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A ALA ALANINA

C Cvs CISTEíNA
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ACN

BSA

CCA

CD

HPLC

kDa

Mr

nm

PBS

pl

PVP

RMS

SDS-PAGE

SELCON

Tris

TFA

UH

Absorbância a 280 nm

Acetonitrila

Albumina sérica bovina

Convex Constraint Analysis

Circular Dichroism

High-performance liquid chromatography

Kilo Dantons

Massa molecular relativa

namômetro

Phosphate buffered saline - solução salina tamponada
com fosfato

Ponto isoelétrico

Polivinilpiridina

Root mean square - desvio médio quadrático

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis

Self-consistent method (método auto-consistente)

Tris(hidroximetil) aminometano

Ácido trifluoracético

Unidade hemaglutinante - definida como o inverso da mai-

or diluição de uma dada solução protéica que ainda é ca-

paz de aglutinar uma suspensão de hemácias a 2 %.gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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R ESU M O zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Três lectinas de sementes deVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a rp u s in te g r i fo l ia L., com es-

pecificidades distintas foram eficientemente isoladas e purificadas por cromato-

grafia de afinidade. A lectina o-galactose-ligante foi isolada em coluna de galac-

tomanana de A d e n a n th e ra p a v o n in a , a lectina o-manose-Iigante em coluna de

agarose-manose e a lectina quitina-ligante foi isolada em coluna de quitina. Es-

tas lectinas foram denominadas de FRUTALINA, FRUTAPINA e FRUTAQUINA, respec-

tivamente. Elas são capazes de aglutinar hemácias de animais e humanas do

sistema ABO, não sendo específicas para nenhum grupo. As lectinas de semen-

tes de A r to c a rp u s in te g r i fo l ia L. foram caracterizadas estruturalmente. A mas-

sa molecular aparente determinada por filtração em gel em coluna Superdex 75

HR, em presença 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 tomo de 12 kDa. Por PAGE-SDS a frutalina apresentou duas

bandas protéicas de 15 e 12 kDa, a frutapina e frutaquina apresentaram uma

única banda protéica de 13 e 6,3 kDa, respectivamente. Conciliando os dados

de filtração molecular e os obtidos em PAGE-SDS podemos sugerir que as su-

bunidades monoméricas da frutalina e frutapina se associam formando um te-

trâmero, e as da frutaquina formando um dímero. A frutalina e a frutapina têm

uma composição de aminoácidos rica em aminoácidos ácidos e hidroxilados, um

alto conteúdo de glicina e ausência de cisteína, por outro lado, a cisteína é um

aminoácido abundante na frutaquina, representando mais de 14gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA% do total. A

estrutura secundária das três lectinas é predominantemente composta por estru-

tura f3, não apresentando a-hélice, embora a frutapina e frutaquina não apresen-

tem espectros de dicroísmo circular característico de estrutura f3. A seqüência

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

xx



alta identidade com a jacalina, mais de 90 %, e com outras lectinas jacalina re-

lacionadas enquanto a frutaquina não apresentou identidade estrutural com ne-

nhuma lectina até o momento seqüenciada. Desta forma ela deve constitui uma

nova família de lectina. A estabilidade da estrutura quatemária da frutalina foi

avaliada em função do pH, na presença e ausência de D-galactose e D-glucose.

O efeito da variação do pH na estrutura da frutalina foi monitorado por cromato-

grafia de exclusão molecular, verificando-se que os açúcares, de alguma manei-

ra, estabilizaram a estrutura tetramérica da frutalina. O efeito destes dois mo-

nossacarídeos mostrou que a frutalinà é uma lectina de especificidade múltipla,

ou seja, ela reconhece monossacarídeos estruturalmente não relacionados. As-

sim, propomos uma nova subdivisão para as lectinas, LECTINAS MULTIVALENTES,

proteínas constituídas exclusivamente de domínios ligantes a carboidratos que

são idênticos ou muito homólogos, mas que reconhecem açúcares não relacio-

nados estruturalmente. Assim, lectinas que resentam especificidade múltipla,

estariam enquadradas nesta classe.
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Three lectins fromVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a rp u s in c is a L. seeds, showing different

sugar-binding properties, were efficiently isolated and purified by affinity ehro-

matography. The o-galaetose-binding lectin was isolated on an A d e n a n th e ra

p a v o n in a L. eross-linked galaetomannan while the o-mannose-binding leetin was

isolated on agarose-mannose and the chitin binding lectins was isolated on chi-

tin columns. These lectins were named FRUTALlN,FRUTAPINe FRuTAeHIN,respee-

tively. The three leetins showed hemagglutinating activities against animal and

human ABO system red blood cells, although with no apparent group specifieity.

With respect to their structure, the three leetins showed some peculiarities.

When the apparent moleeular masses (Mr), determined by gel filtration on Su-

perdex 75 HR, in the presence of o-galaetose and o-glueose were determined,

while frutalin and frutapin showed values of 60 kDa, frutachin showed a value of

12 kDa. On the other hand, by PAGElSDS, frutalin showed two bands (15 and

12 kDa) while only one band was found both for frutapin (13 kDa) and frutaehin

(6.5 kDa). These data suggest that frutalin and frutapin are tetramers and fru-

taehin a dimmer. Frutalin and frutapin showed a very similar amino aeid eompo-

sition, with high contents of glyeine and aeidie and hydroxylated residues and

absence of cysteine while frutaehin showed a very high eontent of this amino

aeid (more than 14%). The seeondary struetures of the three leetins were

showed to be predominantly f3,with no significant a-helix, although frutapin and

frutaehin did not show CD spectra eharaeteristics of f3-strueture. The frutalin and

frutaehin N-terminal amino acid sequences were determined and submitted to

alignment (BLAST data bank); while frutalin showed more than 90gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA% of identity

with jacalin, frutaehin showed identity with no leetin deseribed. Thus frutachin

may constitute a new lectin family. The stability of frutalin quaternary strueture,

with to pH, was investígated by gel filtration, in the presence and absence of 0-

X X ll



glueose and D-galaetose. The presenee of these sugars stabilized the strueture

of the lectin. The effects of these two sugars, strueturally non related, suggest

that frutalin must reeognize both monosaccharides, and allow us to define a new

subdivision for the leetins, the MULTILECTINS, or proteins composed by carbohy-

drate-binding domains, whieh are identical or highly homologous, but recogniz-

ing strueturally non related sugars. Thus, leetins showing multivalent speeificity

should be induded in this elass.gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

X X lll



I. IN TRO D U ÇÃ O
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I. IN TR O D U Ç Ã O

1.1 LEC TIN A S VEG ETA IS

1.1.1.C O N SID ER A Ç Õ ES G ER A ISzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

No final do século XIX, mais precisamente em 1888, o estudo das

lectinas teve seu marco inicial com a Tese de Doutorado de Herman Stillmark,

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 tóxico de sementes de Ricinus com-

munisVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAL . ,e algumas outras espécies de Euforbiaceas) (STILLMARK, 1888). Stil-

Imark observou que extrato de sementes de R ic in u s c o m m u n is aglutinava célu-

las vermelhas. Embora, hoje esteja claro que a ricina isolada por Stillmark era

uma mistura complexa das moléculas ric ina verdadeira (tóxica) e aglutin ina

(não tóxica), seu trabalho pioneiro foi um evento significante em biologia por ele

ter sido o primeiro a relacionar a toxicidade da manoma (R ic in u s c o m m u n is )gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà

ocorrência de um fator protéico hemaglutinante. Mais ainda, sua descoberta foi

também um marco na bioquímica vegetal, pois a "ricina" foi a primeira proteína

de planta a ter sua atividade biológica bem definida (VAN DAMME et a I . ,

1998a).

À medida que mais fatores aglutinantes foram descobertos em ou-

tras plantas, o termo "Blutkõrperchenagglutinin" - hemaglutinina foi introduzido

como um nome comum para todas substâncias que exibiam esta atividade bio-

lógica particular (ELFSTRAND, 1898). Esta denominação perdurou até a primei-

ra metade do século XX. Entretanto, quando se descobriu que algumas hema-

glutininas aglutinavam seletivamente células sanguíneas de um grupo sanguí-

neo humano particular, o novo termo lectina (derivado do verbo latim le g e re ,FEDCBA
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que significa selecionar) foi introduzido por denotar este aspecto da seletividade

(SOYD & SHAPLEIGH, 1954). Independente do seu exato significado, etimolo-

gicamente falando, os termos aglutinina, hemaglutinina, fitohemaglutinina (aglu-

tininas vegetais) e lectina são usados para indicar o mesmo grupo de proteínas.

Ainda que não exista um consenso geral, o termo lectina é o mais comumente

usado pela comunidade científica (VAN DAMMEgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAetFEDCBAa i . , 1998a).

1.1.2. D EFIN iÇ Õ ES E SU B D IV ISÃ O D A S LEC TIN A S

Ao longo de mais de um século de estudo sobre lectinas, este gru-

po heterogêneo de proteínas recebeu diferentes definições. A primeira definição

foi baseada primariamente na sua especificidade por açúcar e inibição da rea-

ção de aglutinação. Desta forma, GOLDSTEIN et a i . , (1980) definiram as lecti-

nas como sendo proteínas ou glicoproteínas de origem não im une que

interagem com carboidratos de m aneira específica, aglutinando célu las

e/ou precip itando glicoconjugados. Esta definição era limitada, pois excluía

toxinas que aglutinavam fracamente (tais como ricina, abrina e modecina, dentre

outras). Posteriormente, esta definição foi estendida e as lectinas foram com-

preendidas como proteínas ou glicoproteínas de natureza não im une que

possuem um ou m ais sítios de reconhecim ento a carboidratos e/ou glico-

conjugados capazes de se ligar específica e reversivelm ente a tenninais

carboidratos sem alterar a estrutura quím ica dos m esm os, podendo aglu-

tinar célu las e/ou precip itar g licoconjugados (KOCOUREK & HOREJSI,

1981). Esta definição exclui outras proteínas ligantes de açúcar, tais como as

várias enzimas específicas por açúcares, hormônios e proteínas transportado-

ras, mas inclui as lectinas monovalentes, como as de orquídeas e bulbos. Da

mesma forma a definição exclui ainda lipídios (como o ácido oléico e o dioleil

fosfatídeo) e gangliosídeos, que aglutinam eritrócitos de coelho e de rato, mas

que, ao contrário das lectinas, apresentam uma aglutinação insensívelgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà varia-
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ção de temperatura (RUSSEL etVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa i. , 1983) e não são inibidos por açúcares sim-

ples (TSIVIAN e SHARON, 1981).

KENNEDY et e t . , (1995) definiram as lectinas como proteínas que

se ligam hidrofobicamente a carboidratos com características específicas,

tendo a habilidade de induzir a aglutinação de células. Esta definição chama

atenção para um tipo de interação que ocorre entre as lectinas e carboidratos.

De fato BARONDES (1988) e SHARON & LlS (1990) já haviam relatado a exis-

tência de sítios hidrofóbicos adicionais. Hidrofobicidade é a principal força de

interação de lectinas com carboidratos, através dos sítios de ligação a carboi-

dratos (QUIOCHO, 1986), e com outras proteínas, ou outras substâncias, atra-

vés dos chamados sítios hidrofóbicos (ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983; KELLA

et a i. , 1984; ROBERTS et a I . , 1986; BARONDES, 1988).

Mais recentemente PEUMANS & VAN DAMME (1995) apresenta-

ram uma definição bem mais geral quando consideram que o único pré-requisito

para uma proteína vegetal ser classificada como lectina é que esta apresente,

pelo menos, um domínio não catalítico que se liga reversível e especifica-

mente a mono ou oligossacarídeo. Esta nova definição é muito mais abran-

gente do que aquelas propostas até então, desde que incluí um grande número

de proteínas que se comportam de modo diverso no que diz respeito às suas

propriedades aglutinantes e/ou de precipitação de glicoconjugados. Com base

na estrutura das subunidades lectínicas (ou mais precisamente nos produtos da

tradução dos genes das lectinas) quatro tipos principais de lectinas são distin-

guidos e denominados de merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e su-

perlectinas (VAN DAMME et a I . , 1998a).

• MEROLECTINAS são proteínas pequenas consistindo exdusivamente de

um único domínio ligante a carboidrato. Devido à sua natureza monova-

lente, são incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células.

Até o presente momento poucas merolectinas têm sido descritas. Exem-

plos bem conhecidos são a heveína, proteína ligante de quitina, isolada aFEDCBA
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partir do látex da seringueiraVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(H e v e a b ra s i l ie n s is ) e as proteínas

monoméricas Iigantes de manose isoladas de orquídeas e liliáceas.

• HOLOLECTINAS também são constituídas exclusivamente de domínios Ii-

gantes a carboidratos. Entretanto, em contraste com as merolectinas, e-

las contêm dois ou mais domínios ligantes a carboidratos que são idênti-

cos ou muito homólogos e ligam o mesmo açúcar ou um outro estrutural-

mente similar. Como as hololectinas têm sítios ligantes múltiplos são to-

das capazes de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. A maio-

ria das lectinas de plantas se enquadra no subgrupo das hololectinas.

• QUIMEROLECTlNAS são basicamente proteínas de fusão compostas por um

domínio Iigante a carboidrato e um outro domínio não relacionado. Este

domínio pode ter uma atividade catalítica bem definida (ou qualquer outra

atividade biológica), mas que atue independentemente do domínio ligante

a carboidrato. As quimerolectinas que possuem múltiplos sítios ligantes a

carboidratos podem se comportar como hololectinas. As RIPs Tipo 2, que

possuem dois sítios Iigantes a carboidrato na cadeia B, são um exemplo,

pois também aglutinam células. Por outro lado, quimerolectinas com um

único sítio ligante a carboidrato têm um comportamento similar ao das

merolectinas. As quitinases de planta Classe 1, por exemplo, que possu-

em apenas um domínio Iigante por molécula, não são capazes de agluti-

nar células ou precipitar gli.coconjugados.

• SUPERLECTINAS são um tipo especial de quimerolectinas. Elas são proteí-

nas de fusão com dois domínios ligantes a carboidratos que são estrutu-

ralmente diferentes e reconhecem açúcares estruturalmente não relacio-

nados. Até o presente momento, somente uma superlectina foi descrita, a

TxLC-I, uma lectina isolada de bulbos de tulipa (CAMMUEgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAet a I . , 1 9 8 6 ) .

Esta lectina apresenta dois domínios ligantes a carboidrato, um específi-

co por manose e o outro por N-acetilgalactosamina (VAN DAMME et a I . ,

1996a).FEDCBA
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1.1.3. D ETEC Ç Ã O E ESPEC IFIC ID A D E D O D O M íN IO LlG A N TE A C A R B O ID R A TO

D E lEC TIN A S D E PLA N TAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Um obstáculo que deve ser superado nos experimentos de purifi-

cação de lectinas é a sua detecção. A presença de lectina em uma determinada

amostra pode ser detectada verificando se a mesma aglutina eritródtos ou pre-

cipita polissacarídeos e glicoproteínas, e demonstrando serem estes efeitos ini-

bidos por açúcares simples ou complexos e abolidos após o tratamento térmico

da amostra em questão.

A atividade hemaglutinante é usualmente, determinada pelo méto-

do de diluição seriada e o ponto final determinado a olho nu ou com a ajuda de

uma lupa ou microscópio (MOREIRA etVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa / . , 1991). Apesar deste método de de-

tecção ser amplamente utilizado ele não é suficientemente sensível para detec-

tar os vários grupos de lectinas, sendo mais eficaz na detecção das hololecti-

nas. Técnicas mais sofisticadas têm sido desenvolvidas para a determinação da

atividade das lectinas. Algumas tentativas não tiveram aceitação, como a de-

terminação automática com ajuda de um fragilígrafo ou um agregrômetro. Um

outro método, denominado de eletroforese de afinidade, foi desenvolvido usan-

do os princípios de cromatografia de afinidade e de eletroforese (LlS &

SHARON, 1981). No entanto, esses métodos apresentam muitos inconvenientes

e não são rotineiramente utilizados. Um método sensível para a detecção de

lectinas foi estabeleddo por KAMEMURA e KATO (1998), que usaram a combi-

nação de "blotting" de lectinas em membranas de polivilideno, e sondas de car-

boidratos conjugados ligados à biotina e poliacrilamida (sondas carboidrato-bp),

entre outras.

Usualmente a especifiddade das lectinas de planta é expressa em

termo de sua habilidade de ligação a um ou mais monossacarídeos específicos.

Com base neste critério, as lectinas têm sua dassificação subdividida em lectí-

nas específicas por glucose/manose, por galactose/N-acetilgalactosamina, porFEDCBA
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N-acetilglucosamina, por fucose e por ácido siálico (GOLDSTEIN & PORETZ,

1986). Evidentemente, esta classificação, embora baseada nas posições das

hidroxilas dos carbonos 2,3, e 4 dos monossacarídeos e seus substituintes, não

engloba todos os casos e exclui muitas lectinas. Por exemplo, a aglutinina de

"snowdrop" e todas as lectinas manose-ligante de monocotiledôneas relaciona-

das, que exibem uma especificidade exclusiva por manose (SHIBUYA etVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa I . ,

1988), desta forma um sexto grupo foi adicionado - lectinas que ligam exclusi-

vamente manose. Similarmente, todas as lectinas que ligam somente a oligos-

sacarídeos não podem ser designadas em nenhum grupo de especificidade. Por

conseguinte, elas são usualmente referidas como lectinas comgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAespecific idade

com plexa sem nenhuma especificação (VAN DAMME et a i. , 1998a). A classifi-

cação das lectinas em grupos específicos, baseada na ligação a monossacarí-

deos sofre outro senão. O fato de algumas lectinas ligarem açúcares simples

não implica que esses monossacarídeos sejam as suas verdadeiras moléculas

receptoras desde que estas lectinas normalmente têm uma afinidade muito mai-

or por oligossacarídeos (VAN DAMME et a I . , 1998a).

Um outro aspecto que deve ser levado em consideração em rela-

çãogfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà especificidade das lectinas de planta é sua aparente preferência por gli-

canos exógenos. A maioria das lectinas de planta tem uma maior afinidade por

cadeias glicanas complexas de glicoconjugados animais do que por carboidra-

tos típicos de planta (PEUMANS & VAN DAMME, 1995). Além disso, algumas

lectinas ligam exclusivamente carboidratos que são raros ou totalmente ausen-

tes em plantas. Lectinas quitina-ligante, por exemplo, reconhecem esse polissa-

carídeo típico da parede celular de fungos e do exoesqueleto de invertebrados.

Da mesma maneira, lectinas ácido siálico-ligante de M a a c k ia a m u re n s is

(KNIBBS et a i. , 1991) e S a m b u c u s s p (SHIBUYA et a i. , 1987) reconhecem um

açúcar, ausente em plantas, mas que é um componente glicídico predominante

nas glicoproteínas de animal. Essa preferência das lectinas de planta por car-

boidratos de origem animal ou microbiana tem duas conseqüências importantes:

indica que muitas lectinas são destinadas a se ligarem a glicoconjugados exó-FEDCBA

L e c t i n a s d e S e m e n te s d e j l r to c a r p u s in c i s a , !M .o n te i . ,o - !M .o . ,e i . ,a ,2 0 0 2



Introdução - Lectinas Vegetais 7zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

genos melhor que a seus receptores endógenos; torna as lectinas de plantas

ferramentas importantes e úteis para o isolamento e análise de glicoconjugados

humanos e de outros animais (incluindo aplicações dínicas) (PEUMANS & VAN

DAMME, 1995).gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1.1.4. O C O R R ÊN C IA E D ISTR IB U iÇ Ã O D A S LEC TIN A S D E PLA N TA

As lectinas são normalmente consideradas como um grupo muito

grande e heterogêneo de proteínas (GOLDSTEIN & PORETZ, 1986). Embora

não exista dúvida que numerosas espécies de plantas de diferentes grupos ta-

xonômicos contenham lectinas, o número total de casos bem documentados é

menor que 500 (VAN DAMME etVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa i. , 1998a). Assumindo que todas essas plan-

tas proximamente relacionadas contenham aglutininas e que algumas novas

lectinas sejam descobertas no futuro, a ocorrência esperada de lectinas é ainda

limitada a uma pequena fração no reino vegetal. Pode-se concluir, então, que a

ocorrência de lectinas aglutinantes clássicas em plantas é uma exceção e não

uma regra. Entretanto, em contraste à relativa escassez de lectinas aglutinan-

tes, quimerolectinas pertencentes às quitinases Classe I parecem estar presen-

tes em quase todas as espécies de plantas (COLLlNGE et a I . , 1 9 9 3 ) .

Lectinas de plantas têm sido ao longo do tempo consideradas pro-

teínas típicas 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 científica originou este

equívoco. Contudo, a ocorrência de lectinas em tecidos vegetativos é bem do-

cumentada. Mais ainda, o surgimento crescente de lectinas de outras partes da

planta (não-semente) indica que no mínimo elas são tão amplamente distribuí-

das como as lectinas de sementes, e que sua importância para planta bem co-FEDCBA
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mo para os lectinólogos possa superar as lectinas clássicas de sementes (VAN

DAMMEgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAetVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa i. , 1998a).

Uma breve observação na ocorrência e concentração das lectinas

de sementes bem como de tipos diferentes de tecidos vegetativos mostra sur-

preendentes diferenças na localização e abundância relativa das lectinas indivi-

duais (ELTZLER, 1986). Lectinas de sementes, por exemplo, estão localizadas

nos cotilédones, no endosperma ou confinadas ao eixo embrionário. Normal-

mente, as lectinas perfazem de 0,1 a 5 % do conteúdo total de proteína da se-

mente. Entretanto, algumas lectinas de sementes são as proteínas predominan-

tes, representando mais de 50 % da proteína total (como em algumas espécies

de P h a s e o lu s ) , ao passo que outras estão em quantidades bem menores, são

proteínas quantitativamente sem importância. As mesmas considerações são

verdadeiras para as lectinas de outras partes da planta (não sementes) encon-

tradas virtualmente em todos os tipos de tecidos vegetativos tais como as fo-

lhas, caule, casca, bulbo, tubérculo, rizoma, raiz, fruto, flores, floema e também

no néctar (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

As lectinas de G a la n th u s n iv a l is (snowdrop) e do N a rc is s u s cv.

Carlton (narciso) têm 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 S o la n u m tu b e ro s u m (batata)

ocorre nos tubérculos, caule, folhas e frutos (KILPATRICK, 1980). A lectina de

A e g o p o d iu m p o d a g ra r ia , por outro lado, é confinada ao rizoma (PEUMANS et

a I . , 1985). Similarmente, as lectinas de bulbos de tulipa estão presentes em

grande quantidade nos bulbos, mas não são detectáveis no caule e folhas

(PEUMANS & VAN DAMME, 1989). Finalmente, existem também alguns exem-

plos de lectinas que ocorrem tanto em sementes como em tecidos vegetativos.

Algumas lectinas de leguminosas, por exemplo, a de R o b in ia p s e u d o a c a c ia , sãoFEDCBA
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encontradas tanto em sementes como em cascas. Entretanto, quando uma in-

vestigação acurada nos genes das lectinas dessas leguminosas foi feita, reve-

lou que as lectinas de sementes e da casca são codificadas por genes diferen-

tes, embora altamente homólogos (VAN DAMMEgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAetVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa i. , 1 9 9 5 ) .

1.1.5. PA PEL FIS IO LÓ G IC O D A S LEC TIN A S VEG ETA IS

É intrigante e controversa a discussão sobre o papel fisiológico

das lectinas de planta, mas é clara a sua contribuição para o desenvolvimento

da lectinologia. Tão logo foi verificado que lectinas reconheciam carboidratos

específicos, várias hipóteses foram propostas, sugerindo diferentes funções ba-

seadas na sua atividade biológica particular (ETZLER, 1986; LlS & SHARON,

1981; PUSZTAI, 1991). Os papéis propostos foram baseados tanto na interação

lectina-carboidrato endógena como na exógena. A interação entre lectinas e

carboidratos de uma mesma planta, por exemplo, acreditou-se ser essencial

para o transporte de açúcares, o acúrnulo de compostos de reserva, interações

célula-célula, reconhecimento e divisão celular, etc. Similarmente, interações

entre lectinas e carboidratos de origem exógena foram consideradas como fator

determinante para o estabelecimento de interações planta-microrganismo e me-

canismos de defesa contra vários organismos (VAN DAMME et a I . , 1998a). Infe-

lizmente, muitas dessas hipóteses que foram propostas estavam fundamentadas

mais em considerações hipotéticas que em evidências experimentais. Além dis-

so, em alguns casos a evidência a favor de uma hipótese particular foi obtida a

partir de experimentos com preparações impuras de lectinas. Como resultado, a

atividade biológica da proteína contaminante foi atribuída erroneamente à lecti-

na (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).FEDCBA
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o maior avanço na busca do papel fisiológico de lectinas de planta

foi obtido quando foi constatado que muitas lectinas de planta além de desem-

penharem uma função endógena (como reserva de nitrogênio ou como um fator

de reconhecimento específico) também eram capazes de interferirem com o

funcionamento de outros organismos através de interações com glicoconjuga-

dos da superfície do trato digestivo desses organismos. Realmente, muitas lec-

tinas vegetais estão provavelmente envolvidas na defesa da planta (LERNER &

RAIKHEL, 1992; VAN DAMME etVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa I . , 1995 a e b; FITCHES et a I . , 2001). En-

quanto a interferência direta com vírus e microrganismos é 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 abundância da ocorrência de lectinas em órgãos de reserva e seu compor-

tamento similar ao das proteínas de reserva, foi sugerido que as plantas acumu-

lam parte de sua reserva de nitrogênio na forma de proteínas ligante a carboi-

drato, que podem ser usadas como proteínas de defesa passiva (PEUMANS &

VAN DAMME, 1995a e b).

Embora não exista dúvida que algumas lectinas vegetais têm sua

função relacionada com a defesa da planta, isto não significa que todas elas

desempenhem este papel. Lectinas que ocorrem em baixa concentração podem

estar envolvidas em processos de reconhecimento específicos tanto dentro co-

mo fora da planta. Lectinas de raízes de leguminosas, por exemplo, podem es-

tar envolvidas no reconhecimento e lo u ligação de espécies de R h iz o b iu m e

B ra d y rh iz o b iu m e, portanto pode ser um fator determinante para o estabeleci-

mento da simbiose (BOHOOL & SCHMIDT, 1974; DIAZ etFEDCBAe t . , 1 9 8 9 ) .

Assim, é evidente a necessidade de estudos criteriosos no sentido

de se determinar as funções endógenas das lectinas vegetais.
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1.1.6. ISO LA M EN TO D E LEC TIN A S

Até o final da década de 70 do século passado, o isolamento de

lectinas seguia as técnicas clássicas de purificação de proteínas (MOREIRA &

PERRONE, 1977). Quando se tomou evidente que as lectinas ligavam reversi-

velmente carboidratos, tentou-se empreender um método de purificação que

explorasse esta atividade biológica singular. Inicialmente, a introdução da cro-

matografia de afinidade no protocolo de purificação foi limitada ao uso de subs-

tratos naturais (como a quitina). Uma vez que técnicas de acoplamento de açú-

cares simples, oligo ou polissacarídeos e glicoproteínas a diferentes matrizes

inertes foram desenvolvidas, a cromatografia de afinidade tomou-se uma etapa

padrão no processo de purificação de quase todas as lectinas. Em muitos casos

são empregadas matrizes comerciais, como a Sephadex, que é uma polidextra-

na (AGRAWAL & GOLDSTEIN, 1965; MOREIRA etVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa i. , 1983; MOREIRA &

CAVADA, 1984; OLIVEIRA et a i. , 1991; MOREIRA et a i, 1997); em outros ca-

sos, são empregadas colunas de Sepharose ligada a mono ou oligossacarídeos

ou a glicoproteínas como fetuína (PINTO, 1987) e mucina gástrica.

Até o momento, esquemas de purificação típicos inclui a extração

da lectina contida no material, com solução salina ou solução tampão, seguida

por uma etapa de purificação inicial, por precipitação com sulfato de amônio

(não obrigatória). Extratos parcialmente purificados são, então, submetidos à

cromatografia de afinidade na matriz adequada (RUDIGER, 1988). A matriz a

ser utilizada depende da especificidade da lectina. Para a obtenção da lectina

purificada, a mesma, depois de ligada deve ser eluída, preferencialmente, com

o uma solução do açúcar ligante. Se necessário, a lectina purificada por afini-

dade pode ser submetida a uma segunda cromatografia de afinidade ou purifi-

cação adicional por técnicas clássicas tais como, filtração em gel, troca iônica,

interação hidrofóbica, dentre outras.FEDCBA
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Muitas plantas apresentam polissacarídeos sob a forma de gomas,

presentes em endospermas e cotilédones (na semente) ou em exsudatos do

tronco. Estes potlssacaríceos são, em geral, mananas, glucanas ou galactoma-

nanas, ramificadas, contendo unidades de galactose, xilose e arabinose, princi-

palmente, em proporções e posições diversas. Desta maneira, é possível ter-se

as mais variadas estruturas de oligossacarídeos. Assim sendo, é possível pre-

parar-se colunas de afinidade capazes de interagir diferentemente com lectinas

que, embora apresentando a mesma especificidade segundo a classificação de

MAKELA (1957) mostram afinidades diferentes (especificidade fina).

TAVARES (1994) mostrou que as lectinas galactose-específicas

de sementes deVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a rp u s in c is a e A. in te g r i fo l ia , que apresentam uma elevada

semelhança tanto a nível químico e físico-químico, como a nível imunoquímico,

interagem diferentemente com a goma de guar (C y a m o p s is te t r a g o n o J o b u s ) e

goma de carolina (A d e n a n th e ra p a v o n in a ) . O mesmo acontece com a ledina de

V a ta ir e a m a c ro c a rp a , embora as lectinas de A b ru s p re c a to r iu s e A b ru s p u J c h e J -

J u s não mostrem diferenças sensíveis. É interessante notar que, enquanto as

lectinas de A r to c a rp u s apresentam uma afinidade maior pela goma de carolina,

a do gênero V a ta ir e a apresenta mais afinidade pela goma de guar e as de A-

b ru s mostraram afinidades praticamente iguais pela duas resinas.

Atualmente investigações estão sendo desenvolvidas visando o

uso de diferentes polissacarídeos vegetais como matrizes mais específicas para

o isolamento de lectinas vegetais (MOREIRA, 2002).FEDCBA
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.1 .7 . A PLIC A Ç Ã O D A S LEC TIN A S VEG ETA ISzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Devido às suas atividades peculiares, as lectinas têm sido utiliza-

das em uma série de sistemas (TABELA 1). As lectinas têm se mostrado ferra-

mentas poderosas tanto para propósitos analíticos como preparativos em bio-

química, biologia celular, imunologia e áreas relacionadas. O uso das lectinas

vai desde o isolamento, purificação e estudos de estruturas de carboidratos e

superfície celulares; estudos de fisiologia e biossíntese de células do sistema

imune e sanguíneo até o emprego na dínica médica, biotecnologia e em agro-

nomia.

A aplicação das lectinas pode ser encontrada em capítulos especí-

ficos do livro LECTINS, BIOLOGY-BIOCHEMISTRY e CLlNICAL

BIOCHEMISTRY, editado de dois em dois anos, período em que ocorre o En-

contro Internacional de Lectinas.FEDCBA
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TA B ELA 1.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAAplicabilidade das lectinas.

1. Isolamento, purificação e estudos estruturais de polímeros contendo car-

boidratos.

2. Investigação de estruturas de carboidratos complexos na superfíde de cé-

lulas e de partículas subcelulares de animais, bactérias e vírus.

3. Investigação da arquitetura de superfícies celulares e suas mudanças sob

transformação maligna.

4. Tipagem sanguínea, estudos estruturais de substâncias de grupo sanguí-

neo, identificação de novos grupos sanguíneos, diagnóstico de secretores.

5. Isolamento de subpopulaçães de linfócitos.

6. Estudos de genética, biossíntese e função de glicoconjugados de superfí-

cies celulares.

7. Estimulação mitogênica de linfócitos, estudos de eventos após a inidação

da divisão celular, estudo de constituição cromossomial de células e de-

tecção de anormalidades cromossomiais.

9. Estudos de estimulação linfocitária (produção de linfocinas) e na citotoxici-

dade celular dependente de lectinas.

10. Tipagem de parasitas.

11. No diagnóstico e terapêutica do câncer.

12. Na liberação controlada de drogas.

13. Como agentes terapêuticos no tratamento do câncer, doenças autoimunes

e infecciosas, sob a forma de toxinas recombinantes (imunotoxina).

14. Agentes defensivos de pragas na Agricultura.

15. Determinação da anomericidade da porção glicídica de gliconjugados.FEDCBA
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Abaixo estão relacionadas algumas referências que trazem, tam-

bém, informações sobre a aplicação de lectinas.

GRIFFIN etVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa I . , 1994; VIJAYAKUMAR et a i. , 1993; AMBURS et a i. ,

1994; FISCHER et a I . , 1994; ZSCHAEBITZ, 1994; NEOGRADY, 1994; LlS e

SHARON,1986; FREEMAN, 1983; FISCHER et a l. ,1 9 8 4 ; WATANABE et a i. ,

1981; ZIESKE e BERNSTEIN, 1982; SHARON e LlS, 1987; NICHOLSON, 1974;

RAPIN e BURGER, 1974; LlS e SHARON, 1986; SCHAEFER et a I . , 1 9 7 9 ;

FRASCH, 1980; CURTIS e SLACK, 1981; ALLEN et a i. , 1980; DOYLE et a i. ,

1984; YAJKO et a i. , 1984; COLE et a i. , 1984; SCHOTIELlUS, 1982; SANCHEZ

et e t . , 1994; MARBAN-MENDOZA ,1987; BONE e BOTI JER, 1985; PASTAN, et

e l. , 1992; BRINKMANN & PASTAN, 1994; GIOANNINI et a i. , 1982; HEDO et a i. ,

1981; HELM & FROESE, 1981; SHIRAKAWA et a I . , 1983; CAMPBELL et a I . ,

1982; LlPSICKetal., 1980; ASHERSON, 1973.FEDCBA
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1.2. LEC TIN A S JA C A LIN A -R ELA C IO N A D A SzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Jacalina é o nome trivial da lectina D-galactose-ligante isolada de

sementes de jacaVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(A r to c a rp u s in te g r i fo l ia ) . Até o presente, o termo "Iectinas jaca-

lina relacionadas" é usado como coletivo para todas as lectinas que são estrutu-

ral e evolucionariamente relacionadas à jacalina. A família da jacalina compre-

ende dois subgrupos de lectinas. O primeiro subgrupo é formado por lectinas de

M o ra c e a e N-acetilgalactosamina específicas, que são muito similares a lectina

D-galactose-ligante de jaca. O segundo subgrupo é o das lectinas de C o n v o lv u -

la c e a e que são homólogas às de Moraceae, mas exibem especificidade por

m a n o s e /m a lto s e (VAN DAMME et a I . , 1 9 9 8 ) .

1.2.1. H ISTÓ R IC O

A primeira evidência da ocorrência de lectinas da família da jacali-

na data de 1967 com o trabalho de JONES e colaboradores (1967). Eles mos-

traram que sementes de M a c lu ra p o m ife ra continham uma potente hemaglutini-

na. Esta lectina aglutina fortemente eritrócitos humanos (numa concentração de

4 n g /m l) e é mitogênica para linfócitos. A lectina nativa apresenta uma massa

molecular entre 40 e 43 kDa e, em condições desnaturantes (PAGE-SDS), mos-

tra duas cadeias polipeptídicas diferentes de 12 e 10 kDa (BAUSCH &

PORETZ, 1977). A purificação da lectina de sementes de M a d u ra p o m ife ra foi

efetuada em 1974 (ULEVITTCH, JONES & FELDMAN, 1974) seguida pela lecti-

na de A r to c a rp u s in te g r i fo l ia , a jacalina por MOREIRA (1977). Estudos detalha-

dos da especificidade da lectina de M a d u ra p o m ife ra e da jacalina (SASTRY et

a I . , 1986) logo revelou que ambas as lectinas têm forte preferência por resíduos

de Galf3(1,3) GaINAc.

Após a descoberta da mitogenicidade e a capacidade de ligação

específica à IgA da jacalina (ROQUE-BARREIRA et a I . , 1985), esta lectina tor-

nou-se uma importante ferramenta imunológica. A subseqüente descoberta daFEDCBA
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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 específica, com forte efeito estimulador

de migração de neutrófilos, foi detectada, em sementes deVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a rp u s in te g r i fo -

l ia por MIRANDA-SANTOS et a/. , (1991) e isolada posteriormente (SANTOS-

OLIVEIRA et a i, 1994) sendo denominada de KM+.

Vários estudos foram feitos com as lectinas da família M o ra c e a e ,

mostrando uma grande similaridade entre as mesmas, em diversos aspectos:

1. a lectina de A. la k o o c h a (artocarpina), com características estruturais simila-

res àquelas apresentadas pela jacalina (CHOWDHURY et a i 1 9 8 7 ;

CHOWDHURY & CHATTERJEE, 1993);

2. a lectina isolada de sementes de A. h ir s u ta por cromatografia de afinidade em

goma de guar apresenta um Mr 45 kDa, é composta por duas subnidades as-

sociadas não covalentemente, uma glicosilada de Mr 16 kDa e outra não gli-

cosilada de Mr 11 kDa. Liga-se especificamente a IgG e IgA humana mais

não liga IgM (BASU & APPUKUTTAN, 1989), características também encon-

tradas na jacalina;

3. a lectina de A. in c is a (OLIVEIRA, 1980; MOREIRA & OLlVEIRA,1983, PINTO,

1987; MOREIRA et a i, 1997) e a lectina de A. a lt i l is (PINEAU et a i. , 1 9 9 0 )

também são muito similares a jacalina, apresentando o mesmo padrão de

bandas por SDS/PAGE;

4. e até mesmo, a lectina galactose-ligante de M a c lu ra p o m ife ra é estrutural-

mente muito similar à jacalina (YOUNG et a/. , 1989 e 1991). Ambas têm 133

resíduos de aminoácidos, com 85% de identidade, apresentando uma arqui-

tetura em J3-prismae uma pseudo-simetria tripla, das lectinas relacionadas à

jacalina (LEE et a i. , 1 9 9 8 ) .FEDCBA
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Por apresentar estas importantes propriedades as lectinas da famí-

liaVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM o ra c e a e têm se tornado ferramentas em imunoquímica e imunologia celular

(AUCOUTURIER et a I . , 1 9 8 9 ) .

Ambas as lectinas jacalina e de M a c lu ra p o m ife ra foram completa-

mente seqüenciadas por métodos químicos (YOUNG et a I . , 1991). A jacalina

também foi clonada (YANG & CZAPLA, 1993) e sua estrutura tridimensional re-

solvida por cristalografia de raios-X (SANKARANARAYANAN et a I . , 1 9 9 6 ) .

A clonagem molecular da lectina de rizoma de C a ly s te g ia s e p iu m

(chamada de Calsepa) levou a uma descoberta inesperada, que esta lectina

manose/maltose específica é relacionada evolucionariamente com lectinas de

M o ra c e a e (VAN DAMME et a I . , 1996b). Por isso, Calsepa (e outras lectinas de

C o n v o lv u la c e a e proximamente relacionadas) são agora consideradas um sub-

grupo da família jacalina.

1.2.2. O C O R R ÊN C IA

As lectinas da família jacalina foram encontradas, inicialmente, em

espécies de M o ra c e a e e C o n v o lv u la c e a e . Dentro do subgrupo M o ra c e a e , a o-

corrência de lectinas é relatada para sementes de A r to c a rp u s in te g r i fo l ia (iaca) e

várias outras espécies de A r to c a rp u s , bem como em sementes de M a c lu ra p o -

m ife ra (osage orange). Muito provavelmente, sementes de outras espécies de

M o ra c e a e também contêm lectinas similares. Dentro do subgrupo das C o n v o lv u -

la c e a e têm sido isoladas lectinas de rizomas de C a ly s te g ia s e p iu m e C o n v o lv u -

lu s a rv e n s is . Em adição, existem também evidências para a ocorrência de lecti-

nas semelhantes em batata doce ( /p o m e a b a ta ta s ) . Desta forma, acredita-se

que a existência de lectinas "jacalin-like" não esteja restrita as famílias das M o -

ra c e a e e das C o n v o lv u la c e a e . Por exemplo, a lectina de tubérculo da alcachofra

de Jerusalém (H e l ia n th u s tu b e ro s u s , Asteraceae) assemelha-se com as lectinas

de C o n v o lv u la c e a e (VAN DAMME et a I . , 1998). Além disso, uma lectina com

seqüência similargfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà jacalina foi reportada na M u s a a c u m in a ta (Musaceae)FEDCBA
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(CLENDENNEN & MAY, 1997). Também uma lectina pertencente ao subgrupo

das lectinas manose-ligante jacalina relacionadas foi isolada a partir do arrozVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(O ry z a s a t iv a ) sob estresse salino (ZHANG et a i. , 2 0 0 0 ) .

Lectinas de M o ra c e a e são normalmente consideradas proteínas tí-

picas de sementes. Tanto a lectina de M a c lu ra como a de A r to c a rp u s ligantes a

galactose estão presentes em grandes quantidades na semente. A jacalina é a

proteína mais abundante na semente, representando mais de 50gfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA% do total das

proteínas solúveis (KABIR et a I . , 1993). Contundo, lectinas de M o ra c e a e não

estão rigorosamente confinadas às sementes. Por exemplo, a lectina de A r to -

c a rp u s /a k o o c h a é distribuída em todos os tecidos da planta com exceção no

fruto fresco (WONGKHAM et a i. , 1 9 9 5 ) .

Lectinas de C o n v o /v u /a c e a e normalmente são encontradas em te-

cidos de reserva que se localizam no subsolo. As lectinas de C a /y s te g ia s e p iu m

e C o n v o /v u /u s aFEDCBAt v e n s i s , chamadas de Calsepa e Conarva, respectivamente são

proteínas abundantes de rizoma representando em tomo de 25 e 5 %, respecti-

vamente, da proteína solúvel total. Ambas as lectinas estão presentes também

em pequenas quantidades em caules jovens. A lectina de batata doce represen-

ta apenas uma pequena fração da proteína solúvel (menos que 0,1 %) (VAN

DAMME et a i. , 1 9 9 8 ) .

1.2.3. ESTR U TU R A M O LEC U LA R

A família jacalina compreende dois subgrupos de lectinas com di-

ferentes estruturas moleculares. Todas as lectinas de M o ra c e a e , até agora ca-

racterizadas, são compostas por quatro protômeros idênticos consistindo de

uma cadeia a grande e uma cadeia f3 pequena. Ambas as cadeias são deriva-

das de um único precursor e não são unidas por pontes dissulfeto. Cada protô-

mero contém um único sítio ligante a carboidrato. A lectina galactose ligante de

A r to c a rp u s in te g r i fo l ía (jacalina) apresenta quatro cadeias a e quatro f3 com 133

e 20 resíduos de aminoácidos, respectivamente. A jacalina nativa é uma mistura

L e c t in a s á e S e m e n te s á e J f r to c a r p u s in c i s a , !M .o n te i r o - !M .o r e i r a , 2 0 0 2
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complexa de isoformas. Parte de sua complexidade é devidogfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà ocorrência simul-

tânea (mais provavelmente) de cinco cadeias polipeptídicas diferentes. Proces-

samento pós-tradudonal diferendal cria microheterogenidade (YOUNG et a/. ,

1995). Somente uma isoforma da jacalina contém um glicano N-ligado na cadeia

a. Portanto, a jacalina é uma mistura de formas glicosiladas e não glicosiladas.

Lectinas muito semelhantes à jacalina também têm sido isoladas

de sementes deVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA . in c is a (trutalina) (MOREIRA et a i. , 1998), A . a lt i / is , A . c h a m -

p e d e n , A . in te g e r , A . la k o c h a , e A . to n k in e n s is (BLASCO et a i. , 1996). Embora

estas lectinas do gênero A r to c a rp u s não tenham sido estudadas muito detalha-

damente, não existe dúvida que todas elas apresentem a mesma estrutura. A

lectina de M a c lu ra p o m ife ra também apresenta quatro cadeias a e quatro p com

133 e 20 resíduos de aminoácidos, respectivamente. Muito provavelmente, a

lectina da M a c lu ra p o m ife ra é uma mistura de duas isoformas. Processamento

pós-tradudonal diferendal destas duas isoformas origina microheterogenidade

adicional. Nenhuma das isoformas da M a c lu ra p o m ife ra é glicosilada.

As lectinas de A r to c a rp u s in te g r i fo l ia e M a c lu ra p o m ife ra foram

completamente seqüenciadas por métodos químicos e mostraram conter uma

repetição interna em suas cadeias a (YOUNG et a / . , 1991). Posteriormente, a

lectina de jaca foi clonada (YANG & CZAPLA, 1993).

A estrutura molecular das lectinas nativas de C o n v o lv u la c e a e é,

aparentemente, menos complexa do que a das lectinas de M o ra c e a e . Tanto a

lectina de rizoma de C a ly s te g ia s e p iu m como a de C o n v o lv u lu s a rv e n s is consis-

tem de dois protômeros idênticos não glicosilados de 153 resíduos de aminoá-

ddos. A estrutura primária dessas lectinas pode ser deduzi das a partir das se-

qüêndas de nucleotídeos dos respectivos cDNAs (VAN DAMME et a i. , 1 9 9 6 ) .

Como as lectinas de M o ra c e a e , as de C o n v o lv u la c e a e também apresentam uma

repetição interna.FEDCBA
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1.2.4. ESTRUTURA, BIOSsíNTESE E MODIFICAÇÕES PÓS-TRADUÇÃOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Por clonagem do cDNA da jacalina e das lectinas deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAC a /y s te g ia

s e p iu m e C o n v o /v u /a c e a e RQPONMLKJIHGFEDCBAe t v e n s i s determinou-se a estrutura e as possíveis

modificações pós-traducionais. Embora as proteínas maduras sejam similares,

suas biossínteses e processamentos são diferentes (Figura 1) (VAN DAMME et

a i . , 1 9 9 8 ) .

A jacalina é sintetizada como uma preproproteína consistindo de

um peptídeo sinal seguido por um propeptídeo de 39 resíduos, um peptídeo ~,

ligado a quatro aminoácidos, e um peptídeozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa de 133 resíduos. É muito prová-

vel, que a jacalina seja sintetizada no ER (retículo endoplasmático) e processa-

da co-traducionalmente pela remoção do peptídeo sinal. O propeptídeo resul-

tante é subseqüentemente transportado para os corpos protéicos. Durante ou

depois do transporte, o propeptídeo é clivado em três diferentes sítios, resultan-

do na remoção do propeptídeo N-terminal e da excisão da ligação entre a ca-

deia a e cadeia ~. A cadeia a e a cadeia ~ permanecem unidas através de liga-

ções não covalentes e formam o protõmero da jacalina. Uma das isoformas da

jacalina contém uma cadeia glicana N-ligada, que é glicosilada co-

traducionalmente. A clonagem do cDNA revelou a ocorrência de quatro diferen-

tes formas moleculares altamente similares na jacalina. Análises posteriores por

"southem blot" confirmaram que a jacalina é codificada por uma família de ge-

nes (YANG &CZAPLA, 1993). Muito provavelmente, o esquema de processa-

mento descrito para a jacalina é o mesmo para todas as lectinas galactose-

ligante de A r to c a r p u s bem como para as de M a c /u r a p o m ife r a .

A clonagem do cDNA de Calsepa e Conarva revelou que o poli-

peptídeo da lectina madura corresponde ao fragmento inteiro dos respectivos

genes da lectina (VAN DAMME et a i . , 1996b). A aparente ausência do peptídeo

sinal indica que as lectinas de C o n v o /v u /a c e a e são sintetizadas no citoplasma e

não sofrem modificações pós-traducional. Interessantemente, a subunidade de

Calsepa corresponde a um polipeptídeo composto pelos homólogos de ambas

L e c t i n a s d e S e m e n t e s d e ) f r t o c a r p u s i n c i t a , !M o n t e i r o - !M o r e i r a , 2 0 0 2
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as cadeias alfa e beta, da jacalina. Análise do cDNAs múltiplos demonstrou a

ocorrência de duas isoformas muito similares de Calsepa, sugerindo que a lec-

tina seja codificada por uma família de genes. Em adição, análise de fragmentos

do DNA genômico amplificado por PCR revelou a presença de um único intron

no(s) gene(s) de Calsepa (VAN DAMMEmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAetYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa I . , 1 9 9 8 ) .RQPONMLKJIHGFEDCBA
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:\Toraceae IectínszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 1. Representação esquemática da estrutura molecular, biossíntese, e

processamento das lectinas jacalina relacionadas. São mostrados os

exemplos: jacalina (de A r to c a r p u s ín te g r í fo l ia ) e da aglutinina C a /y s -

te g ía s e p íu m (Calsepa). A e B representam as cadeias a e ~ da jaca-

lina, enquanto N e C refere-se ao N e C-terminais da Calsepa (VAN

DAMMEmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAet a I . , 1998a).
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1.2.5. ESPECIFICIDADE DE LIGAÇÃO A CARBOIDRA TOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Lectinas da família jacalina compreendem dois subgrupos com

especificidade de ligação a carboidrato completamente diferentes. Estudos na

especificidade detalhada demonstram que as lectinas deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s bem como

a lectina de M a c lu r a p o m ife r a , galactose-ligantes, interagem fortemente com

terminais não redutores de resíduos de a-o-galactosil (MOREIRA et a / . , 2 0 0 2 ,

dados não publicados) e têm uma alta afinidade por Galp(1,3) GalNAc (antígeno

T) (SASTRY et a I . , 1986; SARKAR et a I . , 1981). Estudos preliminares sobre a

especificidade das lectinas de C o n v o lv u la c e a e indicam, por outro lado, que Cal-

sepa e Conarva reconhecem tanto manose como maltose (PEUMANS et a / . ,

1997b).

1.2.6. ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

A estrutura tridimensional da jacalina foi resolvida por análises de

difração de raios-X (SANKARANARAYANAN et a i . , 1996). Cada protômero con-

siste de um p-prisma triplo simétrico, constituído a partir de três folhas p de qua-

tro fitas. Das doze fitas (numeradas de 1 a 12), onze são formadas pela cadeia

a, enquanto, que a cadeia p forma a última fita (número 11). Quatro subunida-

des, 1, 1', 2 e 2', estão associadas não covalentemente formando uma estrutura

tetramérica que provavelmente resulta da associação dos dois dímeros 1 - 2 ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

l' - 2'. As cadeias p, que ocupam a região central do tetrâmero, desempenham

um papel crucial na associação das quatro subunidades.

Cada protômero possui um único sítio ligante a carboidrato forma-

do por Gly 1,Tyr122,Trp 123e Asp 125da cadeia a que cria um sistema complexo de

nove ligações de hidrogênio com 03, 04, 05 e 06 do metil-a.-o-galactose. Co-

mo a Gly1 da cadeia a é liberada apenas depois do processamento proteollticoRQPONMLKJIHGFEDCBA
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da projacalina em cadeiaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa e f3, a atividade ligante a açúcar da lectina, requer

um correto processamento pós-traducional do precursor da lectina.

A conformação tridimensional da lectina deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM a c lu r a p o m ife r a é

muito similar a da jacalina (Iectina de A r to c a r p u s in te g r i fo l ia ) (LEE et a i . , 1 9 9 8 ) ,

fato esperado, pois estas lectinas apresentam alta identidade entre si (YOUNG

et a I . , 1991). É razoável se esperar que outras lectinas com alta identidade de

seqüência também apresentem uma estrutura similar, àquela mostrada pela ja-

calina.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 2. Estrutura tridimensional da jacalina (fonte PDB)RQPONMLKJIHGFEDCBA
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1 .2 .7 . E V O L U Ç Ã O M O L E C U L A R zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A família das lectinas relacionadas à jacalina compreende duas

sub-famílias distintas: as lectinas deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM o r a c e a e e as de C o n v o lv u la c e a e .

Algumas investigações demonstraram a presença de lectinas simi-

lares às lectinas de C o n v o lv u la c e a e em H e l ia n th u s tu b e r o s u s (alcachofra de

Jerusalém) (VAN DAMME et a i . , 1999) e M u s a a c u m in a ta (banana)

(CLENDENNEN & MAY, 1997). A ocorrência de lectinas similares àquelas ma-

n o s e /m a lto s e da família das C o n v o lv u la c e a e , em A s te r a c e a e e M u s a c e a e não

somente demonstram que a família jacalina é amplamente distribuída no reino

vegetal, mas também sugere que as lectinas de M o ra c e a e específicas por Gal-

NAc são, provavelmente, um ramo lateral da linha evolucionária principal (Figu-

ra 3). A donagem do cDNA da lectina H e l ia n th u s tu b e r o s u s (Heltuba) confirmou

que a Heltuba partilha de uma clara similaridade de seqüência com Calsepa

bem como com outras lectinas de M o ra c e a e . Além disso, a modelagem molecu-

lar indica que Heltuba tem um enovelamento e uma estrutura global similar à

jacalina. Desta forma, pode ser conduído que Heltuba é realmente um membro

da família das lectinas jacalina relacionadas (VAN DAMME et aI., 1 9 9 9 ) .

Os protômeros das lectinas de M o ra c e a e e C o n v o lv u la c e a e con-

sistem de duas repetições internas com uma similaridade de sequência relati-

vamente baixa. Por analogia com algumas famílias de lectinas, é tentador espe-

cular que os protômeros das lectinas relacionadas à jacalina que contêm dois

domínios surgiram também por duplicação e inserção em sequência ("tandem

insertion") do domínio ancestral. Entretanto, devido ao fato da jacalina possuir

apenas um sítio de ligação formado por resíduos de aminoácidos localizados

nas regiões N-terminal e C-terminal do protômero, os dois subdomínios presu-

míveis não correspondem a sítios de ligação separados. Desta forma, ainda

precisa ser demonstrado, que o domínio ancestral das lectinas jacalina relacio-

nadas são proteínas ligantes a carboidratos que têm um único domínio. AindaRQPONMLKJIHGFEDCBA
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que, todas estas sejam indubitavelmente relacionadas, as lectinas deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM o r a c e a e

(galactose-ligantes) e de C o n v o lv u la c e a e (manose-ligantes) definitivamente têm

uma localização intracelular diferentes, nos vacúolos e no citoplasma, respecti-

vamente (PEUMANS et a I . , 2000). Estas observações sustentam a hipótese de

que as lectinas jacalina relacionadas evoluíram a partir de seus homólogos ma-

nose-ligante através da aquisição de seqüências alvos vacuolares.

Por analogia com, por exemplo, as lectinas de A l l iu m , é tentador

especular que algumas espécies de M o ra c e a e desenvolveram genes codifican-

do proteínas de reserva, a partir de genes da lectina. Para construir genes de

proteínas de reserva adequado, seqüências extras (p. ex. peptídeo sinal) tive-

ram que ser introduzidos de modo a dirigir a proteína produzida em direção ao

sistema secretor. Isto explicaria porque os produtos primários da tradução das

lectinas de M o ra c e a e sofrem um processamento mais complexo que aqueles

das lectinas de C o n v o lv u la c e a e .RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 3. Modelo da evolução molecular das lectinas relacionadas à jacalina.

Uma lectina jacalina relacionada manose-específica ancestral deu o-

rigem a uma grande família: a das lectinas monocotiledôneas e a das

lectinas dicotiledôneas manose-específicas jacalina relacionadas. Um

evento evolucionário, que ocorreu na família M o ra c e a e envolveu a

inserção de seqüências para um peptídeo sinal e destinação vacuolar

dando origem a uma pequena subfamília de lectinas jacalina relacio-

nadas (PEUMANS et e t . , 2 0 0 0 ) .RQPONMLKJIHGFEDCBA
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1.2.8. PAPEL FISIOLÓGICOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A princípio, evidências não conclusivas foram relatadas para um

papel bem definido para as lectinas jacalina relacionadas. Entretanto, algumas

especulações podem ser feitas baseadas em dados disponíveis sobre a fisiolo-

gia e as atividades biológicas das lectinas deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM o r a c e a e e C o n v o lv u la c e a e .

Devido ao fato de terem sido descobertas primeiro, as lectinas do

subgrupo M o ra c e a e têm sido melhor estudadas que as lectinas do subgrupo

C o n v o lv u la c e a e . Como anteriormente mencionado, as lectinas do subgrupo M o -

r a c e a e ocorrem em muitos tecidos, mas são particularmente abundan es nas

sementes. Estudos in v i t r o indicam que a jacalina e a lectina de M a d u ra p o m ife -

r a interagem com células humanas e de outros animais e são capazes de i du-

zir processos biológicos específicos. Não foi relatado o efeito das lectinas do

subgrupo M o ra c e a e quando administradas por via oral em animais superiores.

Alimentação com dieta artificial demonstrou que as lectinas de M o ra c e a e têm

propriedades inseticidas. Por exemplo, lectina de M a c lu r a p o m ife r a , tem um sig-

nificante efeito inibitório na larva do gorgulho (C a l lo s o b r u c h u s ma c u la tu s )

(MURDOCK etRQPONMLKJIHGFEDCBAe t . , 1990). Similarmente, jacalina e a lectina de M a c lu r a p o m ife r a

inibiram o crescimento da larva de D ia b r o t ic a u n d e c im p u n c ta ta (CZALA &

LANG, 1990) e a jacalina afeta a sobrevivência da E m p o a s c a fa b a e de ba ata

(HABIBI et a i . , 1993). Baseando-se nestas observações parece que as lectinas

de sementes do subgrupo M o ra c e a e provavelmente são, com a maioria das ou-

tras lectinas abundantes de sementes, proteínas de reserva com uma função de

defesa adicional contra potenciais predadores animais e/ou insetos de semen-

tes.
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11.HIPÓTESE DE TRABALHOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Em 1977 foi relatada a presença de uma lectina galactose-ligante

(jacalina) em sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in te g r i fo l ia L. (iaca) (MOREIRA, 1977).

Posteriormente, em 1991, uma outra lectina, manose-ligante (KM+) foi detecta-

da (MIRANDA-SANTOS, 1991). Mais recentemente, uma lectina muito similarzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà

jacalina, isolada de sementes de A r to c a r p u s in c is a L. (fruta-pão), foi isolada e

caracterizada e denominada fruta lina (MONTEIRO, 1998 & MOREIRA et. aI.

1998). Uma lectina manose-ligante também foi encontrada em sementes de fru-

ta-pão, frutapina (MONTEIRO-MOREIRA et a i . , 1999) e em 2001 foi detectada

uma lectina quitina-ligante em sementes de A r to c a r p u s in c is a e A r to c a r p u s in te -

g r i fo / ia (MONTEIRO-MOREIRA et a i . , 2001).

Após a detecção das três lectinas em sementes de A r to c a r p u s in d s a (fru-

ta-pão), surgiu a indagação sobre a conveniência, para a planta, da presença

de mais de uma lectina e sobre o parentesco estrutural entre elas. Assim. a Hi-

pótese central desta Tese é investigar:

SÃO AS TRÊS LECTINAS PRESENTES EM SEM E TES DE

ARTOCAPUS INCISA L. SEMELHANTES, DO PONTO DE VISTA rísico.

QUíMICO E ESTRUTURAL?RQPONMLKJIHGFEDCBA
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111.ESTRATÉGIA EXPERIMENTALzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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

./ Isolar e purificar as lectinas deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a (frutapina e frutaquina). em

escala preparativa;

./ Purificar a frutalina em escala preparativa;

./ Analisar a constituição peptídica das lectinas por PAGElSDS e filtração em

gel, e suas propriedades isoelétricas;

./ Determinar a composição de aminoácidos das três lectinas;

./ Analisar suas seqüências N-terminal;

./ Determinar os espectros de dicroísmo Circular (CD) e fluorescência das lec-

tinas, bem como estimar o conteúdo das frações de estrutura secundária .

./ Investigar a estabilidade e/ou modificações estruturais da frutalina induzidas

pela variação de pH, na presença ou ausência de açúcares ligan e (D-

galactose e D-glucose), monitorando por técnicas cromatográficas.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS

IV.1. - MATERIAIS

IV.1.1. - Reagentes e SoluçõeszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os reagentes utilizados durante a purificação das lectinas deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to -

c a r p u s in c is a foram todos de pureza analítica. A água utilizada na preparação dos

reagentes foi a deionizada (MiIliQ). Os seguintes tampões foram utilizados:

~ Tampão glicina-HCI 0,01 M, pH 2,0;

~ Tampão glicina-HCI 0,05 M, pH 2,6;

~ Tampão acetato 0,01 M, pH 4,0;

~ Tampão fosfato 0,01 M, pH 6,0;

~ Tampão Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0;

~ Tampão borato 0,01 M, pH 10,0 e 12,0;

~ Solução salina tamponada com fosfato de sódio (PBS) pH 7,4:

Cloreto de sódio 0,15 M

Fosfato de sódio dibásico............................... 0,06 M

O pH foi ajustado com fosfato de sódio monobásico 0,15 M.

IV.1.2. - Equipamentos

~ Espectrofotômetro Hitachi (mod. U-2000) e Ultrospec 2000 - Pharmacia

~ Fluorímetro ISS

~ Espectropolarímetro Jasco (mod. J-720)

~ Analisador de aminoácidos BioChrom 20 - Pharmacia

~ Centrífuga refrigerada Sorvall (mod. RC-5B)RQPONMLKJIHGFEDCBA
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~ Sistema de Cromatografia líquida de alta eficiência, HPLC,YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAH ig h P e r fo rm a c e

L iq u id C h ro m a to g r a p h y - BioRAD (mod. 2800)

~ pH-metro micronal (mod. B-374)

~ Seqüenciador de Aminoácidos - "gas phase" 473 (Applied Biosystem)

~ AKTA (Pharmacia - LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia)

~ Coletores de fração - (Pharmacia - LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia)

~ Sistema FPLC ( F a s t P e r fo rm a c e U q u id C h ro m a to g r a p h y Pharmacia - LKB

Biotechnology, Uppsala, Suécia)mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

IV.1.3. - Outros Materiais

~ As sementes de A r to c a r p u s in c ts e , L. (fruta-pão de caroço), utilizadas o pre-

sente trabalho foram provenientes do município de Maranguape, Es ado do

Ceará, colhidas maduras, na safra que ocorre no período compreendido entre

os meses de maio a junho.

~ Sementes de Adenanthera pavonina (carolina) foram colhidas na Região Me-

tropolitana de Fortaleza, Ceará.

~ Hemácias de animais domésticos (coelho, porco, carneiro, pombo, capote) ob-

tidas no Departamento de Zootecnia, do Centro de Ciências Agrárias, da Uni-

versidade Federal do Ceará.

~ Hemácias humanas (sistema ABO), obtidas de doadores adultos e hígidos fo-

ram fornecidas pelo Hemocentro do Ceará (HEMOCE).

~ Carboidratos simples e complexos, glicoproteínas, albumina sérica bovina, Co-

omassie Brilliant Blue R-250, epicloridrina, acrilamida, metileno-bisacrilamida,

TEMED e quitina, fornecidos pela Sigma Chemical Co, St. Louis, USA.RQPONMLKJIHGFEDCBA

L e c t i n a s t l e S e m e n t e s t l e j l r t o c a r p u s i n c i s a , ~ o n t e i r o - ~ o r e i r a , 2 0 0 2



Material e Métodos "'-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

~ As matrizes de agarose-D-Galactose e agarose-D-Manose foram adquiridas a

Pierce Chemical Co (Rockford, IIlinois,USA).

~ Matrizes cromatográficas Superose 12 HR 10/30 e Superdex 75

(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia) acoplada a um síste a

HPLC.

~ Galactomanana extraída do endosperma deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA d e n a n fh e r a p a v o n in a ICU"-'UI

com epicloridrina (preparada no Laboratório de Lectina e Glicoco

UFC)

~ Centricon 10 (Amicon Corp, rpm 6000) e Centriprep 10 (Amicon

4000).

~ Cubetas de quartzo retangulares (1,0 ou 3,0 mL) com caminho óptico e

com duas ou quatro faces polidas

~ Cubeta de quartzo cilíndrica (0,3 mL) 'com caminho óptico de 1 mm.RQPONMLKJIHGFEDCBA

L e c t i n a s á e S e m e n t e s á e f l r t o c a r p u s i n c i s a , < .M o n t e i r o -< .M o r e i r a ,2 0 0 2



Material e MétodosVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA3 6

IV.2. - MÉTODOS

IV.2.1. - Obtenção da FarinhazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A farinha de sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s ín c ís a foi obtida, a partir da tri-

turação em moinho, das sementes íntegras, livres de tegumento e previamente

secas com acetona. A farinha obtida foi acondicionada em frascos fechados e es-

tocada à temperatura ambiente.

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

incisa

A extração das proteínas solúveis de sementes de A. í n c ís a oi fe· a

suspendendo-se a farinha em solução de NaCI 0,15 M na proporção 1:1O ( v)

deixada sob agitação contínua por uma horazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà temperatura ambiente. A s spen-

são obtida foi centrifugada a 8.000 x g por trinta minutos a 4°C. Ao resíd o mais

solução salina 0,15 M foi adicionada, na proporção 1:5 (m/v) e após 30 min os de

agitação ininterrupta o extrato foi submetido à centrifugação. Foram utiliza os os

mesmos parâmetros da primeira extração. O resíduo II foi descartado, e os sobre-

nadantes das duas extrações foram reunidos e, então denominados de EXTRATO

TOTAL (Figura 4).RQPONMLKJIHGFEDCBA
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~{-

i·· ,..
+NaCI0,15M

+30 minosob agitação

+centrifugação a 8.000 x g por 30 mino4°CmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Resíduo I Sobrenadante I

+NaCI0,15M

+30 minosob agitação

+cent. 8.000zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAx g por 30 min 4°C

Resíduo 11 Sobrenadante 11

Descartado

Figura 4. - Obtenção do Extrato Total a partir da Farinha de Semente de Fruta

Pão.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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IV.2.3. - Isolamento das Lectinas de Sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in -

c is a

Para isolar as lectinas de sementes de A r to c a r p u s ín c ís a foi seguida

a seguinte metodologia (Figura 5):

1. O extrato total, preparado como descrito no item anterior, foi sub e 'do à

cromatografia de afinidade em coluna de galactomanana (15,0 cm de a ra

e 2,0 cm de diâmetro) extraída do endosperma de A d e n a n th e r a p a v o n ín a

reticulada com epicloridrina segundo metodologia de FUGITA et a i 975) e

APPUKUTTAN e t a i (1977), modificada por TAVARES (1998). A fração não

retida na coluna foi eluída com NaCI 0,15 M (solução de equilíbrio e eno-

minada pico I. A fração retida (pico 11) na coluna e eluída com ta ã glici-

na-HCI 0,05 M pH 2,6 contendo NaCI 0,15 M foi chamada fruta li a - a ee '-

na de sementes de A r to c a r p u s ín c ís a galactose-ligante. O pico I foi s e-

tido a sucessivas cromatografias em coluna de galactomanana de e n a n -

th e r a p a v o n ín a , até que nenhuma fração permanecesse não ligada.

2. A fração não retida (pico I) obtida da cromatografia de afinidade e co na

de galactomanana, livre da lectina galactose-ligante (frutalina) toi e ão

submetida à cromatografia de afinidade em coluna de agarose-o- a ose (5

mL) (Pierce Chemical CO., Rockford, IlIinois, USA) previamente e uir rada

com PBS, pH 7,4 e à temperatura ambiente. As proteínas que não' eragi-

ram com a matriz cromatográfica foram eluídas com PBS, pH 7,4. Em se-

guida a fração retida foi desprendida da coluna com o auxílio de solução de

manose 0,1 M em PBS e então denominada de frutapina - a lectina de se-

mentes de A r to c a r p u s ín c ís a manose-ligante.

3. Ao pico I, obtido da cromatografia em resina de agarose-o-Manose, foi adi-

cionado NaCI até que a concentração final de NaCI ficasse igual a 1 M.

Após este procedimento a amostra foi, então, aplicada em uma coluna de

quitina (15 mL) equilibrada com solução salina (NaCI 1M). Dois picos foram

obtidos, o pico I foi eluído com solução de NaCI 1 M e o pico II (fração reti-

da) com solução de HCI 0,01 M contendo NaCI 0,15 M, esta fração foi de-RQPONMLKJIHGFEDCBA
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nominada de frutaquina - a lectina de sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a quiti-

na-ligante.

Os eluatos das colunas cromatográficas foram monitorados pela me-

dida da absorbância a 280 nm em espectrofotômetro.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Extrato TotalzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Coluna de Galactomanana

+ T. glicina pH 2,6 + NaCI 0,15

Pico I-galac
(livre de frutalina)

Coluna de Agarose-D- Manose

+ Manose 0,2 M em PBS, pH 7,4 + PBS pH 7,4

n Pico I-man

(F )

Coluna de Quitina

+ HCI 0,1 MYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAc l NaCI 0,15 M

Pico 11 Quit (FRUTAQUINA)

+ aCI1 M

Figura 5. Purificação das Lectinas de sementes de A r to c a r p u s in c is a .RQPONMLKJIHGFEDCBA
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IV.2.4. - Determinação da composição em aminoácidoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A determinação da composição em aminoácidos das lectinas de A.YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

in c is a (frutalina, frutapina e frutaquina) foi desenvolvida em Sistema Biochrom 20

da Pharmacia-LKB. As lectinas puras (em tomo de 1mg) foram hidrolisadas com 1

ml de HCI 6N, contendo 1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA% (m:v) de fenol. A hidrólise foi realizada em ampolas de

vidro, seladas sob atmosfera de nitrogênio, a 110°C, em estufa, por 22 horas. A-

pós a hidrólise, as ampolas foram abertas e HCI e fenol eliminados, sob pressão

reduzida, em presença de NaOH. Em seguida, os resíduos foram lavados algumas

vezes com água milli-Q e secos sob pressão reduzida e em presença de pentóxi-

do de fósforo. Depois de secas, as amostras foram redissolvidas em tampão citra-

to de sódio pH 2,2, filtradas em membrana de 40 um (Millipore) e submeti as à

análise de aminoácidos. O conteúdo de aminoácidos foi determinado pelo mé odo

de SPACKMAN, STEIN & MOORE (1958), modificado e adaptado para o uso do

sistema Biochrom 20 da Pharmacia - LKB. O triptofano da frutalina foi determi ado

segundo a metodologia descrita por MOREIRA & PERRONE (1977). Uma a ostra

de 1 mg da lectina foi dissolvida em 1 ml de NaOH 0,1 N e determinadas às ab-

sorbâncias a 280 e 294 nm. O teor de triptofano foi determinado pela equação a-

baixo, utilizando-se o valor de tirosina obtido pela cromatografia de aminoá 'dos

no sistema Biochrom 20.

Mtyr I MTrp= 0,592 X A294- 0,263 X A200I 0,263 X A200- 0,170 x ARQPONMLKJIHGFEDCBA
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IV.2.5. - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presença de

SOS (PAGE-SDS)zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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 3,5zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA% de acrilamida em tampão

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 e SOS 1% e o gel de separação a 15% em tampão Tris-HCI

3 M pH 8,8 e SOS 1%. O tampão de corrida foi preparado com Tris 0,025 M, glici-

na 0,2 M e SOS 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 tampão Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8 glicerol e SOS a 1 %, na ausência e

presença de p-mercaptoetanol e submetida à 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 solução contento Coomassie Brillant Blue 250 R a 0,05 % em

metanol, ácido acético e água (1:3:8). O descoramento foi feito com uma solução

de ácido acético, metanol e água (1:3:8). Os marcadores de massa molecular utili-

zados foram: albumina sé rica bovina (66 kOa), ovalbumina (45 kOa), anidrase car-

bônica (30 kOa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kOa), citocromo C (12 4 kOa) e

inibidor de calicreína (6,6 kOa).

IV.2.6. - Filtração em gel Superdex

Amostras de frutalina, frutapina e frutaquina a pH 7,4 (0,2 mgYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAI ml), foram

submetidas à cromatografia de filtração molecular em coluna Superdex 75 HR

(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia) acoplada a um sistema AKTARQPONMLKJIHGFEDCBA
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(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia). As cromatografias foram moni-

toradas pela absorbância a 280 nm, coletando-se 0,5 mil minuto. Para a calibra-

ção da coluna foram utilizadas as seguintes proteínas: Albumina Sérica bovina

(BSA), Ouirnotripsina e citocromo C.

IV.2.7. - Cromatografia de Fase Reversa (CVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 S )

Amostras de frutalina, frutapina e frutaquina a pH 7,4 (0,2 mgYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAI o am

submetidas à cromatografia de fase reversa em coluna CzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA18 (Pharmacia e-

chnology, Uppsala, Suécia) acoplada a um sistema HPLC (BioRAD). oi

realizada no sistema TFA/ACN (solvente A: Acetonitrila 0,1 % e so

acetonitrila: água: TFA, 80:20:0,8). As condições de eluição foram: 5 mi

5 % solvente B; 20 minutos de 5 a 100% de B; 5 minutos de 100% de B; 5 s

de 100% B a 5% de solvente A. As cromatografias foram monitoradas ela

absorbância a 280 nm, coletando-se 0,5 m il minuto.

IV.2.8. - Estrutura Primária

As amostras de frutalina, frutapina e frutaquina tiveram o - e i ai

seqüenciado no Departamento de Bioquímica da Escola Paulista de Medicina (U-

niversidade Federal de São Paulo). A degradação de Edman foi feita em sis ema

seqüenciador de proteínas modelo gas phase 473 (Shimadzu) utilizando as condi-

ções recomendadas pelo fornecedor.

Como a frutaquina apresenta pontes dissulfeto uma redução prévia

se faz necessária. Esta redução foi feita conforme a metodologia descrita por Fri-

edman e colaboradores (1970). Foram dissolvidos 2 nmol da lectina em 100 JlL de

tampão Tris-HCI 0,25 M, pH 8,5, cloridrato de guanidina 6 M, EDTA1 mM, 5 % deRQPONMLKJIHGFEDCBA
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f3-mercaptoetanol e incubados ovemight, a 25°C. Depois da incubação, 2,5 IlL de

4-vinilpiridina foi adicionado e a reação prosseguiu por 90 minutos,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà temperatura

ambiente. A reação foi interrompida por acidificação com ácido tórmico e a proteí-

na modificada foi, então, 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 eluição foi realizada por um sis-

tema solvente contendo TFA/CH3CN/H20/isopropanol (A= 0,1 % TFA em água, 8=

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 peptídeos 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 mUmin.mlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

IV.2.9. - Espectro de Oicroísmo Circular (CO) e Estimativa da Fra-

ção de Estrutura Secundária

As amostras utilizadas continham entre 0,15 e 0,20 mg / mL das lec-

tinas purificadas, frutalina, frutapina e frutaquina. Foram detenninados os espec-

tros de CD para a lectina nativa, diluída em PBS 10 mM, pH 7,4 e água. As medi-

das foram feitas em um espectropolarímetro Jasco, modelo J 720, num intervalo

de 190 a 250 nm utilizando uma cubeta de quartzo cilíndrica de 1 mm de caminho

óptico, com uma média de dezesseis varreduras. Os espectros de CD são obtidos

numa escala de elipticidade (9) em mgrau.

Para o cálculo das frações de estrutura secundária utilizou-se os

programas:

~ CCA (Convex Constraint Analysis) desenvolvido por PERCZEL e FASMAN

(1991). Este programa utiliza o algo ritmo Simplex que extrai os espectros bási-RQPONMLKJIHGFEDCBA
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cos, ou seja, as cinco componentes puras (curvas associadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà conformação

secundária das proteínas) de um grupo de espectros de referência no qual o

espectro da proteína analisado é adicionado. As estimativas das frações da es-

trutura secundária foram feitas utilizando-se o programa Lincomb. O Lincomb

baseia-se no método dos mínimos quadráticos para obter, a partir das compo-

nentes puras, uma curva que melhor se ajuste ao espectro a ser analisado e

fomece a fração com que cada curva contribui, como também o erro deste a-

juste. O intervalo de comprimento de onda que o programa utiliza é de 195 a

240 nm, com intervalo de 1 nm. Para usar o programa (CCA) se faz necessário

a transformação dos dados obtidos em mgrau para elipticidade molar. Para isto

é preciso conhecer a concentração da pro eína em mgYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAI mL, o caminho óptico

da cubeta em cm (I) e a massa média dos resíduos de aminoácidos da proteí-

na, em geral de 100-115. Para os cálculos com a frutalina foi utilizado o valor

de 115 e uma concentração de 0,150 mg I mL.

[8]= 100.NMR 10~x 8 = fator x 8

I. [m g /m L ]

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

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

~ SELCON - S e lf C o n s is fe n f (SREERAMA et a / . , 1993). Para estimar oco eúdo

de estrutura secundária pelo SELCON foi utilizado um grupo de pro eínas de

referência contendo 33 espectros de CO, bem como suas frações de estrutura

secundária determinadas por cristalografia de raios-X.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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IV.2.10. - Medidas FluorimétricaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As medidas de emissão da fluorescência foram feitas a 25°C em um

espectrofluorímetro ISS. As amostras (frutalina, frutapina e frutaquina) diluídas em

PBS pH 7,4 foram excitadas em 280 nm e a emissão foi monitorada no intervalo

de 290-450 nm. Cubetas de quartzo de 1 cm de caminho ótico, com 1 ou 3 mL de

volume foram utilizadas nas medidas. A concentração de proteína usada nestes

experimentos variou de 0,09 a 0,12YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAm g /m L e a absorbância das amostras foi sem-

pre menor que 0,1. O espalhamento Raman foi subtraído usando-se os espectros

dos solventes.

IV.2.11. - Determinação da Atividade Hemaglutinante

Os ensaios de determinação da atividade hemaglutinante do extrato

bruto e das lectinas de sementes de A r to c a r p u s ín c ís a (frutalina. frutapina e fruta-

quina) foram realizados segundo metodologia descrita por MOREIRAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& PERRO-

NE (1977), em placas de microtitulação (fundo em V).

As amostras foram submetidas a diluições duplo seriadas ( 1 /2 , 1 1 4 ,

1 /8 . . . ) em NaCI 0,15 M e posteriormente, adicionadas a cada diluição o mesmo

volume (50 ul) de uma suspensão de hemácias a 2% em NaCI O,15M.

Após incubação por 30 rnin a 37°C e por mais 30 min à temperatura

ambiente, as placas foram examinadas visualmente. A atividade hemaglutinante

(UH) foi considerada como sendo o inverso da última diluição ainda capaz de aglu-

tinar a olho nu as células sangüíneas ou como sendo a menor concentração da

lectina ( f . lg /m l) ainda capaz de aglutinar. Os resultados obtidos foram expressos em

UH 1 mg de proteína.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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IV.2.12. - Inibição da Atividade Hemaglutinante por Açúcares

Simples e por GlicoproteínaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os ensaios de inibição da atividade hemaglutinante das lectinas de

sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a (frutalina, frutapina e frutaquina) foram realizados

em placa de microtitulação, 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 inibição por carboidratos, simples e complexos, bem como

por glicoproteínas foi posteriormente testada.

Todos os açúcares foram utilizados na concentração inicial de 0,5 M

e as glicoproteínas na concentração de 1 m g /O ,5 m l tendo como solvente NaCI

0,15 M.

Em uma placa de microtitulação foram feitas diluições seriadas (no

sentido de A para H) da solução do açúcar sob investigação com NaCI 0,15 M. A

seguir, foram feitas diluições seriadas da força ativa (no sentido de 1 para 12). A-

pós 30 minutos à temperatura ambiente, foi adicionada em cada poço 50 IlL da

suspensão de hemácias e a placa colocada na estufa (37°C) por 30 minutos e em

seguidazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà temperatura ambiente por mais 30 minutos, quando os títulos de

hemaglutinação foram determinados como descrito no item IV.2.11.

IV.2.13. - Estudos da Estrutura Quaternária da Frutalina

Amostras de frutalina (0,5 mg I mL) foram incubadas por 1 hora, a

temperatura ambiente, em soluções tampão com pH variando de 2,0 a 12,0, nas

seguintes condições: na presença de o-glucose 0,2 M, na presença de 0-

galactose 0,2 M e na ausência de açúcar. Uma mistura de glicina, acetato fosfato

e borato (tampão misto 10 mM) foi utilizada na preparação das soluções tampão.

Em seguida, as diversas amostras foram submetidas à cromatografia de filtraçãoRQPONMLKJIHGFEDCBA
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molecular em coluna Superdex 75 HR (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala,

Suécia) acoplada a um sistema HPLC (Bio-Rad, 2800) e eluídas com os respecti-

vos tampões. A cromatografia foi monitorada pela absorbância a 280 nm, coletan-

do-se frações de 0,5YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAm il minuto. Para a calibração da coluna seguintes proteínas

foram utilizadas: Albumina Sérica bovina (BSA), Quimotripsina e citocromo C.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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. RESULTADOS E DISCUSSÃO

.1 - Purificação em Escala Preparativa das Lectinas de Semen-

tes de Artocarpus incisa

V.1.1. Obtenção do Extrato Total

A obtenção do extrato total a partir da farinha de sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to -

c a r p u s in c is a (fruta-pão) visando o isolamento da lectina galactose-ligante foi re-

atado anteriormente, utilizando-se diferentes metodologias. Podemos citar os de

OLIVEIRA (1980) que em sua Dissertação de Mestrado comparou as lectinas de

A r to c a r p u s in c is a ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA. in te g r i fo l ia . Neste trabalho as lectinas eram extraídas

com PBS, por 4 horas, com agitação ocasional. Em 1987, PINTO estudando ape-

nas a lectina de A. in c is a extraía as proteínas solúveis, de uma maneira seme-

lhante, utilizando um outro solvente (NaCI 0,15 M), porém conservando o tempo

de 4 horas. Mais recentemente, na tentativa de otimizar a preparação em larga

escala, da lectina galactose-ligante (frutalina), MONTEIRO (1998), realizou a ciné-

ica de extração da lectina, determinando a atividade hemaglutinante em diferen-

tes tempos de extração. Assim, extrações foram feitas, com NaCI 0,15 M (na pro-

porção de 1:1O, m:v) por diferentes períodos de tempo, tendo-se observado que,

já com 30 minutos, toda a atividade hemaglutinante era extraída. Vale salientar

que nos extratos obtidos a diferentes tempos o teor de açúcares total foi determi-

nado (DUBOIS,) verificando-se que a quantidade de açúcares extraída nos dife-

rentes tempos era a mesma. Este fato descartou então, a hipótese de que com o

aumento do tempo de extração aumentasse também a extração de açúcares que

pudessem desta forma inibir a atividade hemaglutinante e por isso era obtida a

mesma atividade com o aumento do tempo de extração.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.1.2. Isolamento das Lectinas de Sementes de ArtocarpusYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAin c is e .zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os isolamentos da lectina de A. í n c ís a , galactose-ligante, feitos por

OLIVEIRA (1982) e por PINTO (1987), embora tenham obtido êxito (a lectina foi

purificada) não eram muito eficientes, quer por utilizar uma matriz instável (estro-

mas humanos glutarizados) quer por utilizar uma matriz de uma especificidade

muito ampla (fetuína). Assim, MONTEIRO (1998) introduziu uma metodologia mais

específica, 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 A d e n a n th e r a p a v o n ín a (Carolina ou Ca-

rol) reticulada por tratamento com epicloridrina. Neste tratamento (TAVARES,

1998), ligações éter são estabelecidas entre terminais hidroxilas da galactomana-

na por meio do grupo epóxi da epicloridrina, de modo a se obter uma malha ex-

tremamente estável. Segundo TAVARES (1994), o endosperma da semente de A.

p a v o n ín a é basicamente constituído de uma galactomanana composta de uma

cadeia linear (a 1~ 4) de D-manose, com substituições (a 1~ 6) de D-galactose,

na proporção de 1,8:1,0 e com alguns resíduos de arabinose e xilose. Assim, a

lectina galactose-ligante de sementes de A r to c a r p u s ín c ís a foi isolada por uma

metodologia simples e barata, que continuou a ser utilizada neste trabalho.

O extrato total obtido como descrito no item IV.2.2. foi submetidozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà

cromatografia de afinidade em coluna de galactomanana de A. p a v o n ín a . Duas

frações foram obtidas (Figura 6), uma das quais eluída com solução salina 0,15 M

(solução de equilíbrio), fração não retida (Pico I) e uma segunda fração (pico li),

liberada da coluna com tampão glicina-HCI 0,1 M, pH 2,6 contendo NaCI 0,15 M.

Esta fração, que foi denominado de FRUTALlNA - a lectina de sementes de A r to -

c a r p u s ín c ís a o-galactose-ligante, podia também ser eluído da coluna com uma

solução de D-galactose 0,2 M, dissolvida na solução de equilíbrio, embora a elui-

ção fosse mais demorada e o pico obtido mais largo, com um arraste maior devi-

do, provavelmente, à maior afinidade da lectina por carboidratos mais complexos,

encontrados na galactomanana constituinte da matriz, do que por monossacarí-RQPONMLKJIHGFEDCBA
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deos (solução de D-galactose). Assim, devido à melhor resolução bem como o

fator econômico, tampão glicina-HCI foi utilizado na liberação da frutalina da colu-

na de galactomanana.

A fração não retida na coluna de galactomanana (pico I galac) foi

recromatografada três vezes, para a retirada total da lectina galactose-ligante (fru-

talina). A fração pico I-galac, livre de frutalina, foi então aplicada à coluna de aga-

rose-o-manose (cromatografia de afinidade), previamente equilibrada com PBS,

pH 7,4. As proteínas não retidas (pico I-man) à coluna foram eluídas com o tam-

pão de equilíbrio enquanto a fração retida foi eluída com solução de manose 0,2 M

em PBS, pH 7,4, (Figura 7). Esta fração foi denominada de FRUTAPINA - a lectina

de sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a o-manose ..Ugante. O procedimento acima des-

crito foi essencial para a purificação da frutapina, visto que, a frutalina além de

interagir com a galactomanana (com resíduos galactosil), também interage com a

resina de agarose-o-manose, assim, para a obtenção da frutapina, é essencial que

a fração pico l-galac esteja livre de frutalina. A interação da frutalina com a matriz

agarose-o-manose também pode ser desfeita por eluição com o-galactose, evi-

denciando que esta interação ocorre pelo mesmo sítio de ligação.

Ao pico I-man, fração não retida à coluna agarose-o-manose, acres-

centou-se cio reto de sódio suficiente para se obter uma solução com concentração

final igual a 1 M. Em seguida, o pico I-man em tampão fosfato de sódio, pH 7,4 e

NaCI 1 M, foi submetido à cromatografia de afinidade em coluna de quitina, previ-

amente equilibrada com NaCI 1 M. O perfil cromatográfico foi semelhante àqueles

obtidos nas duas cromatografias anteriores (Figura 8), ou melhor, a ocorrência de

duas frações foi veriticada. Uma fração não retida (pico l-quit), eluída com solução

de NaCI 1 M e uma fração retida (pico II-quit) eluída com solução de HCI 0,01 M

em NaCI 0,15 M, posteriormente chamada de FRUTAQUINA - a lectina de sementes

de A r to c a r p u s in c is a quitina-ligante.

A adição de NaCI 1 M na amostra aplicada à coluna de quitina foi fei-

ta para prevenir uma possível cromatografia de troca iônica, ou seja, que proteínas

da amostra interagissem com a quitina exclusivamente ou principalmente por inte-

rações eletrostáticas, o que poderia descartar a presença de uma lectina quitina-RQPONMLKJIHGFEDCBA
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ligante (por afinidade) em sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a . IstozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé plausível, pois, a

quitina é um homopolissacarídeo constituído por unidades de N-acetilglucosamina,

um amino açúcar, e, portanto carregado positivamente em valores de pH utilizados

no experimento.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 6. Cromatografia de afinidade do extrato total deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a em

coluna de galactomanana de A d e n a n th e r a p a v o n in a . A amostra foi dissolvida

em NaCI 0,15 M, aplicada à coluna previamente equilibrada com a mesma

solução. A fração não retida foi eluída com NaCI 0,15 M e a fração retida

(FRUTALlNA) com tampão glicina-HCI 0,1 M, pH 2,6, contendo NaCI 0,15 M.

Foram coletadas frações de 3,0 mL, sob um fluxo de 60 mLlh.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 7. Cromatografia de afinidade em agarose-D-manose do pico I (ãvre

de frutalina) eluído da coluna de galactomanana deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA d e n a n th e r a p a v o n in a . A

amostra em PBS, pH 7,4 e NaCI 0,15 M, foi aplicada à coluna previamente

equilibrada com a mesma solução. A fração não retida foi eluída com a solu-

ção de equilíbrio e a fração retida (FRUTAPINA) com solução de manose 0,2 M

em PBS, pH 7,4 contendo NaCI 0,15 M. Foram coletadas frações de 1,0 mL,

sob um fluxo de 30 mLIh.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 8. Cromatografia de afinidade em quitina do pico I eluído da coluna

de agarose-manose. A amostra em PBS, pH 7,4 contendo NaCI1 M, foi apli-

cada à coluna previamente equilibrada com a mesma solução. A fração não

retida foi eluída com a solução de equilíbrio e a fração retida (FRUTAQUINA)

com solução de HCI 0,01 M contendo NaCI 0,15 M. Foram coletadas frações

de 1,0 mL, sob um fluxo de 30 mLlh.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.2. Caracterização Físico-Química das Lectinas de Sementes

de Artocarpus incisazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

V.2.1. Composição de AminoácidoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A composição de aminoácidos das lectinas frutalina, frutapina e fru-

taquina foi determinada e pode ser vista na tabela 1. Quando os resultados obti-

dos são comparados observa-se que há uma grande semelhança entre frutalina e

frutapina, no entanto, a frutaquina apresenta um conteúdo de aminoácidos distinto

das outras duas lectinas, sendo caracterizado por um alto teor de cisteína.

O teor de aminoácidos da frutalina e frutapina guarda uma grande

semelhança com outras lectinas deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM o r a c e a e , como as lectinas de A r to c a r p u s

in c is a galactose-ligante (jacalina) e manose-ligante (KM+) e a lectina galactose-

ligante de M a c lu r a p o m ife r a (YOUNG et a i , 1989 e SANTOS-OLIVEIRA et

aI., 1994). A composição de aminoácidos destas lectinas é caracterizada por um

alto conteúdo de aminoácidos ácidos, hidroxilados, hidrofóbicos e de glicina. Por

outro lado o teor de aminoácidos básicos e sulfurados é baixo, sendo que resíduos

de cisteína não foram detectados. Este perfil é também encontrado em muitas ou-

tras lectinas de plantas, no entanto não constitui uma regra, como foi evidenciado,

por exemplo, para a frutaquina e lectinas de Gramíneas.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela I - Composição de Aminoãcidos de lectinas de sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA . in c is a

ResíDUOS /1 00

FRUTALlNA
1

FRUTAPINA FRUTAQUINA

(galactose-ligante) (manose-ligante) (quitina-ligante)SRQPONMLKJIHGFEDCBA

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 4,9 8,7 5,5

Cys nd2 nd2 14,8

Vai 5,7 4,7 8,0

Met 1,2 0,60 nd2

lIe 6,9 4,7 2,8

Leu 6,2 7,4 1,8

Tyr 5,8 2,4 5,0

Phe 7,3 3,4 2,7

Lys 6,7 2,2 11,6

His 1,6 0,60 1,4

Arg 2,4 2,1 2,0

Trp 1,4 nd2 nd2

MONTEIRO,1998

2 não detectadoRQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.2.2. Determinação da Massa Molecular Aparente

V.2.2.1. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presença de SDS e ~- mer-

captoetanol (PAGE-SDS)zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o Extrato Total obtido a partir da farinha deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a (fruta-

pão) e as lectinas isoladas a partir de seu fracionamento por cromatografia de afi-

nidade foram submetidaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà eletroforese em gel de poliacrilamida a 15 % (em con-

dições desnaturantes) na presença e ausência de ~- mercaptoetanol. A frutalina

apresentou duas bandas protéicas, com massas moleculares aparentes de 12 e

15 kDa, respectivamente; e a frutapina apresentou uma única banda protéica com

massa molecular aparente de 13 kDa (figura 9). Tanto a frutalina como a frutapina

tiveram o mesmo comportamento na presença de p- mercaptoetanol, evidencian-

do assim, que estas lectinas não apresentam pontes dissulfeto. A frutaquina a-

presentou apenas uma banda protéica de massa molecular aparente de 12 KDa,

(Figura 10), tanto na presença como na ausência de ~-mercaptoetanol. Aparente-

mente estes resultados eram sugestivos de que esta lectina era constituída de

uma única cadeia. No entanto a composição em aminoácidos mostrou alto teor de

Cisteína (Cys), mesmo tendo sido realizada somente hidrólise ácida (o ideal seria

hidrólise com ácido perfórmico, para preservar a integridade da cadeia lateral dos

resíduos de Cys). Estes resultados foram esclarecidos quando da determinação

do N-terminal desta lectina (veja item V.3.1), onde após a redução da frutaquina

com polivinilpiridina (PVP) e subseqüente cromatografia em colunas de fase re-

versa, a lectina foi separada em três cadeias. Desta forma, ficou claro que a fruta-

quina, embora apresente pontes dissulfeto, estas são resistentes à redução por ~-

mercaptoetanol nas condições 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 M o ra c e a e galactose-ligante. A lectina deRQPONMLKJIHGFEDCBA
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M a c lu r a p o m ife r a ,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBApor exemplo, em condições desnaturantes, PAGE-SDS, mostra

duas cadeias polipeptídicas diferentes de 10 e 12 kDa, respectivamente (BAUSCH

& PORETZ, 1977). Lectinas isoladas do mesmo gênero ( A r to c a r p u s ) apresenta-

ram comportamento similar. MOREIRA & AINOUZ (1981) isolaram duas isolecti-

nas galactose-ligantes de A. in te g r i fo l ía (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 são análogos àqueles mostrados para KM+, lectina manose-ligante de

A r to c a r p u s in te g r i fo l ia , que exibe apenas uma única banda de massa molecular

aparente de 13 kDa, assim como a frutapina, tanto em condições redutoras como

não redutoras. A lectina manose-ligante de sementes de A r to c a r p u s in te g e r

(champedak), por sua vez, apresenta duas bandas protéicas, em PAGE-SDS, com

massa molecular aparente de 16,8 e 31,4 kDa. Entretanto na presença de agente

redutor, apenas uma única banda de 16,8 kDa foi encontrada (UM e ta / . , 1 9 9 7 ) .RQPONMLKJIHGFEDCBA
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66,0 kOa

45,0 kOa

30,0 kOa

20,1 kOa

12,4kOa

1 2 3 4

Figura 9. Eletroforese em gel de poliacrilamida (15 %) na presença de SOS

e f3-mercaptoetanol. Pista (1) marcadores de massa molecular; (2) frutapina;

(3 e 4) frutalina; marcadores de massa molecular: BSA (66 kOa), ovalbumina

(45 kOa); anidrase carbônica (30 kOa); inibidor de tripsina (20,1 kOa) e cito-

cromo C (12,4 kOa).RQPONMLKJIHGFEDCBA
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1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 3 4

Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida (16 %) na presença de SOS

e J3-mercaptoetanol. Pista (1), marcadores de massa molecular, pista (2) fru-

talina, pista (3), frutaquina, pista (4) fragmento de mioglobina.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.2.2.2. Cromatografia de Exclusão Molecular

Quando as lectinas: frutalina, frutapina e frutaquina em P8S pH 7,4,

contendo o-galactose e o-manose nas concentrações de 0,2 M foram submetidas

à cromatografia em coluna Superdex HR 75 acoplada a um sistema AKTA, equili-

brada e eluída com o mesmo tampão, os seguintes resultados foram obtidos:

~ Frutalina - apresentou um único pico com uma massa molecular aparente de

60 kDa (Figura 11). Resultados semelhantes foram obtidos por YOUNGRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a i

(1989) para as lectinas de A.YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAin te g r i fo l ia (Mr 46kDa) e M a c lu r a p o m ife r a (Mr 44

kDa), quando as mesmas foram submetidas à filtração 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 eluído um único pico com massa molecular aparente de 63

kDa(Figura 12), resultados análogos foram obtidos por SILVA-LUCCA (1998)

para a KM+ - lectina manose-ligante de A r to c a r p u s in te g r i fo l ia e por LlM

(1997) para lectina manose-ligante de A r to c a r p u s in te g e r . Analisando os resul-

tados obtidos pela frutapina por cromatografia de exclusão molecular juntamen-

te com aqueles obtidos por PAGE-SDS, pode-se inferir que a estrutura quater-

nária da frutapina seja um tetrâmero constituído por quatro subunidades idênti-

cas.

~ Frutaquina - Também apresentou um único pico com massa molecular aparen-

te de 12 kDa. Aliando este dado aos obtidos em PAGE-SDS e redução com

PVP podemos sugerir que a frutaquina seja uma proteína monómérica constitu-

ída por três cadeias unidas por pontes S-S (Figura 13).
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Figura 11. Cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 75 HR,

acoplada a um sistema HPLC. À coluna equilibrada e eluída com PBS, pH

7,4, contendo NaCI 0,15 M e D-galactose e D-manose, à temperatura ambi-

ente, frutalina foi aplicada dissolvida no tampão de equilíbrio. A cromatografia

foi monitorada pela leitura de absorbância a 280 nm. Foram coletadas fra-

ções de 1,0 mL, sob um fluxo de 60 mLlh.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 12. Cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 75 R,

acoplada a um sistema HPLC. À coluna equilibrada e eluída com PBS, pH

7,4, contendo NaCI 0,15 M e D-galactose e D-manose, à temperatura ambi-

ente, frutapina foi aplicada dissolvida no tampão de equilíbrio. A cromatogra-

fia foi monitorada pela leitura de absorbância a 280 nm. Foram coletadas fra-

ções de 1,0 mL, sob um fluxo de 60 mLlh.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 13. Cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 75 HR,

acoplada a um sistema HPLC. À coluna equilibrada e eluída com PBS, pH

7,4, contendo NaCI 0,15 M e D-galactose e D-manose, à temperatura ambi-

ente, frutaquina foi aplicada dissolvida no tampão de equilíbrio. A crornato-

grafia foi monitorada pela leitura de absorbância a 280 nm. Foram coletadas

frações de 1,0 mL, sob um fluxo de 60 mLIh.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.3. Caracterização Estrutural das Lectinas de Sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r fo -

c a r p u s in c is a

V.3.1. Determinação da Estrutura Primária

Os aminoácidos da porção N-terminal das lectinas D-galactose-

ligante (frutalina), D-manose-ligante (frutapina) e quitina-ligante (frutaquina) foram

determinados por método químico. A seqüência N-terminal da frutalina foi compa-

rada com as seqüências N-terminal das lectinas galactose-ligante de A r to c a r p u s

in te g r i fo l ia Oacalina), M a c lu r a p o m ife r a e manose ligante de A r to c a r p u s in te g r i fo l ia

(KM+) (Figura 14 e15). Após o alinhamento das seqüências das referidas lectinas

foi observado que a frutalina apresenta em tomo de 40 % de identidade com a

KM+, 76 % com a lectina de M a c lu r a p o m ife r a e 98 % com a jacalina. Como a es-

trutura primária da frutalina é muito semelhante a da jacalina, é bastante razoável

se pensar que a estrutura tridimensional da frutalina seja bem próxima daquela

apresentada pela jacalina.

A frutapina apresentou seu resíduo amino-terminal bloqueada não

sendo possível determinar seu N-terminal. Como a KM+ (também ligante de 0-

manose) apresenta seu N-terminal bloqueado, ROSA et a i . , (1999), esta é mais

uma evidência que a estrutura da frutapina seja muito similar a da KM+.

A seqüência N-terminal da frutaquina foi comparada com a seqüên-

cia N-terminal da lectina quitina-ligante de A r to c a r p u s in te g r i fo l ia (iacaquina) (figu-

ra 16). A frutaquina e jacaquina tratam-se de lectinas que não apresentam simila-

ridades com outras até hoje seqüenciadas, pois a partir do N-terminal das cadeias

que as constituem não foi encontrada lectina que apresentasse identidade com as

mesmas. Em 1999, MOURÃO e colaboradores isolaram uma lectina quitina ligante

de sementes de A r to c a r p u s in te g r i fo l ia com massa molecular aparente de 31,4;

18,5 e 16,3 kDa determinado por PAGE-SDS. A seqüência da região N-terminal

do polipeptídeo de Mr 16,3 foi determinada e não mostrou nenhuma semelhança

com a frutaquina ou com a jacaquina (Iectina quitina-ligante de sementes de A r to -RQPONMLKJIHGFEDCBA
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c a r p u s in te g r i fo l ia ) .zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAOs onze resíduos detenninados por Mourão e colaboradores

são idênticos aos onze primeiros resíduos da cadeia-a da jacalina. Além disso, os

dois outros polipeptídeos que não foram seqüenciados apresentam massas mole-

culares aparentes, determinadas por PAGE-8D8, 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 A r to c a r p u s in c is a e

A r to c a r p u s in te g r i fo l ia , frutaquina e jacaquina, respectivamente, constituem um

novo grupo de lectinas, caracterizadas por serem monômeros, com três cadeias

unidas por pontes 8-8.RQPONMLKJIHGFEDCBA

L e c t i n a s d e S e m e n t e s d e j l r t o c a t p u s i n c i s a , :M o n t e i r o - :M o r e i r a , 2 0 0 2



Resultados e DiscussãozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA68SRQPONMLKJIHGFEDCBA

5 JO 15 20

Jacalina

Maclura V T F E

KM+* N G Q E K

* 15 20 25 30

25 30 35 40

VII G

Jacalina . V

Maclura S G L RRQPONMLKJIHGFEDCBAT N M

KM+* E I E S

* 35 45 50

45 50 55 60

S

Jacalina

Maclura A E D K lT

KM+* G P K K P K N E R

* 55 60 65 70

6-

Jacalina

Maclura

KM+* D E

* 75

Figura 14. Alinhamento da seqüência N-terminal da lectina de sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A r to c a r p u s in c is a galactose-ligante - FRUTALlNA com lectinas relacionadas:

jacalina (Cadeia-a) e KM+ (manose-ligante) de sementes de A r to c a r p u s in te -

g r i fo / ia (YOUNG e t a I . , 1989 e ROSA e t a I . , 1999), lectina galactose-ligante

de sementes de M a c /u r a p o m ife r a (YOUNG e t a I . , 1989). Em - AA

conservados e em u - modificações conservativas.
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Cadeia (lSRQPONMLKJIHGFEDCBA10 20 30 40 50

FRUTALINA GKAFDDGAFT GIREINLSYN KETAIGDFQV VYDLNGSPYV GQNHKSFITG
JACALINA GKAFDDGAFT GIREINLSYN KETAIGDFQV VYDLNGSPYV GQNHKSFlTG
CONSENSUS GKAFDDGAFT GIREINLSYN KETAIGDFQV VYDLNGSPYV GQNHKSFITG
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FTPVKISLDF PSEYIMEVSG YTGNVSGYVV VRSLTFKTNK KTYGPYGVTS GTPFNLPIEN
FTPVKISLDF PSEYIMEVSG YTGNVSGYVV VRSLTFKTNK KTYGPYGVTS GTPFNLPIEN
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GLIVGFKGSI GYWLDYFSMY LSL
GLIVGFKGSI GYWLDYFSMY LSL
GLIVGFKGSI GYWLDYFSMY LSL

Cadeia f3

10 20

FRUTALINA NQQSGKSQTV IVGPWGAKVS
JACALINA NEQSGKSQTV IVGSWGAKVS
CONSENSUS N#QSGKSQTV IVG WGAKVS

Figura 15.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAAlinhamento da seqüência primária da frutalina com a jacalina.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 16. Seqüência N-terminal das cadeias 1 e 2 da frutaquina - lectina

quitina-ligante de sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a e das cadeias 1, 2 e 3 da

jacaquina -lectina quitina-ligante de sementes de A r to c a r p u s in te g r i fo l ia .RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.3.2. Espectros de Dicroísmo Circular e Estimativa das Frações de Estrutura

Secundária por Dicroísmo CircularzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o espectro de CO da frutalina, frutapina e frutaquina em PBS 10 mM,

pH 7,4, ou em água foram registrados. A concentração de 10 mM é necessária,

pois em concentrações mais elevadas de sal tem-se um ruído intenso na região

abaixo de 200 nm. O espectro da frutalina (Figura 17) foi caracterizado por uma

banda negativa com mínimo 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 é característico de estrutura folha-r3 antiparale-

Ia. A frutalina é muito similarzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà jacalina em vários aspectos, inclusive no que diz

respeito ao espectro de CO, eles praticamente se superpõem. Com base nestes

dados, pode-se sugerir que a estrutura tridimensional da frutalina seja muito seme-

lhante à da jacalina que foi resolvida por cristalografia de raios-X (SANKARANA-

RAYANAN etal.,YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 9 9 6 ) .

O conteúdo das frações de estrutura secundária da frutalina foi esti-

mado usando o programa convex constraint analysis (CCA). Este programa é um

método de desconvolução, ou seja, extrai as componentes comuns de um grupo

qualquer de espectros calculando assim suas curvas básicas. Teoricamente a par-

tir da combinação destas curvas básicas pode-se obter qualquer curva contida no

grupo de espectros. A este grupo de espectros dá-se o nome de espectros de re-

ferência. Este programa utiliza o algoritmo simplex que extrai dos espectros de

referência suas cinco componentes puras, isto é, as curvas associadas à confor-

mação secundária de proteínas (a-hélice, tolha-B, volta-a, estrutura não ordenada

e contribuições aromáticas). O espectro a ser analisado é acrescentado ao grupo

de dados de referência.

O conteúdo das frações de estrutura secundária da frutalina estima-

da por CO usando o programa CCA foi a seguinte: O % de a-hélice, 64 % de folha-

r3antiparalela, 21 % de volta-a ( / J - tu m ) e lo u toíha-p paralela, 6% estrutura não or-RQPONMLKJIHGFEDCBA
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denada e 9% de contribuições adicionais, com um RMS (desvio médio quadrático)

de 1%.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o espectro de CD da frutapina em água foi caracterizado por dois

mínimos em 217 e 195 nm e um máximo em 203 nm, e cruza a abscissa de valo-

res negativos para valores positivos em 189 nm (figura 18). Sua baixa elipticidade

é consistente com uma proteína não helicoidal. O espectro de CD da frutapina é

muito semelhante ao da KM+. A forma dos espectros apresentados pela frutapina

e KM+ (Iectina manose-ligante deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in te g r i fo l ia ) não é comum, sendo

característico para estas duas lectinas. O conteúdo de estrutura secundária foi

estimado utílizando-se o programa CCA. As seguintes frações foram obtidas: a-

hélice 0%, tolha-B paralela e/ou volta-B 21 %, tolha-a antiparalela 47%, desorde-

nada 23%, contribuições adicionais 9% e um RMS de 1 %. As frações calculadas

para as voltas ~ são coerentes com aquelas calculadas para as folhas ~, isto é,

aproximadamente metade do valor desta última.

A estrutura cristalográfica da jacalina é predominantemente ~ (SAN-

KARANARAYANAN e ta l . , 1996) sendo também seu espectro de CD típico de pro-

teínas ~. Os espectros de CD da frutapina e KM+, entretanto, são diferentes da-

queles encontrados na literatura para outras proteínas predominantemente ~ (Sil-

va-Lucca, 1994). Na faixa de 250-200 nm (com um mínimo em 216 nm), seu es-

pectro tem características de proteínas cuja estrutura secundária é predominan-

temente ~, porém há a ausência do pico, positivo em 200 nm, caracterís ico da

conformação ~, o que os tomam peculiares. Entretanto, a desconvolução destes

espectros utilizando os programas SELCON ou CCA identificaram a estrutura ~

como componente dominante, seguida de uma quantidade considerável de estru-

tura não ordenada.

Possivelmente, a ausência de pico positivo no espectro de CD da fru-

tapina e KM+ deve-se a diversos resíduos de prolina presentes na KM+ em regi-

ões homólogas às folhas ~ da estrutura da jacalina. Duas possibilidades podem

estar ocorrendo: as substituições por prolina, que ocorrem na KM+, ou seja, po-

dem levar a distorções nesses elementos de estrutura secundária, alterando tam-

bém seu espectro de CD; os resíduos de prolina podem ter sua própria contribuí-RQPONMLKJIHGFEDCBA
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ção espectral, com mínimos acentuados, na região de 200 nm, "deformando" as-

sim o espectro da KM+. Estas possibilidades têm como base o fato de que em

hélices contendo de um a três resíduos de prolina é necessário considerar a con-

tribuição espectral destas prolinas, em particular, como previsto por Sreerama &

Woody (SREERAMA & WOOOY, 1994).

A frutaquina como as outras duas lectinas descritas de sementes de

A r to c a r p u s in c is a , também tem uma estrutura secundária predominantemente 13.

Seu espectro de CO é caracterizado por dois mínimos em 213 e 273,8 nm e dois

máximos em 204 e 229,6 nm e em 246,8 nm o espectro cruza a abscissa de valo-

res negativos para valores positivos (Figura 19). Após desconvolução do espectro

da frutapina foram obtidas as seguintes percentagens das componentes puras: 31

% de folha-j3, 22 % de j3-tums e 47 % de estrutura não ordenada e um RMS 1%. O

conteúdo de estrutura secundária foi estimado utilizando-se o programa SELCON

3.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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15,-----------------------------------zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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FIGURA 17 - Espectro de dicroísmo 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 cilíndrica de 0,1 cm de caminho óti-

co, a 25°C. A estimativa do conteúdo de estrutura secundária foi calculada pelo

programa CCA.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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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 cilíndrica de 0,1 cm de caminho óti-

co, a 25°C. A estimativa do conteúdo de estrutura secundária foi calculada pelo

programa CCA.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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FIGURA 19 - Espectro de dicroísmo circular da frutaquina (0,12-0,15YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAm g /m L ) dis-

solvida em água. O espectro foi registrado de 195 a 300 nm, com uma média de

32 varreduras, em uma cubeta cilíndrica de 0,1 cm de caminho ótico, a 25°C. A

estimativa do conteúdo de estrutura secundária foi calculada pelo programa SEL-

CON3.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.3.3. Espectros de FluorescênciazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os espectros de emissão de fluorescência das lectinas frutalina, fru-

tapina e frutaquina foram determinados. As amostras dissolvidas em P8S, pH 7,4

em concentrações que variaram de 0,12-0,15 mg/mL (0.0. 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 emissão de fluorescência (Figura 20) das três lectinas

são característicos de proteínas que apresentam triptofano no interior da estrutura

protéica. O máximo de emissão para a frutalina foi 328,5 nm, para a frutapina

328,5 nm e para a frutaquina 336 nm. Embora o máximo de emissão da frutalina e

frutapina seja o mesmo, a intensidade da fluorescência emitida é maior para a

frutalina. Isto pode ser explicado pelo ambiente próximo aos resíduos de triptofano

nestas lectinas, ou seja, na frutapina, os elétrons emitidos podem estar sendo

"captados" (supressão interna) por resíduos básicos localizados nesta região. O

máximo de emissão da frutaquina de 336 nm indica que os resíduos de triptofano

estão mais expostos ao solvente que na frutalina e frutapina.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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FIGURA 20 - Espectros de emissão de fluorescência da frutalina, frutapina, fruta-

quina dissolvidas em PBS, pH 7,4 em concentrações que variaram de 0,12-0,15

mg/mL, 0.0. sempre menor que 0,1. As amostras foram excitadas a 280 nm, a 25

"C, e os espectros registrados na faixa de 300 a 450 nm.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.3.4. Cromatografia de Fase Reversa em C18zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As lectinas de sementes deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r to c a r p u s in c is a frutalina, frutapina e

frutaquina dissolvidas em PBS, pH, 7,4 na concentração 1 m g /m L foram submeti-

das à cromatografia de fase reversa em coluna C 18 acoplada em HPLC. A eluição

foi realizada no sistema solvente TFA /A C N .

Nas f ig u r a s 21, 22 e 23 podemos observar os tempos de retenção de

cada lectina. A frutalina apresenta dois picos com tempos de retenção de 15 e 22

minutos; Como já foi mostrado, as características físico-químicas e estruturais da

frutalina são muito similares àquelas apresentadas pela jacalina, e desta forma

acredita-se que a frutalina, assim como a jacalina, seja uma proteína tetramérica

composta de quatro subunidades idênticas. Então, pode-se concluir que a presen-

ça de dois picos na cromatografia de fase reversa indica que estas subunidades,

mesmo sendo idênticas quanto à composição protéica, tenham caráter hidrofóbico

distinto por apresentarem diferentes percentagens de glicosilação. A frutapina e

frutaquina apresentam apenas um único pico com tempos de retenção diferentes,

22 e 15, respectivamente. Estes resultados traduzem que estas lectinas têm ca-

racterísticas hidrofóbicas distintas.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 21. Cromatografia de fase reversa em coluna C18, acoplada a um

sistema HPLC. À coluna equilibrada com PBS, pH 7,4, contendo NaCI 0,15

M e D-galactose e D-manose, à temperatura ambiente, frutalina dissolvida no

tampão de equilíbrio foi aplicada na concentração de 1YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAm g /m L , no tampão de

equilíbrio. A eluição foi realizada no sistema solvente TFA/ACN (solvente A:

Acetonitrila 0,1 % e solvente B: acetonitrila: água:TFA, 80:20:0,8). As condi-

ções de eluição 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 absorbância a 280 nm. Fo-

ram coletadas frações de 1,0 mL, com fluxo de 60 mLIh.
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Figura 22. Cromatografia de fase reversa em coluna C18, acoplada a um

sistema HPLC. À coluna equilibrada com P8S, pH 7,4, contendo NaCI 0,15

M e D-galactose e D-manose, à temperatura ambiente, frutapina dissolvida

no tampão de equilíbrio foi aplicada na concentração de 1 mg/mL, no tampão

de equilíbrio. A eluição foi realizada no sistema solvente TFA/ACN (solvente

A: Acetonitrila 0,1 % e solvente 8: acetonitrila: água:TFA, 80:20:0,8). As con-

dições de eluição foram: 5 minutos com 5 % solvente 8; 20 minutos de 5 a

100% de 8; 5 minutos de 100% de 8; 5 minutos de 100% 8 a 5% de solvente

A. A cromatografia foi monitorada pela leitura de absorbância a 280 nm. Fo-

ram coletadas frações de 1,0 mL, com fluxo de 60 mLlh.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 23. Cromatografia de fase reversa em coluna C18, acoplada a um

sistema HPLC. À coluna equilibrada com PBS, pH 7,4, contendo NaCI 0,15

M e D-galactose e D-manose, à temperatura ambiente, frutaquina dissolvida

no tampão de equilíbrio foi aplicada na concentração de 1YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAm g /m L , no tampão

de equilíbrio. A eluição foi realizada no sistema solvente TFAlACN (solvente

A: Acetonitrila 0,1 % e solvente B: acetonitrila: água:TFA, 80:20:0,8). As con-

dições de eluição 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 absorbância a 280 nm. Fo-

ram coletadas frações de 1,0 mL, com fluxo de 60 mUh.RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.4. Caracterização Biológica das Lectinas de Sementes de Arto-

capus incisa

V.4.1. Atividade HemaglutinantezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A habilidade da frutalina, frutapina e frutaquina para aglutinar células

foi testada frente a hemácias de diferentes animais. As lectinas aglutinam eritróci-

tos humanos do sistema ABa, não sendo específica para nenhum grupo, tão for-

temente quanto para eritrócitos de coelho. A atividade hemaglutinante da frutalina

foi testada frente a eritrócitos de outros animais. A frutalina aglutinou fracamente

células de porco e cameiro. °maior título foi obtido frente a hemácias de capote.

Os ensaios de hemaglutinação utilizados foram feitos usando-se hemácias de coe-

lho, pois além das lectinas causarem uma boa hemaglutinação , ela são de mais

fácil obtenção.

V.4.2. Inibição da atividade hemaglutinante

Como a frutalina foi isolada em uma matriz que continha galactose

(galactomanana deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA d e n a n th e r a p a v o n in a e agarose-D-galactose) se pode afir-

mar que a mesma tenha afinidade por galactose ou açúcares mais complexos que

a contenha. Com o objetivo de se investigar com maior profundidade a especifici-

dade da lectina foi feito um ensaio de inibição da atividade hemaglutinante por a-

çúcares simples, complexos e glicoproteínas, frente a hemácias de coelho.

Pode-se observar na tabela 11que dos açúcares testados, nenhum foi

hábil para inibir a atividade hemaglutinante da frutalina. Como sabemos, na mem-

brana das hemácias temos açúcares complexos que contêm açúcares simples.

Com os resultados obtidos pode-se sugerir que o sítio lectínico da frutalina é me-RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Ihor complementado por um açúcar complexo que contém galactose, assim sendo

um açúcar simples não é capaz de deslocar a lectina da hemácia, pela qual apre-

senta uma maior afinidade.

No entanto, este deslocamento foi observado quando se usou asiato-

fetuina, ima glicoproteína complexa que contém resíduos de D-galactose, indican-

do que esta glicoproteí na se liga mais fortemente a lectina que os açúcares da

membrana de hemácias de coelho. PINTO, já havia mostrado que a frutalina tinha

afinidade por fetuína, quando conseguiu obter uma fração altamente purificada por

cromatografia de afinidade em coluna de fetuína-agarose (PINTO, 1986).

A frutapina, ao contrário da frutalina, é inibida por açúcares simples.

Ela foi inibida por glicose e manose. Por outro lado, a frutaquina tem um compor-

tamento similar ao da frutalina no que diz respeitozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà inibição da atividade hemaglu-

tinante, sua atividade não foi abolida na presença de N-acetil-glucosamina (a uni-

dade monomérica do homopolissacarídeo utilizado na sua purificação - quitina).RQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 11.Inibição da atividade hemaglutinante da frutalína por carboidratos.

0(+) xllose NHI

0(-) arabinose NHI

0(-) frutose NHI

L(+) rhamnose NHI

0(-) celobiose NHI

0(+) maltose NHI

0(+) trealose NHI

0(+) melezitose NHI

rafinose. NHI

0(-) galactose NHI

galactosamina NHI

0(+) lactose NHI

0(+) glicose NHI

ac. Glicurõnico NHI

0(-) manose NHI

N-acetil-galactosamina NHI

• NHI - não houve inibiçãoRQPONMLKJIHGFEDCBA
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V.5. Estudos do Efeito do pH na Estrutura Quaternária da Frutali-

na e sua Estabilização por Açúcares Ligantes Monitoradas por

Cromatografia de Exclusão MolecularzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Modificações conformacionais na estrutura da frutalina em função do

pH foram investigadas e monitoradas por exclusão molecular em coluna Superdex

acoplada a um sistema HPLC. Uma mistura tampão preparada com glici-YXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

n a /a c e ta to l fo s fa to /b o r a to foi utilizada para variação de pH de 2,0 a 12,0. Os resul-

tados obtidos na ausência e na presença de D -g a /a c to s e 0,2 M e D -g /u c o s e 0,2 M

podem ser observados na figura 24.

Na ausência do ligante, a lectina apresentou-se a pH 10,0 sob a for-

ma tetramérica, com Mr de 60 kDa. O mesmo não ocorreu em valores de pH mais

baixos (8,0 e 6,0), onde a lectina se apresentou com massa molecular aparente

que correspondezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà forma dimérica da lectina; a mesma se encontra sob a forma

monomérica a pH 2,6 e 4,0. No entanto quando este experimento foi realizado na

presença dos açúcares: D-glucose e D-galactose 0,2 M, um comportamento dife-

rente foi verificado. Já a pH 2,6, na presença de D-galactose 0,2 M, observa-se

uma estabilização da estrutura quatemária da frutalina, pois temos uma forma mo-

lecular que provavelmente representa o equilíbrio entre o dímero e o tetrâmero.

Quando os resultados obtidos na presença ou na ausência D-glucose são compa-

rados nenhuma diferença significativa é percebida. No entanto, em pH 4,0, é nítida

a diferença do comportamento da lectina diante das três condições experimentais.

Na ausência do açúcar, como já foi comentado, a lectina encontra-se na forma

monomérica, na presença de D-glucose, na forma dimérica e na presença de D-

galactose, assim como em pH 2,6, se verifica um equilíbrio entre as formas dimé-

rica e tetramérica. Em valores de pH 6,0 e 8,0, na presença de D-glucose e de D-

galactose a lectina apresenta-se na forma tetramérica, já na ausência de açúcar 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 tetrâmero, e este comportamento foi independente da presença de açúcares.RQPONMLKJIHGFEDCBA

L e c t i n a s á e S e m e n t e s á e J l r t o c a r p u s i n c i s a , ~ o n t e í r o - ~ o r e í r a , 2 0 0 2
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Este fato sugere que acima de pH 10,0 a frutalina forma agregados, e assim, não

foi verificada diferenças significativas nas condições experimentais empregadas.

Fica claro que a presença de açúcar contribui na estabilização da

estrutura quaternária da frutalina quando esta é submetida a diferentes valores de

pH, fato também evidenciado por CAMPANA e colaboradores 2002 quando efetu-

aram estudos deYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA" u n fo ld in g " e " r e fo ld in g " da frutalina e mostraram a necessidade

da presença de D-galactose para que a lectina, após passar por um processo de

desnaturação fosse renaturada. Além disso, uma importante observação que deve

ser levada em consideração é o fato da frutalina, uma lectina denominada D-

galactose Iigante, também ligar D-glucose, um açúcar que segundo a classificação

de MAKELA (1957), que leva em consideração a posição da hidroxila dos carbono

3 e 4, pertence a outro grupo, ou seja, é um açúcar estruturalmente não relaciona-

do com a D-galactose, e há bem pouco tempo era impossível se imaginar uma

lectina que fosse capaz de se ligar a açúcares de dois grupos distintos. Neste ex-

perimento isto ficou bastante evidente. Além do mais, no decorrer deste trabalho

outras evidências foram observadas, por exemplo, a necessidade da amostra es-

tar livre de frutalina no momento da purificação da frutapina (efetuada em coluna

de agarose-D-manose). Como a matriz cromatográfica é constituída de agarose,

poder-se-ia cogitar a possibilidade da interação da frutalina com a galactose que

constitui a agarose, mas esta possibilidade é descartada, pois a eluição do materi-

al retido é efetuada mediante a adição de uma solução D-manose, logo, se a fruta-

lina não interagisse com D-manose, embora retidazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà coluna por ligar-se à galacto-

se da matriz (agarose), ela não seria eluída pela a solução contendo D-manose. A

eluição da frutalina por D-manose foi comprovada quando se fez eletroforese do

material eluído da coluna de agarose-D-manose com solução de D-manose quan-

do a amostra de partida não estava completamente livre de frutalina. Neste caso,

a frutapina apresentava-se contaminado com frutalina, obtinha-se em PAGE-SDS,

ao invés de uma única banda protéica (frutapina pura), três bandas protéicas (du-

as da frutalina e uma da frutapina), mostrando claramente a presença de frutalina

no eluato da coluna de agarose-D-manose. Diante desses relatos, constata-se que

a frutalina, então, não se enquadra naqueles quatro grupos estabelecidos por VANRQPONMLKJIHGFEDCBA

L e c t i n a s t l e S e m e n t e s t l e ) f r t o c a r p u s i n c i s a , :M .o n t e i r o - :M .o r e i r a , 2 0 0 2
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DAMME e colaboradores (1997). Eles dividiram as lectinas de acordo com as es-

truturas de suas subunidades em:

MEROLECTINAS são proteínas pequenas consistindo exclusivamente

de um único domínio ligante a carboidrato. Devido à sua natureza mono-

valente, são incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células.

HOLOLECTINAS também são constituídas exclusivamente de domínios

ligantes a carboidratos. Entretanto, em contraste com as merolectinas, e-

las contêm dois ou mais domínios ligantes a carboidratos que são idênti-

cos ou muito homólogos e ligam o mesmo açúcar ou um outro estrutural-

mente similar.

QUIMEROLECTINAS são basicamente proteínas de fusão compostas

por um domínio ligante a carboidrato e um outro domínio não relacionado

que apresenta uma atividade biológica.

SUPERLECTINAS são um tipo especial de quimerolectinas. Elas são

proteínas de fusão com dois domínios ligantes a carboidratos que são es-

truturalmente diferentes e reconhecem açúcares estruturalmente não re-

lacionados.

Como a classificação acima não engloba a frutalina, gostaria

de sugerir uma nova classe de lectinas e denominá-Ia de Multilectinas - que se-

ria definida como proteínas constituídas exclusivamente de domínios ligantes

a carboidratos que são idênticos ou muito homólogos, entretanto reconhe-

cem açúcares estruturalmente não relacionados, ou seja, são lectinas de es-

pecificidade múltipla. A jacalina também seria integrante dessa nova classe de

lectinas, inclusive já foi relatado em alguns trabalhos que a mesma é uma lectina

que reconhece açúcares estruturalmente não relacionados, como é o caso de

ROSA e colaboradores (1999). Eles sugerem uma explicação de como a jacalina é

capaz de reconhecer açúcares estruturalmente diferentes. Segundo aqueles auto-

res as únicas interações envolvendo cadeias laterais situadas no sítio de ligação

envolvem as hidroxilas C-4 e C-6. Galactose e manose diferem na orientação da

hidroxila C-4 (axial na D-gal e equatorial na D-manose), no entanto como essas

duas hidroxilas são doadoras na formação da ligação de hidrogênio e os acepto-RQPONMLKJIHGFEDCBA

L e c t i n a s d e S e m e n t e s á e ; f r t o c a r p u s i n c i s a , :M o n t e i r o - :M o r e i r a , 2 0 0 2
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res de prótons distribuídos em tomo do C-4 permite a acomodação de ambos os

epímeros.RQPONMLKJIHGFEDCBA

L e c t i n a s á e S e m e n t e s á e } l r l o c a r p u s i n c i s a , : ; + ( o n t e i r o - : ; + ( o r e i r a ,2 0 0 2
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Figura 24. Cromatografia de exclusão 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 eluída com o tampão misto

glicinalacetatolfosfato/borato 0,01 M, contendo NaCI 0,15 M em três condi-

ções diferentes: 1 - na ausência de açúcar, 2 - na presença de D-glucose

0,2 M e 3 - na presença de D-galactose 0,2 M. A cromatografia, realizada à

temperatura ambiente, foi monitorada pela leitura de absorbância a 280 nrn.

Foram coletadas frações de 1,0 mL, com fluxo de 60 mLlh,RQPONMLKJIHGFEDCBA
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V I. R E S U M O D O S R E S U L T A D O S zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

<7 As três lectinas de sementes de Artocarpus integrifolia L. com especifici-

dades distintas foram eficientemente isoladas e purificadas por cromatografia

de afinidade. A lectina o-galactose-ligante foi isolada em coluna de galacto-

manana de Adenanthera pavonina, a lectina o-manose-ligante em coluna

de agarose-manose e a lectina quitina-ligante foi isolada em coluna de quiti-

na. Estas lectinas foram denominadas de FRUTALlNA, FRUTAPINA e

FRUTAQUINA, respectivamente.

<7 A frutalina também mostrou afinidade por manose, já que ficou retida em co-

luna de agarose-manose, sendo eluída com uma solução de manose.

" As lectinas aglutinam hemácias de vários animais, aglutinando fortemente

hemácias humanas não apresentando especificidade por qualquer antígeno

do sistema ABO.ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

c:r A frutalina e a frutapina são proteínas oligoméricas, encontram-se como te-

trâmeros em pH fisiológico, apresentando uma massa molecular aparente de

aproximadamente 60 kDa e a frutaquina, apresenta-se como monômero,

constituído de três cadeias unidas por ligações dissulfeto, com Mr em torno

de 12 kDa.

c:r A composição de aminoácidos da frutalina e frutapina é caracterizada por um

alto conteúdo de aminoácidos ácidos, hidroxilados e glicina e ausência de

cisteína, enquanto a frutaquina é rica neste aminoácido, perfazendo mais de

14zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA% do total.

LectinasZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAd e Sementes áe )frtocarpus incisa, !Monteiro-!Moreira, 2002 91
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crzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA estrutura secundária da frutalina, frutapina e frutaquina estimada por dicro-

ísmo circular, é formada predominantemente por folhas /3antiparalelas.ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

r : J r As três lectinas apresentam espectros de fluorescência característicos de

proteínas que apresentam triptofano no interior da estrutura protéica.

r : J r A seqüência primária 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 não mostrou identidade com nenhuma lectina até o momento se-

qüenciada.

r : J r A estrutura quatemária da frutalina é dependente do pH do meio, sendo es-

tabilizada por D-galactose e D-glucose, observação que corrobora com a su-

gestão de que a mesma é uma lectina poliespecífica, ou seja, reconhece a-

çúcares não relacionados estruturalmente.

r : J r Uma nova classe de lectinas é sugeri da e denominada de M u ltlle c tin a s -

definida como p ro te ín a s c o n s titu íd a s e x c lu s iv a m e n te d e d o m ín io s lig a n -

te s a c a rb o id ra to s q u e s ã o id ê n tic o s o u h o m ó lo g o s , e n tre ta n to re c o -

n h e c e m a ç ú c a re s e s tru tu ra lm e n te n ã o re la c io n a d o s , o u s e ja , s ã o le c ti-

n a s d e e s p e c ific id a d e m ú ltip la .ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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V II. C O N C L U S Ã O zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

As lectinas de sementes deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA r t o c a r p u s i n c i s a pertencem a dois grupos

estruturalmente distintos:ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

cr As lectinas frutalina e frutapina, homólogas, pertencentes à família das

lectinas jacalina relacionadas;

cr A lectina frutaquina, não relacionada estruturalmente com nenhuma lecti-

na já seqüenciada, constituindo uma nova família do ponto de vista estru-

tural.

Lectinas áe Sementes áe )frtocarpus incisa, ~onteíro-~oreíra, 2002 93
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V III. P E R S P E C T IV A S zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

t> Determinar a estrutura primária completa da frutapina e frutaquina;

~ Comparar a estabilidade estrutural das lectinas, frente a agentes desnatu-

rantes químicos e físicos, monitorando por métodos cromatográficos e es-

pectroscópicos;

~ Avaliar a especificidade fina das três lectinas bem como suas respectivas

atividades biológicas;

t> Resolver a estrutura tridimensional das três lectinas por cristalografia de

raios-X ou por modelagem molecular.ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Lectinas dé Sementes dé JlrtoC4rpus incisa, ~onteiro-~oreira, 2002
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U n fo ld in g a n d re fo ld in g s tu d ie s o f fru ta lin , a te tra m e ric

o -g a la c to s e b in d in g le c tin
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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 fiuorescence emission, gave

values of conformational stability of 17.12 klrnol"' and

12.34 kJ -mol ", in the presence and absence of o-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

separated by SEC were also analyzed for heamagglutination

activity by CD and ftuorescence 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. Ali the results obtained confumed 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.

K e y w o r d s : Artocarpus incisa lectin; frutalin; lectin refolding;

lectin unfolding; protcin 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 conceming 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 leveI. The fact that proteins with difTerent
sequences adopt the same fold suggests that the number

of folding pathways is limited, probably, to a few hundred
[4]. The ~ 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 ~ sheet that
difTers from the folding properties of helical and mixed cr/~
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proteins. In recent years, the participation of abnormal
~ sheet structures in Alzheimer's, Huntington's and prion
diseases has been demonstrated [6). On the other hand, this
class of ~ sheet proteins contains families whose members
show high structural homology and sequential identity,
although with difTerent levels of specificity and affinity for
ligands [7,8]. Some ofthese ~ sheet proteins are the lectins, a

particular carbohydrate-binding protein class widely
distributed in ali life forms that can mediate severa I
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

o-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 -t D), where N represents native
and D denatured forms [12). Tn lhe present study we show
rcfolding rcsults lor trutulin. a n-gnlacrosc-binding lcctin,
thut shows structurul homology with jacalin [14]. Likc
jacalin, frutalin binds o-glucose and u-rnannose in addition
to o-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 ~ sheet conformation and contains four
binding sites for o-galactose [lI). Besides having heamag-

glutination properties, frutalin also activates natural killer
cells i l 1 v i t r o and leukocyte migration i l 1 v i v o and is a potent
Iymphocyte stimulator (Moreira, R.A., 8eltramini. 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 leveI. The refolded monomers, after
adopting their na tive three-dimensional structures, sponta-
neously assemble to form tetramers, suggesting a cooper-
ative mechanism,

MATERIALS ANO METHOOSZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

F ru ta lin p u rific a tio n a n d h e a m a g g lu tin a tio n a c tiv ity

Frutalin purification was perforrned as described by MoreiraihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
et aI. [11]. Briefty, dried seeds frorn A. incisa were ground
and stirred for 6 h in 0.15zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM phosphate buffer solution
(NaCI/Pj), pH 7.4, I : 10 w/v, at 4°C. The mixture was
centrifuged for 20 min at 2702 g at 4 0C. The supcrnatant
was submitted to ultrafiltration through a YMlO membrane
(Diafto, Amicon) to half its original volume and this
solution was called crude extract. Frutalin was purified on a
Sepharose-o-galactose column eluted with 0.2 M NaCI/PJ
o-galactose and protein concentration was deterrnined 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 mgm L-I. The extent 01' agglutination of a series 01'
I : 2 dilutions was monitored visually after leaving micro-
plates at room temperature for 30 mino The activity was
expressed as the minimum amount of protein still promot-
ing a visible agglutination,

F ru ta lin d e n a tu ra tio n a n d re fo ld in g

The native forru of Irutalin in 0.1 M NaCI/PJD-galactose
(0.18 mg-ml, -I) was submitted to two different denaturing

conditions, thermal (Th) and chemical (Ch). Under the
Th conditions, frutalin samples werc 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 I mL of the solution.
The unfolded forrn from this condition was denoted
Ufrutalin-Th.

In the Ch condition, solutions containing 0.09 mg-rn L-I

of frutalin was incubated for 12 h at 20°C in NaCI/Pj, as
well as in NaCl/PJo-galactose, with severa I concentrations
of GndHCI. The concentrations ofthe denaturant were: 0.5,
1.0, 1.5, 1.6, 1.8 , 2.0, 2.2, 2.4, 2.6, 2.8, 3.0, 3.2, 3.4, 3.6, 3.8,
4.0,4.2,4.4, 4.6, 4.8, 5.0, 5.5 and 6.0 M for both cases, in the
presence and the absence of o-galactose. The experirhents
were carried out in duplica te. Although the unfolding curves
were determined up to 6 M GndHCI, a concentration of 4 M

GndHCl was enough to promete the unfolding. Hcnce, ror
a prcpurativc dcnurur.nion, lhe samplcs wcrc inculuucd ,li

room tcmpcruturc (22 0(') in 4 M (indIICI/O.1 M NaClfI'J
n-gulactosc for 12 h. The CU anel lluorescencc spcctra 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

© FEBS 2002

with 0.1 M NaCI/pJo-galactose, and the CD and ftuores-
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 NaCI/PJo-galactose and the CD and
ftuorescence spectra were measured. The dilutions between
these concentration processes were perforrned 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 NaCI/Pj but without o-galactose
(called NaCI/Pj); using 0.1 M NaCI/PJo-glucose instead of
n-galactose (called NaCI/PJD-Glu); and 0.1 M NaCl/PJ
xylose, which is not a frutalin sugar binding (called NaCI/PJ
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 NaCI/PJo-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 NaCI/pJo-galactose and incubated at room temper-
ature for I 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 NaCI/PJo-galactose until
0.05 M GndHCI was reached. In the dialysis method, the

Ufrutalin sample was dialyzed using NaCI/PJo-galactose
for 12 h with six changes of the NaCIfPJsolution. After this
process, the sample was concentrated in Centriprep 3 to half

the initial volume. These samples were denoted refolded
frutalin forrn Ch (Rfrutalin-Ch).

C irc u la r d ic h ro is m (C O ) m e a s u re m e n ts

The CD spectra were recorded using a lasco 1-720 spectro-
polarimeter at lhe wavelength range of 195-240 nm,

Measurements were made on ali frutalin forrns (na tive,
unfolded and refolded forrns), and in ali steps described
above. Sample protein concentration was in the
0.15-0.18 mg-ml, -I 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 NaCI/Pj,
pH 7.4 (for the refolded forrns), 0.1 M NaCI/PJo-galactose
(for the native and therrnal unfolded forrns) and 0.1 M

NaCI/PJGndH Cl-o-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 terrns of
the secondary structure content was perforrned 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
stoppcd at 210 nm because of Gndl-ICl absorption.

F lu o re s c e n c e m e a s u re m e n ts

Fluorescence measurements were performed at 25°C using
a PerkinElmer LS50B spectroftuorometer. The same sarn-
pIes used for the CD experiments were also subjected to
ftuorescence measurements, but were first diluted to con-
centrations of 0.05-0.07 mgrn L-I, so that the absorban~e

'.
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at 280 nm was always less than 0.1. The samples were
excited at 280 nm and the fiuorescence emission was
monitored in the 290-450 nm range. Quartz cuvettes (I em
path length) with a 1.0mL volume were used in the
measuremen ts.

For the GndHCI-induced equilibrium unfolding transi-
tion curves ali spectra were measured with an ISS K2
spectrofiuorimeter (ISS, Fluorescence, Analytical and Bio-
medical Instrumentation-Illinois, USA) in the steady state
mode. The samples were excited at 290 nm and the
fiuorescence emission was monitored in the 305-450 nm
range. Quartz cuvettes (l-em path length) with a 1.0-mL
volume were used as well. To avoid the GndHCI inftuence,
the spectrum of each bufTer was subtracted.

Size exclusion chromatography (SEC)

Native, denatured and refolding samples from the Ch
experiments were diluted in NaCljPi, pH 7.4, at I mg-ml,"'
and filtered by SEC on a Superdex 75 HR 10/30 column
using an Âkta explorer-IO apparatus (Pharmacia LKB
Biotechnology). The column was equilibrated and eluted
with Ne Cl/P], pH 7.4, containing or not 0.\ M o-galactose
and 0.\ M o-mannose at 22°C. The fiow rate was
0.5 mf.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 GndHCI-induced equilibrium unfolding transrtion
curves for frutalin, measured by ftuorescence spectroscopy,
were analyzed assuming that this is a reversible two state
process [21]:

kc

N~U
k~

where N and U represent the native and reversibly unfolded
forms of the frutalin and kN and ku, the equilibrium
constants of the unfolding transitions from the N to the U
state. The fraction of unfolded frutalin, fu, is ca\culated
from the relationship:

fN +fu = I

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

where C(N and c(u are the maximum fiuorescence emission of
the native and unfolded states, respectively. The fN and fu

terms are related to the equilibrium, kN and ku to the
unfolding transitions from N to U, and hence are related to
the free energy of the unfolded formo Thus:

from Eqns (4) and (5), the free energy can be estimated as

.1Gu = -RTln[(fu)/(fN)]

where R and T are the gas constant and the absolute
temperature, respectively.

In order to estimate the conformational stability (.1G~'o)

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:

.1Gu = .1G~'o - m [ G n d H C l ] (7)

where m is a measure of the dependence of .1G on the
GndHCl concentration.ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

R E S U L T S A N O O IS C U S S IO N

(I)

The Th and Ch unfolding experiments that are described in
Materiais and methods were efficient enough to obtain the
unfolded frutalin (Ufrutalin) formo The efficiency of both
procedures was confirmed by the loss ofheamagglutination
activity, CD and fiuorescence spectrum shapes. Rfrutalin-Th
was obtained only when the refolding process was promoted
in NaCI/PJo-galactose and NaCl/PJo-Glu, as described in
Materiais 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 NaCI/
PJxylose (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 processo
In addition, the lectin molecules with residual structure are
not present in the unfolded sample, as only binding sugars
(o-galactose and n-Glu) improve this process, as shown in
Fig. 2 and as discussed later.

Figure I shows the GndHCI-induced equilibrium
unfolding curves of frutalin in the absence (Fig. I, open
circles) and in the presence (Fig. I, solid diamonds) of
D-galactose, measured by maximum ftuorescence emission.
The absolute difTerence between the duplicated points was
below 1%. The transition curve of frutalin with sugar
binding shown in Fig. I (solid diamonds) indicates the
presence of one transition occurring above 1.5 M GndHCI.
Although the transition curve of frutalin without this sugar

(2)
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Fig. I. GndHCI-induced equilibrium curves for the unfolding offrutalin.

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

D-galactose. (Solid diamonds) Frutalin in the presence of D-galactose.(6)
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Table I. Confonnational stability of frutalin.

ÕG~'o [GndHClI, 2

(KJ'mol-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAl) (M)

Frutalin with NeCl/Pi/n-galactose
Frutalin with NaCI/P;

17.12

12.34

3.09

2.29

(Fig. I, 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 GndHCL The confor-
mational stability ( ~ G ~ 'o ) of frutalin is presented in
Table I. In the presence of the sugar, frutalin showed a
~ G ~ 'o value of 17.12 kl-mol " and in the absence of the
sugar, 12.34 kl-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 prepara tive unfolded
frutalin for the refolding experirnents. After denaturation,
two procedures, dialysis and dilution as described in
Materiais 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

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 rnisfolded frutalin fonn, 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 detenni-
nations were made with fractions from SECoThe content of
different fonns 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 mg-ml,-I 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
0.0 I mg-ml, -I for recombinant snake venom metallopro-
tease [22] and 0.008 mg-ml, -I 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 rninimum at 218 nrn 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 rninimum and maximum values as the native molecule
(218 nrn and 203 nrn, respectively) (Fig. 3A). The lower
intensity presented by this spectrum was probably due to
nonseparation of the residual unfolding fonns (or others)
present in this sarnple. The CD spectrum of Rfrutalin-Ch,
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separated from SEC, was the same as that ofthe native form
(Fig. 3B). In contrast, the spectrum of Mfrutalin showed a
very difTerent form incompatible with p sheet structures.
This form, denoted Mfrutalin, could be a partially misfolded
formo

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

The fluorescence emission spectra of the N, R, M and
Ufrutalin forms from Ch were useful to confum lhe CD
data (Fig. 4). The maximum fluorescence emission spectra,
À~~~ss,were 333 nrn for Nfrutalin and 348 nrn for Ufrutalin,

and Rfrutalin was closely similar to Nfrutalin for both À=:S
and intensity. The À ~ ~ ': 'of Mfrutalin was 353 nrn and the
intensity was similar to that of the native formo There was a

pronounced red shift for Ufrutalin and Mfrutalin À~:~,
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 difTerent 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 hearnagglutina-
tion activiry as rhe 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
altematively may represent a dead-end species that is
formed along a non-native refolding pathway. Experiments
regarding GndHCI-induced equilibrium refolding curve
indicated the presence of two transitions showing one
population of non-native species, which are being investi-
gated (p. T. Campa na & 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 processo 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 processo The .same behavior was observed in
lhe presence and in the absenee of sugar. However, frutalin
has more stability during the unfolding process in the
presence of sugar binding.

Table 2. Heamagglutination activity.

I : 2 I: 4 I : 8 I : 16 I : 32 I: 64

Nfrutalin" + + + + +
Ufrutalin'' +
Rfrutalin" + + + + +

u Initial concentration, 0.1 mg-rnl.?". b Initial concentration, 0.09 mg-rnl, -I. c Initial concentration, 0.1 mg-ml, -I.
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