamente de dominios ligan-
tes a carboidratos que sdo idénticos ou homélogos, entretanto reco-
nhecem acucares estruturaimente nao relacionados, ou seja, sao lecti-

nas de especificidade muiltipla.
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VIl. CONCLUSAO

As lectinas de sementes de Arfocarpus incisa pertencem a dois grupos
estruturalmente distintos:

& As lectinas frutalina e frutapina, homélogas, pertencentes a familia das
lectinas jacalina relacionadas;

# A lectina frutaquina, ndo relacionada estruturalmente com nenhuma lecti-
na ja sequenciada, constituindo uma nova familia do ponto de vista estru-

tural.
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VIIl. PERSPECTIVAS

© Determinar a estrutura primaria completa da frutapina e frutaquina;

© Comparar a estabilidade estrutural das lectinas, frente a agentes desnatu-
rantes quimicos e fisicos, monitorando por métodos cromatograficos e es-

pectroscopicos;

© Avaliar a especificidade fina das trés lectinas bem como suas respectivas

atividades bioldgicas;

& Resolver a estrutura tridimensional das trés lectinas por cristalografia de

raios-X ou por modelagem molecular.
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Unfolding and refolding studies of frutalin, a tetrameric

p-galactose binding lectin
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Protein refolding is currently a fundamental problem in
biophysics and molecular biology. We have studied the
refolding process of frutalin, a tetrameric lectin that presents
structural homology with jacalin but shows a more marked
biological activity. The initial state in our refolding puzzle
was that proteins were unfolded after thermal denaturation
or denaturation induced by guanidine hydrochloride, and
under both conditions, frutalin was refolded. The denatur-
ation curves, measured by fluorescence emission, gave
values of conformational stability of 17.12 kJ'mol™" and
12.34 kJ'mol ™, in the presence and absence of D-galactose,
respectively. Native, unfolded, refolded frutalin and a
distinct molecular form denoted misfolded, were separated
by size-exclusion chromatography (SEC) on Superdex 75.

The native and unfolded samples together with the fractions
sepgrated by SEC were also analyzed for heamagglutination
activity by CD and fluorescence spectroscopy. The second-
ary structure content of refolded frutalin estimated from the
CD spectra was found to be close to that of the native
molecule. All the results obtained confirmed the successful
refolding of the protein and suggested a nucleation-con-
densation mechanism, whereby the sugar-binding site acts as
a nucleus to initiate the refolding process. The refolded
monomers, after adopting their native three-dimensional
structures, spontaneously assemble to form tetramers.

Keywords: Artocarpus incisa lectin; frutalin; lectin refolding;
lectin unfolding; protein refolding.

Our current understanding of the protein folding mech-
anism is the result of intense studies using both theoretical
and experimental biophysical methods. This complex
problem concerning the mechanism by which proteins
adopt one specific fold among those possible, has been
experimentally investigated recently [1-3]. Understanding
this mechanism would provide a powerful tool for drug
design and for comprehension of cellular organization at the
molecular level. The fact that proteins with different
sequences adopt the same fold suggests that the number
of folding pathways is limited, probably, to a few hundred
[4]. The B sheet class of proteins has been poorly represented
in folding studies [5], even though this is critical for a
complete understanding of the formation of the 3 sheet that
differs from the folding properties of helical and mixed o/
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proteins. In recent years, the participation of abnormal
B sheet structures in Alzheimer’s, Huntington’s and prion
diseases has been demonstrated [6]. On the other hand, this
class of B sheet proteins contains families whose members
show high structural homology and sequential identity,
although with different levels of specificity and affinity for
ligands [7,8]. Some of these B sheet proteins are the lectins, a
particular carbohydrate-binding protein class widely
distributed in all life forms that can mediate several
biological events such as the recognition of molecules
present in membranes or in the extracellular matrix [9].
We have described and studied structural aspects of some
members of this protein class, particularly from Moraceae
plants [10-13]. These studies showed that KM+, a
pD-mannose-binding lectin homologous to jacalin [14],
appears to have a very rigid structure, stable up to 55 °C
for 4 h, and at high values of pH, with the presence of
chaotropic agents. The thermal denaturation process of
KM + was consistent with an irreversible two-state model
with first order kinetics (N — D), where N represents native
and D denatured forms [12]. In the present study we show
refolding results for frutaling a p-galactose-binding lectin,
that shows structural homology with jacalin [14]. Like
jacalin, frutalin binds p-glucose and p-mannose in addition
to D-galactose [13], but has higher heamagglutination
activity than jacalin. This lectin is a tetrameric molecule
consisting of four monomers bound by noncovalent link-
ages, with an apparent molecular mass of 66 kDa, has a
predominantly B sheet conformation and contains four
binding sites for p-galactose [11]. Besides having heamag-
glutination properties, frutalin also activates natural killer
cells in vitro and leukocyte migration in vivo and is a potent
lymphocyte stimulator (Moreira, R.A., Beltramini, L.M,
Barja-Fidalgo, A.C. unpublished results). Frutalin refolding
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was obtained after denaturation with guanidine hydrochlo-
ride (GdnHCl) and with heat, but only in the presence of
sugar binding. The results were compatible with the
nucleation-condensation model [15,16], whereby the sugar-
binding site acts as a nucleus for the initiation of the process
at the monomer level. The refolded monomers, after
adopting their native three-dimensional structures, sponta-
neously assemble to form tetramers, suggesting a cooper-
ative mechanism.

MATERIALS AND METHODS

Frutalin purification and heamagglutination activity

Frutalin purification was performed as described by Moreira
et al. [11]. Briefly, dried seeds from A. incisa were ground
and stirred for 6 h in 0.15 m phosphate buffer solution
(NaCl/P;), pH 7.4, 1 : 10 w/v, at 4 °C. The mixture was
centrifuged for 20 min at 2702 g at 4 °C. The supernatant
was submitted to ultrafiltration through a YM 10 membrane
(Diaflo, Amicon) to half its original volume and this
solution was called crude extract. Frutalin was purified on a
Sepharose—p-galactose column eluted with 0.2 m NaCl/P;/
D-galactose and protein concentration was determined by
the method of Bradford [17].

Heamagglutination activity was measured on micro-
agglutination plates using a 2% suspension of human
erythrocytes (O group), with an initial protein concentration
of 0.1 mgmL™". The extent of agglutination of a series of
1 : 2 dilutions was monitored visually after leaving micro-
plates at room temperature for 30 min. The activity was
expressed as the minimum amount of protein still promot-
ing a visible agglutination.

Frutalin denaturation and refolding

The native form of frutalin in 0.1 m NaCl/P;/p-galactose
(0.18 mg'mL™") was submitted to two different denaturing
conditions, thermal (Th) and chemical (Ch). Under the
Th conditions, frutalin samples were incubated at 60 °C
for 40 min and then frozen at —18 °C for up to 15 days.
Incubation was carried out in a calibrated water bath
with individual samples containing 1 mL of the solution.
The unfolded form from this condition was denoted
Ufrutalin-Th.

In the Ch condition, solutions containing 0.09 mg-mL™"'
of frutalin was incubated for 12 h at 20 °C in NaCl/P;, as
well as in NaCl/P;/p-galactose, with several concentrations
of GndHCI. The concentrations of the denaturant were: 0.5,
1.0,1.5,1.6,1.8,20,2.2,24,26,2.8,3.0,3.2,34,3.6,3.8,
40,4.2,44,4.6,4.8,5.0,5.5and 6.0 m for both cases, in the
presence and the absence of D-galactose. The experithents
were carried out in duplicate. Although the unfolding curves
were determined up to 6 M GndHCI, a concentration of 4 M
GndHCI was enough to promote the unfolding. Hence, for
a preparative denaturation, the samples were incubated at
room temperature (22 °C) in 4 m GndHC1/0.1 m NaCl/Py/
p-galactose for 12 h. The CD and fluorescence spectra and
heamagglutination activity were used to monitor the
denaturing processes. The unfolded frutalin samples used
in the Ch experiments were denoted Ufrutalin-Ch.

" The frutalin from the Th process, after being frozen for 15
days, was thawed and concentrated threefold in Centriprep 3
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with 0.1 m NaCl/P;/p-galactose, and the CD and fluores-
cence spectra were measured. After this treatment, the
sample was frozen at —18 °C for 8 days. After this second
freezing period, the sample was again diluted threefold and
concentrated in 0.1 m NaCl/P;/p-galactose and the CD and
fluorescence spectra were measured. The dilutions between
these concentration processes were performed to avoid
protein aggregation. This sample was denoted refolded
frutalin form, Th process (Rfrutalin-Th).

The same procedure was carried out under three addi-
tional conditions: with NaCl/P; but without D-galactose
(called NaCl/P;); using 0.1 m NaCl/P;/p-glucose instead of
p-galactose (called NaCl/P;/p-Glu); and 0.1 m NaCl/P;/
xylose, which is not a frutalin sugar binding (called NaCl/P;/
Xyl).

The unfolded frutalin from the Ch process (Ufrutalin-Ch)
was refolded using two strategies, dilution and direct
dialysis. In the dilution method the Ufrutalin sample
(containing 4 M GndHCI, 0.1 m NaCl/P;/p-Gal) was con-
centrated in Centriprep 3 (Amicon Corp.) to half the initial
volume. The solution was again diluted in 2 M GndHCI,
0.1 m NaCl/P;/p-galactose and incubated at room temper-
ature for 1 h. After another dialfiltration step, as described
above, the spectroscopic measurements were made.

This process was repeated always using half the concen-
tration of GndHCI with 0.1 m NaCl/P;/p-galactose until
0.05 m GndHCI was reached. In the dialysis method, the
Ufrutalin sample was dialyzed using NaCl/P;/p-galactose
for 12 h with six changes of the NaCl/P;/solution. After this
process, the sample was concentrated in Centriprep 3 to half
the initial volume. These samples were denoted refolded
frutalin form Ch (Rfrutalin-Ch).

Circular dichroism (CD) measurements

The CD spectra were recorded using a Jasco J-720 spectro-
polarimeter at the wavelength range of 195-240 nm.
Measurements were made on all frutalin forms (native,
unfolded and refolded forms), and in all steps described
above. Sample protein concentration was in the
0.15-0.18 mgmL™" range, using quartz cuvettes of l-mm
path length. Spectra were typically recorded as an average
of eight or 16 scans. CD spectra were measured in NaCl/P;,
pH 7.4 (for the refolded forms), 0.1 m NaCl/P;/p-galactose
(for the native and thermal unfolded forms) and 0.1 m
NaCl/P;/GndHCl-p-galactose (for the chemically denatured
forms). CD spectra were obtained in millidegrees and
converted to molar ellipticity [18] prior to secondary
structure analysis. Analysis of the CD spectra in terms of
the secondary structure content was performed using the
convex constraint analysis (CCA) based on the simplex
algorithm. We used spectra of 25 proteins from a program
used as a standard for deducing the spectral contribution of
secondary structures [19,20]. The spectra from Ch were
stopped at 210 nm because of GndHCI absorption.

Fluorescence measurements

Fluorescence measurements were performed at 25 °C using
a PerkinElmer LS50B spectrofluorometer. The same sam-
ples used for the CD experiments were also subjected to
fluorescence measurements, but were first diluted to con-
centrations of 0.05-0.07 mg~mL*', so that the absorbance
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at 280 nm was always less than 0.1. The samples were
excited at 280 nm and the fluorescence emission was
monitored in the 290450 nm range. Quartz cuvettes (I cm
path length) with a 1.0 mL volume were used in the
measurements.

For the GndHCl-induced equilibrium unfolding transi-
tion curves all spectra were measured with an ISS K2
spectrofluorimeter (ISS, Fluorescence, Analytical and Bio-
medical Instrumentation-Illinois, USA) in the steady state
mode. The samples were excited at 290 nm and the
fluorescence emission was monitored in the 305450 nm
range. Quartz cuvettes (l-cm path length) with a 1.0-mL
volume were used as well. To avoid the GndHCI influence,
the spectrum of each buffer was subtracted.

Size exclusion chromatography (SEC)

Native, denatured and refolding samples from the Ch
experiments were diluted in NaCl/P;, pH 7.4, at | mgmL™"'
and filtered by SEC on a Superdex 75 HR 10/30 column
using an Akta explorer-10 apparatus (Pharmacia LKB
Biotechnology). The column was equilibrated and eluted
with NaCl/P;, pH 7.4, containing or not 0.1 M D-galactose
and 0.1 M p-mannose at 22 °C. The flow rate was
0.5 mL-min~', monitored by absorbance at 280 nm, and
the eluate was collected in 0.5 mL fractions. Standard
sample proteins (BSA, carbonic anhydrase and cyto-
chrome c¢) were used for column calibration.

Analysis of equilibrium unfolding

The GndHCl-induced equilibrium unfolding transition
curves for frutalin, measured by fluorescence spectroscopy,
were analyzed assuming that this is a reversible two state
process [21]:

ky

N z—z U (1)
where N and U represent the native and reversibly unfolded
forms of the frutalin and ky and ky, the equilibrium
constants of the unfolding transitions from the N to the U
state. The fraction of unfolded frutalin, f{;, is calculated
from the relationship:

IN+fu=1 (2)

The observed maximum fluorescence emission of the
protein at any concentration of the denaturant is given by
the sum of the contributions by the two states as

AL(obs) = O(Nf\ 7 CXUfU (3)

where o and o are the maximum fluorescence emission of
the native and unfolded states, respectively. The fy and fu
terms are related to the equilibrium, ky and ky to the
unfolding transitions from N to U, and hence are related to
the free energy of the unfolded form. Thus:

Su = (2 —an)/(aw —an) (4)
N =(w —a)/(au —on) (5)
from Eqns (4) and (5), the free energy can be estimated as
AGy = —RTIn[(fu)/(N)] (6)
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where R and T are the gas constant and the absolute
temperature, respectively.

In order to estimate the conformational stability (AG[{FO)
of frutalin, it was assumed that the linear dependence of the
free energy of unfolding with the concentration of the
denaturant continued to zero concentration. Hence, a least-
squares analysis is used to fit the data to this equation:

AGy = AGH© — m[GndHC]| (7)

where m is a measure of the dependence of AG on the
GndHCI concentration.

RESULTS AND DISCUSSION

The Th and Ch unfolding experiments that are described in
Materials and methods were efficient enough to obtain the
unfolded frutalin (Ufrutalin) form. The efficiency of both
procedures was confirmed by the loss of heamagglutination
activity, CD and fluorescence spectrum shapes. Rfrutalin-Th
was obtained only when the refolding process was promoted
in NaCl/P;/p-galactose and NaCl/P;/p-Glu, as described in
Materials and methods, but the yield was very low (< 5%)
in both situations. The frutalin refolding form was not
obtained when the experiment was carried out with NaCl/
P;/xylose (a sugar that is not bound by frutalin). This
nonbinding sugar was used to show that the viscosity of the
sugar in solution did not interfere with the refolding process.
In addition, the lectin molecules with residual structure are
not present in the unfolded sample, as only binding sugars
(p-galactose and p-Glu) improve this process, as shown in
Fig. 2 and as discussed later.

Figure 1 shows the GndHCl-induced equilibrium
unfolding curves of frutalin in the absence (Fig. 1, open
circles) and in the presence (Fig. I, solid diamonds) of
D-galactose, measured by maximum fluorescence emission.
The absolute difference between the duplicated points was
below 1%. The transition curve of frutalin with sugar
binding shown in Fig. 1 (solid diamonds) indicates the
presence of one transition occurring above 1.5 M GndHCI.
Although the transition curve of frutalin without this sugar
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Fig. 1. GndHCl-induced equilibrium curves for the unfolding of frutalin.
GndHCl-induced equilibrium curves for the unfolding of frutalin
measured by maximum fluorescence emission at 20 °C. These samples
were excited at 290 nm. (Open circles) Frutalin in the absence of
p-galactose. (Solid diamonds) Frutalin in the presence of p-galactose.
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Table 1. Conformational stability of frutalin.

AGH:© [GndHCI]; »

(KJmol™) (m)
Frutalin with NaCl/Pi/p-galactose 17:12 3.09
Frutalin with NaCl/P; 12.34 2.29

(Fig. 1, open circles) was also found to be a first order
reaction with one transition step, the concentration at which
transitions started was above 0.5 M GndHCI. The confor-
mational stability (AG{}3O) of frutalin is presented in
Table 1. In the presence of the sugar, frutalin showed a
AGH© value of 17.12 kJ'mol™" and in the absence of the
sugar, 12.34 kJ'mol™". According to these results, frutalin
has more stability during the unfolding process in the
presence of sugar binding.

Above 4 M GndHCI, frutalin was unfolded. Thus, this
concentration was used to obtain preparative unfolded
frutalin for the refolding experiments. After denaturation,
two procedures, dialysis and dilution as described in
Materials and methods, were used to obtain the refolding
frutalin forms. These processes were conducted always in the
presence of sugar, due to the results of the Th experiments.

Nfrutalin, Ufrutalin and Rfrutalin-Ch were filtered by
SEC (Fig. 2). As can be seen in this figure, Nfrutalin was
eluted between 8 and 10 mL, Ufrutalin was eluted around

06 T T T T 1 T T I

0.5 -

0.4

0.3

Absorbance at 280 nm

Fig. 2. SEC for dilution method. Size exclusion chromatography of the
Nfrutalin (—), Ufrutalin (- - -) and Rfrutalin () forms of frutalin on
Superdex-75 (HR 10/30 column) using an Akta explorer-10 system as
described in Materials and methods.
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18-20 mL and Rfrutalin was separated in the two major
fractions. One fraction was eluted at the same position as
Nfrutalin and the other was eluted between Nfrutalin and
Ufrutalin and denoted misfolded frutalin form, Mfrutalin.
As can be observed in this figure, there was no significant
material eluted from the Ufrutalin sample at the native
position. The spectroscopic and biological activity determi-
nations were made with fractions from SEC. The content of
different forms in the Rfrutalin samples obtained by Th was
not investigated because of low yields. The Rfrutalin-Ch
yield was 20% for both dialysis and dilution, corresponding
to 0.3 mgmL™" protein. This amount can be considered
quite satisfactory for a refolded protein. The data reported
in the literature show a smaller, but equally-efficient; yield
compared to the one obtained in the present study, such as
0.01 mgmL™" for recombinant snake venom metallopro-
tease [22] and 0.008 mgmL™' for recombinant human
promatrilysin [23].

Figure 3 shows the CD spectra for Th and Ch of the
Nfrutalin, Ufrutalin, Rfrutalin and Mfrutalin forms. Nfrut-
alin had a minimum at 218 nm and a maximum at 203 nm.
Ufrutalin had the typical spectrum of the proteins that have
lost their secondary structure. Rfrutalin-Th showed the
same minimum and maximum values as the native molecule
(218 nm and 203 nm, respectively) (Fig. 3A). The lower
intensity presented by this spectrum was probably due to
nonseparation of the residual unfolding forms (or others)
present in this sample. The CD spectrum of Rfrutalin-Ch,
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Fig. 3. Frutalin CD spectra. CD spectra of the Nfrutalin (—), Ufrut-
alin (- - -), Rfrutalin () and Mfrutalin (- - - -) forms were recorded
from 195 to 240 nm in a 1-nm path length cuvette as the average of 16
scans at 25 °C. (A) CD spectra from Th. (B) CD spectra from Ch.
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Fig. 4. Frutalin emission fluorescence spectra. Fluorescence spectra of
Nfrutalin (-), Ufrutalin (- - - -), Rfrutalin (- - -) and Mfrutalin (—).
These samples were excited at 280 nm and were recorded from 300 to
450 nm.

separated from SEC, was the same as that of the native form
(Fig. 3B). In contrast, the spectrum of Mfrutalin showed a
very different form incompatible with B sheet structures.
This form, denoted Mfrutalin, could be a partially misfolded
form.

The spectra from Nfrutalin and Rfrutalin-Ch were
deconvoluted by convex constraint analysis [19,20] as
described in Materials and methods, and showed 86% of
beta components (antiparallel and parallel B sheet, and
B turns) and 16% of other contributions for both the native
and refolded forms, with a rmsd of 1 %. The deconvolution of
Mfrutalin showed 13% of o helix and 12% of B components
(antiparallel and parallel B sheet and B turns), 56% of
other contributions, and 6% rmsd. Although the high
rmsd, the latter results show that Mfrutalin is a different
form, with a particular secondary structure.

The fluorescence emission spectra of the N, R, M and
Ufrutalin forms from Ch were useful to confirm the CD
data (Fig. 4). The maximum fluorescence emission spectra,

A were 333 nm for Nfrutalin and 348 nm for Ufrutalin,

Table 2. Heamagglutination activity.
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and Rfrutalin was closely similar to Nfrutalin for both A

and intensity. The A of Mfrutalin was 353 nm and the
intensity was similar to that of the native form. There was a
pronounced red shift for Ufrutalin and Mfrutalin A",
which is quite typical for exposed tryptophan residues in
proteins. The fluorescence intensity observed for Mfrutalin
contrasted with that of Ufrutalin, possibly due to the fact
that Trp is buried in the particular folding of the Mfrutalin
structure, or is inserted into a different chemical environ-
ment, such as a salt bridge between acid and basic residues
that may act as a quencher-of its emission.

Rfrutalin showed the same intensity of heamagglutina-
tion activity as the native form (Table 2). Ufrutalin showed
no agglutination activity, except at the initial dilution where
the concentration of the sample was high and viscosity
impaired analysis. These experiments were carried out after
the samples were thawed and Mfrutalin became totally
aggregated.

Mfrutalin may be either an intermediate species formed
during the refolding process that has become trapped, or
alternatively may represent a dead-end species that is
formed along a non-native refolding pathway. Experiments
regarding GndHCl-induced equilibrium refolding curves
indicated the presence of two transitions showing one
population of non-native species, which are being investi-
gated (P. T. Campana & L. M. Beltramini, unpublished
results).

The present results concerning biological activity, spec-
troscopy (CD and fluorescence) and chromatographic
studies suggest that this tetrameric lectin was refolded to
its native form and that an intermediate species was
formed in the refolding process. As this process was
effective in the presence of sugar binding, we may suggest
that the sugar-binding site serves as a nucleus in the
refolding process at the monomer level. This is compatible

“with the nucleation-condensation model proposed for

protein folding [15,16]. The fact that refolded monomers
were not detected in the SEC experiments indicates that,
once the individual chains have adopted their native three-
dimensional structures, they spontaneously assemble to
form tetramers, suggesting a cooperative mechanism
induced by hydrophobic regions at one of the sites from
each monomer.

Unlike the refolding results, the unfolding curves for
frutalin have not shown any intermediate stable forms,
suggesting that those forms either do not exist or are not
present in a concentration detectable by this experimental
procedure. Therefore, as the unfolding curves showed a first
order reaction with one transition step, they were analyzed
as a two state process. The same behavior was observed in
the presence and in the absence of sugar. However, frutalin
has more stability during the unfolding process in the
presence of sugar binding.

132 1:4 1:8 I:16 1:32 1:64
Nfrutalin® + + - + + -
Ufrutalin® + = - - ~ =
Rfrutalin® + + + + —

* Initial concentration, 0.1 mgmL™". ®Initial concentration, 0.09 mg-mL™". “Initial concentration, 0.1 mgmL™".
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