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RESUMO

Lectinas sdo proteinas que possuem no minimo um dominio ndo catalitico capaz de se ligar
reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos. As lectinas sdo amplamente
distribuidas em muitas plantas, bem como em animais e outros organismos. Geralmente, as
lectinas sdo muito abundantes em sementes de plantas, especialmente na familia
Leguminosae. Centenas de lectinas ja foram isoladas e caracterizadas de plantas pertencentes
a diferentes familias dessa divisdo. A familia das lectinas de leguminosas representa o grupo
desta classe proteica mais bem estudada, em especial destaque a subtribo Diocleinae. As
lectinas de Diocleinae apresentam um alto grau de similaridade estrutural, porém o mesmo
ndo se observa quanto as atividades bioldgicas. Esta variabilidade reside em detalhes que
podem ser analisados em estudos baseados em estruturas. Neste contexto, o presente trabalho
descreve a caracterizacdo estrutural parcial e bioldgica de uma lectina presente em sementes
de Dioclea reflexa Hook F., pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae,
tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae. A lectina de sementes de Dioclea reflexa (DrfL) foi
purificada em uma Unica etapa através de cromatografia de afinidade em coluna Sephadex G-
50. A lectina aglutinou fortemente eritrocitos de coelho e foi inibida por D-manose e a-metil-
D-manosideo. A atividade hemaglutinante da DrfL é 6tima nos pH 5,0;6,0 e 7,0, e estavel a
uma temperatura de 50 °C. Semelhante a outras lectinas da subtribo Diocleinae, a analise por
espectrometria de massas indicou que a lectina de D. reflexa possui possui trés cadeias (o, 3 e
vY) com massas de 25.562, 12.874 e 12.706 Da, respectivamente, ¢ ndo possui ligagdes
dissulfeto ou glicosilaces. A sequéncia primaria da DrfL apresenta grande similaridade com
outras lectinas de espécies do mesmo género. A proteina foi cristalizada pelo método de
difusdo de vapor na presenca do ligante X-man e foi resolvida a uma resolucdo de 1,76 A.
DrfL apresentou efeito relaxante em musculo liso de aortas endotelizadas de rato e apresentou
atividade inflamatéria no modelo de edema de pata de rato. A lectina de D. reflexa exibiu
baixa citotoxicidade contra nduplios de Artemia sp.

Palavras Chave: Lectina, Dioclea reflexa, espectrometria de massas, cristalografia de raios
X, vasorrelaxamento, atividade pro-inflamatéria, toxicidade.



ABSTRACT

Lectins are proteins that have at least one non-catalytic domain capable of reversibly bind to
specific mono-or oligosaccharides. Lectins are widely distributed in many plants as well as
animals and other organisms. In general, lectins are very abundant in plant seeds, especially in
the Leguminosae family. Hundreds of lectins have been isolated and characterized from plants
belonging to different families of this division. The legume lectin family is the group of this
protein class further studied, in particular highlighted the subtribe Diocleinae. Lectins
Diocleinae have a high degree of structural similarity, but the same was not true about the
biological activities. This variability lies in details that can be analyzed in studies based
structures. In this context, this paper describes the partial structural and biological
characterization of a lectin present in seeds Dioclea reflexa Hook F. belonging to the family
Leguminosae, subfamily Papilionoideae, tribe Phaseoleae, subtribe Diocleinae. The seed
lectin Dioclea reflexa (DrfL) was purified in a single step by affinity chromatography on
Sephadex G-50 column. The lectin strongly agglutinated rabbit erythrocytes and was inhibited
by D-mannose and methyl-a-D-manoside. The hemagglutinating activity of the DrfL is
optimum pH 5.0, 6.0 and 7.0, stable at a temperature of 50 ° C. Similar to other lectins of the
subtribe Diocleinae, analysis by mass spectrometry indicated that the lectin D. reflex has three
chains (o, B and y) with masses of 25,562; 12,874 and 12,706 Da, respectively, and has no
disulfide bonds or glycosylation. The primary sequence of DrfL shows great similarity with
other lectins from species of the same genus. The protein was crystallized by vapor diffusion
bonding method in the presence of X-man and was determined to a resolution of 1.76 A. DrfL
presented relaxing effect on smooth muscle and endothelial aortas rat and showed
inflammatory activity in the rat paw edema model. The lectin D. reflexa exhibited low
cytotoxicity against Artemia sp.

Key words: Lectin, Dioclea reflexa, mass spectrometry, X-ray crystallography,
vasorelaxation, pro-inflammatory activity, toxicity.
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1 INTRODUCAO

Durante muitos anos os carboidratos foram vistos apenas como macromoléculas
envolvidas em processos de geracdo de energia, na forma de monossacarideos ou
oligossacarideos, ou, ainda, como material estrutural, como a celulose nas plantas e a quitina
dos exoesqueletos de insetos.

O interesse pelo estudo dos carboidratos como moléculas de reconhecimento
celular sé surgiu por volta de 1968. Antes disso, pouco era pesquisado e divulgado, em grande
parte devido a complexidade estrutural dos mesmos e das inimeras possibilidades de
interligaces dos carboidratos, o que dificultava o controle estereosseletivo nas reagfes de
sintese e a caracterizacdo estrutural dos produtos obtidos (SHARON; LIS, 1993).

Os carboidratos localizados sobre a superficie das células contribuem com a maioria
das interacOes entre as células e o ambiente. Por formarem uma camada que recobre as
células, o glicocélice, os carboidratos sdo as primeiras moléculas a serem encontradas e
reconhecidas por outras células, anticorpos e microrganismos invasores, como Virus e
bactérias, podendo atuar também como receptores para hormonios e toxinas. Em funcéao do ja
conhecido papel da glicosilagcdo na comunicagéo celular, padrdes de glicosilagdo anormais sao
conhecidos como marcadores, ou em alguns casos até mesmo a causa, de certas doencas
como, por exemplo, o cancer (DENNIS et al., 1999).

Carboidratos agem como intermediarios na comunicacdo celular em Vvarios
sistemas bioldgicos e podem influenciar fenémenos de diferenciacdo, proliferacdo e
interacOes entre células em condigdes fisioldgicas e patoldgicas. As informacdes presentes na
estrutura dos oligossacarideos conjugados a proteinas ou lipidios na superficie das células sdo
reconhecidas por um grupo especializado de proteinas, as lectinas (GABIUS, 2000).

As lectinas, por serem moléculas capazes de “decifrar os glicocodigos”
codificados na estrutura dos glicoconjugados que compdem as membranas celulares,
desempenham um papel fundamental em muitos processos bioldgicos, tais como
comunicacdo celular, resposta imunoldgica, fertilizacdo, desenvolvimento de infeccOes
parasitarias e metastase de tumores (GABIUS; GABIUS, 1997).

A habilidade para o reconhecimento e ligacdo a carboidratos especificos
distinguem as lectinas de todas as outras proteinas de plantas. Elas sdo classicamente

consideradas um grupo heterogéneo de proteinas, pois apresentam propriedades bioquimicas e
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atividades bioldgicas acentuadamente diferentes, distintas estruturas moleculares e
especificidades (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Muitas funcbes tém sido propostas para as lectinas, tais como protecdo contra
patdgenos e insetos, transporte e armazenamento de carboidratos, reconhecimento celular
(dentro da célula, entre células ou entre organismos), proteinas de reserva ou reguladores de
crescimento (PUSZTAI, 1991).

Atualmente estas proteinas tém mostrado aplicabilidades em diversas areas
cientificas, abrangendo aplicacGes que vao da medicina a agricultura, sendo muitas destas
proteinas consideradas como ferramentas basicas para areas de ponta como a biotecnologia,
tendo em vista suas varias propriedades, tais como: atividade anti-inflamatéria e pro-
inflamatéria (FREIRE et al. 2003, BENJAMIN et al., 1997, ASSREUY et al., 1997,
ALENCAR et al.,2005), atividade inseticida (MACEDO et al., 2007; OHIZUMI et al., 2009,
BENETEAU et al., 2010), efeito tdxico para moluscos hospedeiros de Schistosoma mansoni
(SANTOS et al., 2010), agentes em drug delivery (MAKHLOF et al., 2010), efeito
vasodilatador (ASSEREUY et al., 2009), e inducdo do fenbmeno de apoptose (BARBOSA et
al., 2001).

Nos vegetais as lectinas tém sido encontradas em organismos mais simples como
musgos (MOLINA; VINCENTE, 1995) até os mais complexos como gimnospermas (HAN et
al., 2005) e angiospermas (WONG; NG, 2005; KAUR et al., 2005). De todos esses grupos, as
angiospermas tém sido as mais investigadas, sendo que algumas centenas de lectinas ja foram
isoladas e caracterizadas de plantas pertencentes a diferentes familias dessa divisao.

Embora lectinas apresentem a propriedade comum de se ligar, reversivelmente, a
carboidratos especificos, elas apresentam caracteristicas proprias, principalmente no que diz
respeito a aplicacdes biologicas. Isto faz com que, via de regra, cada lectina tenha as suas
potencialidades de aplicacdo, o que justifica que cada uma delas, por mais semelhante que
possa parecer com outra lectina estruturalmente, mereca ser estudada separadamente.

Fica evidente, entdo, que a descoberta, o isolamento e a caracterizagdo quimica,
fisico-quimica e bioldgica de novas lectinas se revestem de grande importancia, na medida em
gue novas lectinas com diferentes aplicabilidades podem ser encontradas. A descoberta de
novas lectinas com especificidades diferentes torna-se atrativa, uma vez que podem servir
como novos modelos para o entendimento destes processos dinamicos de comunicacao celula-

molécula, célula-célula e célula-microrganismo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo purificar uma nova lectina de sementes de

Dioclea reflexa, caracterizé-la fisico-quimicamente e determinar suas estruturas primaria e

tridimensional, bem como testar a sua capacidade de causar inflamagéo e vasorrelaxamento, e

determinar sua citotoxidade, abrindo assim, possibilidades para sua utilizagdo como

ferramenta biotecnoldgica nas mais diversas areas da ciéncia.

2.2 Objetivos especificos

<\

AN N N N IR

Purificar uma lectina presente em sementes de Dioclea reflexa;

Verificar a especificidade da lectina por hemécias nativas e tratadascom enzimas
proteoliticas;

Determinar a especificidade da lectina por aglcares através de ensaios de inibicdo
da atividade hemaglutinante;

Determinar a massa aparente da lectina por SDS-PAGE;

Caracterizar a lectina DrfL quanto a estabilidade a variacdo de pH e de
temperatura e verificar a interferéncia de cations divalentes;

Determinar a massa intacta de DrfL por espectrometria de massas;

Determinar a estrutura primaria de DrfL e analisa-la quanto a similaridade entre
outras lectinas;

Cristalizar a lectina DrfL pelo método de difusdo de vapor;

Difratar o cristal de DrfL e obter o conjunto de padrdes de difracéo;

Resolver e refinar a estrutura DrfL;

Avaliar o efeito vasorrelaxante de DrfL. em segmentos de aortas de ratos;
Determinar atividade inflamatdria de DrfL. em modelo de edema de patas;

Avaliar a toxicidade da lectina contra nauplios de Artemia sp.
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3 CAPITULO I: FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos historicos e definicéo

No final do século XIX, varias evidéncias indicavam a existéncia na natureza de
proteinas com a capacidade de aglutinar eritrocitos. Essas proteinas foram denominadas
inicialmente de hemaglutininas, ou fitoaglutininas por terem sido originalmente encontradas
em plantas (SHARON; LIS, 2004).

A primeira descricdo do que agora conhecemos como lectinas vegetais data de
antes de 1888, quando Stillmark publicou sua dissertacdo intitulada “Ricina, um fermento
toxico de sementes de Ricinus communis L. e algumas outras espécies de euforbiaceas”.
Embora, agora esteja evidente que a ricina de Stillmark era uma complexa mistura de
moléculas toxicas de ricina e aglutininas ndo toxicas, seu trabalho pioneiro foi um marco na
biologia, pois foi o primeiro a unir a toxicidade da mamona a ocorréncia de um fator protéico
hemaglutinante. Além disso, sua descoberta foi também um marco na bioguimica de plantas
porque a ricina foi & primeira proteina vegetal cuja atividade bioldgica pode ser determinada
(VAN DAMME et al., 1998, SHARON; LIS, 2004).

Posteriormente, substancias toxicas similares a ricina foram identificadas em
sementes de Croton tiglium (crotina), Abrus precatorius (abrina) e em casca de Robinia
pseudoacacia (robina). Em 1898, Elfstrand introduziu pela primeira vez o termo
“hemaglutinina” como um nome comum a todas as proteinas vegetais capazes de aglutinar
células. Este termo foi inspirado na similaridade entre a visivel atividade macroscépica das
proteinas vegetais e a das aglutininas do soro humano e animal, primeiramente descrito por
Landois em 1875 (VAN DAMME et al., 1998).

Ricina e Abrina foram amplamente utilizadas como modelos de antigenos em
estudos imunolégicos. Isto permitiu a Paul Ehrlich, do Instituto Real de Terapia Experimental
(Frankfurt), estabelecer no final da década de 1890, véarios dos principios fundamentais da
imunologia, dentre estes, a especificidade da relacdo antigeno/anticorpo, o fendmeno da
memoria imunoldgica e a transferéncia da imunidade humoral de mée para filho (SHARON;
LIS, 2004).

A ideia de que a toxicidade é uma propriedade intrinseca das lectinas foi
abandonada no inicio do século XX, depois que Ladsteiner e Raubitscheck em 1907 relataram

pela primeira vez a presenca de uma lectina ndo téxica nas leguminosas Phaseolus vulgaris
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(feijdo), Pisum sativum (ervilha), Lens culinaris (lentilha) e Vicia sativa. Apés esse trabalho
muitas outras hemaglutininas vegetais ndo tdxicas foram descobertas. Tornou-se, a partir de
entdo, evidente que lectinas estdo difundidas no reino vegetal e que a toxicidade atribuida as
mesmas, é excecdo, e ndo regra (VAN DAMME et al., 1998).

Em 1919, James Sumner isolou a partir das sementes de Canavalia ensiformes,
utilizando a técnica de cristalizagdo, uma proteina que ele préprio nomeou de concanavalina
A (ConA) e obteve dessa forma a primeira lectina pura. Contudo, somente em 1936, Sumner e
Howell demonstraram que a concanavalina A aglutinava células tais como eritrocitos e
também precipitava glicogénio de solugdes. Eles demonstraram também que a
hemaglutinacdo era inibida pela sacarose da cana-de-agucar, demonstrando pela primeira vez
a especificidade das lectinas por actcares (SHARON; LIS, 2004). Mas s6 em 1952 é que foi
demonstrado que as propriedades hemaglutinantes de lectinas eram baseadas em uma
atividade especifica de ligagdo a carboidratos (WATKINS; MORGAN, 1952).

O marco seguinte na historia das lectinas vegetais foi a descoberta realizada por
Renkonen em 1948 e Boyd e Reguera em 1949 de que algumas hemaglutininas exibem uma
clara preferéncia a eritrécitos de um grupo particular de tipo sanguineo dentro do sistema
ABO. Observou-se que algumas proteinas vegetais obtidas de sementes de plantas podiam
reconhecer um grupo especifico e aglutina-lo, onde heméacias do sistema ABO respondiam ao
contato com essas hemaglutininas de maneira distinta, umas aglutinando e outras ndo (VAN
DAMME et al., 1998). A habilidade das aglutininas de plantas em distinguir eritrocitos de
diferentes tipos sanguineos levou Boyd e Shapleigh a propor em 1954 o termo “lectina” (do
latim legere, que significa selecionar ou escolher) para nomear essas proteinas (SHARON;
LIS, 2004).

Outro grande marco na histéria das lectinas ocorreu em 1960, quando Petter C.
Nowell, demonstrou que a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) possui atividade mitogénica
sobre linfocitos. Essa descoberta teve um impacto revolucionario sobre a imunologia, pois até
aquele momento acreditava-se que os linfécitos eram células incapazes de se dividirem ou de
se diferenciarem em outros tipos celulares (SHARON; LIS, 2004).

Com o avanco do conhecimento, as defini¢cbes referentes as lectinas foram
ampliadas, ressaltando aspectos de sua atuacdo em sistemas bioldgicos, pois sdo proteinas
capazes de reconhecer e de se ligarem reversivelmente a carboidratos ou glicoconjugados.
Deve ser observado que as lectinas se diferenciam de enzimas ligadoras de carboidratos como
as glicosidases, as glucanases e as quitinases, porque ndo modificam a estrutura do

carboidrato ao qual se ligam, 0 que ocorre em processos enzimaticos, apesar de haver lectinas
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que, além do sitio de ligacdo lectinico, possuem um sitio enziméatico. Também deve ser
observado que a origem ndo imune destas proteinas vegetais as distingue de anticorpos, 0s
quais possuem carboidratos como antigenos, agindo como aglutininas (LORIS, 2002; SINGH
etal., 1999; CUMMINGS, 1997).

Ao serem reconhecidas como proteinas ligantes de carboidratos, as lectinas
puderam ser distinguidas de outras proteinas com base em um critério funcional bem definido.
Goldstein et al. (1980) conceituou lectinas como sendo proteinas ou glicoproteinas de origem
ndo-imune ligantes a carboidratos que sdo capazes de aglutinar células e/ou precipitar
polissacarideos ou glicoconjugados.

Uma das mais recentes e aceitas defini¢fes de lectinas de plantas, foi apresentada
por Peumans e Van Damme (1995), que define lectinas como sendo proteinas de origem néo
imune, que aglutinam células e glicoconjugados e sdo capazes de se ligar reversivel e
especificamente a carboidratos e substancias que contenham agucar, sem alterar a estrutura

covalente de nenhum ligante glicidico.

3.2 Generalidades sobre lectinas de plantas

As lectinas representam um grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas
variando em tamanho, estrutura, organizacdo molecular e entre os sitios de ligacdo a
carboidratos.

Em relacdo as cadeias polipeptidicas, as lectinas vegetais sdo caracteristicamente
ricas em aminoacidos &cidos e hidroxilados e, encontram-se associadas por interagdes
hidrofébicas, pontes de hidrogénio e em alguns casos pontes de dissulfetos (KENNEDY et
al., 1995; RUDIGER; GABIUS,1993).

Pelo nimero de cadeias polipeptidicas, as lectinas sdo denominadas monoméricas
qguando apresentam apenas uma cadeia, como a lectina de Solanum tuberosum L., com 50 kDa
(ALLEN; NEUBERGER, 1973), a heveina, com apenas 43 aminoacidos e 4 pontes de
dissulfeto (SOEDJANAATMADJA et al., 1995), e a arceina de Phaseolus vulgaris L.
(LORIS, 2002). Quando as lectinas apresentam duas cadeias polipeptidicas elas séo
denominadas dimericas, com cadeias semelhantes ou diferentes entre si, ganhando
respectivamente a denominacdo de lectinas homodiméricas ou heterodiméricas. Erythrina
speciosa Andr. possui uma lectina homodimérica com 27,6 kDa por subunidade (KONOZY et
al., 2003). Em Ricinus communis L. a lectina é heterodimérica, com uma subunidade de 32
kDa e outra de 34 kDa (FRIGERIO; ROBERTS, 1998), bem como a lectina de Erythrina
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indica Lam. com 65 kDa que é heterodimérica, com uma cadeia polipeptidica de 30 kDa e
outra de 35 kDa (KONOZY et al., 2002).

Lectinas compostas por quatro subunidades sdo denominadas tetraméricas, como
a lectina JCA, também denominada jacalina, com 66 kDa (PRATAP et al., 2002; KABIR,
1998). Também a SBA, com massa molecular de 120 kDa, ¢ tetramérica e cada uma de suas
subunidades possui massa molecular de 30 kDa, (CARVALHO, 1990). Ocorrem outros tipos
estruturais de lectinas, como as triméricas, pentamericas, hexaméricas ou poliméricas. Uma
lectina trimérica ocorre em Geodia cydonium com cadeias de massa molecular 12,2, 13,0 e
13,8 kDa, conforme Muller et al. (1983). Em Araucaria angustifélia (Bertoloni) Otto Kuntze
ocorre, nas sementes, uma lectina com 10 subunidades de 20 kDa, totalizando 200 kDa, e uma
segunda lectina com massa molecular relativa de 204 kDa, hexamérica, com subunidades de
34 kDa, conforme Datta et al. (1991).

Lectinas estdo amplamente distribuidas em plantas, virus, bactérias e animais
(GERLACH et al., 2005). Dentre estes grupos, as lectinas de plantas podem ser definidas
como sendo proteinas de origem ndo imune, que aglutinam células e glicoconjugados e sdo
capazes de se ligar reversivel e especificamente a carboidratos, sem alterar a estrutura
covalente de nenhum ligante glicidico (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Por serem moléculas capazes de “decifrar os glicocddigos” codificados na
estrutura dos glicoconjugados que compdem as membranas celulares, as lectinas
desempenham um papel fundamental em muitos processos bioldgicos, tais como
comunicacdo celular, resposta imunolégica, fertilizacdo, desenvolvimento de infeccdes
parasitarias e metéastase de tumores (GABIUS; GABIUS, 1997).

Muitas funcdes tém sido propostas para as lectinas, tais como protecdo contra
patdgenos e insetos, transporte e armazenamento de carboidratos, reconhecimento celular
(dentro da célula, entre células ou entre organismos), proteinas de reserva ou reguladores de
crescimento (PUSZTALI, 1991).

Atualmente estas proteinas tém mostrado aplicabilidades em diversas areas
cientificas, abrangendo aplicagbes que vdo da medicina & agricultura, sendo muitas destas
proteinas consideradas como ferramentas basicas para areas de ponta como a biotecnologia,
tendo em vista suas varias propriedades, tais como: efeito citotoxico e inducdo de apoptose
em células tumorais (NUNES et al., 2012), atividade anti-helmintica (RIOS-DE-AVAREZ et
al., 2012), atividade anti-inflamatéria e pré-inflamatéria (FREIRE et al., 2003), atividade
inseticida (BENETEAU et al., 2010; NAGHDI), efeito toxico para moluscos hospedeiros de
Schistosoma mansoni (SANTOS et al., 2010), agentes em drug delivery (MAKHLOF et al.,
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2010), efeito vasodilatador (ASSEREUY et al., 2009), e inducdo do fendmeno de apoptose
(BARBOSA et al., 2001).

Nos vegetais as lectinas tém sido encontradas em organismos mais simples como
algas (LIMA et al., 2005) e musgos (MOLINA; VINCENTE, 1995) até os mais complexos
como gimnospermas (HAN et al., 2005) e angiospermas (KAUR et al., 2005; WONG; NG,
2005). De todos esses grupos, as angiospermas tem sido as mais investigadas, sendo que
algumas centenas de lectinas j& foram isoladas e caracterizadas de plantas pertencentes a
diferentes familias dessa divisao.

A localizacdo das lectinas em vegetais € muito ampla. Elas podem existir em
varios tecidos da mesma planta e tém diferentes localizacBes celulares e propriedades
moleculares. As lectinas sdo mais abundantes nas sementes, porém podem facilmente ser
encontradas em partes vegetativas. Em sementes de leguminosas estdo prevalentemente nos
tecidos cotiledonares (PUSZTAI, 1991).

3.3 Classificacgdo estrutural das lectinas vegetais

Consideradas um grupo de proteinas muito heterogéneas e amplamente
distribuidas na natureza, durante o processo evolutivo, as lectinas conservaram uma
caracteristica em comum que as distinguem de todas as outras proteinas por um critério
funcional bem definido, que consiste na sua habilidade para reconhecer e ligar-se de forma
reversivel a carboidratos especificos sem alterar estruturalmente os mesmos (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995). Van Damme e colaboradores (1998) subdividiu as lectinas vegetais de
acordo com os tipos estruturais em quatro classes principais: merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas (FIGURA 1).

As merolectinas sdo proteinas que consistem exclusivamente de Unico dominio de
ligacdo a carboidrato. Devido seu carater monovalente, as merolectinas sdo incapazes de
precipitar glicoconjugados ou aglutinar celulas. A heveina, uma proteina do latex de
seringueira (Hevea brasiliensis), que se liga a quitina, € uma tipica merolectina (VAN
PARIJS et al., 1991).

As hololectinas também sdo compostas exclusivamente de dominios de
carboidratos ligantes, mas com dois ou mais sitios ligantes que sdo idénticos ou parecidos.
Devido a hololectinas serem divalentes ou multivalentes, elas podem aglutinar células e/ou
precipitar glicoconjugados. As hololectinas comportam-se como verdadeiras aglutininas e

compreendem a maioria das lectinas de plantas e representam a classe de lectinas mais bem
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estudada. Sdo exemplos tipicos de hololectinas as lectinas encontradas em sementes de
plantas pertencentes a subtribo Diocleinae (CAVADA et al., 2001).

Figura 1 — Classificacdo estrutural das lectinas vegetais.

Merolectina Hololectina Quimerolectina

Heveina

Superlectina

#¥ = Dominios de ligacdo a carboidratos

> = Dominio catalitico

Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de Peumans e Van Damme,1999. Representagdo esquematica de
merolectinas (Heveina; PDB: 1Q9B), hololectinas (ConBr; PDB: 3JU9), quimerolectinas (PPL-2; PDB: 2GSJ) e
superlectinas, estas Ultimas ndo possuem representantes com estrutura tridimensional elucidada.

As quimerolectinas séo a fusdo de proteinas compostas de um ou mais dominios
de carboidratos ligantes e de um dominio nédo relacionado, com uma atividade catalitica bem
definida, e que age independentemente dos dominios de carboidratos ligantes. Dependendo do
numero de sitios de ligacdo a carboidratos, as quimerolectinas comportam-se como
merolectinas ou hololectinas. Um representante deste grupo sdo as proteinas inativadoras de
ribossomos (RIP tipo 2), como por exemplo a ricina (toxina da mamona), que possui dois
dominios de ligacdo para carboidratos comportando-se como uma hololectina e um dominio
para a inativacdo do ribossomo (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Outro exemplo ¢é a PPL-
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2, uma lectina quitina-ligante isolada de sementes de Parkia platycephala que possui, além do
sitio ligante a carboidrato, um sitio catalitico com atividade endoquitinasica (CAVADA et al.,
2006).

As superlectinas consistem de no minimo dois dominios de ligacdo para
carboidratos. Diferente das hololectinas os dominios de ligacdo para carboidratos das
superlectinas reconhecem acUcares estruturalmente e funcionalmente diferentes. Como
exemplo, a lectina do bulbo de tulipa (TXLCI) que séo formados por dois dominios de ligacao
a carboidrato, que reconhecem manose e N-acetil-galactosamina, respectivamente (VAN
DAMME et al., 1996).

3.4 Lectinas de plantas

Nos vegetais, as lectinas foram detectadas em centenas de espécies, sendo que a
maioria das lectinas vegetais estudadas foram obtidas de sementes, principalmente em
leguminosas, onde sdo acumuladas no periodo de maturacdo e desaparecem apos a
germinagdo. As lectinas constituem cerca de 10% das proteinas totais de semente, porém a
quantidade isolada é pequena: varia entre 0,1-1% deste total (LORIS, 2002; SHARON; LIS,
2004).

Apesar das lectinas serem amplamente distribuidas no reino vegetal, abrangendo
principalmente as familias Leguminosae, Gramineae, Euphorbiaceae, entre outras, a familia
Leguminosae é a que apresenta 0 maior nimero de lectinas isoladas e destas destacam-se
principalmente as de sementes (LORIS et al., 1998; PRAKASHKUMAR et al., 1998;
SHARON, 1993), embora possam ser encontradas também em outras partes das plantas,
como folhas (RATANAPO et al., 2001), frutos (SAMPIETRO et al.,, 2001), raizes de
algumas Convolvulaceae (PEUMANS et al., 1997; VAN DAMME et al., 1997) e tubérculos
(SUSEELAN et al., 2002).

Vérias tentativas foram feitas para organizar esse grupo tdo heterogéneo de
proteinas vegetais. Van Damme e colaboradores (1998) classificaram as lectinas de plantas
em sete grupos, ou familias, o qual foi elaborado levando em consideracdo todos os dados de
sequéncia que estavam disponiveis nas ultimas decadas. Estes diferentes dominios ligantes de
carboidratos foram chamados: lectinas de leguminosas, lectinas ligantes a quitina contendo
dominios heveinicos, lectinas de monocotiledéneas que se ligam a manose, proteinas
inativadoras de ribossomo tipo Il (RIP tipo 1), lectinas de floema de Cucurbitaceae, lectinas
relacionadas a jacalina e lectinas de Amaranthaceae (FIGURA 2).
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Figura 2. Classificacdo das lectinas vegetais.

Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Lectinas de leguminosas, Canavaila brasiliensis (ConBr); (B) Lectina ligante a
quitina compostas por dominios heveinicos, Heveina; (C) Lectina de monocotiled6neas ligantes a manose,
Galanthus nivalis agglutinina (GNA); (D) RIP’s do tipo Il, Ricina; (E) Lectinas relacionadas as Jacalinas, Parkia
platycephala (PPL-1); (F) Lectina da familia da amarantina, Amaranthus caudatus (ACA).

Apesar de parecer clara, esta classificacdo das lectinas vegetais tende a deixar de
ser baseada em aspectos evolutivos e passam a levar em conta somente 0s aspectos
estruturais. 1sso se da pelo fato de que, a medida que novas lectinas vdo sendo descobertas e
caracterizadas, deixa de existir um limite taxonémico bem definido entre as familias de
lectinas vegetais. Além disso, a maioria destes dominios esta distribuida por todo reino
vegetal. Recentemente, uma analise dos genomas totalmente sequenciados de soja (Glycine
max), arroz (Oryza sativa) e Arabdopsis revelou a presenca de pelo menos centenas de genes
putativos de lectinas pertencentes a todas as principais superfamilias de lectinas (JIANG et
al., 2010). Outro exemplo claro deste fato é a lectina especifica para glicose e manose

extraida de sementes da leguminosa Parkia platycephala, cuja estrutura é composta por trés
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dominios repetidos relacionados a jacalina (GALEGO DEL SOL et al., 2005; MANN et al.,
2001).

3.5 Lectinas de leguminosas

O termo lectina de leguminosa refere-se a uma familia particular de lectinas de
plantas estreitamente relacionadas, encontradas exclusivamente em vegetais pertencentes a
familia Leguminosae (VAN DAMME et al., 1998).

A maioria das lectinas de dicotileddneas estudadas foi isolada de plantas de tribos
da familia das Leguminosas. As lectinas de leguminosas constituem uma ampla familia de
proteinas estreitamente relacionadas, encontradas em espécies representativas da familia
Leguminosae. Elas estdo presentes em sementes, folhas, caules e raizes (SHARON; LIS,
1990).

Até o momento, dezenas de lectinas desta familia ja foram isoladas e
caracterizadas, principalmente lectinas de sementes, onde o percentual pode variar de 1 a 10%
do total de proteinas sollveis, embora algumas espécies possam apresentar concentraces
acima de 50%, ou abaixo de 0,1% do total de proteinas sollveis presentes nas sementes.
(SHARON; LIS, 1990; VAN DAMME, et al., 1998).

Este grupo de lectinas requer cétions divalentes para manutencdo de atividade
bioldgica. Os jons Ca*? e Mn*? estabilizam o sitio de ligaco a carboidrato bem como fixam
as posicOes dos aminoacidos que interagem com o0s carboidratos ligantes. Os aminoacidos
envolvidos na ligacao desses ions sdo bastante conservados (WEIS; DRICKAMER, 1996).

As estruturas cristalinas de um grande ndmero de lectinas de leguminosas ja
foram resolvidas (210 estruturas disponiveis de 35 lectinas diferentes) (VARROT et al.,
2011). As estruturas dos mondmeros de diferentes lectinas de leguminosas sdo extremamente
similares. Aproximadamente 20% dos residuos de aminoacidos sdo invariantes em todas as
lectinas de leguminosas e outros 20% sdo similares. Entre os aminoacidos conservados
incluem-se aqueles envolvidos na interacdo com o carboidrato e quase todos os residuos que
coordenam ions metais (BANERJEE et al., 1996; HAMELRYCK et al., 1998). A resolucao
de estruturas tridimensionais de lectinas de leguminosas tem mostrado que cada subunidade é
constituida de cerca de 60% de fitas-beta antiparalelas arranjadas em duas ou mais folhas beta
interconectadas por voltas, mais conhecido como enovelamento do tipo “B-sanduiche”. Para

todas as lectinas de leguminosas conhecidas, a estrutura terciaria é constituida de duas folhas-
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[ anti-paralelas, uma com seis fitas B (atrds) e outra com sete fitas B (frente), conectadas por
uma outra folha-p de 5 fitas (superior), gerando o conhecido motivo jellyroll, também referido
como lectin fold (HAMELRYCK et al., 1998; SRINIVASAN et al., 1996) (FIGURA 3).

Figura 3 — Mondmero tipico de uma lectina de leguminosa.
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Fonte: Adaptado de Benevides, 2011. A esquerda, diagrama esquematico da estrutura terciaria de um monémero
tipico de lectinas de leguminosas. Do lado direito, estrutura terciaria do monémero da lectina de Canavalia
gladiata (CGL) complexada com a-metil-manosideo e &cido aminobutirico (Abu) (ambos em verde) (PDB:
2D7F).

O sitio de ligagdo a carboidratos esta localizado no lado céncavo do B-sanduiche,
proximo ao sitio de ligacdo a metais. O sitio de reconhecimento a carboidratos consiste de
diversas voltas com diferentes graus de variabilidade (SHARMA; SUROLIA, 1997). As
conformacdes destas voltas sdo determinadas pela presenca na estrutura de ions de metais de
transicdo, como o célcio e 0 manganés (LORIS et al., 1998; BOUCKAERT et al., 2000). O
sitio de ligacdo a ions € amplamente conservado nestas proteinas. Sabe-se que a atividade de
reconhecimento a agucar depende da presenca do ion célcio e de um outro ion, geralmente o
manganés. Esses metais se localizam a uma distancia de aproximadamente 4,5 A e ambos sdo
coordenados por cadeias laterais de pelo menos quatro aminoacidos e duas moléculas de agua.
O reconhecimento das lectinas de leguminosas por ions é reversivel e a remocdo desses
metais resulta em importantes mudangas conformacionais. Em ConA, por exemplo, com a
falta dos ions célcio e manganés, o peptideo Ala207-Asp208, que para participar efetivamente
do reconhecimento ao seu carboidrato especifico necessita estar na conformagéo trans, passa a

assumir uma conformacéo do tipo cis (BOUCKAERT et al., 1995). A auséncia desses metais,
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portanto, resulta em uma instabilidade local e na perda da capacidade de ligar-se a
carboidratos (LORIS et al., 2004).

O sitio primario de ligacdo a carboidratos das lectinas de leguminosas consiste em
uma regido na superficie da molécula composto por quatro voltas que proporcionam a
formacdo de uma cavidade na superficie da mesma, onde o reconhecimento especifico de
carboidratos se da por intermédio de ligaces de hidrogénio entre a lectina e 0 aglcar. Nestas
voltas encontram-se trés residuos altamente conservados, Asp, Asn e Gly/Arg, 0s quais sdo
responsaveis pela formacdo de quatro liga¢6es de hidrogénio com as hidroxilas dos carbonos
trés e quatro presentes em monossacarideos como manose ou glicose. Também participam do
processo de reconhecimento interacdes de Van der Waals estabelecidas entre o anel aromatico
do acucar e as cadeias laterais de aminoacidos hidrofobicos: a estabilizacdo dos
monossacarideos ocorre também atraveés de interacBes hidrofébicas com os residuos de
aminoécido como Phe, Tyr, Trp ou Leu (MORENO et al., 2008). Contatos adicionais entre o
carboidrato e a superficie da proteina (diretos ou mediados por moléculas de agua)
contribuem para a alta seletividade (WEIS; DRICKAMER, 1996; ELGAVISH; SANAN,
1997).

Quanto a organizacdo oligomérica, as lectinas de leguminosas sdo geralmente
compostas de 2 ou 4 subunidades, iguais ou diferentes com massa molecular em torno de 25 a
30 kDa. Cada uma destas subunidades apresenta um Unico sitio de ligacdo a carboidratos com
a mesma especificidade. Frequentemente, suas subunidades sdo compostas de uma Unica
cadeia polipeptidica e sua unido é estabelecida por forgcas ndo-covalentes como ligacGes de
hidrogénio, interacdes hidrofébicas e eletrostaticas, que formam dimeros canénicos e
estabilizam o tetramero pela unido destes dimeros. Entretanto, algumas lectinas possuem
subunidades formadas por 2 cadeias polipeptidicas, entre elas as lectinas da tribo Vicieae,
géneros Pisum, Vicia, Lathyrus, e Lens. Estas lectinas sdo dimeros formados por subunidades
iguais e cada subunidade ¢ constituida de uma cadeia a (5 a 7 kDa) e uma B (15 a 19 kDa)
mantidas por ligagdes ndo-covalentes (SHARON; LIS, 1989).

Algumas lectinas de leguminosas podem ser encontradas em diferentes isoformas,
como por exemplo, a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) que é formada por duas
subunidades génicas diferentes, denominadas E (31,7 kDa) e L (29,9 kDa), que combinadas
dado origem a uma familia de cinco isolectinas tetraméricas: E4, E3L, E2L2, EL3, L4
(FELDSTED 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 pés-
traducionais incompletos (YOUNG et al., 1995).
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Outras lectinas de diferentes partes vegetais existem como uma complexa mistura
de isoformas, como por exemplo, as lectinas de Robinia pseudoacacia (VAN DAMME et al.,
1995), do género Erythrina (BONNEIL et al., 2004), de Acacia constricta (GUZMAN-
PARTIDA et al., 2004) e de Amaranthus leucocarpus (HERNANDEZ et al., 2001). A
presenca de isoformas tém alto impacto sobre a funcdo bioldgica de lectinas, e a existéncia de
varias isoformas poderia oferecer uma estratégia alternativa ou uma adaptacéo evolutiva para

compensar a baixa especificidade.

3.6 Lectinas da subfamilia Papilionoideae

As lectinas de Leguminosas representam o grupo mais bem estudado dentre as
lectinas de plantas, sendo a maioria dos estudos de lectinas extraidas de membros da
subfamilia Papilionoideae, principalmente da tribo Phaseoleae (MANN et al., 2001).

A subfamilia Papilionoideae esta representada por 483 géneros e 13.800 espécies
dividas em 28 tribos. No Brasil sdo 88 géneros e 180 espécies nativas (BARROSO et al.,
1991; LEWIS et al., 2005). Muitas lectinas de espécies desta subfamilia foram isoladas e
caracterizadas bioquimicamente. Sdo alguns exemplos as lectinas de Sesbania aculeata
(BISWAS et al., 2009), Cajanus cajan (NAEEM et al., 2001) e Camptosema ellipticum
(BATISTA et al., 2010).

3.7 Lectinas da subtribo Diocleinae

Algumas lectinas de leguminosas extraidas de espécies da subtribo Diocleinae,
exibem uma oligomerizacdo dependente de pH, onde a propor¢do entre proteinas no 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 biologicas 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).

Sabe-se que lectinas da subtribo Diocleinae, sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico na forma de pré-pro-lectinas ou pro-lectina glicosilada (FIGURA 4). A regido
correspondente ao cDNA contem 29 residuos de uma sequéncia sinal, que € removido
posteriormente durante o transporte da pré-pro-lectina para o IUimen do reticulo

endoplasmatico, originando uma pré-lectina. Em seguida encontra-se uma regido codificante
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referente aos aminoécidos 119-237 da Concanavalina A, e uma outra regido codificante
correspondente aos aminoacidos 1-118 da lectina, seguida por ultimo por uma extensdo C-
terminal de 9 residuos. Além disso, ha entre os dois peptidios uma unidade oligomanose N-
ligada a uma pentadecapeptideo interno, o qual € excisado durante a maturagéo, produzindo
os dois peptidios. Acredita-se que a presenca da glicosilacdo iniba a atividade de ligacdo a
carboidrato da lectina. A lectina madura e ativa, portanto, é ndo-glicosilada. A maior parte dos
dois peptidios formados sdo entdo covalentemente ligados por uma reacdo de transpeptidacéo,
concomitante com a clivagem da extensdo C-terminal, formando a lectina madura, onde o
alinhamento dos residuos 1-118 e 119-237 € o inverso de como se apresenta no precursor
(SHARON; LIS, 1990; SHARON, 2007).

Figura 4 — Modificacdes pds-traducionais durante a biossintese da Concanavalina A (ConA).
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Fonte: Santiago, 2013.

3.8 Aspectos gerais da espectrometria de massas

Desde que foi descoberto que as proteinas sdo formadas por aminoacidos, existe o
interesse de desvendar a sequéncia das proteinas relacionadas a diversas funcfes. Existem
diversas técnicas para desvendar a sequéncia de uma cadeia peptidica, porém a mais difundida
foi a degradacdo de Edman, desenvolvida por Pehr Edman (EDMAN, 1950). Esta técnica
consiste na reagcdo do Fenilisotiocianato em condicdes alcalinas com a regido N-terminal de

uma cadeia peptidica para formar um feniltiocarbamil ciclico derivativo em condicGes
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alcalinas. Em condices &cidas, esse aminoacido N-terminal derivatizado é clivado como uma
tiazolinona. Este é entdo extraido seletivamente em um solvente orgénico e tratado com acido
para a forma mais estavel chamada de aminoacido derivatizado de feniltiohidationa ou PHT
aminoéacido, que pode ser identificado por cromatografia ou eletroforese (FIGURA 5). Esse
procedimento pode ser repetido novamente para determinar o proximo aminoécido da
sequéncia, porem ndo é possivel determinar mais do que 50 a 60 residuos (na prética,
geralmente o maximo séo 30 residuos). Essa limitacdo é devido ao fato de que a derivatizacao
ciclica ndo é 100% eficiente. (NIAL, 1973). Para obter entdo a sequéncia completa de
aminoacido de uma proteina € necessario que esta seja digerida utilizando diversas
endoproteinases a fim de gerar fragmentos com quantidades suficientes de aminoécidos que
possa ser analisado pela técnica.

A técnica de degradacdo de Edman foi amplamente difundida e até hoje é
utilizada nos sequenciadores automatizados de proteinas. Por se tratar de uma técnica baseada
em caracteristicas quimicas, € muito eficiente para determinacdo de aminoécidos com
composicado atbmica idéntica como leucina e isoleucina, porém por precisar de um alto grau
de pureza da amostra e uma grande quantidade de amostra, nem sempre a aplicacdo desta
técnica é possivel.

A espectrometria de massa sequencial surge entdo como ferramenta viavel para a
analise de sequéncia de peptideos, porém ndo descartando as outras.

Em linhas gerais, a espectrometria de massas (MS) é uma técnica capaz de
determinar a relacdo entre massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa
(AEBERSOLD; MANN, 2003). Um espectrometro de massas consiste fundamentalmente de
trés partes: uma fonte de ionizacdo, que é fundamental para gerar os ions das moléculas de
interesse a ser analisadas, um analisador, que separa as moléculas pela sua m/z e um detector
gue converte os ions em sinais eletrdnicos capaz de serem interpretados por um computador.
As fontes de ionizacdo empregadas em MS aplicada a analise protedbmica sdo Electrospray
(ESI) (FENN et al., 1989) e MALDI (Matrix-Assisted Laser Desporption lonization)
(KARAS; HILLENKAMP, 1988) tendo a fungéo de ionizar (de maneira suave, preservando

assim a estrutura polipeptidica) e transferir as espécies a serem analisadas para a fase gasosa.
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Figura 5 — Reacdo esquemaética da quimica derivativa de Edman.
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Fonte: Adaptado de Nelson e Cox, 2005. A amina livre do primeiro aminoacido da proteina (N-terminal) é
induzida a reagir com o Fenil isotiocianato a fim de formar um PTH-Aminoécido. Esse entdo é clivado do
restante da sequéncia protéica e identificado. Essa reagdo é feita ciclicamente a fim de identificar uma sequéncia
de aminoé&cidos.

A ionizacdo por MALDI possui caracteristicas muito importantes que a fazem
uma fonte de ionizagdo importante na caracterizagdo de proteinas como a alta sensibilidade
(amostras em baixissima concentracdo e quantidade podem ser analisadas por esta técnica) e
tolerancia a contaminacdo das amostras com sais, tampdes, detergentes etc. (CHEN et al.,
1998; STUMP et al., 2002).

Dentro da fonte e sob vacuo, a mistura de matriz e amostra serd irradiada por um
laser pulsado durante um determinado periodo de tempo. O mecanismo pelo qual os ions séo
formados no MALDI nédo é completamente elucidado, porém postula-se que a irradiacdo pelo
laser induz um rapido aquecimento do cristal formado pela matriz pela acumulacdo de uma
grande quantidade de energia na fase condensada pela excitacdo da matriz. Este rapido
aquecimento causa a sublimacédo dos cristais da matriz, ablacdo de uma porcéo da superficie
cristalina e expansdo da matriz para a fase gasosa, levando o analito intacto na pluma em
expansdo (DREISEWERD, 2003).

A ionizacdo por electrospray (ESI) € um método de ionizagdo brando, muito
utilizado para analise de proteinas e diversas moléculas polares e possui capacidade de analise

de moléculas com menos de 100 Da até maiores de 1.000.000 Da e é desenvolvida a pressao
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atmosférica. Neste método, a amostra é dissolvida em um solvente polar e volatil e bombeada
através de um capilar de aco inoxidavel em um fluxo de 1 pL/min a 1 mL/min. Uma alta
voltagem ¢ aplicada a ponta do capilar (3 a 4 kV) formando um alto campo elétrico, a amostra
sai da ponta do capilar dispersa em forma de aerossol com gotas altamente carregadas. Esse
processo € auxiliado por um fluxo de gas nebulizador (geralmente nitrogénio) por fora do
capilar. Este gas auxilia o direcionamento do spray para o espectrometro de massa e a
evaporacdo do solvente (HOFFMAN, 2007).

A medida que o solvente é evaporado e as gotas vdo diminuindo de tamanho, a
repulsdo eletrostatica entre as moléculas carregadas vai se tornando altissima. Nesse
mecanismo v&@o ocorrendo sucessivas explosdes couldmbicas de modo que gotas contendo
apenas um ion sdo formadas. Paralelo a isso a diminuicdo da gota também faz com que a
tensdo superficial ndo suporte tantas cargas (limite de Rayleigh) e induz a transferéncia dos
ions para a fase gasosa (CANTU et.al., 2008).

Diversos analisadores de massas, tais como, quadrupolos, ion-traps
(tridimensionais e lineares), Time-of-Flight (ToF), Fourier-transform ion cyclotron resonance
(FT-ICR), orbitrap, entre outros, sdo comercialmente disponiveis e cada um possui aspectos
positivos e negativos, de acordo com o experimento planejado e o resultado experimental
requerido. Estes analisadores podem ser usados ‘“sozinhos” e de maneira independente ou
acoplados entre si, dando origem a equipamentos classificados como hibridos, os quais fazem
uso das vantagens inerentes a cada analisador. Tais equipamentos permitem que experimentos
em sequéncia (tandem) sejam realizados, isto €, sendo possivel detectar um determinado ion e
posteriormente submeté-lo a uma etapa de fragmentacdo. Uma vez separados, esses ions sdo
detectados por eletromultiplicadoras que constituem os detectores mais largamente usados
(CANTU et al., 2008).

A possibilidade da criacdo de espectrébmetros de massas que contém mais de um
analisador de massa iguais ou diferentes foi um grande marco da evolucédo das tecnologias em
MS, dando inicio a geracdo de equipamentos hibridos. A analise de dados por mais de um
analisador de massa € chamada de espectrometria de massa sequencial. O primeiro aparelho
hibrido comercialmente disponivel e mais popularmente utilizado foi o Triplo Quadrupolo,
que é constituido de trés analisadores quadrupolo em sequéncia, como é mostrado na Figura
6.
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Figura 6 — Esquema de um espectrometro de massa hibrido do tipo triplo quadrupolo.
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Fonte: Adaptado de Hoffman, 2007. Q1 é o quadrupolo responsavel por detectar o ion molecular ou filtrar o ion
precursor. Q2, pode ser um quadrupolo ou hexapolo, e é responsavel pela colisdo das moléculas contra um gas
inerte. Q3 é o analisador que separa o produto da fragmentagdo em Q2.

A utilizacdo de analisadores de massa em sequéncia possibilita utiliza-los para
desvendar a estrutura quimica de diversos compostos como peptideos e proteinas. Diversas
técnicas sdo utilizadas nestes equipamentos, porém a mais popular e de melhor resposta é a
dissociacdo induzida por colisdo (CID). Essa técnica consiste em selecionar o ion a ser
fragmentado utilizando o primeiro analisador de massa e em seguida envia-lo a uma célula de
colisdo, onde este ion ira colidir com um gas inerte. Em seguida, a energia cinética ira ser
transferida parcialmente em energia vibracional e os fragmentos resultantes serdo analisados
por um segundo analisador de massa (HOFFMAN, 2007).

A insercdo de reflectrons nos analisadores ToF foi um incremento significativo a
resolucdo desse analisador. O acoplamento de um analisador quadrupolo como filtro de ions e
um analisador do tipo ToF com reflectron (gerando os equipamentos do tipo Q-ToF) foi um
salto de qualidade nas andlises de estrutura de peptideos, possibilitando diferenciar
aminoacidos que possuem diferencas de milidaltons em sua massa monoisotdpica
(HOFFMAN, 2007).

Calvete e colaboradores (1998) utilizaram a espectrometria de massa para avaliar
a massa dos peptideos oriundos da digestdo da proteina VML com diversas endoproteinases e
confirmar a sequéncia de aminoacidos. Nagano e colaboradores (2005) utilizaram MS para
confirmacdo da sequéncia dos peptideos, na quantificacdo de cisteinas e na determinagéo da
sequéncia n-terminal (bloqueado) das lectinas das algas marinhas Hypnea cervicornis e H.

musciformis. JA& Chambery e colaboradores (2008) utilizaram a espectrometria de massas
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sequencial para confirmar a sequéncia de aminodcidos e desvendar a sequéncia de glicanos
ligados.

Como técnica analitica das mais versateis e das mais sensiveis, a espectrometria
de massas é atualmente uma das ferramentas analiticas valiosas em diversos estudos nas areas
de Biologia, de Ciéncias Médicas e de Ciéncias Tecnoldgicas. Por MS é possivel determinar a
massa molecular e quantificar biomoléculas, tais como proteinas, carboidratos, lipideos e
oligonucleotideos, e também fragmenta-las de forma a elucidar sua estrutura e confirmar sua
identificacéo.

O potencial de aplicacdo de MS em estudos biol6gicos tem sido bastante
estendido, em razdo dos impressionantes avancos observados nos ultimos anos nas areas de
genbmica, de transcriptdbmica, de metabolémica, de protedmica, de lipidémica e de outras
plataformas “omics”, e do desenvolvimento extraordinario dos equipamentos (FENG et al.,
2008; HOFFMANN; STROOTBART, 2007). A MS é atualmente uma técnica bastante
utilizada para identificacdo de proteinas e para estudo de modificagcBes poOs-traducionais em
diferentes condicdes fisioldgicas. Além disso, a MS vem sendo utilizada no monitoramento e
na caracterizacao de diversos processos industriais, tais como processos fermentativos e até
mesmo analise de microrganismos intactos (CLAYDON et al., 1996; FENSELAU;
DEMIREYV, 2001).

3.9 Cristalizacéo de proteinas

A Dbiologia estrutural teve seu inicio em 1930 quando os pesquisadores Linus
Pauling e Robert Corey estudaram sobre a ligacdo peptidica e descobriram que a forma mais
simples que uma cadeia polipeptidica pode assumir ¢ a estrutura de a-hélice. Essa descoberta
possibilitou a elucidacdo da estrutura tridimensional de diversas proteinas permitindo estudos
detalhados sobre diversos mecanismos de reac@es enzimaticas assim como processos de
respostas imunologicas e de sinalizacdo celular (ROPER, 2000; BARRE; 2001).

A principal técnica usada para a determinacdo de estrutura tridimensional de
moléculas bioldgicas é a cristalografia de raios X, porém o uso desta técnica requer a
existéncia de um bom cristal da molécula de interesse, ou seja, um cristal que difrate a alta
resolucéo.

A cristalografia de raios X € uma ciéncia relativamente nova. A primeira difracéo
protéica de raios X foi feita em 1934 por Bernal e Crowfoot em cristais de pepsina. Em 1937,
M. F. Perutz obteve a estrutura cristalografica da hemoglobina (BLUNDELL; JOHNSON,
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1976). Nos quinze anos seguintes foram desenvolvidas novas técnicas de analise da difragdo
de moléculas por raios X e atualmente o nimero de proteinas resolvidas por difracdo de raios
X tem aumentado rapidamente. Com o uso de computadores mais sofisticados e softwares
com maiores capacidades de resolucdo ocorreu uma reducdo dramatica no tempo gasto para
resolver uma estrutura, assim como aumentou a precisdo dos resultados (AZEVEDO, 2004).

Essa andlise estrutural ja deu origem a diversos prémios Nobel, desde a
descoberta dos raios X por Roéntgen que ganhou o prémio Nobel de Fisica em 1901, ao
prémio Nobel de Quimica mais recente, também envolvendo cristalografia, na descoberta da
estrutura e funcdo dos ribossomos por V. Ramakrishnan, em 2009, o que valida a extrema
aplicabilidade desta técnica.

O principal objetivo da cristalizacdo de proteinas é o estudo estrutural, por
métodos de difracdo de raios X. Através desta técnica pode-se determinar espacialmente a
posicdo atdbmica de todos os atomos que constituem uma macromolécula biol6gica como uma
proteina. Esse estudo estrutural ¢ fundamental para o entendimento molecular de vérios
mecanismos biologicos (DELATORRE, 2006).

Cristais sdo caracterizados por apresentarem alto grau de ordenacdo interna, ou
seja, sdo formados por repeti¢Ges translacionais de moléculas ou &tomos em todas as direcdes.
A periodicidade interna é descrita por uma pequena unidade de volume uniforme da qual o
cristal pode ser considerado um derivado, chamada de cela unitaria. Cada cela unitéria é
caracterizada por trés vetores a, b e ¢ que definem suas arestas e pelos angulos «, f e y
existentes entre elas (DELATORRE et al., 2000). Muitas vezes a forma externa do cristal é
conseqiiéncia do arranjo das moléculas no seu interior (DUCRUIX; GIEGE, 1992).

Cristais de proteinas sdo bem diferentes de cristais de pequenas moléculas, como
0s sais, e isso se deve principalmente ao alto contetddo de solvente, que acaba por preservar o
carater bioquimico da molécula, permitindo o acesso de ligantes e dando alguma liberdade
dindmica a molécula. Estes cristais sdo estabilizados por contatos intermoleculares, e tanto a
aderéncia intermolecular quanto a integridade da rede sdo asseguradas pelas ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas de agua e a rede cristalina. Cristais de proteinas podem ter
contetdo de solvente de até 75% do volume em alguns cristais, como da Purina Nucleosideo
Fosforil Humana (DE AZEVEDO et al., 2003).

Uma das partes mais criticas na resolucdo da estrutura de uma macromolécula
bioldgica é a sua cristalizagdo. A cristalizacdo de macromoléculas é um processo de multiplos

pardmetros, que envolve trés passos: nucleagdo, crescimento e cessacdo do crescimento. Para
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obtencdo de um bom cristal, que sirva para a coleta de dados de difracdo de raios X, é
necessario certificar-se da pureza do material.

O que torna o processo de cristalizacdo de proteinas e de outras macromoléculas
bioldgicas diferente do processo para pequenas moléculas é a quantidade de parametros
envolvidos. As proteinas possuem valores de pH e forca ibnica definidas para a sua
estabilidade e fungéo, portanto os cristais de macromoléculas bioldgicas tém de ser crescidos
a partir de solucdes aquosas complexas. Mas a principal diferenca é a flexibilidade
conformacional e a versatilidade apresentada por moléculas como as proteinas e,
consequentemente, sua maior sensibilidade as condicdes externas.

A formacdo de nucleos cristalinos de moléculas protéicas quase sempre ocorre a
niveis extremamente altos de supersaturacdo, porém nesses niveis a formacao de precipitados
amorfos é cineticamente mais favoravel. A cristalizacdo de uma solucdo é semelhante a
formagéo de gelo, ou seja, representa uma mudancga de fase. 1sso ocorre porque a barreira
energeética é superada e a transicdo de fase é dirigida a um estado do sistema mais favoravel
energeticamente. Em processos de cristalizacdo de macromoléculas bioldgicas a transicdo de
fase esta proximo do nivel energético mais favoravel para a disposicdo destas moléculas em
solucdo, causando uma situacdo de desequilibrio energético que s6 € melhorada no estado
solido (DELATORRE, 2001).

Para que o processo de cristalizacdo seja efetivo € necessario, primeiramente,
perturbar as interacGes entre as macromoléculas e 0s componentes da solucdo e para que isso
seja possivel a solucdo deve ser preferencialmente composta de 4gua e ions. Em segundo
plano, a estrutura do solvente deve ser também perturbada para que a macromolécula fique
em situacdo desconfortavel, promovendo a separacdo de fases e a uma provavel formacao
cristalina (DELATORRE, 2006).

A técnica de difusdo de vapor é, atualmente, a técnica de cristalizacdo mais
utilizada. Uma gota contendo a proteina a ser cristalizada em tampdo com o agente de
cristalizacéo e aditivos é equilibrada contra um reservatério contendo a solucdo do agente de
cristalizacdo a uma concentracdo mais alta do que na gota (FIGURA 7). O equilibrio
prossegue por meio da difusdo das espécies volateis (agua e solventes organicos) até que a
pressdo de vapor na gota seja igual a pressdo de vapor do reservatdrio. Uma vez que 0
equilibrio ocorre através da troca de vapor d’agua (da gota para o reservatorio), o volume da
gota diminui e hd& um aumento das concentracfes de todos os constituintes da gota de

cristalizacéo.
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Figura 7 — Cristalizacdo por difusdo de vapor.

M [ ] = =
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Reservatorio A Reservatério B || Reservato

C

Fonte: Elaborado pelo autor. Métodos de montagem de gota suspensa (A), gota sentada (B) e gota sanduiche (C).

A proposicdo de métodos de cristalizacdo onde um nimero limitado de condicGes
de cristalizacdo é tentado, usando-se pequenas quantidades de proteinas, foi possivel a medida
que aumentaram o nimero de proteinas cristalizadas com sucesso, uma vez que as condi¢es
de cristalizacdo se assemelhavam e o nimero de precipitantes, tampdes e aditivos é limitado.

Nesta perspectiva, foi proposto o0 método da matriz esparsa (JANCARICK; KIM,
1991), onde diversas condicdes diferentes sdo testadas com o objetivo de encontrar a condicao
de cristalizacdo de proteinas. Apenas trés categorias de parametros que afetam a cristalizacdo
(tampbes com suas possiveis variagdes de pH, aditivos e agentes precipitantes) foram
escolhidas como varaveis principais no processo de cristalizacdo, ja que considerar todas as
possibilidades para cristalizacdo seria inviavel dado o numero elevado de variaveis e a sua
natureza combinatoria.

No campo da farmacologia, a cristalografia é atualmente de extrema importancia
para a industria farmacéutica, pois permitiu que a producdo de farmacos mudasse da tentativa
e erro, onde milhares de compostos sdo sintetizados com o intuito de produzir alguns poucos
eficazes, para uma producdo racional, que utiliza essas informac@es estruturais para direcionar
a producdo de novos farmacos. Dessa forma é feita uma analise molecular do sitio ativo da
enzima que atua em determinada doenca para que esta seja inibida ou ativada por uma droga
desenhada por métodos in silico. O composto sintetizado possui interagd0 muito mais
especifica diminuindo assim os efeitos colaterais nos pacientes assim como 0S custos
econdmicos na sintese dos farmacos.

O estabelecimento da estrutura tridimensional de uma proteina é de fundamental
importancia, ndo s6 por esclarecer aspectos funcionais da proteina em questdo, mas também
por fornecer informagdes relevantes ao problema do enovelamento, que permanece como um

dos problemas mais intrigantes na bioquimica.
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3.10 Atividades bioldgicas de lectinas vegetais

As lectinas tém mostrado aplicabilidades em diversas &reas, abrangendo desde a
medicina até a agricultura, varios estudos tem demonstrado que as lectinas, sejam de origem
vegetal ou de outras fontes, exibem uma gama de atividades biologicas desencadeadas pela
interacdo dessas proteinas com a porcdo glicidica dos glicoconjugados da superficie celular.

Demonstrou-se j& que lectinas de especificidades semelhantes por carboidratos
podem, em alguns casos, apresentar afinidade pelo ligante especifico de maneira diferenciada,
como se alguma pequena diferenca estrutural entre as lectinas pudesse ocasionar diferencas de
afinidade em cada complexo estabelecido entre lectina-ligante, e isto se referir na poténcia das
atividades bioldgicas desempenhadas por estas proteinas (CAVADA et al., 2001).

Dentre as atividades bioldgicas podemos citar a proliferacdo de linfocitos com
produgdo de interferon y (BARRAL-NETTO et al., 1992), produgdo de oxido nitrico
(ANDRADE et al., 1999) e inducdo de apoptose (BARBOSA et al., 2001), reconhecimento
especifico e atividade antiproliferativa sobre células cancerigenas (SAKER et al., 1994; WU
et al., 2004; LIU et al., 2008), atividade anti (ASSREUY et al.,1997; ALENCAR et al., 1999;
SANTTI-GADELHA et al., 2006; MOTA et al., 2007) ou pro-inflamatéria (ALENCAR et
al., 2003, 2004, 2007; FIGUEIREDO et al., 2009), atividade vasorrelaxante (GADELHA et
al., 2005; ASSREUY et al., 2009), atividade antinociceptica (HOLANDA et al., 2009; PIRES
et al., 2013), atividade cicatrizante (NASCIMENTO-NETO, 2012), agentes em drug delivery
(BIES et al., 2004), atividade inseticida (ZHU et al., 1996; MACEDO et al., 2007), atividade
antifangica (CIOPRAGA et al., 1999; SOUZA et al., 2011), atividade antiviral (FAVACHO
et al., 2007) e antibacteriana (COSTA et al., 2010).

As possibilidades do uso de lectinas vegetais como ferramentas biotecnoldgicas
sdo consideradas devido ao grande numero de trabalhos cientificos exibindo atividades
bioldgicas relevantes para essas moléculas (KITADA et al., 2010; KIMBLE et al., 2010). A
propriedade que muitas lectinas possuem de aglutinar células talvez seja seu aspecto
imunolégico mais importante. Devido a multivaléncia de reconhecimento de carboidratos,
muitas lectinas fazem ligagcdes cruzadas entre células e seus receptores (DUBOIS et al.,
1998). Exemplos importantes advindos dessa propriedade, dentre outras, vém sendo descritas

para lectinas extraidas de espéecies da subtribo Diocleinae (Tabela 1).
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Tabela 1 — Exemplos de atividades bioldgicas descritas para lectinas extraidas a partir de

espécies de leguminosas

Lectina

Atividade Bioldgica

Referéncia

Dgui (Dioclea guianensis)

Atividade antifingica

ARAUJO-FILHO, et al.,
2010

ConBr (Canavalia

brasiliensis), CFL (Cratylia
floribunda), Dgui, DGL (D.
grandiflora), Dvir (Dioclea

virgata)

Efeito tdxico sobre moluscos

SANTOS et al., 2010

CGL (Canavalia gladiata)

Atividade antiinflamatéria e

analgésica

NUNES et al., 2009

ConBol (Canavalia

boliviana)

Atividade antinociceptiva

FIGUEIREDO et al.,
2009

ConBr, CGL, ConM

(Canavalia maritima)

Efeito vasodilatador

ASSREUY et al., 2009

ConM

Relaxagdo da aorta e liberagéo de

oxido nitrico

GADELHA et al., 2005

ConBr, DGL, DVL (D.

Violacea)

Ativacdo de linfocitos

BARBOSA et al., 2001

ConBr

Atividade antidepressiva

BARAUNA et al., 2006

ConA, ConBr, CFL, DVL,
DGL

Interferéncias no processo de

formacédo de biofilmes bacterianos

TEIXEIRA et al., 2006

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.11 Atividade vasorrelaxante de lectinas vegetais

3.11.1 Aspectos Gerais da Contratilidade

O mecanismo contratil do musculo liso vascular é de grande importancia para o

conhecimento dos papéis funcionais, fisioldgicos e fisiopatolégicos do mesmo. O mdsculo

liso vascular, geralmente, opera em um estado de tensé@o devido a pressao que o sangue exerce

sobre a parede dos vasos. Este estado é conhecido como tonus, a partir do qual ele pode
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contrair ou relaxar, induzindo assim o aumento ou reducgéo da pressdo no interior dos vasos
(MONCADA et al., 1991; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1996).

O estado contratil do musculo liso é regulado pela concentracdo de calcio livre no
citosol. Uma variedade de estimulos que induzem a contracdo do mdasculo liso, como
despolariza¢ao da membrana, a-adrenargicos, e agonistas muscarinicos ativam um aumento
no nivel de Ca?* (ALESSI et al., 1992; KARAKI et al., 1997).

Vérias substancias (fatores) que sdo produzidas pelas células endoteliais
difundem-se ou sdo liberadas, tanto para o sangue como para as outras camadas do vaso.
Dessa forma, elas podem controlar funcGes das células musculares lisas e das células
circulantes que participam das fungdes regulatérias. Dentre os fatores produzidos, destacam-
se 0 Oxido nitrico (NO), a prostaciclina, o tromboxano, as endotelinas, a angiotensina Il, o
fator hiperpolarizante do endotélio, a bradicinina, a serotonina, a histamina e os radicais livres
de oxigénio, dentre outros (VANE, et al., 1990; LUSHER; BARTON, 1997; VAPAATALO;
MERVAALA, 2001).

Uma dessas funcdes regulatdrias consiste no controle do ténus da musculatura lisa
vascular pela producdo de mediadores que podem produzir vasodilatagdo ou vasoconstrigéo.
Os principais fatores relaxantes derivados do endotélio s&o o NO, o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio e a prostaciclina (CARVALHO et al., 2001).

Dentre os fatores relaxantes, 0 NO é o mais potente e é produzido no endotélio a
partir da acdo da enzima NO sintase sobre o substrato L-arginina, com formacéo de NO e L-
citrulina. O NO difunde-se para o interior das células musculares lisas, onde interage com o
atomo de ferro do grupo heme da molécula de guanilato ciclase, levando a ativacdo dessa
enzima; essa enzima ativada, por sua vez, atua sobre o trifosfato de guanosina (GTP),
transformando-o0 no composto ativado monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O aumento
da concentracdo de GMPc nas células musculares leva & diminuicio da Ca*? e ao consequente
relaxamento do vaso. Sob condi¢des basais, 0 NO é continuamente liberado pelas células
endoteliais saudaveis (SILVA, 2006).

3.11.2 Lectinas vegetais com efeito vasorrelaxante

Na superficie das células, inclusive nas células endoteliais, existem glicoproteinas
e podem funcionar como receptores para lectinas. Este fato se torna relevante, uma vez que
tem sido mostrado que varias lectinas de plantas induziram o relaxamento dose-dependente de
aortas contraidas in vitro (KLEHA et al., 1991; LIMA et al., 2004; GADELHA et al., 2005,
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ASSREUY et al., 2009; NOBREGA et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2012; BEZERRA et
al., 2013).

Os primeiros estudos demonstrando o efeito vasorrelaxante causado por lectinas
vegetais foram realizados com as lectinas do germe do trigo (WGA) e a Concanavalina A
(ConA) produzem relaxamento dependente de endotélio em aorta de coelhos (KLEHA et al.,
1991). Posteriormente, foi demonstrado que o tratamento de coelhos com ricina (lectina
extraida da planta Ricinus communis, conhecida vulgarmente como mamona) potencializa as
contracdes induzidas por serotonina e histamina em artérias coronarias (ZHANG et al., 1994).

A atividade vasorrelaxante ndo € exclusiva de lectina vegetais. Lectinas
purificadas de outras fontes, tais como, as algas vermelhas Bryothamnion triquetrum e B.
seafortii lectinas também mostraram o efeito relaxante de aortas intactas, (LIMA et al., 2004).

Nos altimos anos, alguns estudos utilizando o modelo de contratilidade de aorta
isolada de ratos in vitro foram realizados com lectinas especificas para glicose e manose
purificadas de vegetais da subtribo Diocleinae. Este relaxamento mostrou ser estritamente
dependente de endotélios intactos, foi inibido pela incubacdo prévia da lectina com seus
acucares especificos, ressaltam a importancia do sito de reconhecimento a carboidratos de
lectinas e ocorreu via que envolve a enzima 6xido nitrico sintase, responsavel pela sintese de
oxido nitrico (GADELHA et al., 2005, ASSREUY et al., 2009; NOBREGA et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2012; BEZERRA et al., 2013).

3.11.3 Atividade anti-inflamatoria de lectinas vegetais

3.11.3.1 Aspectos gerais do processo inflamatorio

O processo infamatério é uma sequéncia complexa de eventos que ocorre em
tecidos vascularizados, em resposta a agressdo por agentes lesivos. Esta reacdo tem como
principal objetivo livrar o organismo do agente causador da injuria e também desencadear
processos que tendem a reparacdo do tecido lesado (McGEER; McGEER, 2000). Uma
caracteristica importante deste processo é que, independente da natureza do estimulo, a
resposta inflamatoria segue um padréo caracteristico, podendo ser observadas modificagdes
discretas no padrdo de resposta, inerente ao agente etioldgico, ao tecido ou 6rgéo lesado e ao
estado patologico do hospedeiro (RANG et al., 2001).

A inflamacdo possui como sinais clinicos caracteristicos: calor, tumor, rubor, dor

e perda de funcdo (ABBAS et al., 2010), sendo dividida em uma fase aguda e uma fase
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cronica. A primeira das fases da reacdo inflamatdria — fase aguda — depende do estimulo ser
ou ndo persistente, esta reacdo pode tornar-se cronica, podendo, muitas vezes, ser prejudicial
ao organismo. Frequentemente, apés a fase aguda, ocorre a resolugdo do processo, em razao
da eliminacdo dos agentes causadores.
Varios tipos de células estdo envolvidos no processo inflamatoério e estas podem

ser classificadas em trés tipos:

e  Células endoteliais;

e Células préprias do tecido (mastocitos, fibroblastos e macréfagos

residentes);
e Células migratérias (neutréfilos, eosinofilos, basofilos, linfécitos

sanguineos, plasmaocitos e macrofagos livres).

A resposta inflamatdria aguda envolve fendmenos vasculares (vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade celular) e celulares (infiltracdo celular) decorrentes da liberacao
local de mediadores quimicos formados e liberados concomitantemente ou sequencialmente
no local da lesdo. Estes mediadores podem ser divididos nas seguintes categorias: Aminas
vasoativas, metabdlitos do é&cido araquiddnico, fator ativador plaquetario, citocinas,
quimiocinas, 6xido nitrico, radicais livres derivados de oxigénio e neuropeptideos
(FERENCIK; STVRTINOVA, 1996; ABBAS et al., 2010).

A vasodilatacdo € um fenébmeno que corresponde a altera¢fes no calibre vascular,
gue conduz a um aumento do fluxo sanguineo, decorrente da acdo de mediadores
principalmente em arteriolas. O aumento da permeabilidade vascular se deve a acdo de
mediadores inflamatérios sobre as células endoteliais venulares, induzindo a contracdo das
mesmas. Isto permite a passagem de proteinas plasmaticas para o intersticio, as quais ndo
seriam filtradas em condicGes fisioldgicas. O aumento da permeabilidade vascular somado ao
aumento da pressdo de filtracdo, por consequéncia da vasodilatacdo, leva a formacdo do
edema inflamatorio (ABBAS et al., 2010).

A migracgéo de leucdcitos da microcirculacdo e seu acumulo no foco da agressao é
uma das etapas fundamentais para a defesa do organismo. Os leucdcitos ingerem 0s agentes
agressores, destroem as bactérias e outros microbios e degradam o tecido necrético e os
antigenos estranhos. Porém, os leucdcitos podem prolongar a inflamacdo e induzir lesdo
tecidual mediante a liberacdo de enzimas, de mediadores quimicos e de radicais livres do
oxigénio (ABBAS et al., 2010).
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A mobilizagdo adequada dos leucdécitos, da microcirculagdo para o foco
inflamatorio (tecido intersticial), é também uma etapa fundamental para a defesa do
organismo e é denominada de extravasamento. Pode ser dividida nas seguintes etapas: (1)
intraluminais: marginacdo, rolamento e adesdo; (2) transmigracdo através do endotélio
(também denominada de diapedese); e (3) migracdo nos tecidos intersticiais na dire¢do do
estimulo quimiotatico (ABBAS et al., 2010).

3.11.3.2 Lectinas vegetais com atividade anti-inflamatoria

Lectinas de leguminosas in vitro estimulam a proliferacdo de linfocitos e
producéo de interferon-y (BARRAL-NETO et al., 1992), a liberagéo de histamina a partir de
mastdcitos peritoneais de ratos (GOMES et al., 1994), a ativacdo de macrofagos peritoneais
de camundongos que liberam H20, (RODRIGUEZ et al., 1992), a apoptose (BARBOSA et
al., 2001) e a producdo de 6xido nitrico por células peritoneais murinas (ANDRADE et al.,
1999). Estudos in vivo demonstram ainda que lectinas, quando administradas por via
subcutanea, ativam a migracao de leucdcitos e formacdo do edema de pata (BENTO et al.,
1993; SILVA, et al., 2011), sendo estes processos decorrentes da liberacdo de varios
mediadores inflamatérios (ANDRADE et al., 1999).

Embora inicialmente as pesquisas se direcionassem predominantemente aos
efeitos pro-inflamatorios das lectinas (ALENCAR et al., 2003, 2004, 2007; ASSREUY et al.,
2009; FIGUEIREDO et al., 2009) vem sendo demonstrando que, dependendo da via de
administracdo utilizada, algumas lectinas podem induzir respostas estimulatérias ou
inibitérias do processo inflamatorio, estas Ultimas ocorrendo quando a injecdo da lectina se da
por via intravenosa. O efeito de lectinas na inflamacdo frequentemente esta relacionado ao
dominio de ligacdo a carboidratos (dominio lectinico), a maioria inibindo a migracao celular
para os sitios inflamados, provavelmente via inibicdo da adesdo ente leucdcito e endotélio
(ASSREUY et al., 1997; 1999; ALENCAR et al., 1999; SANTTI-GADELHA et al., 2006;
MOTA et al., 2006; NAPIMOGA et al., 2007; NUNES et al., 2009; ROCHA et al., 2011).

As lectinas da subtribo Diocleinae, cujo aclcar ligante é glicose-manose, tem
mostrado atividade pro-inflamatdria por via subcutdnea, mas anti-inflamatéria por via
intravenosa. No tocante ao efeito anti-inflamatdrio, as lectinas de Dioclea guianensis, D.
violacea, D. virgata, Cratylia floribunda inibem edema de pata e migracéo de neutrofilos para
a cavidade peritoneal de ratos (ASSREUY et al., 1997; ALENCAR et al., 1999). Além disso,

a D. guianensis e D. violacea previnem alteracfes inflamatdrias oriundas da cistite



45

hemorragica induzida por ciclofosfamida em camundongos (ASSREUY et al., 1999). Nunes
et al., 2009 demonstrou que a lectina de Canavalia grandiflora apresenta atividade anti-
inflamatdria evidenciado pela reducdo dos niveis de mieloperoxidase no macerado de patas
inflamadas, do rolamento e adesdo de leucdcitos e do nivel de citocinas, além de inibir
hipernocicepgdo mecanica. Recentemente, Rocha et al., 2011 demonstrou que a lectina de
Cymbosema roseum apresenta agdes pré ou anti-inflamatoria dependendo da via de
administracdo, reforcando esse perfil de acdo na subtribo Diocleinae.

A lectina de sementes Lonchocarpus sericeus, especifica para N-acetil-D-
glicosamina, apresenta efeito na peritonite infecciosa, mesmo ndo sendo bactericida, é capaz
de reduzir o nimero de bactérias vidveis no sitio infeccioso, além de reduzir migragéo celular
(ALENCAR et al., 2005), inibe edema de pata (ALENCAR et al., 1999). E ainda capaz de
inibir a migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal em inflamacéo de origem imune e
ndo-imune, também reduz rolamento e adesdo de neutréfilos no endotélio e a atenuar a
hipernocicep¢do mecanica, sendo estes efeitos associados a reducdo nos niveis de citocinas
préinflamatdrias (TNF-a e IL1-B) e quimiocinas (CCL3 ¢ CXCL1) (NAPIMOGA et al.,
2007).

3.12 Ensaios de toxicidade com Artemia sp.

Artemia sp. (FIGURA 8) é uma espécie de microcustaceo pertencente ao filo
Artropoda, classe Crustacea, subclasse Branchiopoda, ordem Anostrocata, familia Artemidae
e género Artemia. As artémias sdo organismos de facil aquisicdo, possui facil cultivo em
laboratério e sdo sensiveis a diversos tipos de substancias. Essas caracteristicas fazem com
gue esses animais sejam viaveis para testes de toxicidade (VEIGA et al., 2002).

O teste de toxicidade consiste em avaliar os efeitos sofridos por esses animais
quando expostos a alguma substancia, geralmente em um periodo entre 24 a 96 horas, ndo
havendo troca da solucdo-teste neste periodo. Nestes testes € verificado o niUmero de animais
vivos e mortos, como também algum tipo de comportamento incomum apresentado pelos
animais devido a exposicdo com a substancia testada (BIRGE et al., 1985). Apos essa
observacao é calculado o CE (Concentracdo Efetiva) ou CLso (Concentracdo Letal Mediana),
que consiste no valor de concentracdo da substancia capaz de matar 50% da populacdo de
animais expostos (BURATINI et al., 2004).
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Figura 8 — Nauplio de Artemia sp.

Fonte: Google imagens (https://www.flickr.com/photos/chenhowen/2209391548/lightbox/). Acesso em:
28/07/2014.

Em 1985 o Centro de Pesquisas e Desenvolvimento (CENPES) da PETROBRAS
aderiu a testes de toxicidade usando Artemia sp. para avaliar a toxicidade de produtos
derivados do petroleo. Em 1992 o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) definiu
que os fabricantes de dispersantes de 6leos s6 receberiam registro se apresentassem laudo de
avaliacdo de toxicidade de seus produtos contra Artemia sp., devido a capacidade deste ensaio
de selecionar os produtos que possuem maior e menor toxicidade (VEIGA et al., 2002).

Uma fator que deve ser considerado para os testes com Artemia sp. € em qual
estagio de desenvolvimento dos nauplios esses organismos devem ser expostos a substancia-
teste. Na fase de nauplios | possuem reserva de vitelo e ndo se alimentam com substancias
presentes no meio, 0 que 0s tornam resistentes a substancia-teste e ndo fornece resultados
confidveis. A fase de nauplios Il é a que deve ser utilizada nos testes de toxicidade, pois nesta
fase os individuos ja se alimentam dos nutrientes do meio e ficam susceptiveis a substancia-
teste (VEIGA et al., 2002).

Ensaio de toxicidade com Artemia sp. se tornou um bom modelo para avaliagéo
de toxicidade de diferentes substancias, ndo somente de efluentes industriais (PIMENTEL et
al., 2009), mas também de amostras biologicas. Exemplos de amostras biologicas testadas,
temos extrato de diatoméaceas (CALDWELL et al., 2003), extratos de Terminalia brownii
(MBWAMBO et al., 2007), extratos de Euphorbia conspicua (Euphorbiaceae) (SANTOS et

al., 2007), extratos de nim utilizados na medicina, cosmética e agricultura (BEVILACQUA et


https://www.flickr.com/photos/chenhowen/2209391548/lightbox/
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al., 2008), extratos de folhas de Cassia grandis (AWAL et al., 2009), agentes terapéuticos
(NUNES et al., 2006), lectinas de Leguminosae (SANTOS et al., 2010).
Esses trabalhos mostram que o modelo de ensaio de toxicidade com Artemia sp. é

um método confiavel para avaliacdo de toxicidade de amostras biologicas.
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CAPITULO II:

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA
LECTINA DE Dioclea reflexa
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4 CAPITULO II: PURIFICACAO E CARACTERIZACAO FIiSICO-QUIMICA DA
LECTINA DE Dioclea reflexa

4.1 Purificacdo da lectina de sementes Dioclea reflexa

4.1.1 Extragao proteica

As sementes de D. reflexa foram descascadas e moidas até obtencdo de um pd
fino em um moinho de café (Cadence MDR301 Monovolt). As proteinas soluveis foram
extraidas em NaCl 0,15 M com CaCl> 5 mM e MnCl> 5 mM relacéo 1:10 (p/v), sob agitagdo
constante durante 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a
10.000 x g a 4 °C durante 20 minutos e o sobrenadante foi coletado e filtrado em um papel de

filtro (Whatman™). O sobrenadante resultante foi denominado de extrato total.

4.1.2 Cromatografia de afinidade em gel de Sephadex-G50

A lectina de sementes de D. reflexa foi purificada através de uma Unica etapa de
cromatografia de afinidade. Para isso, o extrato total foi aplicado em coluna de afinidade
Sephadex® G-50 (6,5 x 1,8 cm) previamente equilibrada com solucdo de extracio com fluxo
de 1 mL/min. O material ndo ligado (P1), foi lavado com a mesma solucéo, e a lectina foi
eluida com D-glucose 0,1 M na solucdo de equilibrio. FracGes eluidas foram coletados em
fracdes de aproximadamente 2 mL e foram monitoradas por absorbancia a 280 nm. O material
eluido foi recolhido, dialisado contra agua destilada e liofilizado. A homogeneidade da
amostra foi monitorada por SDS-PAGE e a proteina pura foi utilizada para os ensaios de

caracterizagéo.

4.1.3 Dosagem de proteinas sollveis

A concentracdo de proteinas totais sollveis no extrato e nas diferentes fragdes foi
verificada pelo método descrito por Bradford (1976). A cada 100 puL de amostra, diluida ou
ndo, 2,5 mL do reagente de Bradford foram adicionados. A mistura foi entdo deixada em
repouso por cerca de 10 minutos e em seguida teve sua absorbancia determinada a 595nm em

um espectrofotémetro de luz visivel (VIS LBK Novaspec Il, Pharmacia). A concentracdo de
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proteinas sollveis nas amostras analisadas foi determinada a partir de uma curva padréo

obtida com o uso de solucGes de concentrages conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

4.1.4 Deteccao da Atividade Hemaglutinante

Os testes para deteccéo de atividade hemaglutinante nos extratos e nas diferentes
fracOes protéicas foram realizados em tubos, a partir de uma adaptagdo ao protocolo descrito
por Moreira e Perrone (1967) como descrito a seguir:

As amostras, em duplas seriadas, foram diluidas em tubos (1:2, 1:4, 1:8...) em
NaCl 150 mM. A 100 uL de cada diluicdo adicionou-se 100 uL de uma suspensao de
hemécias de coelho ou dos tipos sanguineos A, B e O, normais ou tratadas com enzimas
proteoliticas (papaina ou tripsina) a 3% em NaCl 150 mM. O ensaio foi incubado a 37 °C por
30 minutos e, apds esse periodo, deixado em repouso a temperatura ambiente por mais 30
minutos. A presenca ou nao de hemaglutinacéo foi entdo detectada macroscopicamente.

Os titulos de hemaglutinacdo foram medidos em termos de Unidade
Hemaglutinante (U.H.) como sendo o inverso da maior diluigdo ainda capaz de apresentar

hemaglutinacéo visivel.

4.1.5 Calculo da atividade hemaglutinante especifica

Apos a obtencdo do titulo de hemaglutinagdo a da concentracdo de proteinas
sollveis, a atividade especifica para cada uma das fracGes foi calculada, com o objetivo de se
monitorar avancos na concentracdo/purificacdo da lectina em estudo.

O célculo foi feito pela divisdo do titulo de hemaglutinacdo (UH/mL) pela
dosagem de proteinas soltveis (mgP/mL), cujo quociente foi expresso em UH/mgP (unidades
de hemaglutinacdo por miligrama de proteina). Esses resultados poderdo ser comparados,
levando a escolha da melhor condigdo/fracdo purificadora ou concentradora da atividade

hemaglutinante.

4.1.6 Especificidade por Carboidratos

A especificidade por carboidratos da lectina de sementes de D. reflexa foi

determinada através de ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante por agtcares simples,
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0s quais foram realizados segundo protocolo adaptado a partir daquele descrito por Ramos et
al., (1996).

Para tal proposito, 50 pL de solucBes estoques, a uma concentracdo de 0,1 mol/L
de cada carboidrato, foram diluidos serialmente em Tris-HCI 100 mM com NaCl 150 mM.
Em seguida, foi adicionada a cada tubo 50 pL de uma solucdo de lectina em uma
concentragdo capaz de provocar uma aglutinagéo de 4 U.H. O ensaio foi entdo incubado a 37
°C por 30 minutos, e, ap0ds isso, mantido em repouso a temperatura ambiente por mais trinta
minutos. Apos este periodo, foram acrescidos 100 pL de uma suspensdo a 2% de eritrdcitos
de coelho tripsinisados a todos os tubos do ensaio. A mistura foi novamente incubada a 37 °C,
durante 30 minutos, e depois, deixada em repouso a temperatura ambiente por mais 30
minutos. A inibicao da atividade hemaglutinante pelos aclcares foi entdo determinada.

Para aqueles carboidratos que se mostraram capazes de inibir a atividade
hemaglutinante foi determinada a concentracdo minima inibitéria (MIC), a qual corresponde a
maior diluicdo, ou a menor concentracdo, do aglcar em que permaneceu a auséncia de

atividade hemaglutinante.

4.1.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

O acompanhamento do processo de purificacdo e a estimativa da massa molecular
aparente das subunidades da lectina purificada foram feitos atravées de eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), realizada segundo uma
adaptacdo ao método descrito por Laemmli (1970).

O gel superior ou gel de empilhamento foi preparado usando
acrilamida/bisacrilamida 4% em tampéo Tris/HCI 500 mM, pH 6,8, SDS 1%, persulfato de
amonio (100 mg/mL) e TEMED concentrado. O gel de separacdo da amostra foi preparado
em tampédo Tris/HCI 1.500 mM, pH 8,8 contendo SDS 1%, TEMED (concentrado) e
persulfato de amonio (100 mg/mL).

A amostra liofilizada foi solubilizada a uma concentragdo de 4 mg/mL em tampéo
de amostra contendo Tris/HCI 62,5 mM pH 6,8, 10% de glicerol, 0,02% de azul de
bromofenol e 1% de SDS.

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada em um sistema Mini-Protean Il mini-gel
(Bio-Rad; Mildo, Itdlia) com a voltagem variando até 150 V e amperagem de 25 mA. O
tampdo de corrida utilizado conteve Tris 25 mM, Glicina 192 mM e SDS 0,1%. Proteinas de

massa molecular conhecidas foram utilizadas como padrao (Fosforilase b 97 kDa, BSA 66
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kDa, Ovoalbumina 45 kDa, Anidrade Carbonica 29 kDa, Inibidor de Tripsina 20,1 kDa e a-
lactoalbumina 14,4 kDa).

Apdbs a corrida eletroforética, o gel de separacdo foi fixado em uma solugédo
contendo 25% isopropanol e 10% acido acético, por no minimo 1 hora. O gel fixado foi entdo
corado em Coomassie R-250 a 0,05%, dissolvido em metanol, acido acético e 4gua a uma
proporcdo 4:1:6 (v/v/v). A retirada do excesso do corante (descoramento) foi feita em &gua
destilada aquecida.

A presenca de ligagdes dissulfeto foi avaliada pela adicdo de 2% f-

mercaptoetanol na amostra, antes da corrida de eletroforese.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica

4.2.1 Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante

Aliquotas da lectina de sementes de D. reflexa solubilizadas em NaCl 150 mM
(0,5 mg/mL), foram preparadas em tubos de microcentrifuga de 2 mL. Em seguida, cada
amostra foi submetida a diferentes temperaturas (40, 50, 60, 70, 80, 90, e 100 °C) por 60
minutos. Ap6s a incubacdo, as solucdes foram arrefecidas até atingirem a temperatura
ambiente e em seguida, realizou-se teste de atividade hemaglutinante para verificar a

manutencdo ou néo da atividade.

4.2.2 Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante

O feito do pH sobre a atividade hemaglutinante da lectina foi avaliado através de
testes de atividade hemaglutinante. Para isto, a lectina de sementes de D. reflexa solubilizada
em NaCl 150 mM (0,5 mg/mL) foi dialisada por 24 horas contra diferentes solu¢cdes tampéo
com pH variando de 4,0 a 10,0 contendo NaCl 150 mM. Os seguintes tampdes foram
utilizados: Citrato de sodio 100 mM pH 4,0 e 6,0; acetato de sodio 100 mM pH 5,0; fosfato de
sodio 100 mM pH 7,0; Tris-HCI 100 mM pH 8,0; glicina-NaOH 100 mM pH 9,0 e 10,0.
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4.2.3 Efeito do EDTA sobre a atividade hemaglutinante

O requerimento de cétions divalentes para a atividade da lectina foi investigado.
Para tal proposito, a lectina de sementes de D. reflexa solubilizada em NaCl 150 mM (0,5
mg/mL) foi inicialmente dialisada contra uma solugdo de EDTA 100 mM contendo NaCl 150
mM por 24 horas, seguida pela didlise exaustiva contra NaCl 150 mM para retirada de
excesso de EDTA. Apos isto, a atividade hemaglutinante foi testada adicionando-se solugdes
de NaCl 150 mM contendo CaClz e MnCl, 10 mM.

4.2.4 Andlise da presenca de carboidratos estruturais

A lectina de sementes de D. relfexa solubilizada em NaCl 150 mM (1,0 mg/mL)
foi submetida ao método de Dubois et al. (1956) para a determinacdo do conteudo de
carboidratos, utilizando-se lactose como padrdo. A presenca de carboidratos covalentemente
ligados a estrutura da proteina foi analisada por coloracdo utilizando o método do acido
periddico - reagente de Schiff apds SDS-PAGE (ZACHARIUS et al., 1969).

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Purificacdo da lectina de sementes de D. reflexa

O extrato total preparado com a farinha de sementes de D. reflexa apresentou alto
titulo de atividade hemaglutinante contra eritrocitos de coelho nativos ou tratados com
enzimas proteoliticas, e contra eritrocitos humanos dos grupos sanguineos A, B e O
(TABELA 2), sendo que o maior titulo de hemaglutinacédo foi observado contra eritrocitos de
coelho tratados com tripsina. Varios estudos envolvendo lectinas mostram que muitas vezes
estas proteinas tém sua atividade hemaglutinante potencializada pelo tratamento dos
eritrocitos com enzimas proteoliticas (NAGANO et al., 2002; PINTO et al., 2008), isto ocorre
pelo fato destas enzimas atuarem clivando certas proteinas da superficie da membrana celular
dos eritrocitos expondo ainda mais os carboidratos que compdem o glicocalice. Isso permite
que as lectinas tenham um maior acesso a estes, aumentando assim os titulos de

hemaglutinag&o.
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Tabela 2 — Atividade hemaglutinante no extrato total das sementes de D. reflexa.

, . Tratamento Enzimatico
Tipo de Eritrocito

Tripsina Papaina Nativos
Coelho 524.288 131.072 65.536
Humano tipo A 4.096 1.024 1.024
Humano tipo B 1.024 1.024 256
Humano tipo O 16.384 16.384 4.096

Fonte: elaborado pelo autor. *Valores expressos em termos de Unidade Hemaglutinante (U.H.).

A atividade hemaglutinante presente nos extratos de sementes de D. reflexa foi
totalmente inibida por D-manose, D-glicose e derivados, tais como, a-metil-D-
manopiranosideo e N-acetil-D-glicosamina. Contudo ndo foi inibida pelos demais
carboidratos utilizados nos ensaios de inibicdo (TABELA 3), demonstrando que a atividade
hemaglutinante presente no extrato é realmente causada pela presenca de uma lectina. Além
disso, nesse estudo de inibicdo também foi observado que a lectina possui uma afinidade para
a-metil-D-manopiranosideo (3,125 mM) quatro vezes maior do que para D-manose (12,5
mM) , apresentando também afinidade por D-glicose (50 mM). Estes resultados indicam que a
presenca um substituinte mais hidrofébico no C-1 do a-metil-D-manopiranosideo pode
favorecer o estabelecimento de interacdes adicionais com regides hidrofdbicas do sitio de
ligagdo a carboidratos da lectina, aumentando assim a afinidade por estes carboidratos em
relacdo a D-manose e D-glicose, respectivamente. Este perfil de especificidade de ligacdo a
carboidratos é caracteristico de outras lectinas glicose/manose isoladas da subtribo Diocleinae
e de outras espécie de leguminosas (NASCIMENTO et al., 2012; CAVADA et al., 1994,
RAMOS et al., 1996).

A lectina de sementes de D. reflexa (DrfL) foi purificada por um Gnico passo de
cromatografia de afinidade em uma matriz de Sephadex G-50, na qual, ap6s a remocédo das
proteinas que ndo interagiram com a matriz (P1), a lectina purificada (PIl) foi eluida utilizando
uma solucdo de glicose (FIGURA 9). O processo de purificacdo de DrfL mostrou-se ser
semelhante a de outras lectinas glicose/manose da subtribo Diocleinae, como também seu
perfil cromatografico (CAVADA et. al., 2001).
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Tabela 3 — Inibicdo da atividade hemaglutinante no extrato total de sementes de D. reflexa por

carboidratos.

Carboidrato MIC* (mM)
D-Glicose 50
D-Galactose NI
D-Frutose NI
D-Fucose NI
D-Manose 12,5
D-Xilose NI
D-Arabinose NI
N-Acetil- D-glicosamina NI
a-metil- D-galactopiranosideo NI
a-metil- D-manopiranosideo 3,125
Lactose NI
Lactulose NI

Fonte: Elaborado pelo autor. * Concentracdo Minima Inibitéria em mM;**QO carboidrato ndo inibiu a uma

concentragdo de 50 mM.

Figura 9 — Cromatografia de afinidade em Sephadex G-50.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Perfil de eluicdo da cromatografia de afinidade em Sephadex G-50.

Aproximadamente 10 mL do extrato total foram aplicados em uma coluna de Sephadex G-50 (6,5 x 1,8 cm)

previamente equilibrada com a solucdo de extracdo NaCl 150 mM com CaCl; 5 mM e MnCl, 5 mM. A fragdo

ndo retida (PI) foi removida com o tampéo de equilibrio, enquanto que, a fragdo retida (PII) foi eluida com

solugdo de equilibrio contendo D-glicose 100 mM. Fragdes de aproximadamente 2 mL foram coletadas

manualmente e analisadas por espectrofotometria com leitura a 280 nm.
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O conteudo de proteinas solUveis totais e a atividade hemaglutinante especifica no
extrato total foram 2,39 mg/mL e 524.288 U.H./mg, respectivamente. Para a DrfL purificada
estes valores foram 0,06 mg/mL e 65.536 U.H./mg, respectivamente. Esse procedimento de
purificacdo resultou na lectina purificada com um grau de pureza de 4,98 vezes em relacdo ao
extrato total (TABELA 4).

Tabela 4 — Tabela de purificacdo da lectina de sementes de D. reflexa.

9Proteinas

Fracio U.H  9Atividade Especifica YPyrificacio
(mg/mL) Total (U.H/mg)
Extrato Total 2,39 524.288 219.367,4 1
PIl Sephadex G-50 0,06 65.536 1.092.266,7 4,98

Fonte: Elaborado pelo autor.

a) Concentracdo de proteinas determinada pelo método de Bradford (1976);

b) Atividade hemaglutinante contra eritrocitos de coelho tratados com tripsina, expressa em termos de
Unidade Hemaglutinante (U.H.);

¢) Atividade Hemaglutinante Especifica calculada como a relacdo entre a atividade hemaglutinante e a
concentragdo de proteinas;

d) Purificacdo, calculada como a relagdo entre a atividade hemaglutinante especifica do extrato total e
aquela de cada passo de purificagdo subsequente.

4.3.2 Caracterizacdo fisico-quimica da DrfL

O processo de purificacdo de DrfL foi monitorado por SDS-PAGE. O perfil
eletroforético (FIGURA 10) de DrfL corresponde a uma banda com peso molecular aparente
de 29 kDa (cadeia alfa) e outras duas entre 20-14 kDa (cadeias beta e gama). Na presenca do
agente redutor (B-mercaptoetanol) ndo houve mudancas no perfil eletroforético, o que indica
gue a proteina ndo apresenta pontes dissulfetos intercadeias. Esse resultado nos mostra que
DrfL possui alta similaridade com outras lectinas da subtribo Diocleinae, sofrendo 0 mesmo
processamento pos-traducional inicialmente descrito por Carrington et al. (1985).
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Figura 10 — Eletroforese em SDS-PAGE.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Pocos: 1- Marcadores moleculares (Fosforilase b 97 kDa, BSA 66 kDa,
Ovoalbumina 45 kDa, Anidrade Carb6nica 29 kDa, Inibidor de Tripsina 20,1 kDa e a- lactoalbumina 14,4 kDa),
2- Extrato total, 3- Fragdo ndo retida na Sephadex G-50 (PI), 4- Fragdo retida na Sephadex G-50 (PII)
correspondente a DrfL.

DrfL demonstrou ser uma proteina razoavelmente termoestavel e manteve sua
atividade hemaglutinante inalterada apos incubacdo a 50 °C por 1 hora. Contudo, a lectina
teve sua atividade hemaglutinante reduzida para 50% apds a incubacdo a 60 °C, sendo esta
atividade perdida quando exposta a temperaturas iguais ou superiores a 80 °C (Figura 11A).

DrfL também manteve a sua atividade hemaglutinante em uma ampla faixa de pH. Os
titulos de hemaglutinacdo alcancaram seus valores mais altos no pH de 5, 6 e 7, indicando que
esta é a faixa de pH 6timo para a atividade dessa proteina. A atividade hemaglutinante foi

reduzida quando realizada em valores extremos de pH (Figura 11B).
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Figura 11 — Efeito da temperatura e pH na atividade da lectina da DrfL.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Estabilidade térmica. (B) Estabilidade a variacGes de pH.

Uma das caracteristicas principais das lectinas de leguminosas é o fato de que
estas possuem sitios de ligacdo a cations divalentes, principalmente calcio e manganés, em
suas estruturas. Esses ions atuam estabilizando a estrutura do sitio de ligacdo a carboidratos e
sua auséncia resulta em uma instabilidade local e na perda da capacidade de ligar-se a
carboidratos (LORIS et al., 2004). A atividade hemaglutinante da lectina de sementes de D.
reflexa foi afetada apos dialise da proteina contra solucdo de EDTA 100 mM. A atividade
hemaglutinante de DrfL decresceu cerca de 75% (FIGURA 12). Este resultado € semelhantes
a outras lectinas da subtribo Diocleinae, como por exemplo, a lectina de sementes de Dioclea
rostrata (CAVADA et al., 1996).

A andlise da presenca de carboidratos na estrutura de DrfL realizada pelo método
de Dubois et al. (1956) mostrou que DrfL ndo possui carboidratos em sua estrutura.
Corroborando com este resultado, DrfL também ndo foi corada pelo método do 4&cido

periddico - reagente de Schiff.
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Figura 12 — Efeito do EDTA sobre a atividade hemaglutinante de DrfL.
2
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Fonte. Elaborado pelo autor. 1- Atividade hemaglutinante de DfrL ap6s diélise da proteina contra solugdo de
EDTA 100 mM. 2- Atividade hemaglutinante de DfrL nativa. U.H. % (porcentagem da Unidade de
hemaglutinacdo comparada a atividade da lectina sem tratamento).
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CAPITULO IlI:

ANALISE DA MASSA INTACTA E SEQUENCIA DE DrfL POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS
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5 CAPITULO I11: ANALISE DA MASSA INTACTA E SEQUENCIA DE DrfL
POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

5.1 Determinacéo da massa molecular de DrfL por espectrometria de massas

A massa molecular da proteina em estudo foi determinada por ionizacdo do tipo
electrospray acoplada a um espectrémetro de massa hibrido (Synapt HDMS system — Waters
Corp). Foi preparada uma solucdo da proteina a ser analisada na concentra¢éo de 10 pmol/uL
em 50% de acetonitrila contendo 0,2% de acido formico. Esta solucdo foi infundida no
sistema num fluxo de 10 pL/min. A voltagem do capilar e do cone foram ajustadas para 3 kV
e 40 V respectivamente. A temperatura da fonte foi mantida a 90 °C e o fluxo de nitrogénio
ajustado para 150 L/h. A aquisicdo de dados foi realizada pelo software MassLynx v4.1
(Waters Corp) e o espectro multicarregado foi deconvoluido utilizando técnicas de
maximizagao de entropia (FERRIGE et. al, 1992).

5.2 Digestdo in gel e sequenciamento dos peptideos por espectrometria de massas

A proteina a ser analisada foi aplicada em um gel de 12% de poliacrilamida (SDS-
PAGE). A banda referente a proteina foi retirada do gel e recortada com auxilio de uma
ponteira plastica. O gel contendo a proteina de interesse foi descorado em uma solugdo de
50% de acetonitrila contendo 25 mM de bicarbonato de amonio, desidratado em 100% de
acetonitrila e seco em Speedvac (LabConco). O gel foi entdo reidratado em uma solucéo de
50 mM de Bicarbonato de amdénio contendo a enzima tripsina (Promega), quimiotripsina
(Sigma-Aldrich) ou pepsina (Sigma-Aldrich) na proporgdo de 1:50 (peso / peso;
enzima:substrato). Para digestdo da amostra com a enzima termolisina, o gel foi reidratado
numa solu¢do de Tris=HCI 50mM pH 7,5 com NaCl 5mM e CaCl, 5mM nas mesmas
proporcdes que as demais enzimas. A reacdo de digestdo permaneceu 12 h a 37 °C, sendo
interrompida com a adic¢éo de &cido formico a 2%.

Os peptideos oriundos da digestdo foram extraidos do gel em utilizando uma
solucéo de 5% de &cido formico em 50% de acetonitrila sob agitacdo durante 15 minutos. Este
procedimento foi repetido 3 vezes, o sobrenadante contendo os peptideos extraidos foram
unidos e concentrados em Speedvac e ressuspensos com 25 pL com acido formico 0,1%.
Estes peptideos foram injetados em um sistema nanoAcquity (Waters Corp) conectado a uma

fonte de nano electrospray de um espectrdmetro de massas (SYNAPT HDMS — Waters Corp).
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O espectrometro foi calibrado na faixa de m/z 50 a 1600 com os fragmentos do ion de [Glul]-
fibrinopeptideo B. A amostra foi aplicada a uma coluna de fase reversa C18 (75 pm x 100
mm) e eluida com um gradiente linear partindo de 10% a 85% de acetonitrila contendo 0,1%
de acido formico.

O espectrometro de massa operou em modo positivo, com a temperatura da fonte
de 90 °C e a voltagem do capilar de 3.0 kV. Os experimentos de LC-MS/MS foram realizados
de acordo com a funcdo DDA (Direct Data Acquisition — Aquisicdo Direta de Dados) os ions
precursores com carga entre 2* e 4* foram selecionados para analise de MS/MS sendo
fragmentados através de CID (Collision Induced Decomposition — Decomposic¢do induzida
por colisdo), utilizando argdnio como gas de colisdo. Os dados foram coletados, processados e
analisados utilizando o programa MassLynx v4.1 (Waters Corp) e ProteinLynx v2.4 (Waters
Corp). Os peptideos com sequéncia de aminodcidos comuns a outras proteinas foram
identificados por buscas em banco de dados utilizando ferramenta de pesquisa por padrdo de
fragmentacdo dos peptideos. Foram utilizados os programas ProteinLynx 2.4 (Waters Corp) e
MASCOT (Matrix Science). Os demais peptideos tiveram suas sequéncias determinadas
através da interpretacdo manual dos espectros de fragmentacdo (sequenciamento De novo)

utilizando a ferramenta PepSeq.

5.3 Analises da sequéncia primaria por bioinformaética

Uma vez obtida a sequéncia primaria de DrfL, esta foi submetida a analise por
bioinformética, onde foram utilizados programas de alinhamento para analise de similaridade
e homologia entre as sequéncias de aminoacidos obtidas e todo o banco ndo redundante de
proteinas depositadas no Nacional Center of Biotechnology Information (NCBI).
Inicialmente, a sequéncia primaria de DrfL foi submetida ao programa BLAST (ALTSCHUL
et al., 1997) e as proteinas com maior score foram selecionados para os alinhamentos de
sequéncias utilizando o ESPript 2,2 (GOUET et al., 2003) e os dados filogenéticos foram
gerados no programa ClustalW.

As informacBes de ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular média teorica da
sequéncia de aminodcidos da lectina foram calculada usando a ferramenta PeptideMass
(http://web.expasy.org/peptide_mass/) (GASTEIGER et al., 2005). A presenca de sitios de N-
glicosilacao foi avaliada usando a ferramenta NetNGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (GUPTA et al., 2004).


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CDQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fscs.illinois.edu%2FmassSpec%2Fion%2Fdda.php&ei=ON8JVOjJBaOj8gGO_oCoDQ&usg=AFQjCNHrbr4TAFoMuisC6itgceMtPZn2bw&sig2=nmduY0LUyEFm2236oBS65g&bvm=bv.74649129,d.b2U
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5.4 Resultados e discussao

5.4.1 Determinagédo da massa de DrfL

Espectrometria de massas € um método eficaz para determinacdo da massa
molecular de proteinas. A massa molecular de uma lectina purificada de sementes de Dioclea
reflexa, a DrfL, foi determinada por ionizacdo do tipo electrospray (ESI). Com a analise dos
dados obtidos (FIGURA 13), foi possivel observar que DrfL é composta por trés cadeias, uma
de 25.562 +2 Da, que corresponde a cadeia a, e outras duas de 12.874 +2 Da e 12.706 +2 Da,
que correspondem as cadeias y e P respectivamente. Este perfil demonstra que DrfL deve
sofrer processamento pds-traducional semelhante a de outras lectinas da subtribo Diocleinae,
como as lectinas de Dioclea sclerocarpa (CORREIA et al.,, 2011) e Dioclea lasiocarpa
(NASCIMENTO et al., 2012).

Figura 13 - Espectro de massa das cadeias de DrfL.

20 PMOL
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Fonte: Elaborado pelo autor. O espectro foi adquirido por eletrospray numa concentracdo de 10 pmol/pL de
amostra e deconvoluido utilizando o programa MaxEnt 1 disponivel no pacote de softwares MassLynx 4.1 da
Waters.
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5.4.2 Sequenciamento de DrfL

DrfL foi digerida com as enzimas Tripsina, Quimiotripsina, Pepsina e
Termolisina. O resultado da digestdo pode ser observado na Figura 14 abaixo. Foram
sequenciados 12 peptideos de tripsina, 15 de quimiotripsina, 10 de pepsina e 8 de termolisina,
totalizando 237 aminoacidos com uma massa de 25.562,38 Da e Pl tedrico de 5,68, ndo

possuindo sitios para glicosilagdes.

Figura 14 — Sequéncia de aminoécidos da DrfL.

1 ADTIVAVELD SYPNTDIGDP NYPHIGIDIK SVRSKSTARW NMQTGKVGTV HISYNSVSKR
R L | | —————- T8-———- |
R Q12-------- ! |----- Q1------ |
|- mmm oo Q14------—--—-—- |
|=mmmmmmmmm - Q15------—--- |
| -——-P6-———- | | ----Th3----- |-P9—
| -—-Th4--| |---Thll---| |-P10—
—————— Th9-——-—-—-|

61 LSAVVSYSGS SSTTVSYDVD LNNVLPEWVR VGLSATTGLY KQTNTILSWS FTSKLKTNSI

|------- 010------ ! |--Q9---|  |--Q7----

_— ] ———— Pll----- | | ----P6—

121 ADENSLHFSF HKFSQNPKDL ILQGDASTDS DGNLQLTKVS SSGDPQGNSV GRALFYAPVH
————— T6--——-| | m—=—m === =P@mmmm e | | == === =T3-———— | | -=T4 -~

181 IWEKSAVVAS FDATFTFLIK SPDREPADGI TFFIANTDTT IPSGSGGRLL GLFPDAN

- e L ) | |---T11--|
|------- Q5----- NEEEEES Q4------- NEEEEEEE Q3------- |
----Q6----- I Q13------- |
--p3-—-| | —————m- pP2--——-- [ | ===~ Pl--—--- |
| -~—=Th8--- | | ————— - Thl------ |

Fonte: Elaborado pelo autor. A sequéncia de aminoacidos de DrfL foi montada pela sobreposicéo das sequéncias
de aminoéacido de peptideos, oriundos de digestdes proteoliticas com Tripsina (T), Quimiotripsina (Q), Pepsina
(P) e Termolisina (Th), determinadas por espectrometria de massas sequencial (MS/MS).
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Comparando a sequéncia primaria da lectina de Dioclea reflexa (DrfL) com outras
lectinas do género Dioclea sp., podemos observar uma alta similaridade entre suas sequéncias
(FIGURA 15). A sequéncia de DrfL apresentou 97,05% de similaridade com a lectina de D.
grandiflora, 97,89% com a lectina de D. sclerocarpa, 97,05% com a lectina de D. wilsonii,
94,51% com a lectina D. rostrata, 93,25% com a lectina de D. guianensis e 93,67% com a
lectina de D. virgata.

A sequencia de DrfL apresenta 3 modificacdes Unicas (S58, Q102 e S147). Apesar
destas lectinas vegetais possuirem alta similaridade entre si, pequenas diferencas na estrutura
primaria resultam em distincGes em suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, assim,
cada lectina deve ser estudada isoladamente e ter seu potencial de aplicacdo determinado
(DELATORRE et al., 2006). Distintas atividades bioldgicas ja foram descritas para lectinas
da subtribo Diocleinae, como por exemplo, a producdo de interferon y (BARRAL-NETO et
al., 1992), efeitos edematogénicos (BENTO et al., 1993; ASSREUY et al., 2009; ROCHA et
al., 2011), liberacédo de histamina (GOMES et al., 1994), dentre outras.

Trabalho realizado por Wah e colaboradores (2001) sobre a comparacao estrutural
entre as lectinas provenientes de Dioclea guianensis e Dioclea grandiflora (que ndo apresenta
equilibrio dimero tetramero dependente de pH), indicaram que a substituicdo da histidina na
posicdo 131 por asparagina reduz drasticamente o0s contatos interdiméricos e desordena a alga
117-123, que na forma ordenada estabiliza a associacdo tetramérica independente de pH na
lectina isolada de Dioclea grandiflora. Podemos notar que a estrutura primaria de DrfL
(FIGURA 15) apresenta uma histidina na posicdo 131, o que nos permite supor que DrfL
trata-se de uma lectina cujo equilibrio dimero-tetramero independe do pH do meio.

Sabe-se que uma das principais caracteristicas das lectinas de plantas da subtribo
Diocleinae é a conservacdo de residuos de aminoacidos em varias regides de suas estruturas
primarias, principalmente aqueles envolvidos no sitio de reconhecimento a carboidratos
(Tyrl2, Asnl4, Leu99, Tyrl00, Asp208 e Arg228), sitio de ligacdo a metais (Glu8, Aspl0,
Tyrl2, Asnl4, Aspl9, His24, Val32, Ser34, Asp208 e Arg228) e cavidade hidrofdbica
(Tyr54, Leu8l, Leu85, Val89, Val9l, Phelll, Serll3, Vall79, 1le181, Phel91, Phe212 e
lle214) (CAVADA et al., 2001). Conservagdes estas, que podem ser encontradas também na
sequencia de DrfL.
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Figura 15 — Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de Dioclea reflexa (DrfL) com lectinas
do género Dioclea.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Alinhamento da sequéncia de aminoécidos de Dioclea reflexa (DrfL) com lectinas
do género Dioclea usando o programa ESPript 2.1 (GOUET et al., 2003). D. grandiflora (Uniprot: P08902), D.
wilsonii (Uniprot: P86624), D. sclerocasrpa (Uniprot: BSEWJ2), D. guianensis (Uniprot: 81637), D. virgata
(Uniprot: P58907), D. rostrata (Uniprot: P58908).
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6 CAPITULO IV: RESOLUCAO PARCIAL DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL
DE DrfL POR CRISTALOGRAFIA DE RAIOS X.

6.1 Cristalizacao da lectina de sementes de Dioclea reflexa

A lectina de Dioclea reflexa, DrfL, previamente purificada em cromatografia de
afinidade em Sephadex G-50 como descrito no capitulo 11, foi dissolvida em agua Milli-Q na
concentracdo final de 10 mg/mL. A suspensédo da proteina foi entdo centrifugada a 4.000 x g
por 10 min e o sobrenadante foi utilizado para os passos futuros. Para experimento com o
ligante, a proteina em solucéo foi encubada com X-man na concentracao final de 5 mM por
uma hora antes dos experimentos de cristalizacdo. A proteina foi entdo submetida ao screen
de cristalizacdo, utilizando o método da matriz esparsa (JANCARIK; KIM,1991). Os kits
utilizados foram os crystal screen | e Il (Hampton) onde as variaveis iniciais foram pH, sal e
precipitantes.

O método utilizado foi o de difusdo de vapor e gota suspensa com uso de placas
de microtitulacdo de 96 pocos (fundo reto); estes foram manuseados no robd TTP Labtech's
mosquito® Crystal. Foram adicionados 100 pL. da condicdo de cristalizacdo e a gota foi
composta por 100 nL da solucéo de proteina e 100 nL da condic¢do de cristalizacdo. Os pocos
foram vedados com ViewDrop™ II para placa de 96 pogos para até 3 gotas suspensas. Apds a
obtengdo de cristais foi feita a otimizagdo dessas condigdes de cristalizagdo, variando a
concentracdo de precipitante e o pH da solucéo, repetindo o método da difusdo de vapor. Essa
otimizacdo visou melhorar a condi¢do de formacdo do cristal, produzindo assim, um cristal

com caracteristicas necessarias para ser difratado quando submetido aos feixes de raios X.

6.2 Coleta de dados e resolucdo da estrutura cristalografica de DrfL

Os dados de difracdo de raios X foram coletados a temperatura de 100 K. Para
evitar formacdo de gelo, os cristais foram mergulhados em uma solugdo crioprotetora
composta de 70% da solugéo de cristalizacdo e 30% de PEG 400. Os cristais lagados com uso
de loops foram alinhados utilizando-se 0 gonidmetro e entdo submetidos a coleta de dados. Os
dados de difracdo de raios X de DrfL foram coletados em um comprimento de onda de 1,42 A
usando uma fonte de luz de radiacdo sincrotron (estacdo MX2 no Laboratorio Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, Brasil), utilizando um detector MarMosaic 225 (CCD
com area de 225 x 225 mm2).
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Inicialmente foram coletadas cinco imagens para realizacdo da estratégia de coleta
de dados que resultou em um total de 120 imagens com oscilagéo de 1°. O grupo espacial,
parametros de cela, mosaicidade, e integracdo das intensidades foram obtidos a partir do
programa MOSFLM (LESLIE; POWELL, 2007), as intensidades foram reduzidas utilizando
0 programa SCALA (EVANS, 1993). Ambos fazem parte do pacote CCP4 (WINN et al.,
2011).

O problema da fase foi solucionado utilizando o método de substituicdo
molecular. As coordenadas moleculares de alguns monémeros de lectinas similares foram
selecionadas a partir dos alinhamentos, e testadas como modelos usando o programa
MolRep® (VARGIN; TAPLYAKOV, 1997). Os modelos passam por movimentos de rotacéo
e translacdo para serem posicionados juntos as moléculas reais na rede cristalina. Rotacéo e
translacdo sdo operacGes usadas em cristalografia, onde a rotagdo gira a molécula para a
orientagéo correta e a translagdo move para a posigéo correta.

O refinamento da estrutura inicial da DrfL foi realizado mediante a utilizagdo do
programa Refmac® (MURSHODOV et al., 1996). Primeiramente, foi realizado o
refinamento de corpo rigido para verificar a posicdo relativa de grupos rigidos seguido de
refinamento de restrigéo, os valores de Rfactor e Rfree foram, utilizados como referenciais da
qualidade da estrutura respeitando o limite de 5% entre os dois pardmetros (BRUNGER,
1992).

As densidades eletrénicas foram visualizadas no programa COOT (EMSLEY et
al., 2010), onde foram feitos ajustes manuais no modelo (refinamento posicional),
posicionando corretamente as moléculas de X-man, bem como as moléculas de agua. Todos
0s passos manuais foram seguidos de ciclos de refinamentos posicionais e os valores do
Rfactor e Rfree foram monitorados. As analises estereoquimicas, dos angulos de ligacao,
distancias interatdmicas e interacdes foram checadas manualmente com ajuda do gréafico de
Ramachandran e a andlise final realizada através do programa Prochek (LASKOWSKI et al.,
1993). As analises estruturais e figuras foram feitas utilizando o programa PyMol (DELANO,
2002).
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6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Cristalizagéo da DrfL

Um dos paradoxos na cristalizacdo é que uma solucdo que oferece as condicdes
Otimas para a nucleacdo de cristais nem sempre é ideal para favorecer o subsequente
crescimento do mesmo. Isto porque a nucleacdo espontanea ocorre facilmente em niveis
elevados de supersaturacao, enquanto que o crescimento ordenado de cristais é favorecido por
baixos niveis de supersaturacdo (BERGFORS, 2003).

A proteina DrfL liofilizada, previamente purificada foi submetida ao screen de
cristalizacdo, utilizando o método da matriz esparsa inicialmente descrito por Jancarik e Kim
(1991). Os kits utilizados foram o Crystal Screen | e Crystal Screen 1l (Hampton Research)
onde as variaveis iniciais foram pH, sal e precipitantes. Em duas semanas foram obtidos
cristais de DrfL complexada com X-Man na condi¢do 34 do Crystal Screen Il (HEPES 100
mM pH 7,5; sulfato de cddmio 50 mM e acetato de sodio 1 M), foram realizadas otimizacdes
desta condicdo em palcas de 24 pocos variando o pH e a concentracdo do agente precipitante.
Apds uma semana foram obtidos cristais na condicdo com HEPES 100 mM pH 8,0; sulfato de
cadmio 50 mM e acetato de sodio 1 M (FIGURA 16).

Figura 16 — Cristais de DrfL.

Fonte: Elaborado pelo autor. Cristais obtidos a partir da otimizacdo da condicdo condi¢do 34 do Crystal Screen
1.

Os cristais da DrfL foram levados ao Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS) em Campinas, S&o Paulo, para realizacdo da difragdo de raios X e difratados a 1,76
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A. Antes de posicionar o cristal no gonidmetro foi preparada uma solucéo crio protetora para
evitar a formacéo de gelo ao redor do cristal, o que poderia prejudicar a coleta dos dados.

Foram coletadas 120 imagens com a placa de imagens distante de 80 mm, com
tempo de exposicdo de 20 segundos e com oscilacdo de 1° Os dados coletados foram
indexados, processados e escalonados pelos programas MOSFLM (LESLIE; POWELL,
2007), e SCALA (EVANS, 1993) respectivamente.

A substituicdo molecular foi realizada utilizando como modelo as coordenadas da
estrutura da lectina de Dioclea grandiflora, codigo PDB 2JE9 (NAGANO et al., 2008). O
coeficiente de Matthews foi calculado como 2,64 A®Da* com base em um peso molecular de
25,5 kDa, indicando a presenca de um tetrdmero na unidade assimétrica e um teor de solvente
de 53,43% (MATTHEWS, 1968) (TABELA 5).



Tabela 5 — Estatistica da coleta de dados de difracdo de raios X, refinamento e qualidade da

estrutura.
Parametros Valores
Coleta de dados
Comprimento de onda 1,42 A
Grupo espacial P212121
Parametros da cela unitéria A
A 72,45
B 85,17
C 174,53
Numero de reflexdes torais 70342
Numero de reflexdes Unicas 12012
Numero de moléculas por unidade assimétrica 4
Limite de resolucdo 20,43 -1,76
Rmerge (%) 0,52 (23,9)d
Completeza (%) 92,1(92,1)d
Multiplicidade 5,9 (5,9)d
/(o) 8,3 (3,2)d
Substituicao molecular
Coeficiente de correlacdo 62,4
Rfactorb (%) 42,1
Refinamento
Faixa de resolucdo (A) 20,31-1,76
Rfactorb (%) 21,32
Rfreec (%) 26,21
Numero de residuos em unidade assimétrica 948
Numero de moléculas de agua 852
R.M.S.D
Comprimento de ligagdo (A) 0,019
Angulos de ligacdo (graus) 2,08
Média do B fator para toda a cadeia da proteina (A) 32,45
Grafico de Ramachandran
Residuos em regiGes mais favorecidas (%) 95,5
Residuos em regides adicionalmente permitidas (%) 4
Residuos em regiGes nao permitidas (%) 0,5
D i 2| TIHKI = (1 Thil [l
2 Rierge™ S .S (ki) where I(hkl)i is the intensity of i measurement of the
hkl Z-i
reflection h and I(hkl) is the mean value of the I(hkl)i for all | measurements.
b — II:obsl_”:calcl
factor ”:obJ

¢Calculada com 5% dos valores omitidos no refinamento.

dvalores em parenteses representam a resolugdo da ultima camada.
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6.3.2 Estrutura geral de DrfL

A estrutura geral do monémero de DrfL complexada com X-Man (FIGURA 17)
foi refinada a uma resolugio de 1,76 A. Esta estrutura refinada de DrfL apresenta 237
residuos de aminodcidos, 213 moléculas de agua, 1 ions de calcio e 1 ion de manganés por
mondmero.

Figura 17 — Estrutura do monémero de DrfL.

Fonte: Elaborado pelo autor. Mondmero de DrfL representado em amarelo, seus ligantes estdo representados em
sticks e os ions Ca (verde) e Mn (roxo) em esferas. Os carbonos de X-Man estdo coloridos de verde.

Uma molécula de X-Man foi modelada no dominio de reconhecimento a
carboidratos (CRD). O Rfactor foi de 21,32% e o Rfree foi de 26,21%. O modelo apresenta
estequiometria aceitavel com base na grafico de Ramachandran e uma estrutura geométrica
bem definida. O desvio quadratico médio calculado (RMSD) mostra desvios comprimento de
ligacdo de 0,019 e desvios de angulo de ligacdo de 2,08. Os principais desvios se encontram
nas regides das alcas, incluindo as envolvidas no CRD. O arranjo tetramerico de DrfL foi

confirmado pela analise PISA e sua estrutura com ligantes pode ser vista na Figura 18.
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Figura 18 — Estrutura geral de DrfL.

Fonte: Elaborado pelo autor. As cadeias do arranjo tetramérico de DrfL estdo em representacdo de cartoon
(amarelo). As esferas representam os ions de célcio (verde) e manganés (roxo), as moléculas de X-Man estéo
representadas em sticks (carbonos em verde).

A qualidade esterioquimica da estrutura foi avaliada no programa PROCHECK
baseado nas torgdes psi (y) e phi (y) das ligagdes do carbono-a, com 95,7% dos residuos em
regibes mais favorecidas, 4,3% dos residuos em regides adicionalmente permitidas e nenhum
residuo em regiGes ndo permitidas, mostrando que a estrutura final da DrfL apresentou bons
parametros estereoquimicos vistos na Figura 19 e fatores de vibracdo térmica vistos na Tabela
5.
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Figura 19. Gréfico de Ramachandran das coordenadas da DrfL.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Nos graficos as regides em azul, verde, e laranja escuro e claro, representam
regifes permitidas e generosamente permitidas de ocupacdo por residuos descriminados em cada gréfico,
respectivamente.

A estrutura de DrfL possui um sitio de ligacdo a metal contendo residuos
conservados. Este sitio € semelhante aos presentes nas outras lectinas de leguminosas que
fazem a coordenacéo dos ions Ca?* e Mn?** (DELATORRE et al., 2007) (FIGURA 20). O
sitio de ligacdo a metal presente na estrutura monomerica situa-se na proximidade do CRD e a
ligagdo aos ions favorecem interagdes que auxiliam na estabilizagdo do sitio de ligacdo a
carboidratos. Quatro aminoacidos, principalmente através de suas cadeias laterais, e duas
moléculas de agua coordenam cada ion metalico. Neste caso o0 Mn2+ é coordenado pelos
residuos Glu8, Aspl10, Aspl9 e His24; e o Ca2+ é coordenado pelos residuos Aspl10, Tyrl2,
Asnl4 e Aspl9. Além disso, moléculas de agua ligam indiretamente Ile32 e Ser34 ao
manganés; e os residuos Asp208 e Arg228 ao calcio. A ligacdo peptidica entre Ala207 e
Asp208 na configuragdo cis é isomerizada pela presenca de metais bivalentes que provocam a
mudanca da orientacdo da cadeia lateral e estabilizam a ligacdo ndo usual cis-peptidica
Ala207-Asp208 por uma ponte formada entre um ion calcio, uma molécula de agua e o grupo
carbonil da cadeia principal de Asp208.
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Figura 20 — Coordenacdo dos metais na estrutura de DrfL.

Fonte: Elaborado pelo autor. A esfera verde representa o ion de calcio e a roxa o de magnésio; tracos amarelos
indicam as interagdes polares.

Lectinas de leguminosas podem estabelecer interagdes com ligantes diferentes dos
carboidratos. A literatura mostra a presenca de sitios de ligacdo com caracteristicas
hidrofébicas, e a associacdo de moléculas, como horménios, acidos nucléicos e aminoacidos
ndo-naturais (BABOSHA, 2008; DELATORRE et al., 2007; ROBERTS; GOLDSTEIN,
1983). Sitios de ligagdo podem ser localizados na superficie de lectinas, por exemplo, o CRD,
bem como em cavidades, que sdo por vezes formados pelas associagdes diméricas e
tetraméricas (DELATORRE et al., 2007).

Na estrutura de DrfL, o CRD esta ocupado por X-man, que foi modelado na
lectina utilizando o mapa de densidade eletronica 2Fo-Fc (Figura 21A). O residuo de manose
da molécula de X-Man foi conduzido ao CRD e estabilizado por uma rede de ligacGes de H
conectando os residuos Asnl4, Gly98, Leu99, Tyrl00, Asp208 e Arg228 aos atomos de
oxigénio O-3, O-4, O-5 e S-6 manosideo. O grupo indol de X-Man é estabilizado por uma
interacdo com o grupo hidroxil de Tyrl2 e varias interacdes de van der Waals com o subsitio
hidrofébico.A representacdo da area de superficie do sitio de ligacdo a carboidratos de DrfL

pode ser vista na Figura 21B.
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Figura 21 — Representagao da interagdo do X-Man no sitio de ligacdo a carboidratos.

Fonte: Elaborado pelo autor. (A) interagdo do Xman com residuos do sitio de ligacdo. (B) representacdo da area
de superficie do sitio de ligagéo a carboidratos. As linhas em amarelo representam as pontes de hidrogénio. As
regifes em vermelho e azul representam regibes negativas e positivas respectivamente.
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7 CAPITULO V: ANALISE DAS ATIVIDADES INFLAMATORIAS,
VASORELAXANTES E TOXICIDADE CONTRA Artemia sp. DE DrfL

7.1 Teste de contratilidade em aortas isoladas

Ratos Wistar machos (250-300 g) foram criados e mantidos (n = 6 por gaiola) em
salas com um ciclo controlado luz/escuro 12/12 h a 25 °C com comida e agua ad libitum.
Protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética institucional da Universidade
Estadual do Cearé para uso de animais (CEUA n °© 10130208-8/40).

A aorta toracica foi rapidamente removida e limpa e 0s segmentos em anel (3-5
mm) foram preparados para a gravacdo da tensdo (2 g) em banhos para 6rgdos de 10 mL
preenchidos com solucéo de Tyrode modificada (NaCl 136 mM, KCI 5 mM, MgCl, 0,98 mM,
CaCl, mM, NaH2PO4 0,36 mM, NaHCO3 11,9 mM) e 5,5 mM de glucose, pH 7,4 (a 37 °C,
95% de O2 e 5% de CO2). Em todos os experimentos a aorta foi testada com KCI (60 mM)
apos 45 minutos de equilibrio para assegurar a viabilidade do tecido. A resposta contratil foi
medida usando um transdutor de forca ligado a um pré-amplificador e um sistema de
aquisicdo de dados computadorizado (Chart 7.0 PowerLab ADInstruments, Inc., Australia).

Para avaliar o efeito relaxante da lectina DrfL, foram realizadas curvas de
concentracdo cumulativa de lectina (1, 3, 10, 30 e 100 pg/mL) em um plat6é de concentragédo
induzido pela fenilefrina (Phe, 0,1 uM) em segmentos de aorta com endotélio intacto ou
desnudo. Aorta de controle recebeu 0 mesmo volume de solucdo de Tyrode. A remogédo do
endotélio foi realizada por meio de friccdo mecanica da superficie da intima da aorta. O
endotélio intacto foi considerado para respostas relaxantes a acetilcolina (ACh, 1 uM) 75 %
maior que induzido por Phe (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

Para investigar a participacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio
(EDRF) no efeito relaxante induzido pela lectina, foi realizada a incubacdo da aorta
endotelizada com um inibidor da oxido nitrico sintase (NOS), metil éster de N-nitro-L-
arginina (L-NAME, 100 uM) 30 min antes da adi¢do da lectina no platd de contracdo

induzida por fenilefrina.

7.2 Participacéo do sitio de ligacao de carboidratos no relaxamento provocado por DrfL

Para avaliar a participacao do sitio de ligacao de carboidratos de DrfL na atividade

vasorelaxante deflagrada por esta lectina, foi realizada a reversao por agucar. DrfL na foi pré-



80

incubada com 100 mM de a-metil-D-manosideo por 1 h a 37 °C para permitir a interagdo
lectina-aglcar antes do experimento de relaxamento. Controles de lectina e de agucar foram
preparados e incubados individualmente sob condicdes semelhantes. Ao final de cada
experimento, os tecidos foram banhados em solucdo de Tyrode seguido pela adicdo de

fenilefrina para verificar a recuperacdo da capacidade de resposta do tecido.

7.3 Modelo de edema de pata

O volume da pata foi medido imediatamente antes (tempo zero) da injecgdo por
via subcuténea (s.c.) de estimulos inflamat6rios na pata traseira de ratos (n = 24) e depois no
intervalo de tempo seleccionado (0,5, 1-10 h) através de hidropletismometro. Os resultados
foram calculados como a variacdo do volume da pata (mL) ou a area sob a curva do curso-
tempo (AUC, em unidades arbitrarias) em relacdo ao tempo zero (LANDUCCI et al., 1995).
Os ensaios foram: a) Avaliacdo do efeito edematogénico da lectina: edema de pata foi
induzido por injeccéo s.c. da lectina DrfL (0,1; 1,0 e 10 mg/kg) em um volume final de 0,5
mL/g de massa corporal. b) Investigacdo do dominio de lectinico: A lectina (10 mg/kg) foi
incubada com o agucar (alfa-metil-D-manosideo 100 mM) durante 60 min a 37 °C antes do
protocolo experimental. Lectina e 0 aglcar também foram incubados em solugdes separadas
utilizando as mesmas condi¢Bes como controles. ¢) modula¢do farmacoldgica: L-NAME (25

mg/kg, intravenoso( i.v.)) foi injetado antes da lectina DrfL (10 mg/kg).

7.4 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e as
diferencas estatisticas entre os grupos foram obtidas através da analise de variancia (ANOVA),

seguida de teste t de Student. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

7.5 Teste de letalidade de Artemia sp.

Para avaliar o efeito citotoxico da DrfL, cistos contra Artemia sp. foram
submetidos a eclosdo sob luz aeragdo e temperatura controlada, como descrito a seguir: 20 mg
de cistos de artémia foram pesados, adicionados em um frasco de PVC contendo 200 mL de

agua do mar artificial e incubados durante 48 h, periodo ideal de crescimento dos nauplios
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para experimentos de toxicidade. Apos isto, uma solugcdo de DrfL foi preparada a uma
concentracdo de 200 pg/mL em &gua do mar artificial.

Em uma placa de Linbro de 24 pocos adicionou-se uma aliquota da solucdo de
proteina a fim de atingir as concentrac6es finais de 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL, e,
em seguida, acrescentou-se mais uma aliquota da solucdo de &gua do mar artificial contendo
10 exemplares de nauplios, totalizando, ao final, 2 mL de solu¢do por poco. O experimento
foi conduzido em triplicatas, para cada condicdo, e o controle negativo foi feitos da mesma
forma, com agua do mar artificial, 10 exemplares de nauplio, volume final 2 mL, porém sem a
adicdo da lectina. Para inibir o efeito da lectina, a DrfL (100 pg/mL) foi incubada em &gua do
mar artificial contendo 100 mM de D-manose, durante 1 h a 37 °C. Uma aliquota da DrfL
(100 pg/mL) também foi submetida a desnaturacdo térmica, onde foi mantida a 100 °C por 1
h. Ao final, as analises foram conduzidas por comparacdo das condicGes testadas com as

condigdes controle.

7.6 Determinacéo do CLso

Apbs um periodo de 24 h, os dados obtidos no teste de letalidade foram
processados usando-se um software simples, Microsoft Excel 2013, e os valores de LCso
foram computados a partir da porcentagem de morte e logaritmo das concentragGes por
analise probit, como descrito por Finney (1971).

7.7 Resultados e discussao

7.7.1 O efeito vasorrelaxante de DrfLL

Fenilefrina, Phe, (0,1 uM) induziu contracGes tdnicas estaveis em aortas de rato
com amplitude de 0,73 £ 0,08 g na presenca de endotélio (FIGURA 22A) e de 0,10 + 0,92 g
na auséncia de endotélio (FIGURA 22B). A adi¢do cumulativa de DrfL relaxou os segmentos
de aorta endotelizadas pré-contraidas nas doses de 30 pg/mL (16%) e 100 ug/mL (32%; ICso
= 64,21 + 3,46 pg/mL). Em contrapartida, o efeito relaxante da lectina ndo foi observado no
endotélio desnudo (FIGURA 22B e 22C). O L-NAME blogueiou completamente o efeito da
lectina (FIGURA 23).

A influéncia de oOxido nitrico derivado do endotélio, o principal factor relaxante
derivado do endotélio, no efeito de DrfL também foi avaliada. Em aortas previamente
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incubadas com L-NAME, a Phe induziu contragfes com amplitude de 1,87 + 0,18. L-NAME
bloqueou o efeito relaxante do DrfL a 100 pg/mL (FIGURA 22C e FIGURA 23), o0 que
indica um papel potencial do NO como um mediador do relaxamento de vasos provocado pela
lectina. O envolvimento de NO na resposta vasorrelaxante tem sido evidenciado por vérias
lectinas da subtribo Diocleinae, como ConBr, ConM, ConA, DVL e DvirL (ASSREUY et al.,
2009; BEZERRA et al., 2013; GADELHA et al., 2005; NOBREGA et al., 2012). DrfL ndo
alterou a capacidade de resposta do tecido uma vez que, ao final de cada experimento, a
resposta contratil a KCI foi semelhante a inicial. A solugdo de DrfL incubada com o agucar a-
metil-D-manosideo reverteu o efeito de relaxamento, por outro lado, o agucar por si sé ndo

apresentou efeito.

Figure 22 — Dioclea reflexa (DrfL) induz relaxamento dependente do endotélio em aorta
isolada de rato.
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Figure 23 — Relaxamento induzido por DrfL em aorta isolada de rato é bloqueado por L-
NAME.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Traco tipico mostrando a auséncia de um efeito relaxante da DrfL em anéis de aorta
com endotélio pre-contraidos com 0,1 uM de fenilefrina (Phe) na presenca de L-NAME (100 puM).

7.7.2 Atividade inflamatoria de DrfL

A resposta inflamatéria aguda envolve fendmenos vasculares (vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade celular) e celulares (infiltracdo celular) decorrentes da liberacao
local de mediadores quimicos formados e liberados concomitantemente ou sequencialmente
no local da lesdo (FERENCIK; STVRTINOVA, 1996).

Diversos estudos tem demonstrado a capacidade das lectinas de plantas em ativar
o0 sistema imunol6gico por meio de diferentes mecanismos. Dessa forma, as lectinas podem
ser consideradas ferramentas para o estudo do processo inflamatério (ASSREUY et al., 2009;
ANDRADE et al., 1999; BARBOSA et al., 2001; CAVADA et al., 2001; PELLETIER et al.,
2001). Isso posto que, seja por meio de inducdo ou inibicdo da inflamacdo, lectinas podem
modular manifestagdes celulares do fendmeno, como vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular, formacédo de edema, recrutamento leucocitario, dentre outros.

A subcutéanea injecdo de edema de pata induzido DrfL. em doses 1 e 10 mg/kg. Na
dose mais concentrada (10 mg / kg), o efeito edematogénico de DrfL. comecou em 30 min, foi
méaxima pela segunda hora apds a injec¢do (de 0,09 £ 0,01 mL) em comparagdo com a
solucdo salina (0,01 £ 0,03 mL) e manteve-se significativa até nona hora (FIGURA 24A). A
varia¢do do volume do edema de pata pode ser vista na Figura 24B. O efeito edematogénico
da lectina a 10 mg/kg (0,09 £ 0,01 mL) foi abolido pela combinagdo de DrfL com o agucar
alfa-metil-D-manosideo (0,01 £ 0,03 mL). Por outro lado, o agucar por si s6 ndo induziu o
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edema. L-NAME, um inibidor ndo selectivo da enzima oxido nitrico sintase, reduziu

significativamente o efeito edematogénico DrfL (FIGURA 24C).

Figure 24 — DrfL estimula edema de pata.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os animais foram injetados s.c. com DrfL ou solucéo salina e o edema foi medido
antes (tempo zero) e a 0,5, 1-10 horas ap0s a injeccéo e expresso como 0 aumento no volume da pata (mL) em
relacdo ao tempo zero. Os controles negativos receberam solugdo salina estéril (0,1 mL/100 g de peso corporal;
s.c.). (A) DrfL (0,1; 1 e 10 mg/kg; s.c.); (B) AUC DrfL (0,1; 1 e 10 mg / kg; s.c.); (C) L-NAME (25 mg/kg; i.v.),
injectado 1 hora antes DrfL (10 mg/kg) ou DrfL + agucar (alfa-metil-D-manosideo, 100 mM) ou solugdo salina.
A média £ S.E.M. (n = 8). *p <0,05 em compara¢do com a solucdo salina; # p <0,05 em compara¢do com 10
mg/kg; e p <0,05 em comparacdo com DrfL 1 mg/kg.

Considerando-se as lectinas da subtribo Diocleinae, ha relatos de deflagracdo de
resposta inflamatdria aguda por Dioclea rostrata (FIGUEIREDO et al., 2010), Dioclea
grandiflora, Canavalia brasiliensis e Canavalia ensiformis (BENTO et al., 1993), sugerindo
que esta parece ser uma atividade bioldgica conservada nesta subtribo.

Algumas lectinas de leguminosas apresentam tanto efeito anti-inflamatério quanto

pro-inflamatorio, sendo esses dependentes da via de administracdo. Um exemplo € a lectina
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de sementes de Canavalia grandiflora (ConGF). Essa lectina quando administrada via
intravenosa € capaz de reduzir o edema causado por carragenana e quando administrada de
forma subcutanea € capaz de causar edema de duracdo de 24 h e de ordem de 4 x maior que 0
controle (NUNES et al., 2009; SIMOES et al., 2012).

7.7.3 Teste de letalidade de Artemia sp.

O teste de letalidade de artémia tem sido utilizado com sucesso para determinar a
toxicidade de moléculas bioldgicas que possuem uma variedade de atividades farmacoldgicas,
incluindo agentes anticancerigenos, antivirais, inseticidas, pesticidas, e anti-HIV
(CARBALLO etal., 2002; PERVIN et al., 2006; HO et al., 2007).

DrfL apresentou baixa atividade tdxica contra nduplios de Artemia sp., exibindo
CLso de 450,9 pg/mL, mesmo com baixa atividade toxica, o seu efeito mostrou ser dose
dependente e foi observado em uma faixa de concentracdes entre 25-100 pg/mL (FIGURA

25).

Figura 25 - Efeito toxico de DrfL em diferentes concentracdes contra Artemia sp.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A mortalidade esta representada como o nimero de nduplios de artemia mortos.

Alguns trabalhos tem demonstrado que algumas lectinas de espécies da subtribo

Diocleinae possuem atividade toxica. Santos e colaboradores (2010) demonstraram que C.
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floribunda, D. guianensis, D. grandiflora, e D. virgata apresentam valores de Clso de 4,75
pg/mL, 5.21 pg/mL, 2.52 pg/mL e 2.77 pg/mL, respectivamente. Arruda e colaboradores
(2013) realizaram experimentos de toxicidade com as lectinas de C. ensiformes, C. maritima,
C. boliviana, C. brasiliensis e C. grandiflora, demonstrando que elas apresentam Clso de
376,48 pg/mL, 146,55 pg/mL, 218,13 pg/mL, 54,38 pg/mL e 110,51 pg/mL respectivamente.
Comparado com a Clsp destas proteinas, DrfL apresentou menor toxicidade contra Artemia
sp. dentre as lectinas testadas de espécies da subtribo Diocleinae.

Ao incubar DrfL com manose, a letalidade dos animais decresceu cerca de 60% e
foi completamente abolida quando a proteina sofreu desnaturacdo térmica (FIGURA 25),
demonstrando assim, que o sitio de ligacdo a carboidratos da lectina é o responsavel por sua

toxicidade, mesmo que baixa, contra Artemia sp.

Figura 26 — Inibig&o do efeito toxico de DrfL contra Artemia sp.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Efeito téxico de DrfL (100 pug/mL) previamente incubada com 100 mM de manose
e submetida a desnaturacdo térmica a 100 °C por 1 h. A mortalidade esta representada como o ndmero de
nauplios de artemia mortos.
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8 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que uma lectina especifica para
manose/glicose de sementes de Dioclea reflexa (DrfL) foi purificada através de um protocolo
eficiente e reprodutivel. A lectina possui trés cadeias polipeptidicas com massas de 25.562,
12.874 e 12.706 Da, respectivamente, apresentando-se estavel em uma ampla faixa de
temperatura e pH, ndo perdendo sua atividade pelo tratamento com agente quelante. A
sequéncia primaria da DrfL apresentou grande similaridade com outras lectinas de espécies do
mesmo género. DrfL foi cristalizada pelo método de difusdo de vapor na presenca do ligante
X-Man e foi parcialmente resolvida a uma resolucdo de 1,76 A. DrfL apresentou efeito
relaxante em musculo liso de aortas endotelizadas de rato e apresentou atividade inflamatéria
no modelo de edema de pata de rato, por outro lado, DrfL exibiu baixa toxicidade contra
nauplios de Artemia sp. Estes resultados reforcam a importancia das interacdes proteinas-
carboidratos nas células e fornecem subsidios para a utilizacdo de lectinas vegetais com
ferramentas biotecnoldgicas em estudos envolvendo os mecanismos de interacdo proteina-

carboidrato.
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