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RESUMO

Lectinas sdo proteinas que se ligam de forma especifica a carboidratos e sdao capazes de formar
complexos com moléculas contendo sacarideos, sem alterar a estrutura covalente dos ligantes
glicosidicos. Devido as diversas atividades biologicas apresentadas por essas proteinas, elas
possuem grande aplicabilidade em biotecnologia. Nesse contexto, o presente trabalho relata a
obtencao das estruturas primaria e tridimensional da lectina extraida de sementes de Canavalia
virosa, denominada ConV, além da investigacdo dos seus efeitos no processo inflamatorio e
como agente citotoxico para células de glioma. A planta Canavalia virosa pertence a familia
das leguminosas, subtribo Diocleinae. A maior quantidade de estudos com lectinas se
concentram nesta familia e a subtribo Diocleinae merece destaque devido a presenca de lectinas
altamente estudadas como a ConA. As lectinas de Diocleinae apresentam alta similaridade
estrutural mas apresentam diferengas nos resultados de atividades bioldgicas, o que pode ser
explicado pelo estudo estrutural dessas proteinas. ConV foi purificada em um unico passo em
cromatografia de afinidade com matriz de Sephadex-G50. A sequéncia de aminoécidos da
lectina foi obtida por espectrometria de massas e apresentou alta similaridade com outras
lectinas extraidas de plantas da mesma subtribo. Cristais de ConV utilizados para determinagao
da estrutura tridimensional foram obtidos pelo método de difusdo de vapor a 293 K,
apresentaram grupo espacial ortorrdmbico P2122; com um dimero na unidade assimétrica. A
estrutura foi resolvida a 2,53 A e a metodologia escolhida para resolver o problema da fase foi
a substituicdo molecular utilizando-se as coordenadas da lectina de Canavalia maritima (PDB:
2CWM) que demonstra 99% de similaridade com ConV. A estrutura obtida apos todos os
refinamentos apresentou Rfactor e Rfree de 18,91% e 24,92% respectivamente com nenhum
residuo em regides nao permitidas do grafico de Ramachandran. A estrutura obtida se mostrou
bastante semelhante a outras lectinas dos mesmo género. Nos ensaios de inflama¢do, ConV
elicitou edema, aumentando o volume da pata dos animais, e a incubagdo da lectina com glicose
antes da aplicacdo foi capaz de reduzir o efeito edematogénico indicando a participacdao do
dominio de reconhecimento a carboidrato nesse processo. ConV apresentou alta toxicidade para
células de glioma com ICso de 58,8 ug/mL, essa toxicidade provavelmente ¢ causada por
inducdo de autofagia dessas células, indicando potencial anticancer para a lectina. Estudos in
silico confirmaram que ConV interage preferencialmente com dimanosideos e trimanosideos,
carboidratos que compdem os N-glicanos de glicoproteinas. Esse dado corrobora com a
hipotese que o dominio lectinico interage com receptores contendo manosideos e isso contribui

para os efeitos observados nas atividades bioldgicas.



Palavras-chaves: Lectina, Canavalia virosa, Estrutura, Pro-inflamatoria, Anticancer.



ABSTRACT

Lectins are proteins that bind specifically to carbohydrates and are capable of forming
complexes with molecules containing saccharides without changing the structure of the glycosil
ligands. Because of the diverse biological activities displayed by these proteins they have great
applicability in biotechnology. In this context, this work reports the obtention of primary and
three-dimensional structures of lectin extracted from Canavalia virosa seeds, called ConV, In
addition to the analysis of its effects on inflammatory process and as cytotoxic agent for glioma
cells. The Canavalia virosa plant belongs to the legume family, subtribe Diocleinae. The largest
number of studies with lectins focuses on this family and the subtribe Diocleinae are noteworthy
due to the presence of highly studied lectins such as ConA. Lectins from Diocleinae have high
structural similarity but differ on the results of biological activities, which may be explained by
the structural study of proteins. ConV was purified by a single step by affinity chromatography
with Sephadex G-50 matrix. The amino acid sequence of the lectin was obtained by mass
spectrometry and showed high similarity to other plant lectins derived from the same subtribe.
ConV crystals used for determination of the three dimensional structure were obtained by vapor
diffusion method at 293 K and belonged to orthorhombic space group P2,22; with a dimer in
its asymmetric unit. The structure was solved at 2.53 A and the methodology chosen to solve
the phase problem was the molecular replacement using coordinates of the lectin from
Canavalia maritima (PDB: 2CWM). The structure obtained after all the refinements presented
Rfactor and Rfree of 18.91% and 24.92% respectively, with no residues in not allowed regions
of Ramachandran plot. The obtained structure proved to be very similar to other lectins from
the same gender. In inflammatory tests, ConV elicited edema, increasing the animal’s paw
volume, and the incubation of lectin with glucose before the application was able to reduce the
edematogenic effect indicating the involvement of the carbohydrate recognition domain in this
process. ConV showed high toxicity to glioma cells with IC 50 of 58.8 pg/mL, this toxicity is
probably caused by the induction of autophagy in these cells, indicating a anticancer potential
for the lectin. In silico studies confirmed that ConV interacts preferentially with dimmanosides
and trimmanosides, carbohydrates that compose the N-glycans of glycoproteins. This finding
corroborates with the hypothesis that the lectin domain interacts with receptors containing

mannosides and this contributes to the effects observed in biological activities.

Keywords: Lectin, Canavalia virosa, Structure, Pro inflammatory, Anticancer.
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1 INTRODUCAO
1.1 Lectinas

1.1.1 Definigdo e historico

O termo lectina vem do latim legere que significa “selecionar” ou “escolher”.
Lectinas tem sido definidas como proteinas ou glicoproteinas de origem nao imune capazes de
reconhecer e se ligar reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos sem, no entanto,
alterar suas estruturas quimicas. Essas moléculas estdo amplamente distribuidas na natureza
podendo ser encontradas em praticamente todos os organismos desde microorganismos, como
virus e bactérias, até animais superiores como os seres humanos. As lectinas também podem
ser denominadas de aglutininas devido a sua capacidade de aglutinar células e/ou precipitar
gliconjugados (PEUMANS; VAN DAMME, 1995, KOCOUREK; HOUREIJSI, 1983).

O primeiro relato de uma atividade aglutinante com o envolvimento de lectinas foi
realizado em 1860 pelo psiquiatra e neurologista Silas Weir Mitchel, que verificou que uma
gota do veneno da cobra Crotalus durissus foi capaz de aglutinar rapidamente uma gota de
sangue de um pombo (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). No ano de 1902 a atividade
aglutinante foi confirmada por Simon Flexner e H. Noguchy, quando relataram com mais
detalhes o processo de hemaglutinacdo (KILPATRICK, 2002). Em relagdo a lectinas oriundas
de plantas, o primeiro relato data de 1888 por Peter Hermann Stillmark que, enquanto estudava
os efeitos toxicos da mamona (Ricinus communis), verificou que ao misturar eritrocitos com o
extrato dessa semente ocorria hemaglutinacdo, a partir desse dado, a aglutinina toxica foi
isolada e denominada Ricina. Posteriormente, em 1891, H. Hellin demonstrou que o extrato de
sementes de Abrus precatorius demonstrava as mesmas atividades da ricina, e, partindo-se
dessa observacao, a hemaglutinina toxica foi isolada e denominada Abrina (MOREIRA et al.,
1991). Em 1891, Paul Ehrlish fez uso das duas hemaglutininas toxicas Ricina e Abrina e
obervou que camundongos se tornaram imunes a uma dose letal de ricina ou abrina através da
aplicacdo repetitiva de pequenas doses subletais, também foi verificado que o anticorpo anti-
ricina ndo protegia os animais do efeito toxico de abrina e nem o anti-abrina os protegia contra
a ricina. Esses resultados eram evidéncias claras da especificidade da resposta imune. Esses
anticorpos foram utilizados para diversos experimentos e, com isso, foi possivel estabelecer
varios dos principios fundamentais da imunologia tais como: a especificidade da resposta do
anticorpo, o fenomeno da memoria imunoldgica e a transferéncia da imunidade humoral da mae

para sua progénie (SHARON; LIS, 2004). No ano de 1907, em trabalho realizado por
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Landsteiner e Raubischek, se verificou que extratos de Phaseolus vulgaris, Pisum sativum,
Lens culinaris e Vicia sativa possuiam atividade hemaglutinantes distintas frente ao sangue de
varios animais indicando que as lectinas possuiam diferencas quanto as suas capacidade de
aglutinacdo, além disso esses extratos ndo eram toxicos o que demonstrou que a toxicidade ndo
¢ uma propriedade intrinseca das lectinas (SHARON; LIS, 2004).

Em 1919, se teve o primeiro relato da purificagao de uma hemaglutinina de planta,
quando Jammes B. Summer purificou a lectina chamada de Concanavalina A ou ConA a partir
de sementes de feijado-de-porco (Canavalia ensiformes). Passadas duas décadas, no ano de
1936, Summer e Howell relataram que a lectina de Canavalia ensiformes (ConA) possuia a
capacidade de aglutinar células como eritrocitos e leveduras e também era capaz de precipitar
glicogénio em solucdo. Esses pesquisadores também demonstraram a inibicdo da atividade
hemaglutinante da ConA com o uso de sacarose, esse sendo o primeiro relato de que as lectinas
sdo capazes de se ligar a carboidratos. A partir desse dados foi sugerido que a lectina era capaz
de interagir com os carboidratos encontrados na superficie celular (SHARON; LIS, 2004). Os
pesquisadores Boyd e Shapleigh (1954) verificaram que extratos brutos de varias plantas
possuiam perfis de hemaglutinacdo distintos quando testados com diferentes grupos sanguineos
humanos. As lectinas de plantas eram anteriormente designadas como aglutininas ou
fitoaglutininas mas ap6s a observagao de que essas proteinas possuiam certa especificidade pelo
tipo sanguineo foi proposto o nome de lectinas, do latim /egere, que significa selecionar (LAM;
NG, 2010). O nimero de lectinas purificadas cresceu significativamente a partir da década de
70 com o desenvolvimento das cromatografias de afinidade aplicado a purificagdo dessas
proteinas (AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1965). Houve um aumento no interesse pelas lectinas
quando essas proteinas mostraram ter diversas aplicacdes biotecnoldgicas tais como: deteccao
e caracterizacao de glicoconjugados (FISHER et al., 1984); analises de mudancgas que ocorrem
na superficie celular durante processos fisioldgicos e patologicos (AUB; SANFORD; COTE,
1965) e mitogenicidade para linfocitos (MOREIRA et al., 1991). Devido as diversas aplicacdes
biotecnoldgicas das lectinas, hoje ja se tem um grande numero de lectinas de plantas,

microorganismos, algas e animais, todas purificadas e caracterizadas.
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1.1.2 Classificacao das lectinas
1.1.2.2 Baseada em relagoes de sequéncia e evolutivas

Peumans ¢ Van Damme (1998) propuseram uma divisdo das lectinas em familias
baseando-se em suas relacdes de sequéncia e evolutivas, e de acordo com essa divisdo as
lectinas sdao subdivididas nas sete familias a seguir: lectinas de leguminosas, lectinas de
monocotiledoneas ligantes a manose, lectinas ligantes a quitina contendo dominios heveinicos,
proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2, proteinas relacionadas a jacalina, lectinas de

Amaranthaceae e lectinas do floema de Cucurbitaceae.

a) Lectinas de leguminosas: correspondem a familia de lectinas mais bem estudada, as proteinas
desse grupo contém alta similaridade estrutural e de sequéncia. Se enquadram nesse grupo a
lectinas extraidas de Dioclea reflexa (DrfL), Canavalia oxyphylla (CoxyL) e Dioclea
lasiophylla (DlyL) (SANTIAGO et al., 2014; PINTO-JUNIOR et al., 2013; PINTO-JUNIOR
et al., 2016). Mais detalhes sobre as lectinas de leguminosas ¢ mostrado adiante. A estrutura da

lectina manose especifica de Cymbosema roseum (CRL I) € mostrada na figura 1A.

b) Lectinas de monocotiledoneas ligantes a manose: € um grupo de lectinas bastante similares
que foram encontradas em diversas familias de monocotiledoneas: Amaryllidaceae, Alliaceae,
Araceae, Orchidaceae, Liliaceae e Bromeliaceae. Quando se compara a sequéncia desse grupo
de lectinas verifica-se que essas lectinas pertecem a uma Unica superfamilia de proteinas
evolucionariamente relacionadas. Estruturalmente, essas lectinas sdo formados por 1 a 4
subunidades de aproximadamente 12 kDa e sdo especificas exclusivamente por manose
(PEREIRA et al., 2015; PEUMANS; VAN DAMME, 1995) . Algumas atividades biologicas
relatadas para esse grupo de proteinas sdo as atividades antiviral (KAUR et al., 2007) e
inseticida (DAS et al., 2013, MONDAL et al., 2012). Na figura 1B. tem-se a estrutura da lectina

manose-especifica de Gastrodia elata.

c) Lectinas ligantes a quitina homologas a heveina: é um grupo de lectinas que possui
especificidade por N-acetil-glicosamina e possuem como caracteristica principal a presenga de
dominios heveinicos. Esse dominio heveinico se refere a heveina, uma merolectina ligante a
quitina que possui em sua estrutura primaria 43 residuos de aminoacidos e ¢ extraida do latex

da seringueira (Hevea brasiliensis) (VAN HOLLE; VAN DAMME, 2015). Esse grupo de
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lectinas possui como principal representante a lectina de gérmen de trigo (WGA), que ¢
composta por duas subunidades de 18 kDa e ¢ constituido por quatro dominios estruturalmente
semelhantes a Heveina (PORTILLO-TELLEZ et al., 2011). A estrutura da lectina WGA ¢

mostrada na figura 1C.

d) Proteinas inativadoras de ribossomo tipo 2: As RIPs tipo 2 sdo formadas por duas cadeias
polipeptidicas (cadeias A e B). A cadeia A ¢ formada por um polipeptideo constituido de um
dominio adenosina glicosidase e a cadeia B possui propriedades lectinicas que permitem a
ligacdo dessas proteinas aos carboidratos da superficie celular. As cadeias A e B estdo
inicialmente unidas por pontes dissulfeto mas quando hé a penetragdo nas células a ligagao ¢
rompida e a cadeia A adquire forte atividade N-glicosidase e, com isso, a proteina consegue
inativar ribossomos procarioticos e eucaridticos (SCHROT; WENG; MELZIG, 2015). A
atividade de inativagdo dos ribossomos por essas proteinas ocorre devido a sua capacidade de
remover um residuo de adenina especifico de um /oop na subunidade maior do RNA ribossomal
28 S (ENDO et al., 1987). Como exemplos cldssicos se tem a Ricina e a Abrina extraidas de
Ricinus communis e Abrus precatorius, respectivamente, ¢ a Pulchelina, lectina extraida de

Abrus pulchellus (CASTILHO et al., 2008). A estrutura da Abrina é mostrada na figura 1D.

e) Lectinas relacionadas a jacalina: a jacalina ¢ uma das duas lectinas que estd presente em
sementes de jaca (Artocarpus integrifolia). O termo “lectinas relacionadas a jacalina” ¢
utilizado para todas as lectinas que sdo estruturalmente e evolutivamente relacionadas a
jacalina. Baseado na especificidade por carboidratos, essas lectinas sdo classificadas em dois
grupos: as ligantes a galactose e as ligantes a manose. Lectinas pertencentes a esse grupo sao
encontradas em espécies de Moraceae e Convovulaceae (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).
Sabe-se que as lectinas galactose especificas, principalmente extraida de espécies de Moraceae
possuem alta afinidade pelo antigeno T expresso em varios tipos de cancer [Gal f(1,3)GalNAc]
(AHMED; MOHAMMED; VEERAPPAN, 2015, GAIKWAD; KHAN, 2006). A estrutura da

jacalina é mostrada na figura 1E.

f) Lectinas de Amaranthaceae: esse grupo tem como representante principal a Amarantina,
lectina extraida de Amaranthus caudatus, que nao se assemelha a nenhuma outra lectina de
planta tanto na sequéncia de aminoacidos quanto em sua estrutura tridimensional.
Estruturalmente, sdo proteinas homodiméricas compostas de duas subunidades idénticas de

aproximadamente 30 kDa. Esse grupo contém varias outras lectinas extraidas de plantas do
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género Amaranthus, todas elas sendo ligantes a N-acetil-galactosamina (KAUR et al., 2006;

PEUMANS; VAN DAMME, 1998). A estrutura da Amarantina ¢ mostrada na figura 1F.

g) Lectinas do floema de Cucurbitaceae: uma pequena familia de lectinas ligantes a quitina que
ocorrem no floema de algumas plantas da familia Cucurbitaceae. Estruturalmente esse grupo
contém lectinas diméricas compostas de duas subunidades idénticas de 24 kDa. Essas lectinas
possuem grande similaridade sequencial entre si mas sdo muito diferentes de outras lectinas de
plantas (LANOO; VAN DAMME, 2014; PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Até o momento

ndo se tem estruturas resolvidas de lectinas de floema de Cucurbitaceae.

Figura 1 - Classificag@o das lectinas em familias evolutivamente relacionadas.

Fonte: Imagem produzida pelo autor. Estrutura tridimensional de lectinas de cada grupo. A) CRL I (PDB
3A0K), B) Lectina manose-especifica de Gastrodia elata (PDB 1XDG), C) WGA (2UVO), D) Abrina (PDB
27ZR1), E) Jacalina (PDB 1UGW), F) Amarantina (PDB 1JLY).

1.1.2.2 Baseada na organizagado estrutural e nos DRCs

As lectinas também podem ser agrupadas em familias caracterizadas por sequéncias
similares ou organizacao estrutural. Van Damme ef al. (1998) subdividiu as lectinas vegetais de

acordo com a organizagao estrutural e os dominios de reconhecimento a carboidrato, esta
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divisdo gerou quatro classes estruturais principais: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas

e superlectinas (Figura 2).

Figura 2 - Classificag@o estrutural das lectinas de plantas em merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e
superlectinas.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

ot Lectina de
Heveina - 1HEV DWL - 3SH3 PPL2-2GSJ Musa acuminata - 3MIT

Fonte: Imagem adaptada de VAN DAMME et al., 1998. DRC: dominio de reconhecimento a carboidratos.

a) Merolectinas: As merolectinas sdo lectinas que possuem um unico dominio de liga¢do a
carboidrato na sua estrutura. Esta caracteristica d4 um carater monovalente a essas proteinas,
dessa forma elas sdo incapazes de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. A heveina,
uma proteina do latex de seringueira (Hevea brasiliensis), ¢ uma merolectina ligante a quitina

(MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015; VAN PARIJS et al., 1991).

b) Hololectinas: As hololectinas contém dois ou mais dominios de reconhecimento a
carboidratos que sdo idénticos e se ligam aos mesmos carboidratos ou carboidratos
estruturalmente relacionados. Como as hololectinas sdo multivalentes, elas podem aglutinar
células e/ou precipitar glicoconjugados devido a sua capacidade de formar ligagdes cruzadas.

Essa ¢ a classe de lectinas mais comum e corresponde a maioria das lectinas estudadas. Como
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exemplo de lectina dessa classe se tem a lectina extraida se sementes de Dioclea wilsonii

(DWL) (RANGEL et al., 2011).

¢) Quimerolectinas.: As quimerolectinas consistem em um ou mais dominios de reconhecimento
a carboidrato e um outro dominio nao relacionado, com atividade catalitica bem definida, cuja
acdo ¢ independente dos DRCs. Dependendo do nimero de DRCs as quimerolectinas podem
se comportar como merolectinas ou hololectinas. Representantes tipicos deste grupo sdo as
proteinas inativadoras de ribossomos do tipo 2, como por exemplo a ricina (toxina da mamona),
que possui dois dominios de ligagdo para carboidratos € um dominio para a inativagcdo do
ribossomo (PEUMANS & VAN DAMME, 1998). Outro exemplo ¢ a PPL-2, uma lectina ligante
a quitina isolada de sementes de Parkia platycephala que, além do dominio de reconhecimento

a carboidrato, possui um sitio catalitico com atividade endoquitinasica (CAVADA et al., 20006).

d) Superlectinas: As superlectinas consistem de no minimo dois dominios de reconhecimento
a carboidratos que reconhecem aglcares estruturalmente e funcionalmente diferentes. Como
exemplo se tem a lectina do bulbo da tulipa (TxLCI) que ¢ capaz de se ligar a manose e N-acetil-
galactosamina e a lectina da banana que possui dois sitios distintos de reconhecimento de
laminaribiose e Xil-f1,3-Man-a-O-Metil em dominios distintos (MEAGHER et al., 2005),

outro exemplo ¢ a lectina da bactéria Burkholderia cenocepacia (SULAK et al., 2011).

1.1.3 Lectinas de leguminosas

Entre as plantas, a familia das leguminosas tem recebido maior atencao, devido as
sementes dessas plantas serem particularmente ricas em lectinas. Gragas a isso e a relativa
facilidade de purificagdo dessas proteinas se tem um grande nimero de lectinas de leguminosas
que foram purificadas e caracterizadas (ALMEIDA et al., 2014; ALVES et al., 2015;
NASCIMENTO et al., 2012; PINTO-JUNIOR et al., 2013). Esse grupo de lectinas sdo bastante
similares quanto as suas propriedades fisico-quimicas e estruturais, mas apesar da grande
similaridade entre elas, as lectinas de leguminosas demonstram muitos resultados diferentes
quando testadas em vérias atividades biologicas (CAVADA et al., 2001).

As lectinas de leguminosas constituem a familia de lectinas mais estudada, sendo
uma ampla familia de proteinas estreitamente relacionadas encontradas exclusivamente em
espécies representativas desta familia. Dentro das leguminosas a maioria dos estudos

correspondem a lectinas extraidas de membros da subfamilia Papilionoideae, principalmente
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da tribo Phaseoleae (CORREIA et al., 2011; OSTERNE et al., 2014; SANTIAGO et al., 2014).
Em geral as lectinas estdo presentes em sementes, folhas, caules e raizes (OLIVEIRA et al.,
2008).

Algumas lectinas de leguminosas podem ser encontradas em diferentes isoformas,
como exemplo se tem a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) que ¢ formada por duas
subunidades génicas diferentes, denominadas E (31,7 kDa) e L (29,9 kDa), que sao combinadas
e dao origem a uma familia de cinco isolectinas (FELSTED et al., 1977). Além da
heterogeneidade genética, ou seja, mais de um gene codificando uma lectina, a ocorréncia de
isoformas pode ser atribuida a processamentos pos-traducionais incompletos (YOUNG;
WATSON; THIBAULT, 1995). A presenca de isoformas tém alto impacto sobre a fungdo
biologica de lectinas, e a existéncia de varias isoformas poderia oferecer uma estratégia
alternativa ou uma adaptagdo evolutiva para compensar a baixa especificidade (PEREIRA

JUNIOR, 2014).

1.1.4 Aspectos estruturais de lectinas de leguminosas

As lectinas de leguminosas sdo classificadas como uma familia porque possuem
alta similaridade de estruturas primaria, secundéria e tercidria bem como quanto as suas
caracteristicas biofisicas. As estruturas cristalograficas de um grande nimero de lectinas de
leguminosas pode ser encontrada no Protein Data Bank (PDB) onde se tem mais 200 estruturas
de cerca de 35 lectinas diferentes. As estruturas resolvidas das lectinas de leguminosas tem
mostrado que cada subunidade ¢ constituida de aproximadamente 60 % de fitas-beta
antiparalelas arranjadas em duas ou mais folhas beta interconectadas por voltas, o que ¢
conhecido como encovelamento B-sanduiche. Todas as lectinas de leguminosas at¢ o momento
possuem um motivo estrutural jelly-roll, esse motivo ¢ composto de duas folhas-f dispostas
paralelamente, uma anterior com seis fitas e uma dianteira com sete fitas, juntamente com uma
pequena folha- disposta sobre as outras duas. Todas conectadas por diversos loops de varios

tamanhos (Figura 3) (LORIS et al., 1998; WILLIAMS; WESTHEAD, 2002).
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Figura 3 — Esquema do mondémero de uma lectina de leguminosa.
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Fonte: Adaptado de Benevides, 2011. A esquerda tem-se o esquema da estrutura terciaria do monomero das
lectinas de leguminosas. A direita tem-se a estrutura do monomero da lectina de Canavalia gladiata complexada
com alfa-metil-manosideo (PDB 2D7F).

Em relagdo a oligomerizagdo das lectinas de leguminosas, essas sdo geralmente
diméricas ou tetraméricas, com cada mondmero possuindo de 25 a 30 kDa. Cada uma destas
subunidades apresenta um tnico sitio de ligacao a carboidratos com a mesma especificidade.
Frequentemente, as subunidades das lectinas de leguminosas s3o compostas de uma unica
cadeia polipeptidica e a unido dessas cadeias ¢ estabelecida por interagdes nao-covalentes
como: pontes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e eletrostaticas. Com essa unido ha a
formacdo de dimeros que, em algumas lectinas, podem se unir para formar uma estrutura
tetramérica (BEZERRA et al., 2013).

O dominio de reconhecimento a carboidratos se encontra no lado concavo do f-
sanduiche préximo ao sitio de ligagcdo a metais e consiste de diversos loops com diferentes graus
de variabilidade. As conformacdes desses loops que permitem a interagdo com os carboidratos
sdo determinadas pela presenca de ions metalicos como o calcio e 0 manganés na estrutura da
lectina, ambos coordenados por pelo menos quatro aminoacidos e duas moléculas de agua
(BOUCKAERT et al., 2000; LORIS et al., 2004). Em lectinas de Diocleinae a presenca desses
ions é fundamental para a manuten¢do da ligagdo Ala207-Asp208 na conformacgdo cis
necessaria para a ligacdo da lectina com o carboidrato (BARROSO-NETO et al., 2014). O DRC
das lectinas de leguminosas consiste em uma cavidade na superficie da molécula formada por
quatro loops, nessa cavidade ocorre a interagdo da proteina com o aglcar que se da por

intermédio de pontes de hidrogénio, interacdes de Van der Waals e interagcdes hidrofobicas
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(MORENO et al., 2008). A especificidade das lectinas €, em parte, explicada por variagdes na
composi¢do e no tamanho de um dos quatro loops. Além disso contatos adicionais entre o
carboidrato e a superficie da proteina, que podem ocorrer diretamente ou por intermédio de
moléculas de agua, contribuem para a alta seletividade dessas proteinas (MANOJ; SUGUNA,
2001).

1.1.5 Lectinas de Diocleinae

Lectinas do tipo ConA-/ike extraidas de plantas da subtribo Diocleinae apresentam
especificidade por manose/glicose e carboidratos relacionados. Dentre essas lectinas muitas ja
possuem suas estruturas cristalograficas resolvidas como por exemplo: a lectina de: Canavalia
brasiliensis (ConBr) (BEZERRA et al., 2010), Canavalia grandiflora (ConGF) (BARROSO-
NETO et al., 2014), Canavalia gladiata (CGL) (BEZERRA et al., 2007), Dioclea sclerocarpa
(DSL) (BARROSO-NETO et al., 2016) dentre outras. Uma caracteristica interessante sobre
esse grupo de lectinas € o seu elevado grau de similaridade, mas apesar disso a substitui¢ao de
alguns aminoécidos na pode alterar a posi¢ao de alguns resideos chaves, o que conferie a estas
lectinas a capacidade de desempenhar um vasto espectro de atividades biologicas.

Lectinas de Diocleinae sdo conhecidas por apresentarem um conjunto de
subunidades bastante caracteristico, também ¢ sabido que o produto génico sofre
processamentos pos-traducionais. Nesse processo, chamado de permutagao circular, a lectina ¢
produzida como pré-pro-lectina. No reticulo endoplasmatico ela perde o peptideo-sinal onde
passa a ser chamada de pro-lectina. No complexo de Golgi a pro-lectina sofre uma clivagem
proteolitica e perde um segmento glicosilado de quinze aminoécidos no centro de sua estrutura
e um peptideo agora na sua regido C-terminal, liberando energia suficiente para que haja uma
posterior religacao. Com essa perda a cadeia inicial € dividida em duas, B e v, que sao religadas,
mas em locais diferentes. A cadeia y que antes estava na regido N-terminal ¢é religada a cadeia
B havendo uma inversdo entre as regides N e C-terminal formando-se cadeia a. Esse processo
¢ catalizado por uma enzima asparaginil endopeptidase. Esse processamento ndo possui
rendimento de 100%, as cadeias B e y estdo sempre presentes no preparo dessas lectinas.
Portanto, quando a lectina ¢ analisada por SDS-PAGE, sdo observadas trés bandas
polipeptidicas. Acredita-se que a maioria das lectinas da subtribo Diocleinae sofrem o mesmo
processamento (CARRINGTON; AUFFRET; HANKE, 1985; SHARON, 2007). Apesar disso
estudos de sequéncias destas proteinas tem mostrado que esse processo ndo ocorre em algumas

dessas lectinas, o que pode explicar as diferencas de afinidade apresentadas por proteinas
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isoladas de uma mesma semente (PEREZ; HERNANDEZ; MORA, 1990; PEREZ, 1998). A
determinagdo da estrutura primaria e a resolug@o da estrutura tridimensional tem sido utilizada
como forma de entendimento desta diferenga na especificidade de proteinas isoladas de
espécimes da mesma tribo e para obter informacdo acerca de sua origem evolutiva. Um

esquema do processo de permutacdo circular ¢ mostrado na figura 4.

Figura 4 - Diagrama esquematico do processamento pos-traducional de permutagao circular.
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Fonte: Retirado de Santiago (2013).

Uma outra caracteristica de algumas lectinas extraidas de plantas da subtribo
Diocleinae ¢ a oligomerizacao dependente de pH, onde a propor¢do entre proteinas estado
dimérico e no estado tetramérico pode ser alterada de acordo com pH do meio (NAGANO et
al., 2008). A alteracao desse equilibrio dimero/tetramero dependente de pH pode influenciar
diretamente nas atividades bioldgicas dessas lectinas, pelo fato dessas proteinas serem capazes
de se ligar aos receptores glicoconjugados da superficie das membranas com uma maior

afinidade quando na forma tetramérica (DELATORRE et al., 2006).
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1.1.6 Canavalia virosa

Canavalia virosa ¢ uma planta pertencente a familia Leguminosae, subtribo
Diocleinae. E uma planta herbacea e trepadeira, é bianual ou perene, tem ocorréncia em regides
tropicais na Africa, Australia, Asia e muitas ilhas do Pacifico. E utilizada na alimentaco
humana e animal e ¢ considerada rica em proteinas e carboidratos, suas caracteristicas de
crescimento rapido, resisténcia a pesticidas e tolerancia a habitats desfavoraveis como: solos
secos, arenosos ¢ salinos sdo favoraveis no uso desta planta. Outros usos dessa planta sdo:
adubacdo verde, uso em pastagens, fitoterapico, ou como adorno (SEENA; SRIDAR, 2006).
Uma imagem da planta e das sementes ¢ mostrada na figura 5.

A lectina de sementes de Canavalia virosa foi purificada e caracterizada parcialmente
por Osterne et al. (2014). A lectina denominada ConV foi isolada em Manose-Sepharose,
demonstrou perfil eletroforético semelhante a lectinas do mesmo género. Apresentou atividade
hemaglutinante com sangue de coelho e foi inibida pelos acucares: D-manose, D-glicose, a-
metil-D-manosideo e pelas glicoproteinas: fetuina de soro fetal bovino e ovalbumina de clara
de ovo. As propriedades fisico-quimicas de ConV se mostraram bastante semelhantes a outras
lectinas de Diocleinae. Algumas aplicagdes bioldgicas foram testadas, como o efeito
vasorelaxante de musculo liso e a imobilizagdo da lectina. ConV mostrou possuir efeito
relaxante no modelo de anéis de aorta e também demonstrou potencialidade para estudos de

glicomica devido a sua capacidade de capturar glicoproteinas em solugao.
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Reino: Plantae Figura 5 - Planta e se‘mentes de Canavalia virosa.

Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Leguminosae
Tribo: Phaseoleae
Subtribo: Diocleinae

Género: Canavalia

Espécie: Canavalia virosa

Fonte: http://www.biolib.cz/en/image/id51780/
http://www.natureloveyou.sg/Canavalia%20cathartica/Main.html
Acesso em: 20/01/2015 as 23:53

1.1.7 Atividades biologicas / Aplicagoes biotecnologicas de lectinas

As lectinas sdo proteinas com uma grande aplicabilidade em biotecnologia ¢ a
grande maioria dessas aplicagdes depende da interacdo da lectina com algum componente
glicosidico.

Algumas das aplicagdes das lectinas sdo: o uso de lectinas toxicas, por exemplo a
Ricina e a Abrina, em combinac¢do com anticorpos monoclonais especificos e aplicados como
immunotoxinas na terapia do cancer (OLSNES, 2004; SIOMIASKA-WOJEWODZKA;
SANDVIG, 2013); como ferramentas de investigagdo de receptores celulares glicosilados de
microorganismos, plantas e animais superiores (FRANZ, et al., 2006; MURSHID et al., 2011);
tipagem e identificacdo de microorganismos como: bactérias, fungos e protozodrios (LIS;
SHARON, 1986; SAHLY et al., 2007). Uma outra aplicacdo das lectinas diz respeito ao seu
uso para tipagem sanguinea onde se utilizam lectinas especificas para grupos sanguineos
diferentes, visando a identificagdo desse grupo (SHARON; LIS, 2004), tornando-as ferramentas
muito uteis em bancos de sangue. Outras atividades/aplicacdes das lectinas sdo: atividade
inseticida (MACEDQO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015; ROY et al., 2014), atividade anti-
fungica (CHARUNGCHITRAK et al., 2011; KLAFKE et al., 2013), bactericida e anti-
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biofilmes (CARVALHO et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2015), lectinas com efeito no
processo inflamatorio (PINTO-JUNIOR et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2014), lectinas com
efeito vasorelaxante (ALVES et al., 2015; BARROSO-NETO et al., 2014), lectinas usadas para
mapeamento e diagnostico do cancer (PRATT; ROY; ANNABI, 2012; YAU et al., 2015),
lectinas imobilizadas em matrizes visando seu uso para captura de glicoproteinas e
glicoprotedmica (ALVES et al., 2015; OSTERNE et al., 2014; PINTO-JUNIOR et al., 2013),
etc. Recentemente, também ¢ possivel se encontrar o uso dessas moléculas em
nanobiotecnologia visando o seu uso terapéutico ou em pesquisa (CHO et al., 2014; HE et al.,

2014; LIU et al., 2010).

1.2 Espectrometria de massas (MS)

Hoje em dia, espectrometros de massas sdo instrumentos bem estabelecidos para
analise protedmica de amostras. Eles produzem ions dos compostos a serem analisados e
separam esses ions de acordo com a relacdo massa/carga (m/z) dos mesmos. A espectrometria
de massas ¢ uma técnica extremamente versatil e sensivel e devido a isso se tornou bastante
importante em diversas areas das Ciéncias Biologicas, Médicas e da Tecnologia. Algumas das
aplicagdes em protedmica sdo: determina¢dao da massa molecular das proteinas, quantificagao,
identificacdo e elucidacdo de sua estrutura primaria.

Um espectrometro de massas ¢ formado por trés componentes: uma fonte de
ionizacdao, um analisador de massas e um detector e todos esses componentes trabalham em
conjunto para permitir a obtencdo dos dados. Um esquema dos componentes de um

espectrometro de massas ¢ mostrado na figura 6.
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Figura 6 - Esquema dos componentes de um espectometro de massas.

Introdugdo da amostra Saida dos dados

Fonte: Adaptado de: http://www.labspaces.net/blog/1225/quick and dirty intro to mass_spectrometry
Acesso em: 21/01/2016 as 02:13

1.2.1 Fonte de Ionizacdao

E na fonte de ioniza¢do que os analitos sdo ionizados. As duas principais formas de
ionizacdo branda que produzem ions moleculares estaveis de biomoléculas grandes sdo a
ionizacao por eletrospray (ESI) e Ionizagao/Dessorcao Laser assistida por matriz (MALDI),
sendo estas as duas fontes de ionizacdo utilizadas para proteinas (HOFFMAN; STROOBANT,
2007).

1.2.1.1 lonizagdo por eletrospray (ESI)

Durante a ionizacdo por ESI, a solug¢do do analito contendo proteinas/peptideos ¢
for¢ada por entre um capilar onde um alto potencial ¢ aplicado. O alto potencial faz com que a
solugdo emergente se disperse em um fino spray de goticulas carregadas. Essas micro-gotas
evaporam rapidamente até que o niumero de cargas em sua superficie se torne muito alto de
forma que elas explodem formando micro-gotas ainda menores. O processo continua até que o
ion do analito escape da gota, o que ¢ chamado de dessor¢ao do ion. Esta fonte de ionizacao

gera ions multicarregados. Como o ESI gera ions a partir de solugdo ele ¢ facilmente acoplado
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a um sistema de cromatografia liquida que separa as proteinas (BANERJEE; MAZUMDAR,
2012; HOFFMAN; STROOBANT, 2007).

1.2.1.2 Ionizag¢do/Dessor¢do a Laser assistida por Matriz (MALDI)

A ionizacao por MALDI ¢ um processo baseado na capacidade de um composto
matriz de absorver luz ultravioleta (UV). Em um primeiro passo, a matriz ¢ a amostra sao
misturados em um solvente apropriado e colocados em uma placa de MALDI. Apos a
evaporagdo do solvente, sdo obtidas moléculas do analito co-cristalizadas incorporadas nos
cristais de matriz. Quando um laser ¢ aplicado nos cristais, a matriz absorve a energia e vaporiza
parcialmente carreando moléculas intactas do analito para a fase gasosa. Durante a expansao da
chamada pluma de MALDI, sd3o trocados prétons entre os analitos e as moléculas de matriz,
resultando na formac¢do de moléculas de analito carregadas positivamente ou negativamente

(HOFFMAN; STROOBANT, 2007).

1.2.2 Analisadores de massa e Detectores

Os analisadores de massa separam os ions de acordo com a relagdo massa/carga dos
mesmos. Isso é conseguido através da geracdo de campos elétricos ou magnéticos dentro do
instrumento. Esses campos separam os ions influenciando suas trajetorias espaciais, velocidade
ou direcdo. Os quatro tipos basicos de analisadores utilizados em protedmica sdo: ion trap,
Fourier Transform lon Cyclotron, tempo de voo (TOF) e quadrupolo. Eles diferem em design
e performance, cada um com suas vantagens e desvantagens (HAN; ASLANIAN; YATES,
2008). Dentre os quatro citados o quadrupolo e o tempo de voo sdo os mais utilizados.
Analisadores quadrupolo sdo formados por quatro hastes e sdo capazes de separar os ions
utilizando campos elétricos variaveis geradas alternando a voltagem nessas hastes. Essa
variagdo permite uma trajetoria estivel apenas para ions de uma m/z desejada. fons que nio
estejam dentro da faixa escolhida ficam presos na estrutura do quadrupolo e ndo conseguem
chegar ao analisador devido a isso analisadores quadrupolos também sao considerados filtros
de massa. Analisadores TOF s3o mais simples, eles consistem essencialmente de um tubo de
voo em alto vacuo. E aplicada uma quantidade de energia nos ions e o tempo de voo do ion no
tubo ¢ calculado, esse tempo € proporcional a massa dos ions de forma que permite o calculo
da massa dos ions. O caminho dos ions no tubo pode ser revertido e aumentado utilizando um

espelho eletrostatico (Reflectron) para refletir ions até o fim do percurso. O reflectron pode
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compensar a pequena diferenga de energia cinética entre eles permitindo uma penetragdo mais
funda dos ions mais rapidos aumentando, desta forma, a resolucdo. Intrumentos TOF tem alta
sensibilidade, resolu¢do e precisio (HAN; ASLANIAN; YATES, 2008; HOFFMAN;
STROOBANT, 2007).

Detector: o detector registra a relativa abundancia de ions de cada m/z. A medida
resultante ¢ chamada de espectro de massas e consiste de uma plotagem da abundancia do ion

pela sua razdo m/z (HAN; ASLANIAN; YATES, 2008; HOFFMAN; STROOBANT, 2007).

1.2.3 Espectrometria de massas em tandem

Espectrometria de massas em tandem € um tipo de técnica especializada de MS que
permite o sequenciamento de peptideos. E dita “em tandem” porque os espectrometros de
massas utilizados nessa técnica contém pelo menos dois analisadores, por esse motivo esta
técnica ¢ chamada também de MS/MS. Primeiramente uma amostra contendo a(s) proteina(s)
de interesse sao digeridas por proteases ou outros compostos, posteriormente essa amostra passa
por um processo de separagao que geralmente € realizado por cromatografia liquida, as amostras
que saem do processo de purificacdo entram no espectrémetro onde sdo ionizadas. fons do
peptideo de interesse sdo primeiramente selecionados em um escaneamento inicial para a
selecio de um precursor, tipicamente, o computador controlando o espectrémetro
automaticamente seleciona aqueles ions mais abundantes. Esses ions chamados de precursores
ou parentais sdo isolados e submetidos a colisdes energéticas com o objetivo de induzir
fragmentacdo do peptideo, essa dissociacdo induzida por colisdo (CID) dos peptideos resulta
em uma quantidade de produtos i0nicos estruturalmente significativos que serdo analisados e a
m/z de todos eles serdo determinados. Na maioria dos casos, a liga¢ao peptidica € clivada entre
o carbono da carbonila e o nitrogénio da amida. Se a carga permanece no fragmento N-terminal
o ion ¢ chamado ion-b mas se a carga permanecer no fragmento C-terminal ele ¢ chamado ion-
y. Tendo-se os valores de m/z e as intensidades dos ions b e y juntamente com a m/z do ion
precursor, a sequéncia do peptideo pode ser determinada por bioinformatica (COON et al.,

2005; HOFFMAN; STROOBANT, 2007). Um resumo do processo ¢ mostrado na figura 7.
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Figura 7 - Esquema do processo de sequenciamento de proteinas por espectrometria de massas em tandem
(MS/MS).
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Fonte: Adaptado de Coon et al., 2005

Alguns exemplos do uso dessa técnica para lectinas sao: determinagdo da estrutura
primaria de lectinas (BARROSO-NETO et al., 2014; SILVA et al., 2012; VASCONCELOS et
al., 2015); determinacao de massa intacta (PINTO-JUNIOR et al., 2013; SANTIAGO et al.,
2014; OSTERNE et al., 2014); determinagao da sequéncia de glicanos em lectinas glicosiladas
(CALVETE et al., 1998; CHAMBERLY et al., 2008).

1.3 Cristalografia de proteinas

A cristalografia de raios X ¢ atualmente a metodologia padrao para a resolugao
da estrutura de proteinas. Essa técnica surgiu devido aos estudos de Max Perutz e John
Kendrew, que foram agraciados com o prémio Nobel de fisica pela resolugdo da estrutura da
mioglobina e hemoglobina. Hoje, a evolucdo da bioinformatica e a disponibilidade de
equipamentos capazes de produzir feixes extremamente colimados de raios X tem permitido
um avanco enorme na biologia estrutural. Essa evolu¢do pode ser vista pela quantidade enorme
de proteinas depositadas no PDB (AZEVEDO, 2004; PEREIRA JUNIOR, 2014). Mas apesar
dos avangos a cristalografia ainda possui algumas dificuldades inerentes da propria técnica,

sendo a principal delas a cristalizagdo das proteinas.
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A cristalizagdo ¢ um passo limitante na cristalografia de proteinas. Os principios
para a cristalizagdo de proteinas sdo analogos aos de moléculas pequenas, porém existem muitas
diferencas entre cristais de moléculas pequenas e cristais de proteinas. Em geral cristais de
moléculas pequenas crescem até relativamente grandes dimensodes (1 — 100 cm), eles sao
fisicamente duros, faceis de manusear, possuem propriedades oticas fortes e podem difratar
raios X intensivamente. Isso ocorre porque estes cristais exibem fortes interagdes entre as
camadas e arranjos altamente ordenados no cristal. Em comparacao, cristais de proteinas sdo
geralmente menores em tamanho (I — 1000 pum), esmagados sem dificuldade e possuem
interacdes cristalinas fracas. Estes tipos de cristais, que redissolvem se ocorrer desidratacao,
possuem propriedades Oticas fracas e difratam raios X fracamente (MCPHERSON; GAVIRA,
2014). Eles também sdo sensiveis a temperatura, o que se deve ao fato de a solubilidade das
proteinas alterarem em funcdo da temperatura. Em teoria, com o aumento da temperatura, a
solubilidade das proteinas aumenta e, devido a isso, ndo se formam cristais ou os cristais
formados redissolvem. Quando os cristais de proteina sdo expostos a radiacao raios X por um
tempo longo, ocorre um dano extensivo, isso ocorre devido as interacdes fracas entre as
camadas na estrutura do cristal ou danos quimicos nas moléculas proteicas (BENEVIDES,
2011). Devido a esses fatores todas as condigdes de crescimento, transporte e difracdo dos
cristais de proteina tém que ser finamente controladas, em geral para evitar danos aos cristais a
difracdo ¢ realizada a 100 K.

A cristalizacdo de proteinas a partir da solugdo ¢ um fenomeno de equilibrio
reversivel que ocorre em trés estagios: nucleagdo, crescimento e cessagao do crescimento. A
formacdo dos cristais ocorre devido a diminui¢do da energia livre do sistema enquanto a
formag¢ao de muitas ligagdes quimicas simultaneamente compensa a diminui¢ao da entropia e
permite o surgimento e o crescimento de uma estrutura altamente organizada. Em outras
palavras, a energia livre do sistema ¢ reduzida a um minimo e uma forca termodinamica
direciona o processo de ordenamento dos cristais (MCPHERSON; GAVIRA, 2014;
MCPHERSON, 1990).

A estratégia basica para a produgdo de cristais de proteina ¢ a geragdo de certo grau
de supersaturagdo na solucao. No ponto de equilibrio, a quantidade de moléculas de proteinas
entrando na solugdo ¢ a mesma quantidade das moléculas saindo da solugao. Isso ¢ chamado de
limite de solubilidade da proteina. Se a concentracao de proteina estd abaixo desse limite a
solugdo estd insaturada e acima desse limite esta saturada. Cristais podem crescer apenas se a
solucdo esta acima desse limite. Diminuir a solubilidade ¢ o meio mais efetivo de criar a

supersaturagdo. Esse processo pode ser conseguido por diferentes abordagens incluindo: alterar
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o pH do meio, alterar a temperatura, concentracao de proteina, etc (MCPHERSON; GAVIRA,
2014). O processo de cristalizacdo pode ser ilustrado pelo diagrama de fases, digrama que
relaciona a concentracdo de proteina com a concentragao do agente precipitante. Esse diagrama
¢ dividido em uma regido de instatura¢ao/satura¢do e uma regido de supersaturagdo. A regiao
de supersaturagdo, por sua vez, ¢ dividida nas regides: metaestavel, nucleag¢do e precipitagdo.
Na regido de nuclea¢do podera ocorrer a formagdo de ntcleos cristalinos, mas ndo ocorrera
crescimento dos cristais; na regido metaestavel tanto a nuclea¢dao quanto o crescimento poderao
ocorrer e na regido de precipitagcdo o mais provavel € que ndo ocorra nucleagio e/ou crescimento
de cristais, nessa regido a proteina provavelmente precipitara. Para a cristalizacao espera-se que
o experimento inicie na zona de nucleagdo e, com o avanco do processo, passe para a regiao
metaestavel permitindo o processo de nucleagdo e de crescimento do cristal (MCPHERSON;

GAVIRA, 2014). O diagrama de fases ¢ mostrado na figura 8.

Figura 8 - Diagrama de fases para a cristalizagdo de macromoléculas

Concentragéo de proteinga ————

(Solugdo instaturada ou saturada)

Ce tragdo de precipitante >

Fonte: Adaptado de McPherson e Gavira (2014).

O processo de cristalizacdo € influenciado por um grande ntimero de fatores, e cada

proteina ¢ unica. Os varios parametros que afetam a cristalizagdo sdo interdependentes e a
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relacdo entre eles ¢ complicada e dificil de distinguir (MCPHERSON; GAVIRA, 2014;
MCPHERSON, 1990). Encontrar a condicdo ideal para a cristalizagdo de uma proteina ndo ¢
uma tarefa simples. A tnica forma de se fazer isso ¢ identificar os componentes importantes e
refind-los individualmente.

O método mais utilizado para a cristaliza¢ao de proteinas atualmente ¢ o método de
difusdo de vapor. Uma gota contendo a proteina a ser cristalizada em tampao com o agente de
cristalizagdo e aditivos ¢ equilibrada contra um reservatorio contendo a solugdo do agente de
cristalizagdo a uma concentracdo mais alta do que na gota. O equilibrio prossegue por meio da
difusdo das espécies volateis (agua e solventes organicos) até que a pressao de vapor na gota
seja igual a pressao de vapor do reservatorio. Uma vez que o equilibrio ocorre através da troca
de vapor de 4gua (da gota para o reservatorio), o volume da gota diminui e ha um aumento das
concentragdes de todos os constituintes da gota de cristalizacdo o que permite o surgimento de
uma condigdo de superstaturacao. A técnica de difusdo de vapor € a ideal para a varredura de
um amplo espectro de condicdes de cristalizagdo e para otimizar o tamanho dos cristais
(DESSAU; MORDIS, 2011; MCPHERSON; GAVIRA, 2014). Os trés principais métodos para

cristalizagdo de proteinas por difusdo de vapor sdo: gota suspensa, gota sentada e gota sanduiche

(Figura 9).

Figura 9 - Representagdo esquematica dos trés métodos de difusdo de vapor para cristalografia
de macromoléculas. A) Gota suspensa, B) Gota sentada e C) Gota sanduiche.

Laminula siliconizada

(A) / (B) (€

Gota

\

Reservatorio

Fonte: Retirado de Balliano (2010).

Os avangos na tecnologia do DNA recombinante permitiram a produgdo de
proteinas com alto grau de pureza. Devido a isso a cristalizacdo de proteinas tinha uma grande

demanda. Com o advento de screens comerciais os experimentos de cristalizagdo cobrindo uma
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grande quantidade de condig¢des se tornaram bem mais simples. A abordagem de matriz esparsa
¢ a mais popular e vem sendo comercializada por varias marcas. Esse screen contém numerosas
condi¢des com diferentes tipos de agentes precipitantes, concentracdes de precipitantes,
tampdes, pHs e sais. Uma vez que as condi¢des iniciais foram encontradas, o proximo passo ¢
otimizar as condigOes de cristalizagao para a obtencao de melhores cristais quanto ao tamanho
e forma (WOOH et al., 2003; JANCARIK; KIM, 1991). Uma outra estratégia que pode ser
utilizada € o seeding que se baseia em facilitar a cristalizagdo através da adicao de nucleos de
cristais pré-formados (STEWART et al., 2011; THALLER et al., 1981).

ApoOs a obtengao do cristal se segue com a difracdo do mesmo por raios X. A
qualidade desse passo depende bastante do cristal e da fonte de radiagdo utilizada. E nesta etapa
que ocorre a caracterizacdo dos cristais através da defini¢do de seus pardmetros de rede e sua
simetria. O conhecimento das amplitudes e das fases permite a reconstitui¢do da densidade
eletronica do cristal. Quando um cristal ¢ colocado em um feixe de raios X, a densidade
eletronica de cada 4tomo do cristal interage com a radiagao, dispersando-a em todas as dire¢des
do espaco. E a presenga de uma rede cristalina que amplifica a radiacio somente em
determinadas direcdes, dando origem ao padrdo de difragdo caracteristico. As bases
matematicas e geométricas do processo de espalhamento foram feitas por Bragg, Laue e Ewald
no inicio do século. O cristal é girado em torno de um eixo geralmente perpendicular ao feixe
de raios X e os raios difratados sdo coletados em um detector capaz de gravar um grande numero
de pontos (spots) em um tempo de aquisi¢do bem curto. Cada imagem corresponde a uma
rotacao de 0,2-1° grau e pode ser considerada uma "fatia" do espago reciproco. A posi¢ao de
uma reflexdo contém as informagdes sobre a geometria do grupo espacial e da rede cristalina,
enquanto que a intensidade I medida depende da distribui¢do da densidade eletronica na
unidade assimétrica. Logo no inicio do processo, apds a obten¢do de algumas imagens, através
de programas que realizam indexacdo de imagens ¢ possivel determinar o grupo espacial,
dimensdes e orientacdo da célula unitaria e estimar a mosaicidade, isso € necessario para definir
a estratégia de coleta dos dados (SMYTH; MARTIN, 2000; WLODAWER et al., 2013).

Durante o processo de difracdo ¢ possivel medir a amplitude de cada reflexdo, mas
nao sua fase correspondente, que € invariavelmente perdida durante o experimento de difragao,
ou seja, toda a informacao angular ¢ perdida. Isso ¢ chamado de “problema da fase” (LI; HE;
ZHANG, 2015; WLODAWER et al., 2013). Existem diferentes métodos criados para resolver
esse “problema”. A técnica mais utilizada para esse fim ¢ a substitui¢ao molecular que se baseia
no principio de que macromoléculas que apresentam alta homologia sequencial tendem a se

enovelar de forma similar, e desta forma, uma proteina ja resolvida serve como modelo inicial
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para a obten¢do de um conjunto de fases que sera subsequentemente refinado (ABERGEL,
2013; WLODAWER et al., 2013).

Uma vez que o modelo preliminar foi conseguido o proximo passo € o refinamento
das posi¢des atoOmicas, ou seja, encontrar uma melhor concordancia entre o0 modelo proposto
para a estrutura da molécula e sua estrutura real. O acompanhamento da qualidade do modelo
¢ analisado pelo Rfactor, que ¢ um fator de correlagdo entre o modelo atual e o modelo real
(HOLTON et al., 1992; MURSHDOV et al., 2011). Uma estrutura com resolugdo menor que
2,0 A esta considerada resolvida quando o valor do Rfactor atingir valores menores ou igual a
20%. Um outro fator importante ¢ o Rfree que ¢ uma pequena porcentagem das reflexdes que
sao excluidas do refinamento e utilizadas como um teste para verificar se ndo houve
superrefinamento da estrutura, em geral a diferenca entre o Rfactor e o Rfree ndo deve
ultrapassar 5% (KARPLUS; DIEDERICHS, 2015; MORRIS et al., 2014).

O ultimo passo ¢ a validagdo do modelo quanto aos parametros estruturais. Esses
programas realizam analises das as distancias ideais entre as liga¢des, os angulos de ligacao, os
angulos diédricos e os contatos de Van der Waals, usando para isso a comparacao com proteinas
modelos. Uma das saidas destes programas ¢ o diagrama de Ramachandran, que afere as
medidas dos angulos diédricos @ e ¥ e ¢ um bom indicador da qualidade do modelo (COOPER
etal.,2012; HOLLINGSWORTH; KARPLUS, 2011; WLODAWER et al., 2013). Um resumo

do processo de cristalografia de proteinas ¢ mostrado na figura 10.
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Figura 10 - Etapas da cristalografia de raios X de proteinas.
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Fonte: Produzida pelo autor. A) Cristalizagdo, B) Difrag@o de cristal e obtencdo do padrao de difracao,
C) Resolugdo da estrutura por bioinformatica e D) Estrutura tridimensional (Ex: ConM PDB 2CWN).

Atualmente, diversas lectinas tiveram sua estrutura tridimensional determinadas
por cristalografia de raios X (BARROSO-NETO et al., 2014; BARROSO-NETO et al., 2015;
SOUSA et al., 2014).

1.4 Docking molecular e screening virtual

O docking molecular (DM) ¢ uma ferramenta computacional muito aplicada em
projetos de drug discovery e em estudos de interagdes de proteinas com ligantes.
Tradicionalmente, o docking molecular ¢ utilizado para abordar uma das seguintes aplicacdes:
1) dada uma molécula de um ligante e um receptor proteico, fazer a predicao do modo de ligagao
do ligante com o receptor, 2) realizar uma varredura de uma colecdo de moléculas pequenas
com um receptor e fazer um ranking de acordo com a probabilidade de ligacdo com o mesmo

e 3) dada uma molécula de um ligante e um receptor alvo, predizer a afinidade de ligagao entre
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os dois. A orientagdio assumida pelas moléculas em um complexo depende da
complementaridade em tamanho, forma, distribuicdo de cargas, polaridade e potencial de
interacdes, € da afinidade entre as moléculas (POLANSKI; KIMMEL, 2007). A simulagao de
geralmente ¢ realizada utilizando-se um algoritmo capaz de prever o modo ideal de ligagao
entre o ligante e o sitio de ligacdo de uma molécula alvo. No docking, usualmente a estrutura
do receptor permanece rigida e varias posi¢oes de possiveis para o ligante sao identificadas pelo
software (COLEMAN et al., 2013; POLANSKI; KIMMEL, 2007).

Essa técnica permite realizar a triagem de grandes bibliotecas de compostos,
avaliando afinidade e a especificidade a partir de propriedades estruturais e quimicas, como
tamanho, geometria, distribui¢do de cargas, polaridade e potencial de interacdes hidrofobicas e
ligagdes de hidrogénio. O objetivo da triagem de bancos de possiveis ligantes ¢ identificar
compostos que se ligam a uma proteina alvo. Dessa forma, a reacdo bioquimica que a proteina
alvo realiza pode ser alterada, permitindo a descoberta de possiveis ferramentas médicas e/ou
biotecnoldgicas (ROCHA, 2011). Atualmente, o acesso via internet a banco de dados de
estruturas de proteinas, como o PDB, e de grandes bibliotecas de pequenas moléculas
comercialmente acessiveis, como o ZINC database (IRWIN; SHOICHET, 2005) fornecem um
grande numero de possiveis novos ligantes. Uma vez que esses ligantes forem testados in silico
eles podem ser comprados ou sintetizados para teste in vitro e/ou in vivo, agilizando desta forma
a pesquisa farmacéutica e de biotecnologia (SHOICHET, 2005). Essa abordagem de se testar
uma grande quantidade de compostos por meio de docking molecular ¢ chamada de screening
virtual.

Analises de DM podem permitir a localizagdo de sitios de ligagdo em proteinas,
locais de ligagdo de drogas, andlises de ligacdao entre lectinas e carboidratos, medida da forca
das interagdes entre as moléculas. Além disso € possivel verificar como alteragdes estruturais
podem afetar a ligacdo da proteina com os ligantes, por meio andlises comparativas com
moléculas mutadas (REGO, 2012).

O docking de moléculas com possiveis ligantes segue uma ordem. Primeiramente
se faz a separagdao dos provaveis sitios de ligagao, depois disso se faz a sobreposi¢cdao destas
regides e por meio de analises estatisticas e fun¢des de pontuacao tenta-se obter os complexos
mais proximos do que ocorre experimentalmente. A analise dos encaixes ¢ dada pontuando-se
a formagao de cada complexo. A partir desta pontuacao ¢ realizada uma analise comparativa,
em que cada complexo formado ¢ avaliado e ao final eles sdo posicionado em um ranking

(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2012; SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al 2005).
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O docking molecular vem sendo bastante aplicado no estudo com lectinas no
objetivo de buscar estruturas glicidicas capazes de se ligar as lectinas de interesse. Alguns
exemplos de aplicag@o dessa técnica sdo: uso do DM na lectina de Dolichos lablab para analise
de interagdo entre a proteina e oligomanosideos (TEIXEIRA et al., 2014), busca de ligantes
para lectinas de bactérias (TOPIN et al., 2013) e para analise da forma de interagdo das lectinas

de Yucca fialamentosa e Arum maculatum com acido sialico (XU et al., 2012).

1.5 Aspectos gerais do processo inflamatorio

A inflamagao pode ser definida como um evento localizado e protetor elicitado por
injuria ou outros traumas que serve para destruir, diluir ou repelir tanto o agente nocivo quanto
o tecido injuriado. A resposta inflamatéria ¢ desencadeada por sinais quimicos liberados por
tecidos ou células do sistema imune (SHERWOOD; TOLIVER KINSKY, 2004). Os sinais
clinicos que caracterizam um processo inflamatorio sdo: calor, tumor, rubor, dor e perda de
funcdo. Os processos inflamatorios podem ser divididos em cronicos e agudos dependendo do
tempo de duracdo e das caracteristicas patologicas. A inflamacdo aguda apresenta curta duragao
(horas a dias) enquanto a inflamag¢ao cronica pode durar semanas, meses ou até mesmo anos,
este ultimo caracteriza-se pela presenca do processo inflamatorio simultaneamente com a
tentativa de reparo tecidual com consequente destrui¢do do tecido e formacdo de fibrose
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015, PIRES, 2011).

O processo inflamatorio, atualmente, ¢ caracterizado por um niimero de tragos que
incluem: vasodilatacdo que leva a vermelhidao, aumento da permeabilidade vascular que gera
o inchago nos tecidos (edema), dor, recrutamento de leucdcitos nos tecidos ¢ alteragao da fungao
tecidual (SHERWOOD; TOLIVER KINSKY, 2004).

Durante o processo inflamatorio agudo, muitos mediadores como o 6xido nitrico
(NO) e prostaglandinas, promovem principalmente vasodilatagdo, um dos sinais classicos do
processo inflamatorio agudo, representado pelo calor e rubor caracteristicos da reagao
inflamatéria (SHERWOOD; TOLIVER KINSKY, 2004). A vasodilatagdo ¢ uma das primeiras
mudangas fisicas em resposta ao estimulo inflamatdrio. Nesse processo ocorre uma mudanga
conformacional do endotélio o que desencadeia dois eventos importantes: o aumento do leito
dos capilares, promovendo maior aporte sanguineo e levando a vermelhidao e ao calor locais;
e aumento da permeabilidade vascular, que ocorre por contracdo das células endoteliais pos-
capilares (MAJNO; PALADE, 1961) e pela abertura de canais intracelulares nas proprias
células endoteliais (LAMPUGNANI; DEJANA, 1997). Este tultimo permite a saida de fluido
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plasmatico rico em proteinas do interior dos vasos para o intersticio e a presenca de proteinas
plasmaticas no tecido, como a albumina, provoca um aumento da pressdo intersticial que leva
a um maior extravasamento de plasma.

Dependendo do volume de liquido extravasado e da eficiéncia do sistema de
drenagem linfatica, pode ocorrer um aumento no volume local: 0 edema (CARNEIRO, 2009).
O edema ocorre justamente devido ao fluxo transvascular de fluido rico em proteinas
plasmaticas dos compartimentos intravasculares para o intersticio devido ao aumento de
permeabilidade vascular de capilares e vénulas, como resultado da liberagdo de substancias
vasoativas como histamina, bradicinina, leucotrienos, produtos da ativacao do complemento e
da coagulacdo, substancia P e fator de agregagao plaquetdria (PAF) no sitio inflamado
(SHERWOOD; TOLIVER KINSKY, 2004, PIRES, 2011). Alguns desses processos sao

mostrados na figura 11.

Figura 11 - Alteragdes vasculares e celulares induzida pelo processo inflamatorio.

Normal

Matriz extracelular Linfocito ou macréfago
residente ocasional

tamado  © e

r 1
Dilatag&o da arteriola Expanséo do leito capilar Dilatagao da vénula

@ Emigragao de neutrdfilos @ Saida de proteinas

plasmaticas - Edema

Fonte: Adaptado de Kumar; Abbas e Aster (2015)
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Uma das fungdes principais da inflamagdo € recrutar os leucocitos diretamente ao
local da injuria. Essas células de defesa atuam no processo inflamatério fagocitando os agentes
agressores, impedindo o crescimento de um eventual microorganismo patogénico, removendo
restos celulares da area afetada, degradando o tecido necrético e iniciando a reparagao tecidual
(FORD-HUTCHINSON, 1992). O extravasamento de leucocitos da corrente sanguinea para o
tecido perivascular (diapedese) ocorre através de trés passos coordenados: rolamento dos
leucocitos sobre a parede endotelial, adesao firme as células endoteliais e a transmigragdo para
o sitio de injiria (SPRINGER. 1995). Os eventos iniciais de migracdo sao mediados pelas
moléculas chamadas selectinas. Entre essas moléculas destacam-se a E-selectina e a P-selectina
presentes no endotélio ativado e em plaquetas e a L-selectina, presentes constitutivamente nos
leucocitos. O papel desta classe de moléculas de adesdo ¢ formar ligagdes de baixa afinidade
entre os leucocitos e a parede endotelial, diminuindo a velocidade destas células dentro das
vénulas e promovendo a etapa de captura e rolamento (SPRINGER, 1995, PIRES, 2011).

Estruturalmente as selectinas apresentam um dominio N-terminal semelhante ao
dominio lectinico que € responsavel por sua propriedade adesiva, um dominio semelhante ao
fator de crescimento epidérmico, um nimero variavel de repeti¢des consenso de uma sequéncia
encontrada em proteinas reguladoras do sistema complemento, um dominio transmembrana e
uma curta causa citoplasmatica (ROSSITER; ALON; KUPPER, 1997).

Enquanto os leucocitos rolam sobre o endotélio movidos pela forca do fluxo
sanguineo, eles sdo ativados por quimiocinas e outros fatores atraentes, mudando seu padrao de
expressao de receptores de superficie tanto para estas substancias, como para as moléculas de
adesdao (VIDEM; STRAND, 2004). Como conseqiiéncia da ativa¢ao, ocorre uma redistribui¢ao
das integrinas leucocitarias, seguindo-se uma mudan¢a conformacional nas mesmas, facilitando
assim a aderéncia firme as moléculas da superfamilia das imunoglobulinas, expressas no
endotélio ativado. O aumento da aderéncia leva a uma diminui¢ao do rolamento dos leucécitos,
fazendo com que os mesmos parem, apesar do fluxo sanguineo continuo. Apos a firme fixagao
ocorre o achatamento da célula, reduzindo a exposicao as for¢as decorrente do fluxo sanguineo
aumentando-se, desta forma a area de contato com a superficie endotelial vascular. Firmemente
aderidos ao endotélio, os leucocitos iniciam entdo o processo de transmigracao do espago intra
para o extravascular através das jun¢des endoteliais. Apds o extravasamento, os leucocitos
emigram nos tecidos em dire¢do a regido injuriada através de um processo denominado de
quimiotaxia ou locomoc¢ao através de um gradiente quimico. A inflamag¢ao aguda finaliza-se

com a resolugdo de todos os eventos do processo inflamatorio e retorno do tecido lesionado a
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normalidade ou sua substitui¢ao por tecido conjuntivo (GILROY et al., 2004, PIRES, 2011;
ADEREM; SMITH, 2004). Este processo ¢ mostrado na figura 12.

Figura 12 - Emigragdo de leucocitos para o local da injaria, sdo mostradas as etapas de rolamento, adesdo e
transmigragao.
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Fonte: Adaptado de Kumar; Abbas e Aster (2015)

Em geral, muitas lectinas da tribo Diocleinae possuem algum efeito na inflamagao,
podendo ser pro- e/ou anti-inflamatdrias dependendo da via de aplicagdo. Por exemplo, quando
aplicadas por via sistemica algumas delas inibem o edema de pata induzido por carragenina,
sendo, portanto, sdo anti-inflamatdrias por essa via (ASSREUY et al., 1997). Quando as lectinas
sdo aplicadas por via local a resposta tende a ser mais estimulatéria da inflamagao, tendo-se
como exemplo as lectinas de Canavalia oxyphylla e de Dioclea reflexa que induzem edema,
sendo consideradas pro-inflamatorias por via local (SANTIAGO et al., 2014, PINTO-JUNIOR
etal., 2015).

1.6 Cancer, autofagia e gliomas

1.6.1 Cancer

O termo cancer inclui diferentes patologias que tem como caracteristicas comuns:
desregulagdo na divisao celular, perda da capacidade de diferenciacao das células, aumento da

sobrevivéncia celular e aumento da capacidade de migragdo celular (CORNER; BAILEY,
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2008). A tumorigénese em humanos ¢ um processo complexo que reflete alteracdes genéticas
que direcionam uma transformacdo progressiva de células normais em derivativos altamente
malignos (TABASSUM; POLYAK, 2015).

O processo pelo qual células normais se transformam progressivamente em células
tumorais pode ser resultado de processos endogenos como erros na replicacio do DNA, a
instabilidade quimica intrinseca de algumas bases do DNA, a perda de heterozigose ou um
ataque de radicais livres gerados durante o metabolismo. Danos ao DNA também podem ser
resultado de interagdes com agentes exdgenos como radiagdes ionizantes, radiacdo UV e/ou
carcinogénicos quimicos (BERTRAM, 2000). As células possuem mecanismos para reparar tais
danos, mas, por varias razdes erros podem ocorrer €, com isso, mutagcdes no genoma dessas
células (BERTRAM, 2000).

A transi¢do de célula normal para tumoral envolve a participacdo de genes
envolvidos em mecanismos de homeostase que controlam a proliferagao e morte celular. Se
essas mudangas e mutacdes induzem a ativagao de genes que estimulam a proliferacdo ou
protegem a célula da morte, esses genes sdo referidos como protooncogenes. Se mutacoes
inativam genes que normalmente inibem a proliferacdo, esses genes sdo referidos como
supressores de tumor (CHIAL, 2008; ZHU et al., 2015).

As marcas do cancer sdo seis capacidades adquiridas durante o processo de
desenvolvimento dos tumores. Elas incluem a manutencao de sinalizagdo proliferativa, evasao
dos supressores proliferativos, resisténcia a morte celular, ativagao da imortalidade replicativa,
inducdo de angiogénese e capacidade de invasdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

1.6.2 Gliomas

Gliomas malignos sdao os tumores cerebrais primarios mais comuns. Os gliomas
mais comuns incluem astrocitomas, oligodendrocitomas, ependimomas e glioblastomas.
Mesmo que relativamente raros (menos de 1 % de incidéncia), tipicamente representam 30 %
de todos os tumores cerebrais de adultos, e cerca 80% de todos os tumores cerebrais malignos
de adultos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Eles sao caracterizados por uma
proliferagdo local, uma infiltracdo pelo parénquima cerebral e uma angiogénese robusta. O atual
tratamento convencional inclui cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Muitos agentes
terapéuticos como a temozolomida (TZM), cisplatina, carmustina e lomustina vem sendo

usados para tornar mais lenta a progressao desses canceres incuraveis (JOHNSON; WHITE;
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GRIMALDI, 2011). Um problema que ocorre ¢ que as células de glioma frequentemente
adquirem resisténcia a esses agentes (HEGI et al., 2005). O tempo médio de vida para pacientes
diagnosticados com glioblastoma ¢ de aproximadamente 12 meses, por essa razao, tem se feito
esfor¢cos para a busca de vias moleculares visando o desenvolvimento de novos agentes e
terapias contra este tipo de cancer (FURNARI et al., 2007).

Existem diversos tipos de tumores cerebrais, a eles sao classificados pela
Organizagdo Mundial de Satde (OMS) baseando-se na sua origem celular e aparéncia
histopatologica.

Astrocitomas: a maioria dos tumores que se desenvolvem no cérebro comegam
como células gliais chamadas astrocitos. Esses tumores sao chamados astrocitomas. Dois de
cada dez tumores no cérebro sdo astrocitomas. A maioria desses pode se espalhar amplamente
pelo cérebro e se misturar com o tecido sadio, o que os tornam bastante dificeis de se remover
cirurgicamente. E muito raro que eles se espalhem para fora do cérebro ou medula espinhal.
Astrocitomas sdo geralmente classificados como de baixo grau, grau intermediario e de alto
grau baseado em como na aparéncia das células ao microscopio. O astrocitoma de mais alto
grau ¢ conhecido como glioblastoma, sendo esse o de progressao mais rapida e o tipo de tumor
maligno cerebral mais comum em adultos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

Oligodendrogliomas: esses tumores iniciam em célula do cérebro chamadas
olidendrocitos. Como astrocitomas, a maioria deles pode se infiltrar nos tecidos proximos e nao
podem ser completamente removidos com cirurgia. Oligodendrogliomas raramente se
espalham para fora do cérebro ou medula espinhal. Formas muito agressivas desses tumores
sdo chamadas oligodendrogliomas anaplasticos. Apenas 2 % dos tumores cerebrais sdo
oligodendrogliomas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

Ependimomas: esses tumores surgem a partir de células ependimais que delimitam
os ventriculos. Eles podem variar de tumores de grau muito baixo (menos agressivo) até
tumores de alto grau, chamados de ependimomas anaplasticos. Ependimomas ndo se espalham
para fora do cérebro ou medula espinhal. Diferentemente dos tipos anteriores esse tipo de tumor
ndo infiltra em tecidos saudéaveis permitindo, na maioria das vezes, sua retirada por cirurgia

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

1.6.3 Autofagia

Autofagia ¢ um processo celular evolutivamente conservado de degradacgdo e

reciclagem de proteinas e organelas. E um mecanismo induzido como resposta a diversos
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estimulos como estresse oxidativo, hipoxia ou deplecdo de nutrientes. Sendo um processo
constitutivo, a autofagia basal tem importante fun¢do na manuten¢ao na homeostase, através da
manuten¢do do controle de qualidade de proteinas e organelas. Mesmo que a maioria das
evidéncias suportem uma fun¢do de manutengdo da sobrevivéncia da célula, paradoxalmente,
a morte celular resultando de um consumo de células progressivo tem sido atribuido a autofagia
irrestrita (MIZUCHIMA, 2007; REEF et al., 2006).

Os mecanismos que regulam as fungdes mutualmente-opostas de sobrevivéncia e
morte para a autofagia ainda ndo sdo conhecidos. A explicagdo mais plausivel ¢ que o
catabolismo por autofagia ¢ predominantemente para manutencao da sobrevivéncia. Mas um
desbalango no metabolismo celular onde o consumo celular autofagico excede a capacidade
celular de sintese, promove a morte celular (MATHEW; KARANTZA-WADSWORTH;
WHITE, 2007).

Existem trés formas de autofagia: macroautofagia, autofagia mediada por
chaperonas e microautofagia. Sendo a mais observada a macroautofagia (RAVIKUMAR et al.,
2010).

O processo de macroautofagia ocorre da seguinte forma: fag6foros (também
chamados de estruturas pré-autafagossomais ou membranas de isolamento) elongam e se
fundem enquanto engolfam uma por¢do do citoplasma em vesiculas, chamadas
autofagossomos. Esses autofagossomos primeiro se fundem com endossomos para formar
organelas hibridas chamadas anfissomos que posteriormente se fundem com lisossomos acidos
onde o conteudo citoplasmatico ¢ degradado (Figura 13). Os mecanismos moleculares
responsaveis pela regulacdo da autofagia ainda nao foram completamente elucidados, o que se
sabe ¢ que diversos genes de autofagia (ATG) participam da regulagdo desse processo celular

(RAVIKUMAR et al., 2010).
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Figura 13 — Diagrama esquematico dos passos do processo de autofagia.
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Fonte: Adaptado de Melendez e Levine (2009)

Nesse contexto, Pratt e colaboradores (2012) mostraram a capacidade de ConA de
induzir morte autofagica de células de glioma na linhagem de células de glioma humano U87.
Foi mostrado que essa atividade se deve a regulagdao da proteina MT1-MMP (proteina de
membrana — metaloproteinase tipo 1), uma glicoproteina fortemente expressa em gliobastomas
radio- e quimioresistentes. Essa proteina ¢ responsavel por mediar a sinalizagdo pro-apoptotica
e autofagica em células de cancer do cérebro. A lectina foi capaz de induzir a atividade da

proteina com consequente aumento de vacuolos acidos caracteristicos de processos autofagicos.

1.7 Processo inflamatdrio x cancer

Uma associacao entre o desenvolvimento do cancer e o processo inflamatério vem
sendo discutido ha bastante tempo (BALKWILL; MANTOVANI, 2002; COUSSENS; WERB,
2002). A resposta inflamatdria direciona as defesas do organismo contra uma infec¢do
microbiana e medeia a reparagdo tecidual e a regeneracdo, o que pode ocorrer devido a danos
teciduais causados ou nao por infecgdes. Evidéncias epidemioldgicas aponta para uma conexao
entre a inflamacao e uma predisposi¢do para o desenvolvimento do cancer como por exemplo:
uma inflamac¢do cronica pode levar para o desenvolvimento de displasia. Estudos da
epidemiologia estimam que 15% dos casos de cancer no mundo estdo associados com infec¢ao
microbiana (KUPER; ADAMI; TRICHOPOULOS, 2000). Infecgdo cronica em hospedeiros
imunocompetentes como infec¢des pelo papiloma virus humano ou os virus da hepatite B e C

pode levar a um carcinoma cervical e hepatocelular, respectivamente. Em outros casos,
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microorganismos podem causar cancer devido a infec¢des oportunistas como o sarcoma de
Kaposi (um resultado da infec¢do do virus das Herpes humana 8) ou respostas imunes
inapropriadas contra os microorganismos em certos individuos, o que pode ocorrer em cancer
gastrico devido a colonizagdo por Helicobacter pylori ou cancer de célon devido a inflamagao
duradoura da doenga inflamatéria intestinal precipitada pela microflora intestinal
(BALKWILL; MANTOVANI, 2002; COUSSENS; WERB, 2002). Em muitos outros casos,
condi¢des associadas com irritacdo cronica e inflamagdo subsequente predispdem ao cancer,
como exposi¢do continua a fumaga de cigarros, amanto e silica (BALKWILL; MANTOVANI,
2002; COUSSENS; WERB, 2002).

Sinais da inflamagao, como a infiltracao de leucdcitos, sdo esperados em tumores
infectados com microorganimsos e sitios de inflamagdo cronica. Porém, como observado
primeiramente por Virchow no meio do século 19, muitos tumores contendo infec¢des ou
irritagdes nao sdo, necessariamente, um fator de predisposi¢do. Aspectos quantitativos do
reparo tecidual ou expressao de genes relacionados a inflamagao geralmente se correlacionam
negativamente com o desenvolvimento do cancer (CHANG et al., 2004; WNAG et al., 2006;
GALON et al., 2006). Mais evidéncias para o papel da inflamacao da inflamagdo veio do uso
de drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais na preven¢ao de formagao espontinea de tumores
em pessoas com polipose adenomatosa familiar (ULRICH; BIGLER; POTTER, 2006). Além
disso, o cancer e a inflamagdo estdo relacionados pela epidemiologia, histopatologia, perfis
inflamatérios e a eficacia de drogas anti-inflamatérias na profilaxia. Essas observagdes
incentivaram o estudo da relagdo entre o cancer e o processo inflamatorio.

Se tem evidéncias que sugerem que os sistemas inflamatorios e o sistema imune
podem inibir o desenvolvimento do cancer. Isso pode ocorrer por dois eventos de
reconhecimento associados ao cancer. Na imunovigilancia dos tumores, o hospedeiro pode ter
um mecanismo dedicado para reconhecer e eliminar as células transformadas. Resposta imune
adaptativa de antigenos associados ao tumor e especificos também podem ser formas
importantes pelo qual o sistema imune controla o desenvolvimento do cancer (SMYTH;
DUNN; SHREIBER, 2006). A relacao do cancer com o processo inflamatério ndo € simples e

ndo pode ser reduzida a uma grande teoria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Cristalizar, determinar a estrutura tridimensional, analisar a interagdo com
carboidratos e investigar o efeito da lectina manose-especifica de Canavalia virosa (ConV) em

modelos de citotoxicidade para células de glioma e inflamagao em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

e Purificar a lectina a partir de sementes de Canavalia virosa utilizando metodologias

tradicionais de quimica de proteinas.

e Analisar a homogeneidade da amostra por SDS-PAGE.

e Obter a estrutura primaria da lectina utilizando técnicas de espectrometria de massas.

e Analisar e comparar a sequéncia da lectina dentro da subtribo Diocleinae.

e C(ristalizar a lectina utilizando a técnica de difusdo de vapor com a técnica de gota

suspensa.

e Obter dados de difracdo de raios X.

e Determinar a estrutura tridimensional da lectina por cristalografia de raios X.

e Analisar a associacdo de ConV com diversos carboidratos utilizando metodologias de

docking molecular.

e Avaliar o potencial edematogénico de ConV utilizando o modelo de edema de pata em

camundongos.

e Analisar a citotoxidade de ConV para células de glioma de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Purificacao da lectina de sementes de Canavalia virosa (ConV)

A purificagdo da lectina de Canavalia virosa foi realizada segundo protocolo
adaptado de Osterne e colaboradores (2014). Primeiramente as sementes foram descascadas e
submetidas a trituragdo através do uso de moedor elétrico (Cadence MDR301 Monovolt) até a
obtenc¢do de uma farinha fina. Posteriormente esta farinha foi ressuspensa em tampao Tris-HCI
pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, CaCl, 5 mM e MnCl, 5 mM, na propor¢ao de 1: 10 (p/v) e a
mistura foi mantida sob agitacao por 12 horas em temperatura ambiente. Esta mistura foi entdo,
submetida a centrifugagdo a 10.000 x g durante 20 minutos, o precipitado obtido foi descartado
e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro (Whatman™), coletado e denominado extrato
bruto. Esse extrato foi aplicado em coluna de afinidade com matriz de Sephadex®-G50
previamente equilibrada com o tampao de extracdo. As proteinas ndo retidas na matriz (P1)
foram eluidas com o tampao de equilibrio e a fragdo retida (P2) foi eluida com glicose 0,1 M
com NaCl 0,15 M. Foram coletadas fragdes de 1,5 mL e o fluxo utilizado foi de 2 mL/min. As
fragdes foram monitoradas por espectrofotometria em comprimento de onda de 280 nm. As

fragdes retidas foram reunidas, dialisadas exaustivamente contra 4gua destiladas e liofilizadas.

3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

A avaliagdo do grau de homogeneidade da amostra foi realizada utilizando-se SDS-
PAGE seguindo o protocolo descrito por Laemmli (1970) com algumas modificagdes. O gel de
separacao foi montado na concentragdo de 15 % de acrilamida (propor¢do de
acrilamida/bisacrilamida 30:0,8) preparado utilizando-se tampao tris-HCI 0,1 M pH 8.8
contendo SDS 1 %, persulfato de amoénio 0,1 % e TEMED 0,04 %. O gel de empilhamento foi
preparado na concentracdo de 4 % de acrilamida em tampao tris-HCI pH 6,8; SDS 1 %;
persulfato de amoénio 0,1 % e TEMED 0,04 %.

Uma aliquota da lectina liofilizada foi solubilizada em tampao de amostra contendo
tris-HC1 0,0625 M pH 6,8, glicerol 10 %, azul de bromofenol 0,02 % e SDS 1 %. Como tampao
de corrida foi utilizado Tris-HCI 0,025 M pH 8,8; glicina 0,192 M; SDS 0,1 %.

A corrida eletroforética foi realizada com amperagem constante de 25 mA, poténcia
de 5 W e voltagem variando até 150 V. Um marcador de massa molecular foi utilizado como
padrdo de comparacdo e era composto de: Fosforilase B (97 KDa), albumina sérica bovina (66

HDa), ovalbumina (45 KDa), anidrase carbonica (30 KDa) e inibidor de tripsina (20,1 KDa).
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Ap6s a corrida as bandas proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-
250 a 0,05%, dissolvido em metanol, 4cido acético e d4gua a uma proporcao 1:3,5:8 (v/v/v). O

excesso de corante foi retirado através de sucessivas lavagens com agua destilada aquecida.

3.3 Sequenciamento de ConV por espectrometria de massas

A sequéncia primaria de ConV foi determinada por espectrometria de massas
sequencial. O procedimento utilizado foi seguinte: inicialmente, a lectina foi submetida a SDS-
PAGE 12 % e as bandas foram excisadas e descoradas com bicarbonato de aménio 50 mM em
acetonitrila 50 %. Posteriormente, as bandas foram desidratadas com acetonitrila 100 % e secas
em SpeedVac (LabConco, Kansas, MO, EUA). Para a clivagem proteolitica, os géis foram
reidratados em bicarbonato de amdnio 50 mM contendo tripsina (Sigma-Aldrich) e
quimiotripsina (Sigma-Aldrich) na propor¢do de 1:50 p/p (enzima/substrato), a reacdo ocorreu
overnight na temperatura de 37 °C. Os peptideos obtidos foram extraidos em uma solucao de
acetonitrila 50 % contendo acido féormico 5 % e separados em coluna C18 BEH300 (100 x 100
mm) utilizando um sistema nanoAcquity™ (Waters Corp.). A coluna foi equilibrada com acido
formico 0,1 % e os peptideos retidos foram eluidos através de gradiente de acetonitrila (10-
85 %), contendo acido formico 0,1 % (fluxo de 600 pl/min). O sistema de cromatografia liquida
foi conectado a uma fonte de ioniza¢do nanoeletrospray de um espectrometro de massas hibrido
quadrupolo/mobilidade i6nica com aceleragdao ortogonal — tempo de voo (Synapt HDMS -
Waters Corp., Milford, USA). O espectrometro de massas operou em modo positivo, com a
temperatura da fonte e a voltagem do capilar ajustadas para 80 °C e 3,5 kV respectivamente. A
calibrag@o do espectrometro foi realizada previamente com os ions resultantes da fragmentacao
do peptideo [Glul]-Fibrinopeptideo B. Para realizacdo do experimento de LC-MS/MS foi
utilizada a fungdo DDA (analise direta de dados) selecionando os ions precursores duplamente
ou triplamente protonados, que foram fragmentados por dissociagdo induzida por colisdo (CID)
utilizando argénio como gas inerte € uma rampa de energia de colisdo que variou de acordo
com o estado de carga e a relacdo massa/carga do ion precursor. As sequéncias de peptideos
com sequéncia comum a outras proteinas dos bancos de dados foram determinadas por
comparagdo com as proteinas dos bancos de dados utilizando-se os programas ProteinLynx 2.4
(Waters) e MASCOT (Matrix Science.) Os demais peptideos foram determinados através de
interpretagdo manual dos espectros de CID com uso da ferramenta PepSeq presente no software

MassLyns v. 4.1 (Waters).
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3.4 Analise da sequéncia primaria de ConV

A sequéncia primaria obtida de ConV foi submetida a andlises por bioinformatica
para a determinag¢do da homologia/similaridade com outras proteinas do banco de dados nao
redundante do Nacional Center of Biotechnology Information (NCBI), para isso utilizou-se
ferramenta BLASTp (STEPHEN et al., 1997). As proteinas com maior similaridade foram
selecionadas para alinhamento multiplo e constru¢do da arvore filogenética através do
programa ClustalOmega (SIEVERS et al., 2011), o resultado do alinhamento foi representado
através do uso do ESPript 3 (ROBERT; GOUET, 2014. O pl (ponto isoelétrico) tedrico e a
massa molecular da proteina foram obtidos com uso da ferramenta ProtParam (WILKINS et

al., 1999).

3.4 Cristalizacio de ConV

Para a obtencdo de cristais, ConV foi solubilizada em Tris-HCI 25 mM pH 7,6
contendo a-metil-D-manosideo 5 mM na concentragdo final de 12,5 mg/mL. Esta solugdo foi
centrifugada a 4.000 x g por 10 min e o sobrenadante foi submetido a um screening inicial
utilizando o método da matriz esparsa (JANCARIK; KIM, 1991) através do uso dos kits Crystal
Screen I e II (Hampton Research™). Os kits sdo compostos por 50 condi¢des no Crystal Screen
I e 48 no Crystal Screen II, resultando em 98 condigdes que sdo indicadas para o crescimento
de cristais de proteinas. A montagem das placas de cristalizagdo foi realizada pelo sistema
automatizado Mosquito® Crystal (TTP Labtech) com gotas de 200 nL (100 nL da solucdo de
proteina + 100 nL da condicdo de cristalizagcdo) em placas de microtitulagdo de 96 pocos seladas
com ViewDrop™ II (placas de 96 pocos / 3 gotas por poco).

Posteriormente, as melhores condigdes obtidas no screening inicial foram
otimizadas visando a obtencao de cristais adequados a difracdo por raios X. Isso foi feito através
de variacdes no pH e na concentracdo dos precipitantes das solugdes de cristalizacdo. A
otimizagdo das condi¢des foi realizada em placas Linbro de 24 pocos e em cada pogo foi
colocado 300 pL de cada solugdo de otimizagdo. As gotas de cristalizagdo (2 pL da solugdo de
proteina + 2 pL da condicdo de cristalizacdo) foram montadas em laminulas 22 x 22 mm
previamente siliconadas. Os pogos foram vedados com silicone e deixados em repouso na

temperatura de 20 °C.
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3.5 Coleta de dados

Os padrdes de difracdo obtidos a partir do cristal de ConV foram obtidos na estacao
experimental MX2 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron na cidade de Campinas, Sao
Paulo. Antes do experimento de difragdo o cristal foi mergulhado em solucio crioprotetora
contendo glicerol para evitar a formacao de cristais de gelo durante a difracao. Os dados foram
coletados na temperatura de -173 °C mantida através de um fluxo de nitrogénio liquido. Para a
difracdo, o cristal foi devidamente posicionado na cabeca goniométrica do difratometro e
alinhado em relacdo ao feixe de raios X. Um conjunto completo de 180 imagens com um angulo
de oscilacao de 1 ° foi obtido através do uso do detector PILATUS2M™ (Dectris, Swiss). A
integragdo das intensidades do conjunto de imagens de difracdo de raios X foi realizada usando
o programa MOSFLM (programa livre encontrado no pacote colaborativo de programas
biologicos CCP4 (COLLABORATIVE COMPUTACIONAL PROJECT NUMBER 4, 1994;
LESLIE; POWELL, 2005), com isso o grupo espacial, os parametros de cela e a mosaicidade
puderam ser determinados. O escalonamento dos dados foi realizado pelo programa SCALA
(COLLABORATIVE COMPUTACIONAL PROJECT NUMBER 4, 1994), esse programa
monta um arquivo de intensidades com as observagdes Unicas. De posse dessas informacgdes a

qualidade dos dados foi verificada.

3.6 Resolucao e analise da estrutura

Apos a indexacao, integralizacao e escalonamento dos dados o proximo passo para
a resoluc¢do da estrutura tridimensional de uma proteina ¢ a resolucdo do “problema da fase”.
Para ConV foi utilizado o método de substitui¢do molecular com uso do programa MOLREP
(COLLABORATIVE COMPUTACIONAL PROJECT NUMBER 4, 1994; VAGIN;
TEPLYAKOV 1997). Os mondmeros das lectinas com maior similaridade foram selecionados
e testados, o programa realiza movimentos de rotacdo e translagdo desses mondmeros visando
o melhor posicionamento possivel junto as moléculas reais na rede cristalina. A escolha do
melhor modelo foi realizada analisando-se o escore e o fator de correlagdo dado pelo programa.

O modelo inicial gerado pelo MOLREP foi submetido a refinamento de corpo
rigido mediante o uso do programa REFMACS5 (COLLABORATIVE COMPUTACIONAL
PROJECT NUMBER 4, 1994; MURSHDOV et al., 2011), esse refinamento move a molécula

como um todo para encaixar na nuvem eletronica, apds esse refinamento foi realizado o
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refinamento de restricdes com o uso do software PHENIX v. 1.10-2155 (ADAMS et al., 2010),
os referenciais da resolugdo da estrutura foram os valores de Rfactor e Rfree.

Refinamentos posicionais, correcao de parametros geométricos e adigao de ligantes
e aguas foram realizados no programa WinCOOT (EMSLEY et al., 2010) Todos os passos
manuais foram seguidos de ciclos de refinamentos posicionais e monitoramento dos valores de
Rfactor e Rfree. As analises estereoquimicas, dos angulos de ligagdo, distancias interatdmicas
e interagdes foram checadas manualmente com ajuda do grafico de Ramachandran e a andlise
final da qualidade da estrutura foi realizada através dos programas MolProbity (CHEN et al.,
2010) e PDB validation tool (READ et al., 2011). As anélises estruturais e figuras foram feitas
com auxilio do programa PyMol (SCHRODINGER, LLC). As distancias interatdmicas no DRC
e no sitio de ligagdo a metais foram visualizadas no programa LigPlot+ (WALLACE;

LASKOWSKI; THORNTON, 1996).

3.7 Sobreposicao da estrutura de ConV com outras lectinas de Diocleinae

A estrutura tridimensional de ConV foi comparada a outras lectinas extraidas de
plantas da subtribo Diocleinae. A escolha das lectinas para a sobreposi¢ao foi realizada pelo
programa BLASTp do NCBI utilizando como banco de dados o Protein Data Bank (PDB). As
lectinas com melhor escore de alinhamento tiveram suas estruturas tridimensionais comparadas
com a estrutura de ConV. A comparagao foi realizada pelo programa PyMol e o resultado foi
expresso como o desvio médio da raiz quadrada (RMSD), esse dado representa a medida da
distancia média entre os atomos de proteinas sobrepostas, uma sobreposicdo perfeita possui

RMSD de 0 e quanto maiores os valores maiores as diferengas entre as proteinas.

3.8 Analise da interacio de ConV com carboidratos por Docking molecular

A andlise da interagdo de ConV com diferentes carboidratos foi testada por docking
molecular. O DM foi realizado utilizando o software CLC Drug Discovery Workbench v. 2.5
(CLC Bio, Boston, MA, USA), uma plataforma para a predicao da interagdo entre proteinas e
ligantes. O raio selecionado foi 11 Da ao redor do dominio de reconhecimento a carboidratos e
o maximo de interacdes foi determinado como 5000. Os agucares testados foram: N-acetil-D-
manosamina, N-acetil-D-glucosamina, trealose, a-metil-D-manosideo, alfa-metil-D-glicosideo,
maltose, D-glucose, D-manose, manose-a-1,2-D-manose, manose-a-1,3-D-manose, manose-o-

1,4-D-manose, manose-a-1,6-D-manose e o trimanosideo man-a-1,3-D-man-a-1,6-D-manose.
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A energia de interagdo entre a proteina e o ligante foi expressa na forma de um escore em
unidades arbitrarias (Valores mais negativos indicam uma interagdo mais forte). As interagdes
entre a proteina e o ligante foram determinadas com o uso do programa LIGPLOT+. As imagens

do docking foram feitas com o programa PyMol.

3.9 Edema de pata

O modelo experimental de edema de pata em camundongos foi empregado para se
verificar a capacidade da lectina de desencadear um processo inflamatorio. Foram utilizandos
camundongos Swiss machos (20-25 g) mantidos em ambiente controlado (ciclo circadiano, 25
°C, comida e 4gua a vontade). Os experimentos foram conduzidos de acordo com os principios
para uso de animais na pesquisa (diretrizes NIH) e foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual do Ceara (UECE - n° 10130208-8/40)

O edema de pata foi induzido por inje¢do subcutanea intraplantar de ConV na
concentracao de 10 mg/kg solubilizada em NaCl 0,9 % estéril, o grupo controle recebeu apenas
a salina estéril (NaCl 0,9 %; 0,01 mL/pata). O edema foi mensurado comparando o volume de
liquido deslocado entre os camundongos testes e controles de 30 minutos a 24 horas apos as
injecdes utilizando um pletismometro (PanLab, LE 7500-Spain). Os dados foram expressos
como um aumento no volume da pata (em pL) durante o experimento subtraido do volume
basal, medido no tampo zero, ou como area sob a curva (AUC) (unidades arbitrarias). Para se
verificar a importancia do dominio de ligacdo a carboidrato no processo edematogénico
provocado pela lectina tentou-se a inibi¢do com glicose. Para isso a solugdo da lectina foi
incubada com o agucar inibitdrio glicose (0,1 M) por 60 minutos a 37 °C antes da injecdo. A
lectina e o agucar também foram incubados em solucdes separadas nas mesmas condi¢des
experimentais como controles.

Os dados foram expressos como uma média + o erro estatistico padrao analisado
pelos testes de variancia de dois sentidos (ANOV A) e de Bonferroni. A significancia estatistica

foi fixada em p < 0.05. Todos os protocolos foram realizados usando 6 a 8 animais por grupo.

3.10 Inducio de morte autofagica de gliomas pela ConV

Para avaliacdo da citotoxicidade em células tumorais, o método utilizado foi o

ensaio colorimétrico com sal de tetrazolio 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio
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(MTT), proposto por Mosmann (1983). Para a realiza¢do do ensaio, uma suspensao células C6
(linhagem celular de glioma de rato), com concentracdo de 50.000 células/mL, obtidas apds
dissociagdo quimica por tripsina, foram distribuidas em placas de 96 pocos (100uL/poco). As
placas foram incubadas por 24 h, a 37 °C, em estufa de CO2 (5 %) até a confluéncia. Apos 24
h, os pocos foram tratados, em diferentes concentracdes de ConV (10, 30, 50 e 100 pg/mL).
Decorridas as 24 h de incubacdo com as lectinas, o meio de cada pogo foi
substituido por 100 pL. de uma solu¢ao de MTT a 0,5 mg/mL diluido em tampao HBSS pH 7,2
(NaCl 137 mM; Na,HPO4 0,63 mM; NaHCO3 4,17 mM; KCI 5,36 mM; KH>PO4 0,44 mM;
CaCly 1,26 mM; MgSO4 0,41 mM; MgCl, 49 mM e glicose 5,55 mM). As placas foram
incubadas por 1 h em estufa a 37 °C. Em seguida, o meio contendo MTT foi retirado e se
adicionou 100 uL. de DMSO/poco para dissolugdo dos cristais de formazana. A placa foi agitada
por 5 min a temperatura ambiente para que toda a formazana fosse dissolvida e a absorbancia
foi medida em espectrofotometro (Labsystems Multiskan MS 352, Haverhill, MA, USA) a 540
nm. Os valores de absorbancia, medidos para cada concentracdo de cada amostra, foram
transformados em porcentagens de viabilidade celular (X %), em relagdo a média dos controles
celulares, considerados 100% vidveis. Os dados foram expressos como uma média + média do

erro padrao (n=3). p< 0,05 comparado ao controle (*).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacdo e SDS-Page de ConV

A lectina de sementes de Canavalia virosa, denominada ConV, foi purificada em
um unico passo cromatografico utilizando cromatografia de afinidade em matriz de Sephadex-
G50. Apds a remocgdo das proteinas que ndo interagiram com a matriz, a lectina purificada foi
eluida com glicose 0,1 M. O cromatograma ¢ mostrado na figura 14A.

A determinacao do grau de pureza da preparagao foi determinada por eletroforese
em gel de poliacrilamida 15 % na presenga de SDS. Pode-se verificar que a lectina apresenta
um padrao de bandas semelhante a outras lectinas ConA-/ike com uma banda de peso molecular
aparente de 29 kDa (cadeia alfa) e outras duas de 14 e 12 kDa respectivamente (cadeias beta e
gama) (Figura 14B). Também se verifica que a lectina esta com elevado grau de pureza. Tanto
o protocolo de purificacdo quanto o perfil cromatografico de ConV nao diferiram dos de outras

lectinas da subtribo Diocleinae (OSTERNE et al., 2014).

Figura 14 - Cromatograma do extrato bruto em Sephades-G50 e SDS-Page de ConV.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A) Perfil de elui¢do do extrato bruto aplicado em cromatografia de afinidade
Sephadesx-G50. Aplicou-se aproximadamente 12 mL de extrato na matriz (7 x 2 cm) previamente equilibrada com
a solugdo de extracdo. A fragdo ndo retida foi eluida com a solugdo de equilibrio e a fra¢do retida foi eluida com a
solucdo de extracdo adicionada de glicose 0,1 M. Foram coletadas fracdes de aproximadamente 1,5 mL e o
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contetido proteico foi acompanhado por espectrofotometria a 280 nM. B) Raias 1 — Marcadores moleculares
(Fosforilase b 97 kDa, BSA 66 kDa, Ovoalbumina 45 kDa, Anidrade Carbonica 29 kDa, Inibidor de Tripsina 20
kDa) e raia 2 — ConV pura.

4.2 Sequenciamento e analise da sequéncia de ConV

Para a obtencdo da sequéncia completa de ConV, a proteina foi digerida com as
enzimas Tripsina e Quimiotripsina. Foram sequenciados 10 peptideos tripticos e 10 peptideos
quimiotripticos. Como resultado do sequenciamento foram obtidos 230 aminoacidos (97 % da
sequéncia), os sete aminodcidos restantes foram obtidos por seobreposi¢ao com outras lectinas
de Canavalia e por analise da densidade eletronica conforme serd mostrado mais a frente. O pl
teorico calculado pelo ProtParam foi de 5,43 e massa de 25.480,3 Da. A massa molecular
calculada pelo ProtParam foi bastante proxima da massa calculada por MS de 25.480 Da
(OSTERNE et al., 2014), esse dado assegura a confiabilidade da sequéncia obtida. A sequéncia
obtida foi depositada no banco de dados UNIPROT com o cdédigo COHJY1 e se mostrou
diferente da sequéncia depositada da lectina de Canavalia virosa (P81461) indicando que a
sequéncia depositada continha erros. O resultado do sequenciamento ¢ mostrado na figura 15.

Analises comparativas da sequéncia primaria da lectina de Canavalia virosa
(ConV) com outras lectinas da subtribo Diocleinae mostraram um alto grau de similaridade
entre as sequéncias dessas proteinas. A sequéncia de ConV apresentou 99 % de similaridade
com a lectina de Canavalia ensiformes (ConA), 99 % com a lectina de Canavalia gladiata
(CGL), 98 % de similaridade com a lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr), 98 % de
similaridade com a lectina de Canavalia boliviana (ConBol), 91 % de similaridade com a
lectina de Canavalia grandiflora (ConGF), 82 % de similaridade com a lectina de Dioclea
violacea (DVL), 83 % com a lectina de Cratylia mollis (CRA), 82 % com a lectina de
Camptosema pedicellatum (CPL). O alinhamento multiplo de ConV com as lectinas citadas

acima esta mostrada na figura 16.
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Figura 15 - Sequéncia de aminoacidos de ConV obtida por espectrometria de massas.

ADTIVAVELD TYPNTDIGDP SYPHIGIDIK SVRSKKXTAKW NMONGKVGTA
P ———— N | [t
s e

HIIYNSVGKR LSAVVSYPNG DSATVSYDVD LDNVLPEWVR VGLSASTGLY

KETNTILSWS EFTSKLKSNST HETNALHEVE NQEFSKDQKDL ILOGDATTGT

| e T12-——————- | | ———=————- T16---

e e o |

DGNLELTRVS SNGSPQGSSV GRALFYAPVH IWESSAVVAS F EFLITH

——————— | | --=-=-T18--=-=| |--===--Q10-----—-| e
e Qe |

Fonte: Elaborado pelo autor. A sequéncia de ConV foi obtida a partir da sobreposi¢do dos peptideos tripticos e
quimiotripticos e comparagdo com a estrutura depositada de outras lectinas de Canavalia.
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Figura 16 — Alinhamento multiplo entre a lectina de Canavalia virosa e outras lectinas extraidas de sementes da
subtribo Diocleinae.

ConV

ConV
CGL
ConM
ConA
ConBol
ConBr
ConGF
DVL
CRA
CPL

YKETNTILSWSFTSKLK
_YKETNTILSWSFT°KLK”

ConV
CGL
ConM
ConA
ConBol
ConBr
ConGF
DVL
CRA
CPL

i e e e viffn o offfeniffe o}

ConV

ConV
CGL
ConM
ConA
ConBol
ConBr
ConGF

DVL
CRA
CPL

inKSAVVASFDATFTFLIKSEDR
WSS AVVASFIMJATF TF L IKS|SDJR
EIWIS AVVASFEATFTFLIKSEHDE

. TR
UWWDEIIIEI

Fonte: Elaborado pelo autor. A imagem foi produzida inserindo-se o alinhamento multiplo na ferramenta ESPript
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Apesar destas lectinas vegetais possuirem alta similaridade entre si, pequenas
alteragdes na sequéncia resultam em alteracdes considerdveis em suas propriedades fisico-
quimicas e biologicas, sendo assim, cada lectina deve ser estudada isoladamente e ter seu
potencial de aplicacdo analisado (BEZERRA et al., 2013; CORREIA et al., 2011;
NASCIMENTO et al., 2012; PINTO-JUNIOR et al., 2013; SANTIAGO et al., 2014).

Essa alta conservagao na sequéncia primaria dessas lectinas ocorre de forma mais
significativa em algumas regides de suas estruturas como nos residuos de aminoacidos
envolvidos no dominio de reconhecimento a carboidratos (Tyrl12, Asnl4, Leu99, Tyrl100,
Asp208 e Arg228), no sitio de ligacdo a metais (Glu8, Aspl10, Tyrl12, Asnl4, Aspl9, His24,
Val32, Ser34, Asp208 e Arg228) bem como nos aminoacidos da cavidade hidrofobica (Tyr54,
Leu81, Leu85, Val89, Val9l, Phelll, Serl13, Vall79, Ile181, Phel91, Phe212 e Ile214)
(CAVADA et al., 2001; PEREIRA-JUNIOR, 2014). Esses aminoacidos estdo todos presentes
na estrutura de ConV.

Uma caracteristica de algumas lectinas da subtribo Diocleinae ¢ a presenca de
equilibrio dimero-tetraimero dependente de pH. Estudos anteriores realizados demonstraram
que a substitui¢do da histidina por asparagina na posi¢do 131 ¢ capaz de desordenar o loop 117-
123 e reduzir os contatos entre os dimeros. Na forma ordenada ocorre uma estabilizagdo da
forma tetramérica e a lectina nao apresenta equilibrio dimero-tetraimero dependente de pH. A
estrutura de ConV possui uma asparagina na posicao 131. Isso da um indicio de que a lectina
apresenta equilibrio dimero-tetramero dependente de pH. Trabalhos anteriores também
mostram que somente essa alteracdo nao ¢ capaz de determinar por si a presenga ou auséncia
do equilibrio, mas sim dar um primeiro indicio do mesmo (NAGANO et al., 2008; ZAMORA.-
CABALLERO et al., 2015).

4.3 Resolucio da estrutura de ConV

4.3.1 Cristalizacdo de ConV

ConV foi cristalizada a partir de uma solugdo em torno de 12,5 mg/mL de proteina
solubilizada em Tris-HCI 25 mM pH 7,6 contendo o-metil-D-manosideo 5 mM. O agucar foi
utilizado para estabilizar o DRC da lectina e, consequentemente, o restante da molécula,
facilitando o empacotamento cristalino. Cristais foram obtidos pelo uso do método de difusao
de vapor em gota suspensa e cresceram em uma semana (Figura 17) com a placa sendo deixada

em repouso a temperatura constante de 20 °C. A melhor condi¢do para o crescimento dos
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cristais foi a condi¢do 42 do Crystal Screen II (Hampton Research™), composta por Tris-HCl

0,1M pH 8,5; sulfato de amonio 1,5 M e glicerol 12 % (v/v).

Figura 17 - Cristal de ConV.

Fonte: Elaborado pelo autor. Cristais obtidos a partir da otimizagdo da condigdo 42 do do Crystal Screen II. Os
cristais cresceram em uma semana na temperatura constante de 20 °C.

4.3.2 Coleta de dados

Apds a aplicacdo da solucdo crioprotetora, foram coletados os dados de difragao de
raios X dos cristais de ConV com o-metil-manosideo utilizando como fonte de radiag¢do a
estacao MX2 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (Campinas, Sao Paulo), comprimento
de onda de 1,47 A usando um detector PILATUS2M™. Foram coletadas 180 imagens, com um
angulo de oscilacdo igual a 1°. Os dados foram processados pelo programa MOSFLM e
escalonados pelo software SCALA.

Os dados de difracao dos cristais de ConV com alfa-metil-D-manosideo foram
coletados a 2,52 A de resolugdo. Apos a indexagido dos dados determinou-se como grupo
espacial o primitivo ortorrombico P2122 (angulos o = 3 =y = 90°) e os parametros de cela (a
=60,25; b=81,74 e c = 86,93). Todas as imagens foram utilizadas no processo de indexag¢ao.
O coeficiente de Matthews (2,14 A3/Da) e a presenga de 42,62 % de solvente indicaram a

presenga de dois mondmeros na unidade assimétrica.

4.3.3 Resolucdo da estrutura

O proximo passo para a resolugdo da estrutura foi a substituicdo molecular onde foi

utilizado o modelo de uma lectina semelhante para resolver o problema da fase. A estrutura
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utilizada como modelo de busca foi a da lectina de Canavalia maritima (PDB: 20W4), com a
qual a ConV possui 99 % de identidade. A substituicdo molecular foi realizada pelo programa
MOLREDP, integrante do pacote CCP4. Os parametros avaliados foram o wRfactor = 0,35 ¢ o
Score = 0,65 que indicaram que o modelo escolhido era adequado para a substituicdo molecular.

ApoOs a substituicdo molecular, a estrutura obtida foi submetida a 20 ciclos de
refinamento de corpo rigido pelo programa REFMACS e 3 ciclos de refinamentos de restri¢des
pelo programa PHENIX. A finalidade desses refinamentos foram encontrar um melhor ajuste
da molécula na unidade assimétrica e, consequentemente, encontrar uma maior concordancia
entre o modelo proposto e a estrutura real da molécula, através do encaixe do modelo na mesma
posi¢do que a molécula real ocupa na sua rede cristalina. A avaliacdo dos resultados foi feita
analisando o Rfactor e o Rfree.

Eventuais corre¢des nas posi¢des dos aminodcidos foram realizadas utilizando-se o
programa WinCOOT, esse programa também foi utilizado para a adicdo dos ligantes e das
moléculas de d4gua. Apds o ultimo refinamento a resolugio final se manteve em 2,52 A, o valor
de Rfactor fechou em 0,1891 e o Rfree em 0,2492.

A qualidade estereoquimica do modelo foi comprovada pelo MolProbity e PDB
validation tool. O grafico de Ramachandran mostrou que ndo hé residuos em regides nao
permitidas e que 96,2 % dos residuos estdo em regides favoraveis (Figura 18). O RMSD das
ligagdes e dos angulos em relacio ao obtido experimentalmente foi 0,014 e 1,69 A
respectivamente, conforme esperado, os desvios estdo concentrados em regidoes de loops. A
tabela 1 contém os dados de difracao, substituigdo molecular, refinamento e alguns dados de

validagao.



Figura 18 - Grafico de Ramachandran da estrutura final de ConV.
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Tabela 1 — Dados de difragao, substitui¢do molecular, refinamento e validagao.

Parametros Valores
Coleta de dados

Comprimento de onda 1,47 A
Grupo espacial P21221
Parametros da cela unitaria A

A 60,25

B 81,74

C 86,93
Numero de reflexdes totais 68.816
Numero de reflexdes unicas 14.761
Numero de moléculas por unidade assimétrica 2

Limite de resolucao 42,37 —-2,523
Rmerge (%) 0,095 (8,2)¢
Completeza (%) 92,1 (95,4)¢
Multiplicidade 4,7 (4,2)4
1/(0) 11,7 (14,7)¢
Substituicao molecular

Coeficiente de correlacao 65,0
Rfactor (%) 35,0
Refinamento

Faixa de resolucdo (A) 36,99 — 2,523
Rfactor(%) 18,91
Rfree(%) 24,92
Numero de residuos em unidade assimétrica 474
Numero de moléculas de agua 102
R.M.S.D

Comprimento de ligagdo (A) 0,014
Angulos de ligagdo (graus) 1,69

Média do B fator para toda a cadeia da proteina () 28,33
Grafico de Ramachandran

Residuos em regides mais favorecidas (%) 96,2
Residuos em regides adicionalmente permitidas (%) 3.8
Residuos em regides ndo permitidas (%) 0,0

4.4 Estrutura tridimensional de ConV
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Do mesmo modo que os mondmeros das lectinas de leguminosas, 0 mondmero de

ConV exibe o dominio jelly-roll. Com os dados obtidos se tem um dimero na unidade

assimétrica com 474 residuos de aminoacidos, 2 ligantes a-metil-D-manosideo, 102 moléculas

de 4gua, 2 ions de calcio e 2 ions de manganés. A representacdo do dimero presente na unidade

assimétrica pode ser vista na figura 19.
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Figura 19 - Estrutura do dimero de ConV presente na unidade assimétrica.

Fonte: Elaborado pelo autor. Em amarelo e azul se tem os mondmeros de ConV exibindo o dominio jelly-roll. Os
ions metalicos estdo representados como esferas (verde — Ca ¢ roxo — Mn), o a-metil-D-manosideo esta
representado como stick com carbonos em amarelo.

Em condi¢des naturais, as lectinas ConA-like se oligomerizam e se apresentam na
forma tetramérica, formada por dimeros de dimeros canonicos (BARROSO NETO, 2010). A
analise de PISA confirmou o arranjo tetramérico para ConV. A estrutura final de ConV ¢

mostrada na figura 20.
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Figura 20 - Estrutura tetramérica de ConV.

Fonte: Elaborado pelo autor. Em verde e azul se tem os dimeros de ConV na representagdo de cartoon. Os fons
metalicos estdo representados como esferas (laranja — Ca e roxo — Mn) e os o-metil-manosideos estdo na
representacdo de sticks com carbonos em amarelo.

Na estrutura, ConV estd complexada com a-metil-D-manosideo, que foi modelado
na lectina utilizando o mapa de densidade eletronica nao explicado. No DRC a ASN14 forma
ponte de hidrogénio com o O4 do manosideo, LEU99 com 0 O5, TYR 100 com 0 O6 ¢ ARG228
com O3 e O4. Interagdes hidrofobicas entre ligante e os aminoécidos: TYR12, GLY9S,
ALA207, ASP 208 e ARG 228 também contribuem para a liga¢ao da lectina com o carboidrato.

Uma representacdo do DRC e das interagdes pode ser vista na figura 21.
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Figura 21 — Representagdo e LigPlot do DRC de ConV.

A)

Fonte: Elaborado pelo autor. A) Representacdo do DRC de ConV, os aminoacidos que interagem e o ligante estdo
na representag@o de sticks (carbonos em verde para os aminoacidos e carbonos em amarelo para o ligante). Os
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metais estdo representados como esferas (amarelo — Ca e roxo — Mn), tracejados azuis representam ligagdes polares
e B) LigPlot das interagdes entre o a-metil-manosideo (MMA) e os aminoacidos.

A estrutura de ConV possui um sitio de ligagdo a metais formado por residuos
conservados. O sitio de ligagdo a metais se encontra proximo ao DRC e a ligacdo aos ions
favorecem interagdes que auxiliam na estabilizagdo do DRC (Figura 22). Quatro aminoécidos

e duas moléculas de agua coordenam cada ion.

Figura 22 - Representagao do sitio de ligagdo a metais de ConV.

TYR12

ASP19

CcA HIS24

ASP10

GLU8

Fonte: Elaborado pelo autor. As esferam representam os ions metalicos (verde- Ca / roxo — Mn).

No caso da ConV o0 manganés ¢ coordenado pelos residuos Glu8, Asp10, Asp19 e His24;
e o calcio ¢ coordenado pelos residuos Aspl0, Tyr12, Asnl4 e Aspl19 (Figura 23). Além desses,
as moléculas de dgua ligam indiretamente os residuos de 1le32 e Ser34 ao manganés e Asp208
e Arg228 ao célcio. A ligagdo peptidica entre Ala207-Asp208 ¢ isomerizada pela presenca dos
metais divalentes que provocam a mudanca da orientacdo da cadeia lateral e estabilizam a
ligacdo cis ndo usual (DELATORRE et al., 2007; GARCIA-PINO ef al., 2006; LORIS et al.,
1998).
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Figura 23 — LigPlots do sitio de ligagdo a metais de ConV

A)

B) ¢ Aspl9
CB

OF2

Aspl0

Fonte: Elaborado pelo autor. A) LigPlot da coordenagdo do calcio pelos residuos: ASP10, TYR12, ASN14 e
ASP19, B) LigPlot da coordenagdo do manganés pelos residuos: GLU8, ASP10, ASP19, HIS24.

Da mesma forma que outras lectinas de Diocleinae, o sitio hidrofébico na estrutura
de ConV esta posicionado na interface de contato dos monomeros que formam o dimero
canonico. Esse sitio foi primeiramente descrito para a lectina de Canavalia gladiata
(DELATORRE et al., 2007) e ja foi descrito para diversas lectinas de Diocleinae como por
exemplo: ConBr, CRL I, ConBol, DRL entre outras (BARROSO-NETO, 2010). Os residuos
deste sitio sdo conservados nas lectinas de Diocleinae (ASN124, ALA125, LEU126, GLN137,
ASP139 e VAL179) e estdo todos presentes na estrutura de ConV, porém diferentemente do
que foi visto para algumas lectinas como a CGL, ConGF e ConBr nao foi visto a presenca de
aminoacidos ndo-proteicos como o acido a-amino butirico (BARROSO-NETO et al., 2014;
BEZERRA et al., 2011; DELATORRE et al., 2007).

Foram realizadas sobreposi¢cdes da estrutura do mondomero de ConV com os
monomeros das lectinas com maior escore de alinhamento que foram as extraidas de: Cavavalia
maritima (ConM), Canavalia ensiformes (ConA), Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia
gladiata (CGL), Canavalia boliviana (ConBol), Dioclea guianensis (DGui), Dioclea rostrata
(DRL), Dioclea violacea (DVL) e Canavalia grandiflora (ConGF). Os resultados estdo

mostrados na tabela 02.
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Tabela 2 — RMSD resultante da sobreposi¢ao da estrutura resolvida de ConV com outras lectinas de Diocleinae.

Proteina RMSD
ConV (Estrutura resolvida) 0.0
ConM (PDB: 2CWM) 0,310
ConA (PDB: 2CTYV) 0,332
ConBr (PDB 1AZD) 0,340
CGL (PDB: 1WUYV) 0,359
ConBol (PDB: 4K1Y) 0,365
DGui (PDB: 1H9W) 0,369
DRL (PDB:2ZBJ) 0,374
DVL (PDB 2GDF) 0,382
ConGF (PDB: 41L.8Q) 0,476

Como observado na tabela acima ConV apresentou maior similaridade estrutural
com a lectina de Canavalia maritima confirmando a escolha que havia sido feita para a
substituicdo molecular. Como esperado a sobreposi¢do de ConV com lectinas de Canavalia
obteve valores de RMSD menores do que com as lectinas de Dioclea. Diferentemente do que
se esperava, a lectina de Canavalia gladiata ticou abaixo das lectinas ConM, ConA e ConBr
isso indica que, apesar da alta homologia entre essas duas lectinas, o posicionamento de alguns
aminoacidos difere sutilmente nas duas estruturas (SOUSA et al., 2003; DELATORRE et al.,
DELATORRE et al., 2007). Outro dado observado foi o elevado RMSD entre as estruturas de
ConV e a da lectina de Canavalia grandiflora comparativamente com as outras lectinas
testadas, isso se deve, possivelmente, ao fato que que a estrutura de ConGF possui diferengas
estruturais significativas dentro da subtribo Diocleinae (BARROSO-NETO et al., 2014). A
sobreposi¢ao do DRC e do sitio de ligagdo a metais de ConV e ConM pode ser vista na figura

24.
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Figura 24 — Sobreposi¢do do DRC e do sitio de ligagdo a metais de ConV e ConM

A) B)

Fonte: Elaborado pelo autor. Os aminoacidos estao representados como sticks, ConV — carbonos em verde e ConM
— cabonos em azul. A) Sobreposi¢cdo do DRC de ConV ¢ ConM e B) Sobreposi¢ao do sitio de ligagdo a metais das
duas lectinas.

4.5 Atividades biologicas

Verificando-se o efeito edematogénico de ConV injetada por via subcutanea
intraplantar na concentracao de 10 mg/Kg, observou-se que a lectina, na dose testada, induziu
um efeito edematogénico que se iniciou com 30 min (65 + 5.06 uL) e durou4 h (35 £ 5.31 pL).
O efeito edematogénico de ConV (285 + 26.95; AUC) foi parcialmente inibido por sua
associacdo com glicose (180 £+ 16.7; AUC). Tanto a glicose (75.62 = 19.07; AUC) quanto a
salina (70 = 12.99; AUC) isoladamente ndo tiveram efeito consideravel no processo

inflamatoério (Figura 25).
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Figura 25 — Resultados do modelo de edema de pata utilizando ConV.

-Salina - ConV (10 mglkg)
A) B) 3507 -Con\r {10 mgikg + glic 0,1 M) I Glic (0,1 M)
—a— Salina —e— ConV {10 mg/Kg) *
100 5 —a— ConV (10 ma/Kg) + Glic 0,1 M —v— Glic 0,1 M 3007

AUC (unidades arbitrarias

Edema (pL)

Tempo (h)

Fonte: Elaborado pelo autor. A) Dados expressos como o aumento do volume da para em pL e B) Dados expressos
como area sob a curva (AUC) (Unidades Arbitrarias). Média + média do erro padrao (n=6). p< 0,05 comparado a
salina (*) ou ConV (#).

ConV apresenta efeito inflamatério que foi parcialmente reduzido pelo agucar
inibitorio glicose mostrando a importancia do DRC na atividade inflamatéria de ConV.

Adicionalmente, o efeito edematogénico foi de curta dura¢do (30 min — 4 h),
diferentemente da carragenana, agente flogistico cldssico, que gera um efeito edematogénico
através de uma resposta bifasica: uma resposta inflamatoria inicial que dura 6 h e uma resposta
tardia com pico em 72 h, diminuindo com 96 h (HENRIQUES et al., 1987; POSADAS et al.,
2004). Mediadores inflamatérios com origem nos mastdcitos, como histamina, serotonina e
oxido nitrico tem papel importante nas fases iniciais do edema induzido por carragenana (DI
ROSA et al., 1972). Porém, as fases tardias envolvem infiltragdo de neutrdfilos e ¢ mantida pela
producdo de prostaglandina E2, citocinas e Oxido nitrico (SALVEMINI et al., 1996;
VINEGAR; SHREIBER; HUGO, 1969; WELDMORE; WILLIAMS, 1981). Entdo ¢ possivel
que ConV ative diferentes cascatas de liberagdo de mediadores da inflamagdo. J& se foi visto
que a aplicagdo local de lectinas isoladas do género Canavalia elicitam inflamacao local
induzindo edema de pata e/ou migracdo de neutrofilos como as lectinas de: Canavalia
brasiliensis, Canavalia gladiata, Canavalia maritima (ASSREUY et al., 2009) e Canavalia
grandiflora (SIMOES et al., 2012). Um outro dado importante é que o tempo do efeito
inflamatério dessas lectinas varia enormemente. Para efeito de comparagao e efeito
edematogénico de ConBr e CGL durou 32 h enquanto ConM durou 5 h (ASSREUY et al.,
2009).
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O teste do MTT baseia-se no principio da conversdo do substrato de cor amarela
(MTT) em cristais de formazan, de cor violeta pelas desidrogenases mitocondriais
(MOSMANN, 1983). Como resultado deste teste se verificou que ConV ¢ capaz de reduzir
significativamente a viabilidade celular dos gliomas de forma dose-dependente (Figura 26). O
ICso calculado para a lectina foi 58,8 pg/mL. A redugdo da viabilidade celular induzida por
ConV ocorre provavelmente porque a lectina ¢ capaz de induzir um processo autofagico nessas

células.

Figura 26 - Grafico de concentragdo x viabilidade celular mostrando os resultados dos testes de citototoxicidade.

*

Viabilidade celular (%)
\J
n
L

C 10 30
ConV (pg/mL)

50

Fonte: Elaborado pelo autor. Média + média do erro padrao (n=3). p< 0,05 comparado ao controle (*).

Estudos anteriores mostraram a capacidade de ConA de induzir morte de células de
glioma na linhagem de células de glioma humano U87. Foi mostrado que essa atividade se deve
a regulagdo da proteina MT1-MMP (proteina de membrana — metaloproteinase tipo 1), uma
glicoproteina fortemente expressa em gliobastomas radio- e quimioresistentes. Essa proteina €
responsavel por mediar a sinalizacdo pré-apoptotica e autofagica em células de cancer do
cérebro. Acredita-se que ConV induza o processo autofagico pelo mesmo mecanismo
(BELKAID et al., 2007; GINGER et al., 2000; PRATT; ROY; ANNABI, 2012).

Considerando os resultados do teste de edema de pata e citotoxicidade para células
de glioma pode-se sugerir que o processo inflamatério agudo elicitado pela lectina se
correlaciona positivamente com o potencial anticancer da mesma visto que durante o processo
inflamatério ha expressao de genes que podem inibir o processo cancerigeno bem como ha uma

participagdo do sistema imune que também atua nesse processo.
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4.7 Docking molecular

O primeiro passo da realizacdo do docking foi a validagdo do protocolo. Para esse
processo foi feito o docking do ligante da estrutura cristalina (a-metil-D-manosideo) no intuito
de se tentar reproduzir o modo de ligagdo original. Como resultado se verificou que o alfa-
metil-manosideo ligou da mesma forma no qual foi vista na estrutura cristalografica validando,
desta forma, as configuragdes para o docking.

O segundo passo foram as simulagdes com os carboidratos. Como resultado se
verificou que todos os agucares testados se ligaram de forma favoravel ao dominio de

reconhecimento a carboidrato. Os scores obtidos estdo mostrados na tabela 03.

Tabela 3 — Escores obtidos no docking de ConV com diversos carboidratos.

Carboidrato Escore
N-acetil-D-manosamina -47,98
Trealose -47,42
o -metil-D-manosideo -43,68
o -metil-D-glicosideo -43,27
Maltose -43,11
D-manose -40,75
D-glicose -40,56
N-acetil-D-glicosamina -37,19
D-Manose-a-1,2-D-manose -54,34
D-Manose-a-1,3-D-manose -58,24
D-Manose-a-1,4-D-manose -45,31
D-Manose-a-1,6-D-manose -53,27
D-Man-a-1,3-D-man-a-1,6-D- -56,08
manose

Em geral os valores de score obtidos correlacionam bem com os dados que se tem
na literatura sobre a afinidade de lectinas de Diocleinae (DAM et al., 2011; OSTERNE et al.,
2014; PINTO-JUNIOR et al, 2013; SANTIAGO et al, 2014). Como mostrado na tabela acima,

ConV possui alta afinidade por di- e trimanosideos, principalmente pelo dimanosideo- al,3 que
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obteve score de -58,24 e o trimanosideo com score -56,08. A representacdo do CRD e o LigPlot

de ConV com o dimanosideo a-1,3 sdo mostrados na figura 27.

Figura 27 — Representagdo e LigPlot do DRC de ConV ligado ao dimanosideo manose-a-1,3-manose como
mostrado pelo docking molecular.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A) Representacdo do DRC ligado ao dimanosideo (M13), os aminoacidos
participantes da ligagdo (LEU99, GLY98, TYR100, ASP208, THR226, ARG 228) estdo representados como sticks
com carbonos em verde, o M13 esta representado com carbonos em amarelo e B) LigPlot da interacdo entre a

lectina e 0 M13.

Estas analises suportam a hipotese que a lectina € capaz de interagir com os N-
glicanos presentes nas glicoproteinas envolvidas no processo inflamatorio desencadeando os
efeitos observados tanto no teste do edema de pata quanto no teste de citotoxicidade
(OSTERNE, 2013; TEIXEIRA et al., 2014). Sugere-se que as interacdes de ConV com N-

glicanos contendo high-manose sao responsaveis pela atividade biologica da lectina.
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5 CONCLUSAO

Através da realizacdo desse trabalho foi possivel obter a estrutura primdria e
tridimensional da lectinas extraida de sementes de Canavalia virosa. ConV apresentou alta
homologia sequencial com as lectinas manose/glicose da mesma subtribo. A estrutura
tridimensional de ConV também mostrou alta similaridade com lectinas de Diocleinae com alta
conservagao tanto no dominio de reconhecimento a carboidratos quanto no sitio de ligagao a
metais. A intera¢do de ConV com o a-metil-D-manosideo também foi elucidada e parece seguir
os mesmos principios de outras lectinas similares. Mas apesar da alta similaridade estrutural
dessas lectinas a mudanca na posi¢ao de certos residuos poderia ser a causadora dos diferentes
resultados de atividades bioldgicas entre essas lectinas tao similares.

Em relacdo a participacdo no processo inflamatério, ConV apresenta atividade pro-
inflamatoria de curta duracdo em comparagao com outras lectinas de Diocleine. Esse efeito foi
parcialmente inibida por D-glicose indicando que essa atividade depende do DRC da lectina.
Propde-se que ConV ¢ capaz de ativar diferentes cascatas de liberacdo de mediadores da
inflamagdo. A atividade citotoxica de ConV para células de glioma de rato demostraram que a
lectina possui atividade citotoxica o que se deve, possivelemente, a ligagdo da lectina com a
proteina de membrana — metaloproteinase tipo 1. O docking molecular revelou que ConV
possui alta afinidade por manosideos e é proposto que a lectina exerga sua atividade pela ligacao
com N-glicanos presentes nas glicoproteinas € em outras estruturas celulares.

Esses resultados sugerem que ConV pode ser utilizada como ferramenta no estudos
de estrutura-funcao de lectinas, mecanismos da inflamagdo e como potencial agente anticancer.
Como proximos passos se espera conseguir elucidar os alvos moleculares e os mecanismos pelo

qual a lectina atua nesses processos.
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