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RESUMO

Lectinas, em especial aquelas de origem vegetal, sio amplamente estudadas e caracterizadas
por apresentarem atividades antidepressivas, antitumorais e anti- e pro-inflamatorias. Todas
essas atividades levam em consideragdo a forma madura da lectina, a qual, nas representantes
da subtribo Diocleinae, ¢ sintetizada como uma glicoproteina precursora inativa que sofre
modificagdes pods-traducionais que incluem deglicosilagdo, clivagem proteolitica e inversao
da cadeia polipeptidica. A deglicosilagdo torna o precursor capaz de se ligar a carboidratos. O
precursor deglicosilado da lectina de Dioclea grandiflora (pDGL) ndao s6 se liga a
monossacarideos, apresentando atividade hemaglutinante, como tem maior afinidade por
manose em relagdo a sua contra-parte madura. Apesar do processamento pos-traducional ser
bem conhecido, as bases moleculares desse mecanismo na estrutura tridimensional de lectinas
bem como sua influéncia sobre a afinidade a carboidratos ainda ndo estdo muito claras.
Assim, o presente trabalho teve como objetivo identificar as caracteristicas estruturais de uma
lectina ndo processada e os fatores que influenciam sua interagdo com carboidratos,
comparando-os com sua contra-parte madura. Para isso, a pDGL recombinante foi co-
cristalizada com manose e os cristais obtidos foram difratados e seus dados resultantes
tratados computacionalmente. Analises in silico foram realizadas para se comparar as
caracteristicas estruturais da pDGL e de sua forma madura, bem como seus modos de
interacdo com a manose € o trimanosideo 3,6-di-O-(a-D-manopiranosil)-a-D-manopiranose.
A estrutura cristalografica da pDGL apresentou-se como um tetrdmero, mantendo todas as
caracteristicas estruturais de sua contra-parte madura, incluindo a presenga de estruturas
secundarias nao-repetitivas que moldam o dominio de reconhecimento a carboidrato (CRD).
Entretanto, diferente desta, a pDGL parece ndo ser capaz de formar arranjos tetrameéricos
estaveis, ja que faltam duas importantes interagdes interdiméricas envolvendo os residuos
His22 e His194. A manose se ligou nas quatro cadeias do modelo cristalografico sendo
estabilizada por diversas interagdes. As analises in silico mostraram que a pDGL, em relagao
a sua forma madura, se liga com maior afinidade & manose e ao trimanosideo devido seu CRD
possuir menor profundidade. Em conjunto, esses dados sugerem que o processamento pos-
traducional permite a formagao de tetrameros estaveis e gera sutis mudangas na disposi¢ao

dos residuos do CRD que fazem a proteina madura ter menor afinidade a carboidratos.

Palavras-chave: Lectina. Precursor. Manose. Cristalografia.



ABSTRACT

Lectins, specially the ones from plants, are widely studied and characterized by present great
biotechnological potential such as antidepressant, antitumoral and anti- and pro-inflammatory
activities. These properties take into account the mature form of the lectin, which is
synthesized as an inactive glycoprotein precursor that is post-translationally modified by
deglycosylation, proteolytic breakdown and polypeptide chain inversion. Deglycosylation
makes the precursor able to bind carbohydrates. The deglycosylated precursor from Dioclea
grandiflora lectin (pDGL) do not solely binds to monosaccharides, presenting
hemagglutinating activity, but also presents higher affinity to mannose in relation to its mature
counterpart. Although the post-translational processing is well understood, the structural basis
for this different affinity pattern is less clear. In this way, the present work aimed to elucidate
the crystallographic structure of pDGL in complex to mannose to identify the structural
characteristics that determine its greater affinity to this hexose. Recombinant pDGL was co-
crystallized with mannose and crystals were submitted to X-ray diffraction and the resulting
data were computationally analyzed. In silico studies were carried out to compare the
interaction pattern of mannose and more complex carbohydrates between pDGL and their
mature form. The crystallographic structure of pPDGL presented as a tetramer, conserving all
structural characteristics of its mature counterpart, including the presence of non-repetitive
secondary structures that fold the Carbohydrate Recognition Domain (CRD). However, pDGL
seems unable to form stable tetramers, once it lacks two important interdimeric contacts
orchestrated by histidine residues His22 and His194. Mannose bound at all four polypeptide
chains being stabilized by several interactions, including a CH—m ligation. /n silico analyses
showed that pDGL, in relation to its mature form, binds with higher affinity to mannose and
the trimannoside 3,6-di-O-(a-D-manopyranosyl)-a-D-mannopiyranose due its CRD presents
lower depthness. Together, these results show that post-translational processing (i) allows the
formation of stable tetramers and (ii) produces subtle changes in the disposal of CRD residues

that decreases the affinity of the mature protein for carbohydrate molecules.

Keywords: Lectin. Precursor. Mannose. Crystallography.
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1 INTRODUCAO

A capacidade de se decifrar os glicocodigos, uma terceira forma de se codificar
informagdes bioldgicas, adicionalmente aos acidos nucleicos e proteinas, tem sido um dos
grandes desafios da biotecnologia, uma vez que glicoconjugados estdo envolvidos em
inameros eventos de reconhecimento celular que sdo alvos essenciais para o desenvolvimento
de produtos e processos de aplicagdo biomédica (GUPTA; SUROLIA, 2012; SEBESTIK;
REINIS; JEZEK, 2012). Tal dificuldade esta relacionada com a grande variedade de
estruturas ramificadas e modificagdes que suas unidades monoméricas sao capazes de formar

e softrer, respectivamente (PILOBELLO; MAHAL, 2007).

Na busca para entender esses glicocddigos, muitos estudos em biotecnologia tem se
concentrado na caracterizacao molecular e aplicacdo de lectinas, uma classe de proteinas que
apresenta a capacidade de se ligar de forma excepcionalmente especifica a carboidratos,
sendo, portanto, uma importante ferramenta no campo da glicomica (AMBROSI;

CAMERON; DAVIS, 2005; HU; TATENO; HIRABAYASHI, 2015).

Devido a essa habilidade de interagir de maneira especifica e reversivel a carboidratos,
sem contudo modificad-los enzimaticamente (LIS; SHARON, 1998), as lectinas podem ser
encontradas em todas as formas de vida conhecida, embora aquelas de origem vegetal,
especialmente as oriundas de sementes de legumes, onde atuam como importantes fontes de
nitrogénio e carbono durante o desenvolvimento da semente (MILLERD, 1975), sejam os
principais alvos de estudo, ja que ai apresentam-se em grandes quantidades e com relativa

facilidade em ser purificada (DALKIN; BOWLES, 1983; NASCIMENTO et al., 2012).

Nas sementes de legumes, as lectinas sdo encontradas predominantemente em pequenas
organelas chamadas de corpos proteicos, os quais sdo circundados por uma membrana
oriunda do reticulo endoplasmatico (PERNOLLET, 1978). Ai, além de serem fontes ricas de
nitrogénio e carbono para o processo germinativo, varios estudos descrevem a participagao
dessas (glico)proteinas em atividades de defesa vegetal contra estresses bidticos e abidticos
(DANG; VAN DAMME, 2015; MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015; SCHUTTER;
VAN DAMME, 2015; VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011), bem como no
processo ativo de germinagdo, sendo sugerido seu envolvimento no desenvolvimento da
radicula (DELATORRE et al., 2013). Adicionalmente, tais proteinas, ¢ em especial aquelas

provenientes da subtribo Diocleinae, desenvolvem em modelos animais e in vitro efeitos de
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grande interesse biotecnoldgico, como atividades antidepressivas, antitumorais e anti- e pro-
inflamatérias (BARAUNA et al., 2006; ROCHA et al., 2011; ROCHA et al., 2015; SOUSA et
al., 2016a; YAU et al., 2015).

Todas essas atividades levam em considera¢do a forma madura das lectinas, a qual,
sendo dependentes dos ions metalicos Ca>* ¢ Mn?" para a estruturagdo do sitio de ligagdo a
carboidrato (LORIS et al., 1998), origina-se a partir de um complexo, € a0 mesmo tempo
fascinante, mecanismo pos-traducional de permuta circular, onde uma glicoproteina
precursora, inicialmente incapaz de se ligar a carboidratos, ¢ modificada através de etapas de
deglicosilagdo, clivagem proteolitica e rearranjo de sua cadeia principal para dar lugar a uma
proteina com sequéncia invertida, onde antes o que eram N e C-terminais no precursor, torna-
se o C- e N-terminais, respectivamente, na forma madura (BOWLES et al., 1986;

CHRISPEELS et al., 1986) .

Ao mesmo tempo que esse processamento por meio da permuta circular ¢ bem
caracterizado, especialmente para as representantes da subtribo Diocleinae, muitos aspectos
ainda continuam pouco compreendidos, como por exemplo com relagdo ao ponto exato onde
a lectina se torna capaz de se ligar de forma especifica a um determinado carboidrato, sendo
reportado que a deglicosilacdo sem clivagem polipeptidica seria o passo-chave para essa
ativacao (MIN; DUNN; JONES, 1992; SHELDON; BOWLES, 1992), mas posteriormente
sendo considerado insuficiente (RAMIS et al., 2001). Além disso, mais recentemente, foi
visto que o precursor deglicosilado apresenta a mesma afinidade a sacarideos (manose e
glicose) que sua forma madura, embora com poténcia duas vezes maior (SOUSA et al.,
2016b), demonstrando, dessa forma, que mais estudos devem ser realizados a fim de se

compreender com maior profundidade o processo de maturagao dessas proteinas.

Na tentativa de dar maior esclarecimento acerca desses dados um tanto quanto
incongruentes € na perspectiva de que a caracterizacao estrutural de proteinas revela muito de
sua funcdo, o presente trabalho teve por objetivo fazer uma andlise detalhada da estrutura
cristalografica do precursor deglicosilado de uma lectina Diocleinae complexada com

manose.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Lectinas

Segundo Lis e Sharon (1998), lectinas sdo proteinas de origem ndo imune que
possuem pelo menos um sitio ndo-catalitico de ligacdo reversivel a mono- e oligossacarideos
especificos. Apesar dessa ser a definigdo mais aceita para essas proteinas ¢ das mesmas terem
a recebido na segunda metade do século passado, elas vem sendo estudadas desde o final do
século XIX, quando Stillmark, em 1888, isolou a primeira dessas proteinas, a qual foi
denominada de ricina devido a planta da qual foi extraida, Ricinus communis. Devido sua
propriedade de aglutinar eritrocitos (FIGURA 1), essa proteina, bem como todas aquelas de
origem vegetal que apresentavam a mesma caracteristica, foi denominada de
fitohemaglutinina. Entretanto, sabe-se hoje que a ricina apresenta uma atividade
hemaglutinante relativamente baixa, sendo caracterizada pela sua alta toxicidade devido a sua

capacidade de inibir a sintese proteica (PEUMANS; HAO; VAN DAMME, 2001).

Figura 1 — Ac¢do aglutinante de lectinas.

Fonte: Adaptado de Kennedy et al. (1995).
Lectinas com mais de um sitio de ligagdo podem interagir com os carboidratos na superficie de células
adjacentes prendendo-as em uma rede que impede sua livre movimentagao (aglutinagao).

A partir de seus estudos com o sistema sanguineo ABO, Boyd e Shapleigh (1954),
corroborando diversos trabalhos que demonstraram que aglutininas oriundas de diferentes
leguminosas reagiam de modo especifico com células sanguineas (revisado por SHARON;
LIS, 2004), passaram a utilizar o termo lectina (do latim /egere — selecionar, escolher) para
nomear essas proteinas que ligavam-se com especificidade aos glicoconjugados da superficie

dos eritrécitos que caracterizavam cada um destes no sistema ABO.
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As lectinas constituem um grupo de proteinas presente em todas as formas de vida
(SCHUTTER; VAN DAMME, 2015). Cada tipo de organismo apresenta lectinas com a
propriedade comum de reconhecer carboidratos, embora suas sequéncias de residuos de
aminoacidos bem como suas estruturas tercidrias e quaterndrias sejam bastante particulares,
criando um espectro de arranjos biologicos altamente diverso.

Devido a sua ampla distribui¢do, bem como aos seus aspectos estruturais e de
especificidade a sacarideos, as lectinas podem ser classificadas de diversas formas. Neste
contexto, Vasconcelos e Oliveira (2004) revisaram essa tematica, destacando que as lectinas
podem ser agrupadas levando-se em consideracdo trés parametros: (1) estrutura
tridimensional; (2) relacdo estrutural e evolutiva e (3) afinidade a monossacarideos.

Sendo sua principal caracteristica a capacidade de se ligar com especificidade a
carboidratos, as lectinas podem ser utilizadas, por exemplo, como ferramentas para a
detec¢do, o isolamento e a caracterizagdo de glicoconjugados, sendo essenciais para o
entendimento de mudangas nas superficies celulares em processos fisioldgicos e patologicos,
bem como nos estudos imunolégicos e oncologicos (ETZLER, 1985; KOMATH; KAVITHA;
SWAMY, 2006; SHARON; LIS, 2004).

2.1.1 Lectinas vegetais

Lectinas estdo presentes em virtualmente todos os grupos taxondmicos do reino
Plantae, desde as mais basais até aquelas caracterizadas pelo desenvolvimento de flores
(ETZLER, 1985).

Suas especificidades a carboidratos, bem como suas estruturas, tem sido estudadas
para uma grande variedade de espécies vegetais, onde se percebe que lectinas de um
determinado grupo taxonOmico apresentam caracteristicas unicas que as distingue de outras
categorias (STINISSEN; PEUMANS; CARLIER, 1983). Essas diferentes caracteristicas,
principalmente no que se refere as relagdes evolutivas e de sequéncia do dominio de
reconhecimento a carboidrato (CRD, do inglés Carbohydrate-Recognition Domain),
permitem com que, atualmente, as lectinas oriundas de plantas sejam classificadas em 12
familias (VAN DAMME; LANNOO; PEUMANS, 2008) (TABELA 1), das quais aquelas

provenientes de leguminosas sdo as mais bem estudadas.
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Tabela 1 — Familias de lectinas vegetais.

Familia Carboidrato Ligante Tipico Localizacao Celular Predita
Lectina de Agaricus bisporus GlcNAc/GalNAc Nucleo, citosol

Amarantina GalNAc Nucleo, citosol

Aglutinina relacionada a Glicanos N-ligados Vacuolo, ligada a membrana
quitinase plasmatica

Cianovirina Manose Nucleo

Lectina de Eonymus europaeus Galactosideos, Glicanos N-ligados Nucleo, citosol
ricos em manose

Lectina de Galanthus nivalis Manose Vacuolo, nucleo, citosol ou ligada
a membrana plasmatica

Heveina Quitina Vactolo

Jacalina Manose, Galactose Nucleo, citosol

Leguminosa Manose Nucleo, citosol

LysM Quitina, peptidoglicano Vacuolo, nucleo, citosol ou ligada
a membrana plasmatica

Lectina de Nicotiana tabacum Glicanos N-ligados ricos em manose ¢ Nucleo, citosol

complexos
Ricina-B Gal/GalNAc conjugados ou ndo ao Vacuolo, nicleo, citosol

acido sialico

Fonte: adaptado de Schutter ¢ Van Damme (2015).
I GIeNAc = N-acetilglicosamina; GalNAc = N-acetilgalactosamina.
2 Oligossacarideo covalentemente ligado ao nitrogénio amidico de uma asparagina em uma glicoproteina.

2.1.1.1 Lectinas de leguminosas

As sementes dos legumes sdo particularmente ricas em lectinas, embora estas
proteinas possam também ser encontradas em outros orgaos e tecidos (LAM; NG, 2011). A
familia botanica a qual pertence os legumes, Fabaceae (Leguminosae), ¢ muito estudada com
relagdo a essa classe de proteinas, uma vez que diversos estudos indicam grande homologia
sequencial e estrutural das lectinas, especialmente se as mesmas sdo encontradas em espécies
de uma mesma tribo ou subtribo (ETZLER, 1985). E interessante destacar que o estudo de
lectinas extraidas de leguminosas sempre leva em consideracdo suas homologias com a
Concanavalina A (ConA), extraida de sementes da Canavalia ensiformis e que ¢ a lectina
vegetal mais bem estudada com relagdo a sua estrutura e suas atividades bioldgicas (LIS;
SHARON, 1998). A partir de estudos comparativos, constatou-se grande conservagao de
sequéncia e estrutura nos dominios de reconhecimento a carboidrato e nos sitios hidrofébicos
(FIGURA 2). Devido a essa grande homologia, as demais lectinas dessa familia sdo

denominadas de ConA-like.
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Figura 2 - Homologia de sequéncias de lectinas dos géneros Dioclea e Canavalia.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
O alinhamento mostra a pouca variabilidade das sequéncias. Os numeros entre parénteses, a direita, referem-se
ao grau de identidade das sequéncias em relagdo a ConA. As cores indicam o grupo quimico dos residuos de
aminoacidos: azul = carregados negativamente, rosa = carregados positivamente, verde = polares ndo
carregados e vermelho = hidrofobicos. * Residuos conservados; : modifica¢des de conservagdo; . modificagdes
semi-conservadas.

DRL = Dioclea reflexa (81%)
DGL = D. grandiflora (81%)
DWL = D. wilsonii (81%)
DVL = D. violacea (81%)
DVir = D. virgata (85%)
Dros = D. rostrata (83%)
Dguia = D. guianensis (83%)
ConGF =
(91%)
ConBol = C. boliviana (97%)
CGL = C. gladiata (98%)
ConM = C. maritima (98%)
ConV = C. virosa (98%)
ConBr = C. brasiliensis (98%)
ConA = C. ensiformis

Canavalia grandiflora
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2.1.1.1.1 DGL, uma lectina isolada de sementes da Dioclea grandiflora

Dioclea grandiflora Mart. ex Benth., popularmente conhecida como mucuna,
mucuna-de-carogo, mucund vermelha ou “olho-de-boi”, ¢ uma leguminosa encontrada na
caatinga e no cerrado do Nordeste brasileiro, cujas sementes e raizes sdo utilizadas pela
medicina tradicional no tratamento de distirbios prostaticos e de doengas renais (SILVA et al.,
2010), mas que de acordo com diversos outros estudos também apresenta atividades
antinociceptivas, antioxidantes e anti-inflamatoérias (SA; ALMEIDA; BHATTACHARYYA,
2013).

Como vérias outras leguminosas, suas sementes sao abundantes em lectinas, uma
das quais, chamada de DGL e isolada primeiramente por Moreira et al. (1983), apresenta
caracteristicas bioquimicas e fisico-quimicas muito semelhantes a ConA, tendo, portanto,
afinidade geral por residuos de manose e glicose, mas principalmente pelo nucleo
trimanosidico [3,6-di-O-(a-D-manopiranosil)-a-D-manopiranosideo] presente em
oligossacarideos N-ligados (BREWER; BHATTACHARYYA, 1986; CHERVENAK;
TOONE, 1995). Apesar disso, sdo observadas diferencas relacionadas as suas especificidades
finas para grandes oligossacarideos de manose N-ligados e para carboidratos complexos, onde
a DGL ¢ praticamente incapaz de se ligar a essas moléculas (GUPTA et al., 1996),
provavelmente devido a mudangas conformacionais em loops (alcas) adjacentes ao seu CRD
(ROZWARSKI et al., 1998).

Além de ser muito estudada para se entender como lectinas de diferentes origens,
mas com a mesma composi¢ao de residuos de aminoacidos e arquitetura de CRD, apresentam
afinidades diferenciadas por carboidratos (DAM et al, 1998a; DAM et al., 1998b;
WEATHERMAN et al., 1996), a DGL ¢ empregada como ferramenta de caracterizacao das
potenciais atividades biologicas desenvolvidas pelas lectinas. Neste sentido, alguns trabalhos
tem demonstrado que a DGL tem (1) carater pré-inflamatério (BENTO et al., 1993), (2)
capacidade de induzir a produgdo de 6xido nitrico (NO) in vitro e in vivo (ANDRADE et al.,
1999) e (3) capacidade de inibir a formagdo de biofilmes (TEIXEIRA et al., 2006).
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2.1.2 Estrutura de lectinas da subtribo Diocleinae

As lectinas isoladas de espécies da subtribo Diocleinae sdo excelentes fontes de
estudos para se entender as relagdes estrutura-fungao que caracterizam uma proteina, uma vez
que apesar da enorme homologia existente entre suas estruturas primadrias e terciarias, as
mesmas apresentam distintas especificidades por mono- e oligossacarideos (MANOJ;
SUGUNA, 2001) e variagdes nas associacdes quaterndrias (BRINDA; SUROLIA;
VISHVESHWARA, 2005). Seus mondmeros apresentam um peso meédio de 25kDa,
possuindo dois sitios de ligagdo, S1 ¢ S2, altamente conservados para os ions divalentes Mn?*
e Ca?", respectivamente, os quais sdo essenciais para a estabilizagdo do CRD e, assim, para a
interacao das lectinas com moléculas de carboidrato (BECKER et al., 1975; KAUSHIK;
MOHANTY; SUROLIA, 2009). Cada ion est4d coordenado por seis interagdes de hidrogénio
(FIGURA 3), sendo quatro provenientes da proteina e duas de moléculas de dagua.
Interessantemente, a ligagcdo desses ions em seus respectivos sitios parece acontecer de forma
sequencial (BOUCKAERT et al., 1996), com o Mn?*, ou outro metal de transi¢do, como Co?",
Ni%*, Zn?*, Cd** ou Mg>" (SHOHAM; KALB; PECHT, 1973), sendo coordenado inicialmente
em S1 para, em seguida, o Ca”" ser coordenado em S2.

Embora essa seja uma caracteristica geral para lectinas de leguminosas, ¢
interessante ressaltar que existem excegdes para essa necessidade de sitios de ligagdo para
ions divalentes. Por exemplo, as lectinas oAl (amylase inhibitor) e arcelin (MIRKOV et al.,
1994; OSBORNI et al., 1988), derivadas da leguminosa Phaseolus vulgaris (subtribo
Phaseolinae), ndo possuem o loop correspondente aos residuos Prol3-Pro23 de outras
lectinas de leguminosas, o qual estd envolvido na coordenacdo dos ions. Neste caso, a
estabilizacao das proteinas parece ser efetuada através de interagdes entre os aneis da Tyr85 e
da Phel27, bem como por duas interagcdes de hidrogénio entre as cadeias principais dos

residuos Ala84/Thr205 e Gly207/Ala84 (BOMPARD-GILLES et al., 1996).
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Figura 3 — Coordenagdo dos ions Ca?" e Mn?*.
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Fonte: Adaptado de Loris ef al. (1998).
A coordenagio do Ca?" envolve residuos de aminoéacidos que também participam da ligagdo a moléculas de
carboidrato no CRD, como Tyr12 e Asnl4. “wat” refere-se a moléculas de agua.

Cada mondmero possui uma arquitetura tridimensional denominada de jelly-rool
(SRINIVAS et al., 2001), onde um “sanduiche” ¢ formado por uma parte frontal contendo
sete fitas-f antiparalelas que se sobrepde a uma porcdo posterior com seis fitas-3
antiparalelas, de modo que estas duas regides encontram-se conectadas por diversos loops e
uma pequena folha-f de cinco fitas (FIGURAS 4A, B e C). Entretanto, as formas
biologicamente ativas das lectinas dessa subtribo se encontram di- ou tetramerizadas, fato este
influenciado pelo pH do meio (NAGANO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008; SENEAR;
TELLER, 1981).

A formacdo de dimeros e tetrdmeros nas lectinas de leguminosas depende
prioritariamente da maneira como as seis fitas posteriores se associam entre as diferentes
subunidades, dando origem a sete tipos diferentes de associagdo ou interface (TABELA 2).
Uma destas, conhecida como dimero canoénico ou interface tipo II (Figura 4D), foi descrita
primeiramente para a ConA (EDELMAN et al., 1972; HARDMAN; AINSWORTH, 1972),
sendo caracterizada pela interagdo lado a lado de dois mondmeros de modo a formar uma
arquitetura continua, através da associagdo das porcdes posteriores de cada monomero, de 12
fitas-p antiparalelas. As outras associagoes (tipo X) caracterizam-se por uma disposi¢ao face-
a-face das folhas-} posteriores, cujas variagoes (X1-X5) dependem da diferenca angular entre
as estruturas que estdo em contato (SINHA et al., 2007).

O arranjo tetramérico, que apresenta duas interfaces distintas (geralmente uma
tipo II e outra tipo Xi-5), € formada pela associacdo entre as partes posteriores de dois dimeros
canonicos (Figura 4E), as quais, sendo concavas, formam uma cavidade central preenchida

com agua que pode ligar compostos nao-glicidicos (DELATORRE et al., 2013; EDELMAN;
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WANG, 1978; ROBERTS; GOLDSTEIN, 1983). Entretanto, de acordo com o tipo de
interface, esta associagao pode ocorrer de diferentes formas, de modo que variagdes sao
detectadas nos arranjos tetraméricos (BOUCKAERT et al., 1999; PRABU et al, 1998;
VIJAYAN; CHANDRA, 1999), refletindo-se, assim, nas diferencas de atividades bioldgicas
observadas para as lectinas vegetais, como abordado por Sanz-Aparicio et al. (1997) para a

lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr).

Figura 4 — Caracteristicas gerais do arranjo tridimensional das lectinas Diocleinae.

Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) Representacao do arranjo monomérico conhecido como f-sandwich, destacando-se a sobreposi¢do das sete
fitas-p frontais (laranja) em relac@o as seis posteriores (azul). (B) e (C) Disposicao das sete fitas-f frontais e das
seis posteriores, respectivamente. (D) Dimero candnico, destacando o arranjo continuo de 12 fitas- formado
pelas porgdes posteriores de cada mondmero (azul e magenta). (E) Arranjo tetramérico formado a partir da
associagdo entre dois dimeros canonicos. * Cavidade central gerada pela disposi¢do dos dimeros candnicos no
tetrdmero.

2.1.3 Dominio de Reconhecimento a Carboidrato (CRD)

Como ja mencionado, lectinas apresentam uma ampla variedade de especificidade
para mono- e oligossacarideos, podendo ser classificadas em cinco grupos de acordo com sua
afinidade por monossacarideos (MANOJ; SUGUNA, 2001; VASCONCELOS; OLIVEIRA,
2004): manose/glicose (Man/Glc), galactose/N-acetilgalactosamina (Gal/GalNAc), N-

acetilglicosamina (GlcNAc), fucose e acido N-acetilneuraminico.
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Tabela 2 — Tipos de interfaces encontradas em lectinas vegetais.

Tipo de Interface Ocorréncia Representacio

Presente em lectinas diméricas como a

Candnica ou Tipo I1 PSL, ou tetraméricas como ConA e SBA.

Observada no dimero DB58 e nas
interfaces nao-canonicas da PHA e SBA.

Apenas em tetradmeros, como na interface

X2 ndo canonica da ConA e DGL.

X3 Dimeros tipo EcorL.

X4 Dimeros tipos GS4 e GS1.
Observada em dimeros do tipo

X5 GS1. Assemelha-se a interface

X4, entretanto, com uma orientagao
diferente.

Interface ndo-usual da

PNA Lectina de Arachis hypogea (PNA).

Fonte: adaptado de Sinha et al. (2007).

PSL = lectina de Pisum sativum (ervilha); SBA = lectina de Glycine max (soja); DB58 = lectina vegetativa de
Dolichos biflorus (feijdo-de-corda); PHA = lectina de Phaseolus vulgaris (feijado comum); EcorL = lectina de
Erythrina corallodendron (flor-de-coral); GS1 e GS4 = lectinas | e IV de Griffonia simplicifolia (grifonia).

Esse espectro de possibilidades de interagdo com carboidratos pode ser entendido
a partir da analise do Dominio de Reconhecimento a Carboidrato (CRD) (DRICKAMER,
1988), o qual, de maneira geral, possui uma arquitetura muito similar nas lectinas de
leguminosas, sendo formado por quatro /oops presentes na superficie da regido frontal de cada
mondomero (SHARMA; SUROLIA, 1997; YOUNG; OOMEN, 1992). Nesse sentido, ressalta-
se que lectinas extraidas de plantas filogeneticamente relacionadas e que possuem a mesma
afinidade por monossacarideos, como ¢ o caso daquelas pertencentes a subtribo Diocleinae,
apresentam seus CRDs sequencialmente conservados (MANOJ; SUGUNA, 2001), embora a
especificidade por carboidratos mais complexos seja diferente (LIS; SHARON, 1998). A
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partir disso, constata-se que essa variagao se reflete nas atividades bioldgicas desempenhadas
por essas proteinas, onde, por exemplo, verifica-se que ConA, ConM e ConBr (Canavalia
brasiliensis) se diferenciam, dentre outras coisas, quanto aos efeitos pro- e antiinflamatorios
(ALENCAR et al., 1999; ASSREUY et al., 1999; BENTO et al., 1993), liberacao de
histamina (GOMES et al., 1994; FERREIRA et al., 1996), producao de oOxido nitrico
(ANDRADE et al., 1999), mitogenicidade (BARRAL-NETO et al., 1992) e producdo de
citocinas (CAVADA et al., 2001).

Mas como uma regido que apresenta extrema conservagdo em sua sequéncia de
residuos de aminoacidos pode apresentar especificidades tao distintas? Uma resposta para tal
questionamento foi dada pelos trabalhos de Gadelha et al. (2005) e Delatorre et al. (2006),
demonstrando que os CRDs da ConM, uma lectina de sementes da Canavalia maritima, ¢ da
ConA apresentam uma conformagao ligeiramente diferente devido a uma mutagdo que altera
o residuo 202, o qual naquela ¢ uma Serina e nesta ¢ uma Prolina, mostrando que essa
modificagdo deixa o dominio da ConM cerca de 0.70 A mais aberto que o da ConA,
permitindo, assim, que carboidratos mais complexos possam interagir com maior facilidade
com aquela proteina.

As moléculas de carboidratos nas lectinas da subtribo Diocleinae sao
coordenadas, de maneira geral, pelos residuos Tyrl2, Asnl4, Leu99', Tyr100, Asp208 ¢
Arg228 (FIGURA 5A) (LORIS et al., 1998) por meio de interagdes de hidrogénio e de forcas
de Van der Waals (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Um sétimo residuo pode participar
dessa coordenagdo: o Aspl6 interage com o nucleo do trimanosideo Manal-3[Manal-6]Man,
como demonstrado pela resolu¢do das estruturas cristalograficas da ConA e da DGL
complexadas com esse trissacarideo (LORIS et al., 1996; NAISMITH; FIELD, 1996;
ROZWARSKI et al., 1998).

Para as lectinas Diocleinae se ligarem a carboidratos € necessario que a ligacao
peptidica entre os residuos Ala207 e Asp208, que encontram-se em uma fita-p ao lado de S2,
esteja na configuragdo cis € que os ions metalicos Mn?" e Ca’" estejam em seus respectivos
sitios (FIGURA 5B). Nesse estado, denominado de locked porque envolve um aumento na
afinidade da proteina pelos dois ions (KOENIG; BREWER; BROWN, 1978), o CRD
encontra-se estruturado. Embora esse estado possa ainda existir na completa auséncia dos

ions, mantendo a capacidade do CRD se ligar de maneira especifica a glicose € manose

I Na CPL, uma lectina de sementes de Camptosema pedicellatum, ocorre uma mutagdo conservativa onde o
residuo de leucina nessa posigao ¢ substituido por uma valina (TEIXEIRA et al., 2012).
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(BROWN; KOENIG, BREWER, 1982), sua presenga ¢ essencial para a permanéncia dessa
arquitetura. Do contrario, esse estado /ocked ¢ modificado de tal maneira que onde antes
encontrava-se a cadeia lateral do Asp208, agora estd a Tyr12 (FIGURA 5C), o que impede a
formacdo de complexos lectina-carboidrato. Esse novo estado, caracterizado pela
configuragdo trans da ligagao Ala207-Asp208 (FIGURA 5D) (BOUCKAERT et al., 1995), ¢

denominado unlocked.

Figura 5 — Dominio de Reconhecimento a Carboidrato (CRD) de lectinas Diocleinae.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) CRD em sua forma estruturada (locked) com uma molécula de carboidrato ligada, sendo destacado
os residuos que o compdem e os ions metalicos (esferas). (B) Ligagdo peptidica cis entre Ala207 e
Asp208 (elipse). (C) CRD em sua forma ndo estruturada (unlocked), destacando como os residuos Try12
e Asp208 apresentam uma orientacdo bastante diferente em relagdo ao CRD estruturado. Isso impede a
ligagdo de carboidratos. (D) Ligacéo peptidica trans entre Ala207 ¢ Asp208 (elipse).

Interessantemente, o dominio de reconhecimento a carboidrato parece nao ser
sitio apenas para a ligagdo de moléculas glicidicas. Inicialmente, Gael et al. (2000) mostraram
que porfirinas se ligam no CRD da ConA, possivelmente mimetizando interagdes dessa
lectina com monossacarideos. Mais recentemente, Delatorre et al. (2013) reportaram a
presenca do anel hidrofébico indol ligado aos residuos Asp16 e Arg228, constituintes do CRD

da ConM, sendo sugerido, neste caso, que a lectina poderia estar relacionada em um processo
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de controle da disponibiliza¢do desta molécula, a qual ¢ liberada como um composto volatil
quando plantas encontram-se sob ataque de insetos herbivoros (FREY et al., 2000; ZHUANG
et al., 2012). Por fim, estruturas cristalograficas da ConM (SILVA-FILHO, 2013) e ConBr
(NOBREGA, 2016) complexadas com adenina mostram que essa base nitrogenada,
diferentemente dos estudos reportados para outras lectinas vegetais (HAMELRYCK et al.,
1999; SHETTY et al., 2013), se liga no mesmo local do anel indol, sugerindo que o CRD possa

servir como um sitio para ligagdo de nucleosideos (NOBREGA, 2016).

2.2 Maturacao de lectinas ConA-like ocorre por permutacio circular

Todas as atividades fisiologicas e biologicas atribuidas as lectinas vegetais, tais
como defesa vegetal (SHUTTER; VAN DAMME, 2015) e vasorelaxamento (BARROSO-
NETO et al., 2014), levam em considera¢do sua forma madura, a qual ¢ proveniente de
processamentos pos-traducionais de uma (glico)proteina precursora (MUNTZ, 2007). No caso
das Diocleinae, esse mecanismo ¢ extremamente complexo, sendo unico quando comparado
com outros eventos de matura¢do de proteinas de armazenamento. Chamado de permuta
circular, esse processo envolve a unido das extremidades N- e C-terminais, formando uma
proteina temporariamente circular, para em seguida ocorrer uma clivagem proteolitica em
outro ponto da cadeia, gerando um polipeptideo com novas extremidades (FIGURA 6A) e
com sequéncia invertida em relacdo ao precursor (GOODSELL, 2010).

A primeira observacao desse tipo de maturacdo proteica ocorreu quando
Cunningham et al. (1979) compararam a sequéncia de aminoacidos da favina, uma lectina
heterodimérica de Vicia faba, com a da ConA, observando que a cadeia o da primeira
correspondia em homologia ao segmento compreendido entre os residuos 70 e 119 da segunda
e que a cadeia B tinha sua homologia iniciada no residuo 120, extendia-se ao C-terminal
(residuo 237) e continuava sem interrupgao através dos 69 primeiros residuos do N-terminal
da ConA (FIGURA 6B).

Apos esse estudo, ficou evidente que a ConA ndo poderia ser sintetizada nos
cotilédones na forma como fora até entdo caracterizada. Nesse sentido, diversos trabalhos
comegaram a mostrar que, de fato, essa lectina era sintetizada nos ribossomos do RE na forma
de uma pré-pro-proteina (pré-proConA) que ia sendo modificada a medida que seu mRNA era
traduzido, dando origem a um polipeptideo, a proConA, que seria transportado para os corpos

proteicos para posterior processamento (BOWLES et al., 1986).
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Figura 6 — Permutagao circular da ConA e comparacao de sua forma madura com a favina.
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Fonte: Adaptado de Goodsell (2010) e Cunningham et al. (1979).

(A) O precursor possui uma extremidade C-terminal e um Joop extras (pontilhado azul claro). No
processamento, o C-terminal ¢ clivado enzimaticamente ¢ a nova extremidade é unida ao N-terminal para
formar uma proteina circular. Posteriormente, o loop extra também ¢ clivado para dar origem as novas
extremidades da, agora, proteina madura. (B) Alinhamento das cadeias a ¢ B da favina (barra clara) com a
ConA (barra escura) mostrando que a permutagao circular d4 a homologia maxima entre as duas sequéncias.

Inicialmente, a pré-proConA, contendo um peptideo sinal de direcionamento ao RE
com 30 residuos de aminodcidos em seu N-terminal, sofre acdo proteolitica para retirada
dessa sequéncia durante o processo de traducao (HIGGINS, 1984), convertendo-se entdo na
proConA, a qual ¢ glicosilada no proprio reticulo pela adicdo de um oligossacarideo rico em
manose (ManoGlcNAcz) a Asnl32 (HERMAN; SHANNON; CHRISPEELS, 1985). Em
seguida, a glicoproteina ¢ direcionada para o complexo golgiense, onde ocorre sua
deglicosilagdo e subsequente modificagdo da cadeia polipeptidica com retirada enzimatica de
um segmento de 15 residuos na por¢do central contendo o sitio de N-glicosilag¢do. Isso gera
dois grandes polipeptideos denominados de fragmentos B e y. Um nonapeptideo no C-
terminal, envolvido na translocagdo da proConA aos corpos proteicos (CLAUDE et al., 2005),
¢ entdo removido e os dois fragmentos sdo covalentemente ligados um ao outro a partir de
suas extremidades originais (CARRINGTON; AUFFRET; HANKE, 1985), formando assim a
cadeia o madura de 237 residuos com uma cadeia em ordem invertida em relacdo ao seu
precursor (FIGURA 7). Esta ultima etapa de religacdo dos fragmentos, bem como aquela de
remocao do segmento de 15 residuos, ¢ catalisada por uma asparaginil endopeptidase (MIN;
JONES, 1994), a qual ndo apresenta atividade completamente eficiente, uma vez que nos
procedimentos de purificagdo da ConA (EDMUNDSON et al., 1971; WAXDAL et al., 1971)
e de lectinas ConA-like (CECCATTO et al. 2002) ¢ muito comum existir uma mistura de 60%
de cadeia a e 40% de seus fragmentos B (res. 1-118, 14 kDa) e y (res. 119-237, 12 kDa).
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Figura 7 — Etapas do processamento pos-traducional das lectinas Diocleinae.
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Fonte: Adaptado de Sousa (2010).

O precursor ¢ mostrado com todos os seus elementos. Os numeros 1, 2, 3 ¢ 4 indicam, respectivamente, a
clivagem do peptideo sinal da regido N-terminal (laranja) relacionado com o transporte da molécula nascente
para o RE, deglicosilagdo, retirada do segmento de 15 residuos (vermelho) e remocdo do nonapeptideo
(amarelo) da regido C-terminal. Isso leva a formagdo dos fragmentos B e vy, cujos respectivos C- ¢ N-
terminais se fundem para dar origem a proteina madura. Os asteriscos indicam as extremidades que serdo
unidas pela asparaginil endopeptidase.

Embora esse complexo mecanismo de maturagdo seja essencial para que as lectinas
Diocleinae se tornem funcionais, alguns estudos tem demonstrado que suas formas
precursoras também sdo capazes de se ligar a carboidratos e desenvolver atividades.
Inicialmente, Min, Dunn e Jones (1992) mostraram que a forma deglicosilada da proConA
recombinante podia ndo apenas adsorver a uma coluna cromatografica contendo dextran
(Sephadex G-75) como também podia ser eluida por a-metilmanosideo, um monossacarideo
pelo qual a ConA tem alta afinidade. Posteriormente, Ramis et al. (2001) verificaram que a
simples deglicosilagdo nao era suficiente para permitir uma atividade lectinica da proConA,
sendo necessario também uma acidificagdo do meio. E mais recentemente, foi visto que a
pDGL, precursora deglicosilada da DGL, era capaz de promover a hemaglutinacdo de
eritrocitos de coelho, sendo essa atividade inibida por manose em uma concentracao cerca de

duas vezes menor em relagdo aquela necessaria para sua contraparte madura (SOUSA et al.,
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2016b). Na tentativa de elucidar as bases estruturais para essa maior afinidade do precursor
pela manose, esse mesmo trabalho realizou predi¢cdes in silico para a ligagdo desse
monossacarideo as formas precursora ¢ madura da DGL, sendo observado que a presenga de
uma interagdo adicional no complexo pDGL-manose seria a responsavel pela diferenca de
afinidade encontrada. Além disso, foi sugerido que a oligomerizagdo da pDGL nao
favoreceria a formacao de tetrameros estaveis, diferente de sua forma madura (SOUSA et al.,
2016b). Na tentativa de corroborar essas ideias, desenvolveu-se o presente trabalho na
perspectiva de que a elucidagao da estrutura cristalografica da pDGL complexada com a

manose explique de maneira mais clara porque ocorre essas diferenciacdes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar os efeitos do processamento pos-traducional sobre a estrutura

tridimensional de uma lectina de sementes de Dioclea grandiflora.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar a estrutura cristalografica do precursor deglicosilado de uma lectina de
sementes de D. grandiflora (pDGL);

Clonar o gene da pDGL;

Expressar o gene da pDGL em um sistema heterdlogo;

Purificar a pDGL;

Cristalizar a forma recombinante da pDGL na presenca de manose;

Difratar cristais do complexo pDGL-manose;

Determinar a estrutura tridimensional do complexo pDGL-manose;

Avaliar a presenca de estruturas secundarias nao-repetitivas no modelo
cristalografico da pDGL;

Estudar o padrao de oligomeriza¢ao da pDGL;

- Investigar as diferencas estruturais de ligagdo a carboidratos entre a pDGL e sua

forma madura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtenc¢ao da forma recombinante da pDGL

A produgdo da pDGL recombinante foi realizada a partir de modificacdes da
metodologia aplicada anteriormente para a forma madura da VML, uma lectina isolada de
sementes de Vatairea macrocarpa (SOUSA et al., 2016a).

O DNA gendémico da pDGL (GenBank AM701773), amplificado pela reagao em
cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se iniciadores dotados de sitios de restri¢do para as
enzimas Ncol ¢ Notl (NAGANO et al., 2008), foi inserido no vetor de expressao pET-28a
(Novagen, Darmstadt, Alemanha) pela enzima T4 DNA ligase (New England BioLabs, Reino
Unido) para transformacdo de células E. coli TOP10 (Stratagene, La Jolla, California, Estados
Unidos) por choque térmico na presenga de cloreto de calcio (SAMBROOK et al., 1989).

O DNA plasmidial dos clones positivos, identificados por sequenciamento de
DNA (LGC Genomics, Berlin, Alemanha), foi utilizado para transformar células E. coli BL21
codon plus por choque térmico na presenga de cloreto de célcio. A expressdao do gene da
pDGL nessa cepa bacteriana, que ¢ suplementada com tRNAs para coédons eucariodticos, foi
induzida por IPTG (isopropil-B-tiogalactopiranosideo) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Alemanha) a uma concentragao final de 0.5 mM.

A purificagdo da proteina recombinante, dotada de uma cauda de seis histidinas
em sua extremidade C-terminal, ocorreu inicialmente por meio de uma cromatografia em
coluna de niquel imobilizado (Histrap, GE Healthcare), previamente equilibrada com uma
solugdo tampao PBS (NaH2PO4 20 mM e NaCl 250 mM) suplementada com 20 mM de
imidazol e glicerol 5%. A retirada de proteinas ndo-retidas foi realizada com a aplicagdo dessa
mesma solucdo tampao, enquanto a eluicdo das proteinas retidas se deu pela aplicacdo dessa
solugdo adicionada de imidazol 500 mM e glicerol 30%.

Na sequéncia, a fracdo proteica obtida por essa etapa inicial de purificagdo foi
submetida a uma cromatografia de exclusao molecular em coluna Superdex 200 16/60 (GE
Healthcare) previamente equilibrada com acido L-malico 10 mM, MES 10 mM, Tris 10 mM,
NaCl 250 mM e glicerol 5% para aprimorar a pureza da amostra e para realizar a troca do

tampao da mesma visando os ensaios estruturais subsequentes.
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4.2 Ensaios de cristalizacao

Para determinar a estrutura tridimensional da pDGL, ensaios de cristalizagao
foram realizados com a proteina na sua forma holoproteica (com os metais Ca?" e Mn?") na
presenca de D-manose. Para os ensaios, as concentracdes proteicas foram ajustadas para 10
mg/mL com base em ensaios preliminares de solubilidade.

Para se obter essa forma holoproteica, a pDGL descongelada e mantida em uma
solucao tampao (acido L-malico 10 mM, MES 10 mM, Tris 10 mM, NaCl 50 mM e glicerol
5%) foi suplementada com solu¢des de CaCl. e MnCl; a 1 mM cada. Em seguida, para os
ensaios de co-cristalizagdo, a D-manose foi adicionada em uma concentragdao 30 vezes
superior a da proteina, correspondendo, assim, a aproximadamente 30 mM. Estas solugdes
permaneceram incubadas a 25°C por 30 minutos antes da montagem das placas. Em seguida,
gotas de 1 pL, contituidas de 0.5 pL de solu¢do de proteina e 0.5 puL de solucdo de
cristalizacdo, foram montadas em placas Swissci (3 gotas por pogo, 96 pocos) (Hampton
Research) utilizando o sistema automatico de cristalizagdo Oryx8 (Douglas Instruments),
sendo aplicada a técnica de gota sentada mediante o0 método da matriz esparsa (JANCARIK;
KIM, 1991). Diferentes screens de cristalizagao foram utilizados nos ensaios iniciais, sendo
eles: JCSG-plus, Morpheus, MIDAS (Molecular Dimensions) e Index screen (Hampton
Research). Ap6s a montagem das placas, as mesmas foram seladas e incubadas a 20°C.

As placas montadas foram semanalmente monitoradas com o auxilio de um
microscopio, sendo os cristais observados e analisados por meio de um difratométro
laboratorial (Bruker AXS Proteum 6000 X-Ray Diffractometer), acoplado a um detector
MAR 345. Antes da analise os cristais foram imersos em solugao crioprotetora (glicerol 30%),
e congelados instantaneamente com o auxilio de nitrogénio liquido. As condi¢des nas quais
foram observados cristais de proteinas foram anotadas para procedimentos de otimizagao,
havendo sido os cristais com resolu¢des superiores a 3 A armazenados em nitrogénio liquido
para posterior envio a linhas de luz sincrontron.

Diferentes condigdes foram manualmente preparadas para os ensaios de
otimizagdo com base na formulagdo das condic¢des originais, havendo sido aplicadas variagdes
referentes ao pH, concentracdo de sal e agente precipitante. Placas de cristalizagdo foram
entdo montadas com o auxilio do sistema automatico de cristalizacdo Oryx8, seguindo os
mesmos procedimentos iniciais. Dentre os cristais analisados, aqueles de melhor resolucao

foram armazenados para posterior envio para difracao em linhas de luz sincrontron.
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4.3 Coleta de dados e processamento inicial

Os conjuntos de dados foram coletados no FEuropean Synchrotron Radiation
Facility (ESRF) (Grenoble, Franga) nas linhas de luz ID-29 e ID23-2, em uma temperatura de
100 K. Os dados de difracdo foram indexados e integrados com a utilizagdo do programa

XDS (KABSCH, 2010).

4.4 Elucidacio das estruturas tridimensionais

Com os dados de difracdo processados, deu-se entdo a elucidacdo da estrutura
cristalografica da pDGL com a utilizacdo de programas computacionais especificos
disponiveis no pacote CCP4 (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT NO. 4,
1994; WINN et al., 2011). Inicialmente, os dados retornados pelo XDS foram analisados
quanto a confianca estatistica da escolha do grupo espacial. Para tanto, utilizou-se o programa
Pointless (EVANS, 2011), o qual sugere uma opg¢do alternativa caso aquele previamente
selecionado ndo esteja correto € ja o incorpora em seu arquivo de saida. Em seguida,
calculou-se o nimero de moléculas presentes na unidade assimétrica, e, na sequéncia,
utilizou-se o programa Scala, que a partir da fusdo (merge) de reflexdes (ou pontos)
equivalentes presentes em diferentes imagens, faz uma andlise estatistica do calculo das
intensidades. A confiabilidade desses dados foi dada pela andlise de diversos parametros, tais
como Ryuerge, /o, multiplicidade, completeza e coeficiente de correlagado (CCip). O

APENDICE A traz o significado e o valor esperado para cada um desses indices.

4.4.1 Substituicao molecular

Para gerar o modelo tridimensional da pDGL de acordo com os padrdes de difracao,
realizou-se a substitui¢do molecular com o auxilio do programa Phaser-MR (MCCOY et al.,
2007), onde utilizou-se como molde inicial as cadeias f ¢ y da DGL madura (PDB ID 1DGL)
para gerar as coordenadas da pDGL. A confiabilidade do modelo gerado foi verificada a partir

da analise dos pardmetros TRZ, TFZ ¢ LLG, descritos no APENDICE A.
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4.4.2 Refinamento do modelo

O modelo tridimensional gerado a partir da substituicdo molecular foi analisado e
modelado através do programa COOT (EMSLEY et al, 2010) para se obter uma maior
concordancia entre esse modelo e os dados de difragdo. Nesta etapa, foram realizadas
inspegdes e correcdes manuais da cadeia polipeptidica, posicionando e orientando os residuos
de aminoacidos de acordo com o mapa de densidade eletronica. Em seguida, o modelo ja
modificado pelos ajustes foi submetido a ciclos de refinamento utilizando méxima
verossimilhanga com auxilio do programa Refmac5 (MURSHUDOV et al., 2011):
inicialmente através de ciclos de corpo rigido seguidos de ciclos por restricdo. Novas
inspecdes ¢ ajustes do modelo foram conduzidas, bem como adi¢do de moléculas de agua,
ions metalicos e ligantes especificos. Na sequéncia, novos ciclos de refinamento por restri¢ao
foram realizados e ao final de cada um destes a concordancia modelo-densidade foi avaliada
pelos valores de Reuctor € Riree, indices que representam coeficientes de discordancia.

Finalizado o refinamento, a estereoquimica do modelo foi avaliada e validada por
ferramentas on-line disponiveis na plataforma de validagdo do Protein Data Bank (http://

wwpdb-validation.wwpdb.org/validservice/), para, entdo, ser realizado o deposito das

coordenadas atomicas e dados de difracdo nesse banco de dados de estruturas proteicas
(BERNSTEIN et al., 1977). As figuras representativas dos modelos foram geradas com o
auxilio do programa PyMOL (Schrédinger, LLC).

4.5 Analises in silico

Para se realizar uma andlise mais completa acerca das caracteristicas estruturais da
pDGL e das bases de sua maior afinidade a manose, realizou-se os ensaios in silico descritos a

seguir.

4.5.1 Analise do padrdo de oligomerizacdo

A predi¢do do estado oligomérico em solu¢do da pDGL foi realizada a partir do
servidor on-line PISA (Proteins, Interfaces, Structures and Assemblies) (KRISSINEL;
HENRICK, 2007), cujos resultados foram analisados de acordo com os valores de AGI™ e

AGYss, pardmetros termodindmicos que representam, respectivamente, o ganho de energia
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livre decorrente do processo de oligomerizagdo e a energia livre necessaria para promover a

separacao dos componentes do oligdmero.

4.5.2 Calculos de dngulos psi (D) e phi (V)

Para se investigar a presenca de estruturas secundarias ndo-repetitivas no modelo
cristalografico da pDGL, semelhante ao que fora realizado para a ConM (SILVA-FILHO,
2013), utilizou-se o software Swiss-PdbViwer 4.1 (JOHANSSON et al., 2012) para o calculo
dos valores dos angulos de tor¢ao phi (@) e psi (V) de residuos de aminoacidos especificos

(ver se¢ao 5.2).

4.5.3 Simulagoes de docking molecular e cdlculo de dimensoes do CRD

Na busca por melhor compreender as bases estruturais que permeiam a maior
afinidade da pDGL pela manose, realizaram-se calculos de docking molecular da lectina em
suas formas precursora e madura contra essa hexose e o trimanosideo 3,6-di-O-(a-D-
manopiranosil)-a-D-manopiranose, um ligante cuja DGL apresenta alta afinidade

(CHERVENAK; TOONE, 1995; GUPTA et al., 1996).

Para se alcangar esse objetivo, utilizou-se o programa AutoDock Vina 1.1.2 (TROTT;
OLSON, 2010) para realizar as simulagdes dessas intera¢des. Inicialmente, preparou-se os
modelos da proteina precursora e madura (PDB ID 1DGL), utilizando-se apenas as cadeias D
e A, respectivamente, as quais foram modificadas manualmente para retirada de heterodtomos
(moléculas de 4agua, ligantes e ions). Em seguida, utilizou-se a interface grafica
AutoDockTools 1.5.6 para adi¢do de atomos de hidrogénio aos residuos polares das cadeias
polipeptidicas seguida da adicdo de cargas parciais pelo método de Kollman, o qual atribui
valores aos residuos de aminoacidos de acordo com seus respectivos potenciais elétricos
(BEST et al., 2012). Os ligantes, manose e trimanosideo, foram retirados manualmente de
seus complexos cristalograficos com a pDGL e DGL, respectivamente, e tratadas pelo
AutoDockTools como moléculas flexiveis. O espaco de busca foi definido por uma caixa 22
A x 24 A x 28 A centralizada no CRD das lectinas. Para cada simulagdo (pDGL x manose,
pDGL x trimanosideo, DGL x manose ¢ DGL x trimanosideo), as melhores “poses" foram

analisadas de acordo com a energia tedrica de ligacao, dada em kcal/mol, e a presenga de
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ligagdes especificas entre os ligantes e o CRD, quais sejam: (i) interag¢do entre o oxigénio O4
da manose e os atomos Asp99/2082 (OD1), Argl19/228 (N) e Asnl57/14 (ND2); e (ii)
oxigénio O6 da manose com Asp99/208 (OD2) (SHARMA; SUROLIA, 1997).

Para validar essa metodologia, calculou-se 0 RMSD (root mean square deviation) da
melhor pose na simulagdo DGL x trimanosideo (redocking) com o trissacarideo do modelo
cristalografico (PDB ID 1DGL). Considerou-se que uma solugdo aceitavel seria dada por um
RMSD com valor méaximo de 2.0 A (JONES et al., 1997). O calculo de RMSD foi realizado
pelo software UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004).

Além disso, verificou-se se as dimensdes do CRD, nas formas precursora ¢ madura,
poderiam ter alguma influéncia sobre suas afinidades para os ligantes analisados nas
simulacdes de docking. Nesse caso, utilizou-se o servidor on-line DogSiteScorer
(VOLKAMER et al., 2012) para calcular o volume (A3), a area superficial (A?) e a
profundidade (A) dos sitios.

2 Primeiro numero indica a pDGL e o seguinte a posigdo correspondente na lectina madura, DGL.
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5 RESULTADOS

5.1 Cristalizacao e Difracao de Raios X

A forma recombinante da pDGL, submetida ao processo de co-cristalizagdo com uma
solucdo 30 mM de D-manose, apresentou cristais a partir da otimizagdo da condi¢ao de
namero 80 do Index Screen da Hampton Research®: acetato de amoénia 1 M, PEG
(polietilienoglicol) 3350 25%, monometil éter 2000 25%, HEPES 250 mM e pH 7,5. Apés a
formacdo dos cristais e seu subsequente processo de difra¢do, obteve-se um conjunto de dados
que foram analisados in silico, sendo observado que os cristais da pDGL-manose
apresentaram-se sob o grupo espacial monoclinico P12;1, com dimensdes de célula unitaria
de a= 71,722, b = 96,609 e ¢ = 72,130. O coeficiente de Matthews resultou em um valor de
2.21 A3 Da’!, indicando a presenca de quatro moléculas na unidade assimétrica, com 44,36%
de conteudo de solvente. Dados acerca do escalonamento, substituigdo molecular ¢

refinamento estdo sumarizados na Tabela 3 e referentes a validacao estdo no Apéndice B.

5.2 Estrutura Geral da pDGL

As quatro moléculas da pDGL presentes na unidade assimétrica estdo arranjadas como
o caracteristico tetrdmero das lectinas ConA-/ike, uma associagdao de dois dimeros canonicos
(interface tipo II) estabilizada por interacdes entre residuos que formam uma interface X2. A
Figura 8 mostra os elementos estruturais que caracterizam os folds monoméricos, diméricos e

tetraméricos da pDGL.

Todos as quatro cadeias polipeptidicas presentes na unidade assimétrica nao
apresentaram densidade eletronica para seus 12 primeiros residuos N-terminais, sendo, assim,
os modelos de suas estruturas tridimensionais iniciadas pelo residuo Aspl3. Em trés dos
monodmeros (cadeias A, B e C) nao foi possivel modelar o segmento de 15 residuos (entre as
posicdes 129 e 143) que durante o processamento pds-traducional das lectinas Diocleinae ¢
removido para dar origem as novas extremidades N- e C-terminais na forma madura. Na
cadeia D, esse loop foi modelado de maneira quase completa, excetuando-se as posi¢des
131-134 que ndo apresentaram densidade eletronica para suas respectivas cadeias laterais e

assim foram modeladas como residuos de glicina.
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Tabela 3 - Dados estatisticos da estrutura cristalografica da pDGL complexada com manose.

Parametros Valores
Coleta dos dados
Numero total de observagdes 122.540
Numero total de observagdes tnicas 45.938
Rinerge (%) 4,4 (11,5)
Limite de resolucio (A) 48,30-2,20 (2,32-2,20)
CCip 99,8 (97,9)
Completeza (%) 93,1 (95,3)
Multiplicidade 2,7(2,6)
(/o 16,6 (8,0)
Comprimento de onda (A) 1,033
Grupo espacial P12,
Parametros de cela (A) a=171,722
b= 96,609
c=72,130

Substituicio Molecular

RFZ 10,8
TFZ 12,9
LLG 554
Refinamento

Limite de resolugio (A) 71,42-2,20
Ryactor (%) 16,39
Riee (%) 21,92
Numero de aminoécidos na unidade assimétrica 1044
Numero de moléculas de agua 586
RMSDs dos valores ideais

Comprimento das ligacdes (A) 0,016
Angulos das ligagdes (graus) 1,837

Fatores de temperature
Média do B-fator para toda a proteina (A 20,95

Grafico de Ramachandran

Residuos nas regides mais favorecidas (%) 96,96
Residuos nas regides permitidas (%) 2,93
Residuos nas regides ndo-permitidas (%) 0,11

Fonte: Elaborada pelo autor.
Valores entre parénteses correspondem aqueles calculados para a Gltima camada.
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Cada monomero apresenta o enovelamento em B-sanduiche, com sete fitas anteriores
sobrepondo-se a seis fitas posteriores. Esses dois arranjos em folha-f sao conectados entre si
por diversos segmentos em /oop € uma pequena estrutura secundaria formada pelas fitas B3 e
4 compostas pelos residuos Phe38-Asp40 e Gly43-GIn46, respectivamente. Além disso, em
cada cadeia polipeptidica hd a presenca dos ions divalentes Ca?" e Mn?', necessarios ha

estruturacao do dominio de reconhecimento a carboidrato (ver se¢do 5.3).

Figura 8§ - Caracteristicas gerais da estrutura cristalografica da pDGL.

(A) (B) e
RO Tyr142
S TS’T“\
Thrias ¥ a
©) (D)
(E) (F) Cadeia D
Cadeia C

Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) Mondmero da pDGL, destacando as folhas-f3 anteriores (laranja) e posteriores (azul), que sdo conectadas por
diversos loops e pelas fitas 3 e 4 (magenta). Também ¢é mostrado o loop 1le129-Asn143 (verde) que apos retirado
faz com que os residuos Asnl28 e Alal44 passem a ser, respectivamente, as extremidades C- ¢ N-terminal na
lectina madura. (B) Omit map (1.0 o) do loop 1le129-Asn143, onde se observa que entre as posi¢des 131 e 134
(*) n2o ha densidade para cadeia lateral, sendo, por isso, modeladas como residuos de Gly. (C) e (D) Elementos
formadores das folhas-P3 anteriores e posteriores, respectivamente. (E) e (F) Arranjos diméricos e tetraméricos da
pDGL. RMSD dos arranjos monoméricos e tetraméricos da pDGL em relacdo a sua forma madura (PDB ID

2JE9) foram de 0.50 A (valor calculado para as cadeias D e A, respectivamente) e 0.99 A, respectivamente.
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Uma analise do padrdo de ligagdes de hidrogénio existentes na formagao de estruturas
secundarias demonstrou a presenga de elementos estruturais reportados por Silva-Filho (2013)
para a ConM. Estes elementos sdo chamados de estruturas secundarias ndo-repetitivas, onde,
diferentemente do que ocorre com a-hélices e folhas-B, cujos residuos formadores possuem
aproximadamente os mesmos valores para os angulos @ (phi) e W (psi), cada residuo

apresenta um valor caracteristico para estes angulos de rotagdo (RICHARDSON, 1981).

Estruturas secundarias nao-repetitivas promovem uma mudanca na dire¢ao da cadeia
polipeptidica, podendo ser agrupadas em dois grupos: tight-turns e B-bulges. As primeiras sao
definidas como sendo motivos estruturais onde os atomos de carbono Ca de dois residuos
separados por 1-5 unidades peptidicas (ou ligagdes peptidicas) encontram-se a uma distancia
de menos 7 A, com os angulos ® e ¥ niio sendo necessariamente os mesmos para todos os
residuos. Por sua vez, B-bulges rompem a regularidade de folhas-f, sendo mais facilmente
identificadas em folhas-f antiparalelas. Esta estrutura ¢ definida como sendo uma regido
presente entre duas ligagdes de hidrogénio que estabilizam duas fitas sucessivas e que inclui

um residuo de uma fita e dois da outra fita (RICHARDSON, 1981) (FIGURA 9A).

Segundo Kabasch e Sander (1983), n-turn ¢ um segmento de estrutura secundaria onde

[13%2]
1

o grupo carbonil de um residuo, arbitrariamente denominado “i”, perfaz uma ligacao de
hidrogénio com o grupo —NH do residuo “i+n”, onde n = 2, 3, 4 ou 5. Neste contexto, tight-
turns, descritas inicialmente para um sistema de trés unidades peptidicas [3-turn]
(VENKATACHALAN, 1968), onde o grupo CO do primeiro residuo (i) interage com o grupo
—NH do quarto (i+3) (FIGURA 9B), envolvem, além deste tipo, denominado também de -
turn, aqueles descritos como y-turn (MILNER-WHITE, 1990) e n-turn (RAJASHANKAR;
RAMAKUMAR, 1996), os quais correspondem a 2-turns e 5-turns, respectivamente. 4-turns,
também chamadas de a-furns, apresentam angulos de tor¢ao @ e ¥ iguais para todos os trés
residuos posicionados entre os residuos “i” e “i+4”, de modo que este tipo de segmento
participa da formagao de a-hélices, estruturas secundarias ordenadas e repetitivas (BARLOW;
THORNTON, 1988; RICHARDSON, 1981), embora também possam ser encontradas

isoladamente, sendo estabilizadas por uma unica ligacdo de hidrogénio e apresentando valores

diferentes para ® e ¥ nos trés residuos centrais (PAVONE et al., 1996).

Dentre os quatro tipos de tight-turns, as “f” merecem destaque especial devido sua
maior abundancia nas estruturas tridimensionais de proteinas globulares (HUTCHINSON;

THORNTON, 1994). Além disso, sdo caracterizadas por estarem divididas em subclasses de
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acordo com os valores preditos como ideais para os angulos @ e ¥ dos residuos “i+1” e “i
+2” (TABELA 4). A anélise estrutural mostrou que os mondmeros da pDGL contem diversas
estruturas secundarias nao repetitivas do tipo B-furn, embora segmentos que formem esses
motivos estruturais em uma cadeia ndo necessariamente as formem em outro mondémero. Por
exemplo, os residuos Thr158-Glyl161 formam uma B-furn nas cadeias A ¢ B mas ndo nas
cadeias C e D, como mostrado na Tabela 5, que lista as B-turn identificadas na pDGL quanto
aos residuos que as formam e distancias entre o grupo —CO do primeiro residuo (“i”) e o -NH
do ultimo (“i+3”"). Na Tabela 6 sao listados os valores dos angulos ® ¢ ¥ dos residuos “i+1” e
“1+2” que categorizam as subclasses dessas estruturas secundarias na pDGL.
Interessantemente, algumas p-furns aparecem de forma consecutiva, sendo representadas
como hélices-310° (FIGURA 10A) apesar de seus residuos formadores “i+1” e “i+2” ndo
possuirem valores iguais de ® e ¥ (TABELA 6). Por outro lado, a hélices-31¢ presente no /oop
[1129-Asn143 da cadeia D (FIGURA 10B) pode, de fato, ser assim chamada, ja que seus

residuos constituintes apresentam angulos de tor¢ao dentro do esperado.

Figura 9 - Representagdes esquematicas de estruturas secundarias ndo repetitivas.

(A) (B)

Fonte: Adaptado de Richardson (1981).

(A) Ilustragdo de uma pS-bulge do tipo classica formada entre fitas consecutivas de uma folha-f antiparalela.
Observa-se que o padrdo de ligagdes de hidrogénio ¢ rompida pela realizacdo de uma interagdo entre o grupo
carbonil do residuo “n” de uma fita e o grupo —NH do residuo “m-1" da fita adjacente (em uma condigdo regular,
a interag@o ocorreria com o —NH do residuo m, como visualizado nos padrdes que flanqueiam a f-bulge). (B)
Iustragio de uma tight-turn, evidenciando a mudanga de diregdo tomada pela cadeia polipeptidica. E destacada
ainda a liga¢ao de hidrogénio que conecta o grupo carbonil do residuo “i” (al) e o grupo —NH do residuo “i
+3” (a4). Esferas contendo “a” representam os atomos de carbono Co. R2 e R3 representam as cadeias laterais
dos residuos “i+1” e “i+2”, respectivamente.

3Hélices-310 sdo formadas por B-turns do tipo 11T (TABELA 4). Tal nomenclatura, “31¢”, refere-se ao fato de que
entre a ligacdo de hidrogénio (i, i+3) existem trés unidades peptidicas, onde 10 atomos estdo presentes no anel
formado por tal interagao.
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Tabela 4 - Classificagao das f-turns.

Tipo (] b 4 (U] b 4
I -60 -30 -90 0
r 60 30 90 0
II -60 120 80 0
r 60 -120 -80 0
11 -60 -30 -60 -30
v - - - -
\Y% -80 80 80 -80
\% 80 -80 -80 80
Via -60 120 -90 0
VIb -135 135 -75 160
VII - - - -

Fonte: Adaptado de Richardson (1981).
Valores em graus.

2 Tipos I’, I’ ¢ V’ sdo imagens especulares de I, II e V, respectivamente. Ou seja, os valores sdo 0os mesmos,
trocando-se apenas o sinal.

b Tipo especial de B-turn com carater helicoidal (hélices-310), devido conservagdo dos valores de @ e ¥ para
ambos os residuos.

¢ Qualquer B-turn cujos residuos apresentem valores de ® ¢ ¥ que difiram mais de 40° em relagdo aqueles
reportados como ideais para os demais tipos.

d Reportados em algumas estruturas, mas com continuo debate sobre sua categorizagdo como grupos separados.
No caso do tipo VII, sua defini¢do leva em consideragdo apenas dois angulos: @i+ =180° e Wi+1 < 60° ou Di+2 <
60° e Wi+ = 180°.

¢ Presenga de uma cis-prolina na posi¢do “i+2”. Diferenga entre subtipos “a” e “b” de acordo com conformagéo
deste residuo.
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Tabela 5 - B-turns identificadas nos mondmeros da estrutura cristalografica da pDGL.

Sequéncia A B C D
Pro28-Leu31 3,56 3,02 3,26 2,99
GIn34-Ala37 3,45 3,49 3,32 3,41
Ser51-Gly54 2,65 2,77 2,76 2,86
Glu74-Ala77 2,91 3,21 2,76 2,99
Asn107-Thr110 3,27 2,93 3,09 2,91
Glyl117-Leul20 3,21 3,08 3,18 3,03
Gly118-Leul21 2,89 2,96 2,89 3,01
Aspl137-Alal40 2,79
Phel38-Alal4l 3,36
Asn139-Tyr142 3,29
Alal40-Asn143 3,08
Asnl157-1le160 3,01 3.02 2,92 2,90
Thr158-Glyl161 3,18 3,17 3,66 3,65
Glul186-Lys189 3,02 3,07 3,02 3,08
Tyr210-Ser213 3,33 3,17 2,97 3,24
Asp223-Asn226 2,91 3,00 2,88 3,04
Leu224-Val227 3,03 3,02 3,10 3,03

Fonte: Elaborada pelo autor.

Valores referem-se as distancias (A) entre o grupo —CO do primeiro residuo (“i””) ¢ o —~NH do tltimo (“i+3”) em
cada segmento nas quatro cadeias polipeptidicas do modelo cristalografico da pDGL.

2 Valores que ndo correspondem a formag@o de uma interagdo de hidrogénio e, consequentemente, indicam a ndo
formagdo das respectivas B-turns.

bValores que indicam a formagéo de B-furns consecutivas, as quais sdo representadas como hélices-31o.

¢ Sequéncias de residuos presentes no loop 1le129-Asn143, o qual foi modelado apenas na cadeia D.
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Figura 10 - Exemplos de B-furns encontradas no modelo cristalografico da pDGL.

(A)

Asn225/B (B)

Asn13gD ||| Phe138D

Asp137/D
Asn226/B
Asp223/B
Ala140/D
Ala141/D

Leu224/B Asn143/D

Tyr142/D
Val227/B

Fonte: Elaborada pelo autor.
(A) B-turns formadas pelos segmentos Asp223-Asn226 e Leu224-Val227 na cadeia B, destacando as interagdes

de hidrogénio (tragcado amarelo) entre os residuos "i" (Asp223 e Leu224, respectivamente) e “i+3" (Asn226 e
Val227, respectivamente). Devido a formag&o de maneira consecutiva, essa estrutura secundaria é representada
como uma hélice-310, apesar de seus angulos de tor¢do @ e ¥ ndo serem os ideais (TABELAS 4 ¢ 6). (B)
Verdadeira hélice-310 formada pelos segmentos consecutivos Asp137-Alal40, Phel138-Alal41, Asn139-Tyrl42 e
Alal40-Asn143 encontrados no loop Ile129-Asn143.

Outras estruturas secundarias nao-repetitivas encontradas no modelo cristalografico da
pDGL foram as chamadas B-bulges. Em sua forma cléassica, esse tipo de arranjo ocorre
quando a carbonila de um residuo de aminoacido (n) em uma fita atua como aceptora de
hidrogénio para o grupo —NH do residuo “m-1” da fita adjacente, podendo ou ndo também
aceitar um hidrogénio do residuo “m” (CHAN et al., 1993). No primeiro caso, esta forma
classica ¢ denominada de C+ e a liga¢do de hidrogénio entre —CO (n) e -NH (m) ¢ mais fraca
que aquela performada entre “n” e “m-1" devido a distancia entre os atomos doador e aceptor
(FIGURA 9A, acima). Ja no segundo caso, a interagdo entre “n” e “m” ndo existe e a B-bulge
classica ¢ denomida C-. Em uma folha-f regular, —CO (n) interage apenas com o —NH do

residuo “m” (KABSCH; SANDER, 1983).

Diferentemente do que o corre com a B-bulge classica, onde o residuo “m-1"" encontra-
se dentro da fita, a subclasse G1 apresenta este residuo posicionado ou no inicio de uma fita
ou no final de um loop, onde, na maioria das vezes, este residuo ¢ uma glicina. Quando nao o

¢, a B-bulge ¢ denominada G1A (CHAN et al., 1993).

A Figura 11 ilustra trés B-bulges presentes nos mondmeros da pDGL. A primeira
envolve o residuo Thr87 (n) da fita 6 e os residuos Leu250 (m-1) e Ser251 (m) da fita f15. A

segunda B-bulge, por sua vez, ocorre entre o residuo Ile170 (n) da fita f9 e os residuos Lys178
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(m-1) e Ser179 (m) da fita $10. Ja a terceira estrutura nao repetitiva deste tipo ¢ formada entre
o residuo Thr239 (n) da fita B14 e os residuos Asp99 (m-1) e Gly100 (m) da fita 7. A Tabela
7 lista essas B-bulges quanto as distancias entre seus residuos formadores em cada um dos

mondmeros da pDGL.

Figura 11 - Exemplos de B-bulges encontradas no modelo cristalografico da pDGL.

A) (B) ©
Leu250/D Lys178/D Asp99/D
(m-1) (m-1) (m-1)
2.82_-
3.12 f Ser251/D 273 )
[§ (m) Seao
: lle170/D 3.64° Thr239/D 344
. n Gly100/D
e w5 | ® 2( serizap | ™ ™)
Thr87/D : 291 (m) 3.15
(n) e g9 B10 14 B7

Fonte: Elaborada pelo autor.

(A), (B) e (C) Correspondem, respectivamente, as estruturas formadas pela trincas de residuos Thr87-Leu250-
Ser251, Ile170-Lys178-Ser179 e Thr239-Asp99-Glyl00 na cadeia D. Tracejados amarelos representam
interagdes de hidrogénio entre —NH (n) ¢ —CO (m) e entre —CO (n) ¢ —-NH (m-1). Tracejados magentas
representam as distancias entre —CO (n) ¢ -NH (m), mostrando que, de acordo com seus valores, ligagdes de
hidrogénio podem ser formadas (C) ou ndo (A e B). Devido a localizagdo e identidade dos residuos “m-1”, todas
as B-bulges da pDGL sdo do tipo G1A.

Tabela 7 - Distancias (A) entre os elementos que formam as B-bulges em cada mondmero do
modelo cristalografico da pDGL.

p-bulges A B C D

Thr87-Leu250-Ser251 3,06/2,88/3,62 3,06/2,93 /3,68 3,14/3,02/3,70  2,97/3,12/3,62
Ile170-Lys178-Ser179 295/2,73/3,72  297/2,77/3,73 2,98/2,82/3,68  291/2,73/3,64

Thr239-Asp99-Gly100 3,18/2,88/3,54  3,27/2,84/3,48 3,22/2,79/3,56  3,15/2,82/3,44

Fonte: Elaborada pelo autor.
Para cada relagdo mondmero:p-bulge os valores representam as distancias entre —-NH (n) ¢ —CO (m), —CO (n) ¢ —
NH (m-1) e entre —CO (n) e -NH (m), respectivamente.

5.2.1 Tetrdmero da pDGL

Como ja mencionado, as quatro cadeias polipeptidicas da pDGL presentes na unidade
assimétrica estdo arranjadas como o cléssico tetrdmero das lectinas Diocleinae. Esse arranjo
foi predito pelo PISA como sendo o estado de oligomerizagdo mais provavel em solucao,
embora seus parametros termodinamicos sejam bem inferiores ao de sua contra-parte madura:

para a pDGL, AG™ e AGYss foram de -27.6 e 7.4 kcal/mol, respectivamente, enquanto que
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para a DGL esses valores foram de -225.2 e 20.2, respectivamente. Isso indica que a formagao

dessa estrutura quaternaria pela pDGL apresenta pouca estabilidade (ver se¢ao 6.3).

Essa associagdo oligomérica ocorre apenas por interagdes periféricas, realizadas entre
residuos que constituem as interfaces X2 (cadeia A interagindo com cadeia C ¢ cadeia B
interagindo com cadeia D), como observado na Figura 12 e Tabela 8. Esses contatos
interdiméricos ocorrem entre regides compostas pelos residuos homologos 196-217 de
mondmeros opostos (cadeia A interage com C e B interage com D). Essa regido da pDGL

corresponde aos residuos 53-78 da DGL.

Figura 12 - Interacdes periféricas que estabilizam o tetramero da pDGL.

(A) Cadeia D Cadeia C (B) ,
] Cadeia C
¢ N
l' ‘I
LR 1
v '
‘ éf 1o ¢
Cadeia B Cadeia A Cadeia A
© (D)

Val78/C
His194/A f WN\..cec-- é .
Se Ser21 5/A

VaI207/A

Asn198/C Val200/C

Ser196/A .}h "‘ ‘Ig
Ser205/A M

Thr217/A

Ala201/C

Asp221/A

Arg203/A

Asp221/C

Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) Tetramero da pDGL, sendo destacados os residuos (pontilhados) que compdem as interfaces X2. Ao centro
sd0 mostrados os residuos de His22 que ndo participam da estabilizacdo do tetramero. (B) Detalhe de uma das
interfaces mostradas em (A). (C) ¢ (D) Interagdes entre os residuos. O mesmo padrdo de interagdes sdo vistos
nas posi¢oes correspondentes das duas interfaces.



Tabela 8 - Interagdes entre as cadeias A ¢ C em uma das interfaces X2.

Cadeia A Cadeia C Distancia (A) Cadeia A Cadeia C Distancia (A)
Val78 CG1 His194 CD2 4.63 Ser205 OG, A Asnl96 CG 4.38
Val207 CG1 4.06 Asn196 ND2 4.67
Val207 CG2 3.71 Asnl196 OD1 3.68
Ser215 CB 4.31 Val200 CB 3.71
Val78 CG2 Ser209 OG 3.95 Val200 CG1 3.79
Ser215 CB 4.75 Val200 CG2 4.65
His194 CD2 Val78 CGl 4.25 Ser205 OG, B Val200 CB 4.63
His194 CE1 Lys259 NZ 4.53 Val200 CG1 4.32
Lys259 CE 4.64 Ala201 CA 3.30
His194 ND1 Lys259 NZ 4.22 Ala201 CB 3.32
Ser196 OG,A  Asnl198 ND2 3.38 Ser205 CB Val200 CB 4.13
Ser196 OG,B  Asn198 ND2 3.21 Val200 CG1 3.75
Asnl198 OD1 3.60 Val207 CG2 Val78 CG1 3.61
Asnl98 ND2  Ser196 OG,B 3.32 Ser209 OG Val78 CGl 3.78
Val200 CGl1 Ser205 OG,A 3.84 Val78 CG2 3.65
Ser205 OG,B 4.27 Val78 CB 4.32
Thr217 CG2 4.01 Asn261 ND2 4.64
Val200 CG2 Thr217 CG2 4.64 Asn261 OD1 3.52
Ala201 CA Ser205 OG,B 3.35 Asn261 CB 4.31
Ala201 CB Ser205 OG,B 3.31 Ser209 CB Asn261 ND2 4.31
Ala201 O Arg203 NH1,A 2.65 Thr217 CB Val200 CG1 3.83
Arg203 NE, B 2.92 Thr217 CG2 Val200 CGl1 3.84
Arg203 NH2,B 4.10 Val200 CG2 4.63
Arg203 NE Ala201 O 3.24 Asp221 OD1 Arg203 NH1,A 2.88
Arg203 NH1 Ala201 O 3.64 Arg203 NH2, A 3.24
Arg203 CZ Ala201 O 3.27 Arg203 CZ,A 343
Arg203 NH1 Arg203 NH2, A 2.74 Asp221 OD2 Arg203 NH1,A 3.99
Arg203 NE,A  3.48 Arg203 NH2,A 3.40
Arg203 CZ,A  3.26 Arg203 CZ,A  4.17
Asp221 OD1 3.29 Lys259 NZ His194 CE1 4.87
Asp221 OD2 3.49 His194 ND1 4.60

Fonte: Elaborada pelo autor.
Esse mesmo padrao de interagdes acontece para a outra interface X2, envolvendo os monémeros B e D.
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5.3 Liga¢ao da manose a pDGL

A andlise estrutural do complexo pDGL-manose revelou que a presenga dos ions
bivalentes Ca?" e Mn?" (FIGURA 13A) promoveu a formagdo de um CRD estruturado nas
quatro cadeias do tetrdmero, onde o ligante encontra-se estabilizado (FIGURA 13B). A
manose performa interagdes de hidrogénio com os residuos Asp99, Argl19, Asnl57, Leu242
e Tyr243, além de interagir com trés moléculas de dgua estruturais que medeiam a interagdo

de sua hidroxila OH-2 com os residuos Asn59 e Gly118 (FIGURA 13C e TABELA 9).

Além dessas ligagdes, a manose parece também ser estabilizada adicionalmente por
uma interacdo de hidrogénio ndo-convencional do tipo -CH- - -n, onde seu atomo de carbono

C6 interage com o centro do anel benzeno da Tyr155 .

Figura 13 - Estabilizacdo da manose.

w23
A) Asp162 © ‘o& Glu1st
: w559/\\0M‘n2+ Asn157
/Asn157 O ‘
wi26@ ¢
His167
Asp153 Arg119
Ny ©
Tyr155 Asn59 ., w337 w301

Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) Coordenagdo dos ions divalentes Ca?* e Mn?* necessarios a estruturagdo do CRD. Note-se que esses ions sdo
estabilizados da mesma maneira que na lectina madura. (B) Omit map (1.4 ) da manose. (C) Interacdes que
estabilizam a manose no CRD da pDGL. Tracejado magenta representa a interagdo nio-convencional -CH- - -
entre o C6 do aglicar ¢ o anel benzeno da Tyrl55. Esse padrdo de interacdo se repete nas demais cadeias da
pDGL, excetuando-se que na cadeia A nao ha molécula de agua correspondente a w521.

5.4 Interag¢ao da pDGL com o trimanosideo e da DGL com manose

Para melhor compreender as bases estruturais que fazem com que a pDGL apresente
maior afinidade pela manose, realizou-se quatro ensaios de docking molecular, quais sejam,
pDGL x manose, pDGL x trimanosideo, DGL x manose, DGL x trimanosideo. Para validar a
metodologia utilizada, calculou-se o RMSD entre a melhor pose da simulagdo DGL x
trimanosideo com o modelo cristalografico desse trissacarideo, obtendo-se um valor de 1.22

°

A.
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A Tabela 10 lista as afinidades de liga¢do, dadas em Kcal/mol, para as melhores poses

de cada simulacdo. Observa-se que a pDGL apresentou maior afinidade para a manose e
afinidade semelhante para o trimanosideo. No caso da manose, as melhores poses para a
lectina precursora e madura possuem pouca variabilidade entre si (FIGURA 14), apresentando
um RMSD de apenas 0.2 A. Quando se compara essas poses com a estrutura cristalogréfica,
obtem-se valores ligeiramente maiores: 0.62 A para pDGL x manose e 0.72 A para DGL x

manose. A Tabela 11 lista as interagdes existentes nas duas simulagdes com manose.

Tabela 9 - Distancias (A) entre os atomos da manose e dos residuos que formam os CRDs nas
quatro cadeias da pDGL.

Manose Residuo A B C D
01 Agua 1 - 264 287 2.89
02 Agua 2 2.89 271 2.65 2.78
Agua 3 227 2.64 279 2.51
03 Agua 3 294 323 3.18 3.35
Agua 4 2.87 2.55 2.88 2.82

Argll9N 290 3.05 3.02 2.87
04 Asp99 OD1 247 275 248 2.56
Argll9N 274 321 341 341
Asnl5TND2 334 295 294 3.00
05 Lew242N  3.01 285 3.07 3.01
06 Asp99 OD2  2.89 2.93 2.88 2.82
Lew242N 323 3.00 321 3.18
Tyr243N  3.00 3.05 3.05 3.10
Tyi2430 347 325 3.58 3.25
C6 Tyrissm 380 390 3.80 3.70

Fonte: Elaborada pelo autor.

2 Moléculas de agua arbitrariamente chamadas de 1, 2, 3 e 4 correspondem, respectivamente, as moléculas w410,
w454, w114 e w99 na cadeia B; w302, w477, w156 € w93 na cadeia C e w521, w421, w337 e w301 na cadeia D.
Como ndo ha correspondéncia para a agua 'na cadeia A, as moléculas 2, 3 e 4 correspondem, respectivamente, a
wl61, w457 e w305.

Tabela 10 - Energias de ligagdo teorica (kcal/mol) para as interagdes da pDGL e da DGL a
manose € ao trimanosideo.

Lectina Manose Trimanosideo
pDGL -5.5 -7.6
DGL -5.1 -7.7

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 14 - Ligagdo da manose gerada por docking molecular.

Leu242 Tyr243
Leu100 Tyr100
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Note-se a grande semelhanga na acomodacdo da manose (bastdo) tanto em relacdo as simula¢cdes como ao
modelo cristalografico. Residuos que compdem o CRD estdo representados como linhas. pDGL x manose (azul),
DGL x manose (verde), pDGL cristal (cinza).

Tabela 11 - Distancias (A) relacionadas 4 interagdo da manose com a pDGL e a DGL.

Manose Residuo Egs(t;; pll;ﬁL I;)(;,}‘
03 Argl19/228 2.87 3.00 3.00
04 Asp99/208 2.56 3.09 3.34
Argl119/228 3.41 3.26 3.16
Asnl57/14 3.00 2.97 2.82
05 Leu242/99 3.01 2.83 2.80
06 Asp99/208 2.82 3.35 3.60
Leu242/99 3.18 293 2.80
Tyr243/100 3.10 2.92 3.07
Tyr243/100 3.25 3.57 4.10
Cé Tyrl155/12 3.70 4.00 3.90

Fonte: Elaborada pelo autor.

As distancias listadas referem-se ao modelo cristalografico da pDGL-manose (cristal) e aos modelos gerados por
docking molecular (DM) para as formas precursora e madura da lectina. Note-se que nas simulacdes as

interagdes para o residuo-chave Asp99/208 sdo mais favoraveis no complexo da pDGL.

2 Residuos correspondentes na pDGL e DGL, respectivamente.
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A analise das simula¢des com o trimanosideo revelou resultados interessantes. Como
observado na Tabela 10, a afinidade das duas formas de lectina apresenta valores muito
similares, embora 0 RMSD das melhores poses entre si seja de 1.53 A, maior do que a
comparagdo feita no redocking (de 1.22 A). O RMSD para pDGL x trimanosideo e o modelo
cristalografico do trissacarideo foi de 1.76 A. Quando analisa-se a sobreposi¢io desses
resultados, percebe-se o motivo dessas diferencas: apesar da molécula de manose
“proximal" (que interage com o Asp99/208) ter uma acomodag¢do similar nos trés complexos,
as moléculas de a-metil-manosideo ¢ manose “distal" estdo posicionadas diferentemente
(FIGURA 15A). Enquanto no modelo cristalografico o grupo a-metil encontra-se totalmente
voltado para o solvente, sem interagir com a DGL, nas poses teodricas esse grupo esta voltado
para o residuo Asp159 (posi¢aol6 na proteina madura), performando interagdes de van der
Waals. Por outro lado, a manose “distal" estd acomodada de maneira mais semelhante nos
complexos da DGL (modelos cristalografico e tedrico), onde o oxigénio O4 interage com a
cadeia lateral da Thrl5 (posicdo 158 na pDGL) e a cadeia principal do Aspl16. No modelo
teorico da pDGL, essas interagdes sdo realizadas pelo oxigénio O6 da manose “distal”, como

listado na Tabela 12.

Interessantemente, quando analisamos porque os modelos teoricos se diferenciam do
experimental, observa-se no complexo cristalografico da DGL-trimanosideo que o oxigénio
02 da molécula de a-metil-manosideo interage com uma molécula de dgua, a qual, presente
entre os residuos Asnl4, Aspl6 e Arg228, ¢ conservada na grande maioria das estruturas
cristalograficas de lectinas Diocleinae complexadas com agtcar (BEZERRA et al., 2007),
inclusive na da pDGL-manose, aqui descrita. Quando se sobrepde os trés complexos (pDGL-
trimanosideo DM, DGL-trimanosideo DM e DGL-trimanosideo cristal) na presenca dessa
molécula de dgua, percebe-se a ocorréncia de um impedimento estérico com o oxigénio O2 do
a-metil-manosideo nos modelos tedricos, o qual interage com as cadeias laterais da Asnl157 e
do Aspl159 (correspondentes as posigdes 14 e 16, respectivamente, na proteina madura). Na
tentativa de corroborar a importancia dessa molécula de agua para a estabilizacdo do
trissacarideo, realizou-se duas outras simulagdes de docking molecular da pDGL e DGL
contra o trimanosideo em sua presen¢a. As melhores poses obtidas apresentaram afinidade de
-7.3 e -6.9 kcal/mol, respectivamente, e o RMSD em relacdo ao modelo cristalografico do
ligante passou para 0.94 e 0.62 A, respectivamente (FIGURA 15B). Com isso, o grupo a-

metil adquire a mesma conformagao do modelo cristalografico, voltado para o solvente e sem
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interagir com a cadeia lateral do Asp159/16, e o oxigénio O2 perde sua interagdo com a

Asnl157/14, possivelmente explicando a diminui¢do na afinidade em relagdo as simulacdes na

auséncia das moléculas de agua (TABELA 10).

Figura 15 - Ligacdo do trimanosideo gerada por docking molecular.

(A)

a-metil-manosideo

Manose
"distal"

Leu242
Leu99

Tyr243
Tyr100

a-metil-manosideo

(B)

Manose
"proximal"

w92
w539

£

Argi19
Arg228

Manose
"distal"

Asp199
Asp16

Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) Sobreposi¢do dos modelos tedricos da pDGL-trimanosideo (cinza) e DGL-trimanosideo (azul) em relagdo ao
modelo cristalografico desse trissacarideo (verde). Note-se como os modelos tedricos se assemelham entre si
quanto a conformacdo do a-metil-manosideo, mas diferem quanto a manose “distal”. Neste Gltimo caso, destaca-
se a posi¢do do oxigénio O6 da pDGL em relagdo ao O4 da lectina madura. (B) Sobreposi¢do dos modelos
tedricos da pDGL-triman (cinza) e DGL-triman (azul) em relagdo ao modelo cristalografico desse trissacarideo
(verde) apds simulagdo na presenca das moléculas de agua (esferas - cinza para pDGL e verde para DGL). Note-
se o aumento na semelhanga de conformag¢do do a-metil-manosideo ¢ da manose “distal”, fato este refletido nos

menores valores de RMSD (ver texto).
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Tabela 12 - Distancias (A) relacionadas a interagdo do trimanosideo com a pDGL e a DGL.
Continua.

Auséncia de dgua Presenca de agua
Componente triman Residuo lectina D.G L
cristal pDGL DGL pDGL DGL
DM DM DM DM
Manose “proximal" 02 Gly241/98 3.33 3.27 3.21 3.28 3.45
Leu242/99 3.67 3.43 3.67 3.71 3.61
03 Argl119/228 2.94 3.15 3.05 3.04 3.14
04 Asp99/208 2.89 2.84 3.30 2.94 3.01
Argl19/228 3.20 3.16 3.08 3.22 3.08
Asnl57/14 2.82 3.23 3.10 3.01 293
05 Leu242/99 2.90 2.99 291 2.88 3.05
Leu242/99 3.09 3.26 3.12 3.38 3.11
06 Asp99/208 3.34 3.32 3.34 3.37 3.66
Leu242/99 2.90 2.98 2.87 2.96 2.80
Tyr243/100 3.04 2.83 3.24 2.82 2.92
Tyr243/100 3.83 3.41 4.12 3.45 3.96
a-metil 02 w92/w539 2.80 - - 3.40 3.23
Asnl57/14 - 2.89 3.11 - -
Aspl159/16 3.90/3.72 429  4.34/3.62 3.60 3.89/3.82
03 Tyr155/12 3.45 2.94 3.07 4.17 3.89
04 Tyrl155/12 2.68 3.31 3.22 3.24 3.01
C6 Leu242/99 3.80 4.11 4.10 3.76 4.13
Leu242/99 4.12 4.16 4.62 3.94 4.35
C7 Aspl159/16 - 3.64 3.76 - -
Manose “distal" 02 Pro156/13 433 - 4.47 3.35 4.27
03 Glu96/205 - 4.00 - - -
Glu96/205 - 3.61 - - -
Pro156/13 2.97 3.98 3.38 3.46 3.20
Pro156/13 - 4.39 - - -
Thr158/15 2.85 - 3.17 2.84 2.84
Thr158/15 2.88 - 2.69 2.87 2.81

Asp159/16 4.50 - 4.71 3.10 4.28
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Tabela 12 - Distancias (A) relacionadas a interagio do triman com a pDGL e a DGL.
Conclusao.

04 Pro156/13 - 3.11 - - -
Thr158/15 3.47 3.95 3.71 - 3.94
Thr158/15 2.60 2.71 2.69 4.09 2.77
Asp159/16 291 - 3.20 4.05 3.24
Asp159/16 2.85 - 3.06 4.00 3.17
Asnl64/21 - 4.32 - - -

06 Thr158/15 - 2.76 - - -
Asp159/16 - 3.14 - - -

C6 Aspl59/16 4.39 - 4.20 - -

Fonte: Elaborada pelo autor.

As distancias listadas referem-se ao modelo cristalografico da pDGL-manose (cristal) e aos modelos gerados por
docking molecular (DM) para as formas precursora e madura da lectina.

2 Residuos correspondentes na pDGL e DGL, respectivamente.

b Moléculas de agua presentes nas estruturas cristalograficas da pDGL e DGL, respectivamente, utilizadas nas
simula¢des DM.

¢ Devido a uma mudanga de conformagdo em relacdo ao residuo correspondente na pDGL, o atomo O2 do a-
metil interage com os oxigénios OD1 e OD2 do Asp16.

Na busca por entender esses resultados, que corroboram a maior afinidade da pDGL
pela manose em comparagdo a sua contra-parte madura (SOUSA et al., 2016b), analisou-se
as dimensdes dos CRDs nessas duas formas da lectina, sendo observado que o precursor

apresenta maior volume mas menores valores de area superficial e profundidade (TABELA

13).

Tabela 13 - Dimensdes dos CRDs na pDGL e DGL.

Lectina  Volume ( Area ( Profundidade (A)
pDGL 139.39 135.59 8.06
DGL 110.98 228.48 8.16

Fonte: Elaborada pelo autor.
Dimensdes calculadas pelo servidor DogSiteScorer (VOLKAMER et al., 2012) a partir das cadeias D e A da
pDGL e DGL, respectivamente, ndo dissociadas de seus arranjos quaternarios.
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6 DISCUSSAO

6.1 A pDGL ¢ estruturalmente semelhante a sua contra-parte madura

No presente trabalho, descreveu-se, pela primeira vez, a estrutura cristalografica de um
precursor de lectina Diocleinae. Utilizou-se como modelo de estudo a pDGL, precursor
deglicosilado de uma lectina isolada de sementes de Dioclea grandiflora (DGL),

popularmente conhecida como mucuna.

A pDGL, assim como a proConA, molécula precursora da Concanavalina A (ConA), ¢
uma glicoproteina contendo 290 residuos de aminodcidos (FIGURA 16A) que por um
complexo processamento poés-traducional dd origem a lectina madura, com 237 residuos e
desprovida de glicano. Uma primeira etapa desse processo ¢ a retirada de um peptideo sinal
de direcionamento ao reticulo endoplasmatico com 29 residuos e localizado na extremidade
N-terminal, seguida da clivagem do glicano rico em manose, o qual esta ligado a Asn132, por
uma N-glicanase. Posteriormente, um segmento de 15 residuos, contendo o sitio de
glicosilacdo, ¢ clivado proteolicamente por uma asparaginil endopeptidase no grupo carbonila
de dois residuos de Asn que o flanqueiam (posi¢des 128 e 143) e um segmento C-terminal de

nove residuos ¢ retirado, resultando em dois fragmentos polipeptidicos chamados de B e v,

que sdo unidos a partir das extremidades N- e C-terminais originais (FIGURA 16B), dando
origem assim a uma proteina madura de sequéncia invertida em relagdo a molécula

precursora, mecanismo esse conhecido como permutagao circular.

A estrutura cristalografica da pDGL revela que seus arranjos monoméricos, diméricos
e tetraméricos sdo semelhantes a forma madura (FIGURA 8§, acima), indicando que o
processamento, apesar de muito complexo, ndo altera significativamente o folding da lectina,
como demonstrado recentemente por modelagem molecular (SOUSA et al., 2016b). De fato,
as principais diferencas estruturais estdo localizadas nas regides que efetivamente sdo
modificadas durante a permutagdo circular. A Figura 17, por exemplo, mostra as
conformagdes dos residuos que flanqueiam o /oop 1le129-Asn143 na pDGL e que se tornam
as extremidades N- e C-terminais na lectina madura apdés a clivagem proteolitica desse

segmento de 15 residuos.
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Figura 16 - Estruturas primaria e terciaria da pDGL e DGL.

(A) LIVVSRVSSSIADENSLHFSFHKFSQNPKDLILQGDAFTDSDGNLQLTKVSSSGDPQGNS
VGRALFYAPVHIWEKSAVVASFDATFTFLIKSPDREPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRL
LGLFPDANIVKNSTTLDFNAAYNADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPHIGIDIKSIRSKST
ARWNMQTGKVGTVHISYNSVAKRLSAVVSYSGSSSTTVSYDVDLNNVLPEWVRVGLSATT
GLYKETNTILSWSFTSKLKTN

Asn128

€ C’ (Asn261)

N’ (Asp4*)
(B) ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPHIGIDIKSIRSKSTARWNMQTGKVGTVHISYNSVAKRL
SAVVSYSGSSSTTVSYDVDLNNVLPEWVRVGLSATTGLYKETNTILSWSFTSKLKTN

SIADENSLHFSFHKFSQNPKDLILQGDAFTDSDGNLQLTKVSSSGDPQGNSVGRALFYAPVHIW
EKSAVVASFDATFTFLIKSPDREPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRLLGLFPDAN

Ser119 -

Fonte: Elaborada pelo autor

(A) Estrutura primaria parcial (acima) da pDGL (UNIPROT A9J251). O segmento sublinhado em preto refere-se
aos nove ultimos residuos do peptideo sinal de direcionamento ao reticulo endoplasmatico que ¢ retirado na
primeira etapa do processamento pos-traducional. Em vermelho, verde e azul destacam-se, respectivamente, o

fragmento y (res. 1-128), o loop Ile129-Asn144 (a asparagina destacada € o ponto de glicosilagdo) e o fragmento
B (res. 144-261). Abaixo esta representada o mondémero da pDGL. Os residuos em bastdo sdo as extremidades N-
e C-terminais e os pontos que flanqueiam o segmento de 15 residuos que € clivado. * No modelo cristalografico
o residuo N-terminal ¢ um aspartato porque ndo havia densidade eletronica para a serina que inicia o fragmento
v. (B) Estrutura primaria (acima) da DGL (UNIPROT P08902). Note-se que os fragmentos P e y inverteram suas
localizagdes em relagdo a pDGL: o primeiro passa a ser o N-terminal e o segundo o C-terminal da lectina
madura. Desse modo, os residuos nas extremidades do precursor passam a fazer parte do loop Thr117-Glul22,

assumindo as posi¢des 118 ¢ 119 (bastdes), e os residuos que na pDGL flanqueavam o segmento de 15 residuos,
tornam-se as novas extremidades N- e C-terminais na DGL ap6s a clivagem proteolitica.
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Figura 17 - Exemplo de diferencas conformacionais entre residuos correspondentes da pDGL

e DGL.
Gly132* (

lle129
Asp145
Asn143
P <
Alal144
Asn128 Alat
Asn237 Asp2

Fonte: Elaborada pelo autor.

Note-se que a retirada do loop 1le129-Asn143 durante o processamento da pDGL (cinza), através da atividade da
asparaginil endopeptidase, que cliva a cadeia polipeptidica nos pontos indicados pelas setas, altera
profundamente as conformagdes dos residuos que passam a ser as extremidades N- e C-terminais na lectina
madura (azul), Alal e Asn237, respectivamente. * Posi¢cdo 132 é uma Asn na sequéncia da pDGL, mas foi
modelada como Gly por nédo apresentar densidade eletronica para a cadeia lateral na estrutura cristalografica.

Além da grande conservacao no folding dos arranjos monoméricos, diméricos e
tetraméricos, a pPDGL apresenta diversas estruturas secundarias nao-repetitivas, como descrito
anteriormente para a forma madura da ConM (SILVA-FILHO, 2013). Apesar dessas
caracteristicas estruturais ainda ndo terem sido descritas para a DGL, esse trabalho mostrou
que os residuos que as formam na ConM sdo conservados ndo s6 na DGL mas em diversas
outras lectinas Diocleinae (FIGURA 18). De fato, quando se analisa o padrao de ligagcdes de
hidrogénio nessas regides da DGL, percebe-se a existéncia de tais estruturas, podendo, assim,

ser concluido que tais elementos s3o conservados na pDGL e em sua contra-parte madura.

A presenca de B-turns e [B-bulges ¢ mais comum em sitios ativos/de ligacao
(RICHARDSON; GETZOFF; RICHARDSON, 1978) e a sua descri¢do para a ConM revelou
que a maioria esta localizada em regides de ligagdo a compostos, como carboidratos (CRD) e
fitohormodnios (SILVA-FILHO, 2013). Como nao existem estudos acerca da capacidade de
lectinas isoladas de espécies do género Dioclea se ligarem a compostos ndo-glicidicos, ndo se
sabe se 0 mesmo padrdo visto para a ConM em relagdo a presenca dessas estruturas ndo-
repetitivas em sitios de ligagdo se mantem para as lectinas desse género. Por extensao, o
mesmo pode-se dizer para a pDGL, ja que o presente trabalho trata de sua capacidade de se
ligar a carboidratos e ndo ha nenhum outro estudo acerca de sua ligacdo a moléculas nao-

glicidicas.



Figura 18 - Estruturas secundérias ndo-repetitivas em lectinas Diocleinae.
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Fonte: Adaptado de Silva-Filho (2013).

Alinhamento de sequéncias de algumas lectinas Diocleinae com estruturas depositadas no PDB, destacando a
conservacdo dos residuos que compdem estruturas secundarias nao-repetitivas. PH1, PH2 ¢ PH3 referem-se a 3-
turns consecutivas que sdo representadas como hélices-310, mesmo ndo possuindo angulos ® e ¥ iguais (ver
sec¢do 5.2). BB1, B2 e BB3 sdo B-bulges. * = conservagao; : = modificacdes conservadas, . = modifica¢des semi-
conservativas. Espacos em branco referem-se a modificagdes de um grupo quimico para outro (por exemplo de

um polar por um apolar).
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Observa-se que no CRD das quatro cadeias do modelo cristalografico da pDGL ha
estruturas secundarias nao-repetitivas: duas B-turns formadas pelos residuos Asn157-1le160 e
Gly117-Leul20 e uma B-bulge formada pela trinca Thr239-Asp99-Gly100 (ver se¢do 5.2). De
fato, essas trés estruturas contem residuos que sdo essenciais para a ligagdo e estabiliza¢do da
manose: Asnl57 e Asp99 interagem com os atomos O4 ¢ O6 da hexose e o nitrogénio da
cadeia principal da Argll9 interage com O3 e O4. Assim, a formagdo de tais elementos
estruturais parece ser fundamental para que esses residuos assumam uma conformacao dentro
do CRD que seja capaz de ligar a manose. Isso fica evidente quando comparamos o complexo
pDGL-manose com a estrutura cristalografica (ainda em fase de elucidagdao) da pDGL em sua
forma apoproteica, ou seja, sem os ions metalicos Ca’* e Mn?*. Nesse estado, o CRD
encontra-se desestruturado (FIGURA 19), com a ligagcdo peptidica entre Ala98 e Asp99 em
configuragdo trans (FIGURA 5, secdo 2.1.3), a cadeia lateral da Tyr155 ocupando o centro do
sitio e a cadeia lateral da Asnl157 voltada para o solvente. Essas mudancas fazem com que a
B-turn Asnl157-1le160 e a B-bulge Thr239-Asp99-Gly100 nio sejam formadas, impedindo a
ligagcdo de carboidratos. Interessantemente, a B-turn Glyl17-Leul20 ¢ conservada na forma
apoproteica da pDGL, indicando que sua participagdo na estruturagdo do CRD ¢é minoritaria

em relacdo aos outros dois elementos nao-repetitivos.

6.2 A pDGL parece nao formar tetrameros estaveis

Uma das caracteristicas mais marcantes das lectinas Diocleinae ¢ a capacidade de
modificar seu estado de oligomerizagdo de acordo com o pH: para valores iguais ou menores
do que 5.5 se comportam como dimeros e para valores acima de 6.5 como tetrameros
(CALVETE et al.,, 1999). Esse processo ¢ chamado de equilibrio dimero-tetramero
dependente de pH e a grande maioria das ConA-like apresentam essa caracteristica
(SENEAR; TELLER, 1980). Uma excessdo ¢ a DGL, que mantém um estado tetramérico em
uma ampla faixa de pH (NAGANO et al., 2008). Essa distingdo da DGL em relagao as outras
lectinas reside na mudanga de um residuo de aminoécido localizado na posi¢do 131: nela (e
nas D. wilsonii e D. violacea) hd uma histidina e nas demais uma asparagina. A presenca de
uma histidina nessa posi¢do possibilita a interagao desse residuo com a Ile120 presente no
loop Thr117-Glul22, o qual ¢ estabilizado por outro residuo de histidina (His51), na cavidade

central do tetrdmero, estabilizando esse arranjo quaternario. Por outro lado, a presenga de uma
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asparagina impede esse contato central e o tetrdmero torna-se menos estavel, alterando sua

oligomeriza¢do de acordo com o pH do meio.

Figura 19 - Caracteristicas estruturais da pDGL em suas formas holo- e apoproteica.

(A) Asn157 r (B) Asn1 WIL,
Tyr155 Asp159
Tyr243 Tyr243
& Arg119 y Asp159

Asp99 Asp99

[J;’ Arg119

Leu242 Leu2dd Tyr155
A Thr158 Asn157 lle160
© D)

N

Asn157 lle160 Thri58 Asp159

(E) ?sp?)Q (F) Asp99
m_

Gly100
(m)

3.15
Thr239 Gly100
(n) (m)

Thr239
(n)

Fonte: Elaborada pelo autor.
(A) e (B) Disposicdo dos residuos que compdem o CRD na pDGL holo- e apoproteica, respectivamente. (C) -

turn Asnl57-Ile160 na pDGL-holo. (D) Regido correspondente na pDGL-apo, destacando a disposi¢do
completamente diferente dos residuos formadores. Note-se que os grupos -CO da Asnl157 e -N da Ile160 (setas)
estdo voltados para o solvente, impedindo que os dois residuos interajam entre si. lle160 representada como
alatina porque nio ha densidade eletronica para modelar toda sua cadeia lateral. (E) p-bulge Thr239-Asp99-
Gly100 na pDGL-holo. (F) Mesma regido na pDGL-apo, destacando que o grupo -CO da Thr239 (n) perfaz uma
interacdo de hidrogénio com o -N da Gly100 (m), como em uma folha-f convencional (ver FIGURA 9).
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Na pDGL nao ha formagao do loop Thr117-Glul22, pois os residuos correspondentes
fazem parte da extremidade N-terminal. Assim, ndo hd contato dessa regido com a His22
(posicdo 131 na forma madura), o que indica a incapacidade de formagdo de tetrameros
estaveis. De fato, o estado de oligomerizacdo da pDGL predito pelo PISA revela que essa
formagdo quaternaria ¢ possivel, porém com um carater termodindmico muito inferior ao de
sua contra-parte madura, sendo ja demonstrado por simulagdes de dinamica molecular essa

distin¢do nos estados oligoméricos das duas formas da lectina (SOUSA et al., 2016b).

Estudos realizados com sedimentacdo por equilibrio, e preditos por cristalografia
(OLIVEIRA et al., 2008), revelaram que a oligomerizagdo independente de pH apresentado
pela DGL dependia da participacdo igualmente importante dos residuos His51 e His131: o
primeiro estabilizaria o loop para que o segundo pudesse interagir com a Ile120 (ZAMORA-
CABALLERO et al., 2015). Mutagdes em um ou outro fazem com que a lectina apresente
padrdes similares de sedimentacdo, transformando a DGL em uma estrutura com limitada
transicao dimero-tetrAmero, € apenas a mutacao simultanea desses residuos ¢ capaz de romper
com a estabilidade tetramérica (ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). Esse aspecto ¢
observado no modelo cristalografico do tetramero da pDGL, onde, além da falta de interagao
entre His22 e Ile2, como visto no paragrafo anterior, a His194 ndo mantém o mesmo padrdo
de interagdes visto para a lectina madura: apesar de performar ligagdes com os residuos
Val78/189, Val79/190 e Leu259/116, essa histidina ndo interage com a Thr260/117 (FIGURA
20), que na DGL ¢ o primeiro residuo do /oop e assim fundamental para sua estabilizagao.
Dessa maneira, a falta dessas duas interagdes (His22-Ile2 e His194-Thr260), devido serem as
regides onde a mudanca no sentido da cadeia polipeptidica ocorre, parecem ser as

responsaveis pela baixa estabilidade do tetramero da pDGL.

6.3 Interacao CH- - -w estabiliza a manose no CRD da pDGL

Embora a descricdo convencional de interacdes de hidrogénio presentes em
macromoléculas levem em consideragdo, de maneira geral, apenas os atomos de oxigénio e
nitrogénio como doadores, diversos estudos tem demonstrado que ligagdes “fora do padrao”,
onde grupos CH- atuam como doadores, sdo fundamentais para a estabilizagdo estrutural de
proteinas e acidos nucleicos, bem como sdo requeridas para o estabelecimento de interacdes

entre proteinas e ligantes (HOROWITZ; TRIEVEL, 2012; SCHEINER, 2011).
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No presente trabalho, descreveu-se uma dessas ligacdes de hidrogénio ditas “ndo-
convencionais”, onde o carbono C6 da manose interage com o centro do anel benzeno da
Tyr155 (FIGURA 13). Isso acontece porque os elétrons em uma estrutura aromatica, como a
cadeia lateral da tirosina, fenilalanina e triptofano, se distribuem uniformemente, fazendo com
que essa estrutura adquira um carater negativo (sistema ), atraindo eletricamente atomos de
hidrogénio que estejam ligados covalentemente a outros mais eletronegativos, como o
carbono (NISHIO et al., 2014). Apesar da diferenca de eletronegatividade entre carbono e
hidrogénio ser pequena, fato que dificultaria a formagao de uma carga parcial positiva no lado
do hidrogénio, a presenca de atomos mais eletronegativos ligados ao carbono, como o
oxigénio O6 na molécula de manose, faz com que os elétrons se desloquem para o atomo
mais eletronegativo (nesse caso o oxigénio), contribuindo, assim, para uma maior polariza¢ao
da ligacdo —CH, dando-a um carater mais acido e tornando a interacdo de hidrogénio mais

forte e favoravel (WAHL; SUNDARALINGAM, 1997; STEINER; DESIRAJU, 1998).

Interessantemente, esse tipo de interacdo parece ser comum entre lectinas Diocleinae
e carboidratos. Uma andlise das estruturas depositadas no PDB dessas proteinas complexadas
com diferentes agucares, mostra que esse tipo de interacdo deve ser considerada parte
essencial na caracterizagdo dos contatos que estabilizam os complexos cristalograficos, bem
como na escolha das melhores poses durante ensaios de docking molecular, uma vez que isso
pode ser um fator determinante para a afinidade e especificidade de ligacdo, como
demonstrado para as interacdes diferenciadas da lectina LecA de Pseudomonas aeruginosa

com galactosideos aroméaticos (KADAM et al., 2013).

Figura 20 - Interacdes interdiméricas na cavidade central da DGL e da pDGL.

DGL (madura) pDGL (precursor)

Y

His194WA 5 His22/A |
Asn261/C -

Asp13/C
-

|

Fonte: Adaptado de Zamora-Caballero et al. (2015) e elaborada pelo autor.

Na DGL (a esquerda) existem os contatos interdiméricos orquestrados pelos residuos His51 e His131 com
Thr117 e Ile120. Na pDGL (a direita), os residuos correspondentes (His194 e His22, respectivamente), nao
participam da formacao de contatos interdiméricos com os residuos de treonina e isoleucina correspondentes.
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6.4 A pDGL tem maior afinidade para manose e trimanosideo do que a DGL

Os resultados de docking demonstraram que a pDGL de fato se liga com maior
afinidade a manose do que sua contra-parte madura (SOUSA et al., 2016b). Quando as
simulagdes foram realizadas com o trimanosideo, um carboidrato complexo que representa o
nucleo trimanosidico de glicanos N-ligados (DAM et al., 1998; DAM et al., 2000), verificou-
se que a afinidade entre as duas formas da lectina eram similares (TABELA 11) e, embora a
conformac¢do do componente manose ‘“distal" diferisse, o numero de interacdes eram os
mesmos (aproximadamente 30 - TABELA 13), explicando essa similaridade de afinidade.
Porém, como o componente a-metil-manosideo apresentou uma disposi¢ao diferente em
relagdo ao modelo cristalografico do ligante, fato esse caracterizado pela auséncia de uma
molécula de 4agua que conecta-se aos residuos Argl19/228, Asnl57/14 e Aspl59/16,
simulacdes adicionais na presenga da referida molécula de 4gua resultaram em um padrao
energético mais favoravel para a interacdo da pDGL (-7.3 Kcal/mol contra -6.9 Kcal/mol da
DGL). Juntos, esses dados indicam que a pDGL além de apresentar alta afinidade pelo
monossacarideo manose, também o tem para carboidratos mais complexos, como o
trimanosideo; para este ultimo caso, a presenca de uma molécula de agua especifica, e que ¢
conservada na maioria das estruturas cristalograficas de lectinas Diocleinae (BEZERRA et
al., 2007), parece ser essencial para que o mesmo se estabilize em uma conformagdo
energicamente mais favoravel, corroborando a importancia de moléculas de solvente para a

estabilizacao de ligantes glicidicos (TSCHAMPEL; WOODS, 2003).

O fato da pDGL apresentar essa maior afinidade tanto para a manose quanto para o
trimanosideo indica que seu CRD, embora com um mesmo folding em relagdo a sua forma
madura, contenha elementos que o tornam diferente. Em verdade, quando associamos as suas
dimensdes (TABELA 11) com distancias relativas entre residuos que o compdem, verifica-se
que a profundidade desse sitio na pDGL ¢ menor, o que estaria relacionado com uma menor
distancia entre os os atomos Arg119/228 NE e Asnl157/14 ND2 (NOBREGA et al., 2012).
Essa distdncia é de 5.14 A na pDGL e de 5.51 A na DGL. Nesse sentido, um sitio mais raso
proporciona interagdes mais fortes entre seus residuos formadores e ligantes (BEZERRA et
al., 2013). Isso ¢ o que ¢ percebido quando analisa-se os padrdes de interagdo da manose e do
trimanosideo com o residuo-chave Asp99/208 na pDGL e DGL: na forma precursora essa

distancia ¢ sempre menor, tanto no modelo cristalografico quanto nos teoricos, fazendo,
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assim, com que sua interacdo seja energicamente mais favoravel, como verificado pelos

valores preditos, e explicando sua maior afinidade.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

= A estrutura cristalografica da pDGL aqui apresentada mostra que o processamento pos-
traducional ndo altera o folding entre as formas precursora e madura da lectina. Isso pode

indicar que o precursor ja ¢ sintetizado de uma maneira a exercer atividade bioldgica,

dependendo, para tanto, apenas da deglicosilagdo e da acidificacdo do meio;

= A presenga de estruturas secundarias ndo-repetitivas na pDGL holoproteica (contendo os
ions divalentes Ca?" ¢ Mn?") corrobora a ideia de que o precursor é sintetizado em uma
forma pronta para exercer alguma funcdo. Considerando que tais elementos estruturais
estdo presentes de maneira mais frequente em locais de ligacdo a compostos, como visto
para a forma madura da ConM, ¢ de se supor que a pDGL também utilize-os para este fim,
mas estudos adicionais de co-cristalizacdo e de atividade bioldgica deverdo ser realizados

para corroborar essa hipotese;

= A estabilizagdo do tetraimero da DGL madura em uma ampla faixa de pH depende da
interacdo dos residuos His51 e His131 com o /oop Thr117-Glul22. Como na pDGL essa
regido corresponde a extremidades N- e C-terminais, tais interacdes nao existem e o
precursor apresenta um arranjo tetramérico pouco estavel. De fato, andlises preliminares de
SAXS (Small Angle X-Ray Scattering, espalhamento de raios X a baixo angulo) mostram
que a pDGL ¢ mais estavel na forma dimérica, corroborando os achados do presente estudo
e aquilo que foi predito por dinamica molecular (SOUSA et al., 2016b). Analises de
ultracentrifugagdo por sedimentacdo podem ser realizados posteriormente para corroborar

em definitivo esses dados;

Através das analises in silico mostrou-se que, de fato, a pDGL ndo s6 apresenta maior
afinidade pela manose como, inesperadamente, também pelo trimanosideo 3,6-di-O-(a-D-
manopiranosil)-a-D-manopiranose. Junto com os dados cristalograficos, essas analises
indicam que pequenas mudangas na disposi¢do dos residuos que compdem o CRD
fortalecem as interagdes entre a pDGL e esses ligantes, o que se reflete em sua maior
afinidade em relagdo a lectina madura. Estudos de atividade biologica, como modelos de
inducdo de produgdo de 6xido nitrico, podem ser desenvolvidos para corroborar esses

achados.
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APENDICE A - INDICES DE AVALIACAO DA QUALIDADE DOS DADOS

OBTIDOS
o Valor )
Parametro Significado Referéncia
esperado
Rierge Diferenga estatistica no céalculo da intensidade de
] ] ] <10% WLODAWER et al., 2013
um spot localizado em diferentes imagens
I/sigma (o) Razdo média entre a intensidade calculada e o
) >2 WLODAWER et al., 2013
erro associado a esse calculo
Multiplicida Numero de vezes que um mesmo spot foi
» ) ) >3 WLODAWER et al., 2013
de utilizado para o calculo da intensidade
Completeza Percentual de spots utilizados para o calculo da
) ] ~100% | WLODAWER et al., 2013
intensidade
CcC Coeficiente de correlagdo das intensidades
] KARPLUS; DIEDERICHS,
quando estas sdo separadas aleatoriamente em ~100% 012
dois conjuntos
RFZ Z-score da fun¢ao de rotagdo, onde z-score ¢ o
numero de desvios-padrdes abaixo ou acima da >4 MCCOY et al., 2007
média
TFZ Z-score da fung@o de translagdo >8 MCCOY et al., 2007
LLG (Log . .
Probabilidade de que a solugo encontrada seja
Likelihood . . >120 MCCOY et al., 2007
melhor do que um arranjo aleatdrio de atomos
Gain)
Ractor Discordancia entre F <0.2 WLODAWER et al., 2013
Rfree Discordancia entre F
aleatdrio de 1000-5000 reflexdes excluidas do <0.2 WLODAWER et al., 2013

refinamento
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Preliminary Full wwPDB X-ray Structure Validation
Report (i)

Jul 24, 2016 — 08:52 AM EDT

This is a Preliminary Full wwPDB X-ray Structure Validation Report.
This report is produced by the wwPDB validation pipeline
before deposition or annotation of the structure.
This is not an official wwPDB validation report and is not a proof of deposition.
This report should not be submitted to journals.
We welcome your comments at validation@mail.wwpdb.org
A user guide is available at
http://wwpdb.org/validation/2016 /Xray ValidationReportHelp
with specific help available everywhere you see the (i) symbol.

The following versions of software and data (see references (1)) were used in the production of this report:

MolProbity :~ 4.02b-467

Mogul : 1.7.1 (RC1), CSD as537be (2016)
Xtriage (Phenix) : 1.9-1692
EDS : rb-20027790
Percentile statistics : 20151230.v01 (using entries in the PDB archive December 30th 2015)
Refmac : 5.8.0135
CCP4 : 6.5.0
Ideal geometry (proteins) : Engh & Huber (2001)
Ideal geometry (DNA, RNA) : Parkinson et al. (1996)

Validation Pipeline (wwPDB-VP) : rb-20027790
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1 Overall quality at a glance (i)

The following experimental techniques were used to determine the structure:
X-RAY DIFFRACTION

The reported resolution of this entry is 2.20 A.

Percentile scores (ranging between 0-100) for global validation metrics of the entry are shown in
the following graphic. The table shows the number of entries on which the scores are based.

Metric Percentile Ranks Value
Rfree I 20 o 0.224
Clashscore I A 4
Ramachandran outliers I | T 0.1%
Sidechain outliers I 1.0%
RSRZ outliers IS IS 21%
Worse Better

0 Percentile relative to all X-ray structures

[I Percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Metric Whole archive Similar resolution
(#Entries) (#Entries, resolution range(A))
R free 01344 3774 (2.20-2.20)
Clashscore 102246 4477 (2.20-2.20)
Ramachandran outliers 100387 4404 (2.20-2.20)
Sidechain outliers 100360 4405 (2.20-2.20)
RSRZ outliers 91569 3781 (2.20-2.20)

The table below summarises the geometric issues observed across the polymeric chains and their fit
to the electron density. The red, orange, yellow and green segments on the lower bar indicate the
fraction of residues that contain outliers for >=3, 2, 1 and 0 types of geometric quality criteria. A
grey segment represents the fraction of residues that are not modelled. The numeric value for each
fraction is indicated below the corresponding segment, with a dot representing fractions <=5%
The upper red bar (where present) indicates the fraction of residues that have poor fit to the
electron density. 'The numeric value is given above the bar.

Mol | Chain | Length Quality of chain

3%

1 A 249 - 86% 7% - 6%
3%

1 B 249 . 87% 6% 7%
%

1 C 249 . 86% 8% 6%
%

1 D 249 = 90% 10%

The following table lists non-polymeric compounds, carbohydrate monomers and non-standard
residues in protein; DNA, RNA chains that are outliers for geometric or electron-density-fit crite-
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ria:
Mol | Type | Chain | Res | Chirality | Geometry | Clashes | Electron density
5 EDO A 265 - - - X

WO RLDWIDE
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2  Entry composition (i)

There are 6 unique types of molecules in this entry. The entry contains 7922 atoms, of which 0
are hydrogens and 0 are deuteriums.

In the tables below, the ZeroOcc column contains the number of atoms modelled with zero occu-
pancy, the AltConf column contains the number of residues with at least one atom in alternate
conformation and the Trace column contains the number of residues modelled with at most 2
atoms.

e Molecule 1 is a protein.

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroOcc | AltConf | Trace
! B 232 rf(;t%l 1 1025 21;]5 3C5)7 ? 0 3 0
1 A 233 111%?’)1 1 1C28 21;)]5 329 ? 0 2 0
1 ¢ 234 111(;;?)1 1 1(;37 31(\)]1 320 515 0 4 0
1 D 249 ’1113311 12002 31;10 3(221 ? 9 3 0

e Molecule 2 is CALCIUM ION (three-letter code: CA) (formula: unknown).

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroOcc | AltConf
Total Ca
2 B 1 1 1 0 0
9 A 1 Total Ca 0 0
1 1
5 C 1 Total Ca 0 0
1 1
p D 1 Toltal Cla 0 0

e Molecule 3 is MANGANESE (IT) ION (three-letter code: MN) (formula: unknown).

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroOcc | AltConf
3 B 1 Total Mn 0 0
1 1
3 A 1 Total Mn 0 0
1 1
3 C 1 Total Mn 0 0
1 1
3 D 1 Toltal N{“ 0 0

WO RLDWIDE
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e Molecule 4 is ALPHA-D-MANNOSE (three-letter code: MAN) (formula: unknown).

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroOcc | AltConf
4| B 1 Tcl’t;‘l g (g 0 0
4| A 1 T(l’t;‘l g (g 0 0
1 C 1 T(l’t;‘l g (g 0 0
4| D 1 T(l’t;‘l g (g 0 0

e Molecule 5 is 1,2-ETHANEDIOL (three-letter code: EDO) (formula: unknown).

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroOcc | AltConf
5 B 1 Tof‘l g 2 0 0

5 A 1 TOFI g 2 0 0

5 D 1 T";al (23 (2) 0 0

5 D 1 T"fl g (2) 0 0

e Molecule 6 is water.

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroOcc | AltConf
6 H 586 Eoggl 5(56 0 0

WORLDWIDE

P
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3 Residue-property plots (i)

These plots are drawn for all protein, RNA and DNA chains in the entry. The first graphic for a
chain summarises the proportions of errors displayed in the second graphic. The second graphic
shows the sequence view annotated by issues in geometry and electron density. Residues are color-
coded according to the number of geometric quality criteria for which they contain at least one
outlier: green = 0, yellow = 1, orange = 2 and red = 3 or more. A red dot above a residue indicates
a poor fit to the electron density (RSRZ > 2). Stretches of 2 or more consecutive residues without
any outlier are shown as a green connector. Residues present in the sample, but not in the model,
are shown in grey.

e Molecule 1:

3%
Ch . B_- e I
ain B: 87% 6% 7%
[ ) [ ] [ ] [ X ] [ X )
- B =P o SN,
<+ o m N m (<] o 3] o 0 (=] - mm <+ w0
=] =) =Nt - 1= [55] 1 " > = =Nt =] >
o ©n ©n H B = =] = -x - -1 = w o =}
e Molecule 1:
2%
Chain A: 86% 7% - 6%
[ X J [ ] [ X ]
a wall-M: H-N-R-
« = of-B.H8. . o 2 2g 9 z@z ¢ 3 g
=] > > m [ =} =} 7] o " 1 " - > £
o -1 -1 ©n ©n oo o - oA - - - = -1 -1
e Molecule 1:
%
[ |
Chain C: 6
ain C: 86% 8% 6%
[ ] [ ]
s ol-B-B:-B-B.-B-B-K-K-
o ~ [ [} N~ [ o 0 n © ~ ] (<] o - o < 0
=] [Z] > > =] = 1= (7] [Z] [Z] > ~ I =] - - =} >
E T - =] =] © A =] - - - =] - © - B = © IS
e Molecule 1:
2%
Chain D: 90% 10%
o000 [ ) [ ]
~ o 0 o [+ D O 0 O =2 - 0 & 0 0 D
<+ 0 ~ 3] 0 o om (] o 0 o 2] ~ © © o o N m B w0 0
=] = 5] o ©n w1 " <X ol =1 1Z] - ol [ > oo | I3 0~ o S
5 8 § BEETETETETETITETE ETETETHETHEETREETERETEY
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4 Data and refinement statistics (i)

83

Property Value Source
Space group P1211 Depositor
Cell constants 71.72A  96.61A 72.13A :
Depositor
a, b, c,a, 8,7 90.00°  98.02°  90.00°
. 71.42 - 2.20 Depositor
Resolution (4) 4718 — 2.20 EDS
% Data completeness 92.8 (71.42-2.20) Depositor
(in resolution range) 92.8 (47.18-2.20) EDS
Rinerge (Not available) Depositor
Roym 0.04 Depositor
<I/o(l)>"! 7.42 (at 2.20A) Xtriage
Refinement program REFMAC Depositor
R R 0.164 -, 0.219 Depositor
» hfree 0.178 , 0.224 DCC
Rfree test set 2330 reflections (5.35%) DCC
Wilson B-factor (A2) 20.8 Xtriage
Anisotropy 0.091 Xtriage
Bulk solvent k. (e/A%), By (A?) 0.32 , 36.4 EDS
L-test for twinning? <|LI> ~0.50, < L*> — 0.33 Xtriage
Estimated twinning fraction 0.088 for'1,-k,h Xtriage
F,,F. correlation 0.95 EDS
Total number of atoms 7922 wwPDB-VP
Average B, all atoms (A?) 21.0 wwPDB-VP

Xtriage’s analysis on translational NCS is as follows: The largest off-origin peak in the Patterson
function is 6.81% of the height of the origin peak. No significant pseudotranslation is detected.

Intensities estimated from amplitudes.
2Theoretical values of < |L| >, < L? > for acentric reflections are 0.5, 0.333 respectively for untwinned datasets,
and 0.375, 0.2 for perfectly twinned datasets.
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5 Model quality (i)

5.1 Standard geometry (i)

Bond lengths and bond angles in the following residue types are not validated in this section: CA,
MN, EDO, MAN

The Z score for a bond length (or angle) is the number of standard deviations the observed value
is removed from the expected value. A bond length (or angle) with |Z| > 5 is considered an
outlier worth inspection. RMSZ is the root-mean-square of all Z scores of the bond lengths (or
angles).

. Bond lengths Bond angles
Mol | Chain | iyt 417 55 | RMSZ | #]2] =5
1 A 0.80 0/1830 0.88 0/2493
1 B 0.82 | 0/1828 | 085 | 0/2490
1 C 0.78 0/1852 0.85 0/2523
1 D 0.80 0/1957 0.90 0/2667
All All 0.80 0/7467 0.87 | 0/10173

There are no bond length outliers.
There are no bond angle outliers.
There are no chirality outliers.

There are no planarity outliers.

5.2 Too-close contacts (i)

In the following table, the Non-H and H(model) columns list the number of non-hydrogen atoms
and hydrogen atoms in the chain respectively. The H(added) column lists the number of hydrogen
atoms added and optimized by MolProbity. The Clashes column lists the number of clashes within
the asymmetric unit, whereas Symm-Clashes lists symmetry related clashes.

Mol | Chain | Non-H | H(model) | H(added) | Clashes | Symm-Clashes
1 A 1783 0 1731 12 0
1 B 1778 0 1727 13 0
1 C 1799 0 1751 15 0
1 D 1904 0 1844 16 0
2 A 1 0 0 0 0
2 B 1 0 0 0 0
2 C 1 0 0 0 0
2 D 1 0 0 0 0
3 A 1 0 0 0 0

Continued on next page...
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Continued from previous page...

Mol | Chain | Non-H | H(model) | H(added) | Clashes | Symm-Clashes
3 B 1 0 0 0 0
3 C 1 0 0 0 0
3 D 1 0 0 0 0
4 A 12 0 12 0 0
4 B 12 0 12 0 0
4 C 12 0 12 0 0
4 D 12 0 12 0 0
bt A 4 0 6 0 0
) B 4 0 6 0 0
) D 8 0 12 2 0
6 H 586 0 0 10 0

All All 7922 0 7125 93 0

The all-atom clashscore is defined as the number of clashes found per 1000 atoms (including
hydrogen atoms). The all-atom clashscore for this structure is 4.

All (53) close contacts within the same asymmetric unit are listed below, sorted by their clash

magnitude.
Interatomic Clash
Atom-1 Atom-2 distance (A) overlap (A)

1:D:14:GLU:OE2 1:D:259:LYS:HE2 1.73 0.88
1:C:182:ARG:O 1:C:216:THR:HG21 1.74 0.86
1:A:56:PRO:0O 1:A:244:LYS:HD?2 1.88 0.73
1:D:79:VAL:HG13 1:D:259:LYS:HG3 1.71 0.72
1:B:120:LEU:HD21 | 1:B:127:ALA:HB2 1.72 0.70
1:B:73:TRP:O 1:B:230:GLU:HG2 1.90 0.69
1:B:14:GLU:OE2 1:B:259:LYS:HE2 1.93 0.68
1:C:27:ASN:HB2 6:H:378:HOH:O 1.94 0.67
1:D:14:GLU:OE2 1:D:259:LYS:CE 2.43 0.65
1:C:157:ASN:O 1:C:162:ASP:HB2 1.98 0.64
1:D:73:TRP:HA 1:D:258:LEU:HD11 1.79 0.64
1:A:96:GLU:HB2 6:H:297:HOH:O 1.98 0.64
1:A:14:GLU:OE2 1:A:259:LYS:HE3 1.98 0.63
1:B:182:ARG:0O 1:B:216:THR:HG21 2.02 0.59
1:C:182:ARG:O 1:C:216:THR:CG2 2.50 0.58
1:C:49:LYS:HE2 6:H:244:HOH:O 2.04 0.58
1:B:127:ALA:CB 6:H:196:HOH:O 2.54 0.55
1:B:202:LYS:HE3 6:H:395:HOH:O 2.04 0.55
1:D:189:LYS:HD3 1:D:210: TYR:HB3 1.88 0.54
1:C:182:ARG:NH2 6:H:414:HOH:O 2.34 0.54
1:B:127:ALA:HB3 6:H:196:HOH:O 2.07 0.53
1:C:29:LYS:HD3 1:D:231: TRP:CG 2.44 0.53

Continued on next page...
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Interatomic Clash
Atom-1 Atom-2 distance (A) overlap (A)

1:B:90:ILE:HG23 1:B:245:GLU:HB2 1.91 0.53
1:A:49:LYS:HB2 1:A:57:GLN:HB3 1.92 0.52
1:C:49:LYS:HB3 1:C:57:GLN:HB2 1.91 0.51
1:C:90:ILE:HG23 1:C:245:GLU:HB2 1.94 0.50
1:D:47:LEU:O 1:D:62:GLY:HA3 2.12 0.50
1:D:209:SER:HB3 1:D:215:SER:HB3 1.93 0.50
1:D:178:LYS:NZ 5:D:266:EDO:H12 2.27 0.49
1:A:203:ARG:HD2 | 1:C:201:ALA:HB1 1.95 0.49
1:D:107:ASN:OD1 1:D:229:PRO:HG3 2.13 0.49
1:D:130:VAL:HG11 | 5:D:266:EDO:H11 1.96 0.48
1:B:79:VAL:HG13 1:B:259:LYS:HD2 1.95 0.48
1:D:79:VAL:CG1 1:D:259:LYS:HG3 2.41 0.47
1:D:98:ALA:HB3 1:D:243: TYR:O 2.15 0.47
1:B:120:LEU:HD21 1:B:127:ALA:CB 2.42 0.46
1:A:55:ASP:HA 1:A:56:PRO:HD2 1.69 0.46
1:A:109:ASP:OD1 1:A:109:ASP:N 2.43 0.46
1:C:14:GLU:OE2 1:C:259:LYS:HE2 2.17 0.45
1:B:79:VAL:CG1 1:B:259:LYS:HD2 2.48 0.44
1:C:13:ASP:CG 6:H:585:HOH:O 2.55 0.44
1:C:88:PHE:CZ 1:C:191:GLY:HA3 2.53 0.44
1:A:201:ALA:HB2 6:H:15:HOH:O 2.18 0.43
1:C:173:LYS:HD3 | 1:C:227:VAL:HG13 2.00 0.43
1:B:72:ILE:O 1:B:73:TRP:HB3 2.19 0.42
1:A:182:ARG:O 1:A:216: THR:HG21 2.19 0.42
1:A:51:SER:O 1:A:52:SER:HB3 2.19 0.42
1:D:26:GLN:HG2 6:H:402:HOH:O 2.20 0.42
1:C:88:PHE:CE2 1:C:191:GLY:HA3 2.55 0.41
1:D:92:SER:HB2 1:D:245:GLU:HA 2.02 0.41
1:A:155:TYR:HA 1:A:156:PRO:HD3 1.83 0.41
1:B:231: TRP:HB2 1:A:29:LYS:HE3 2.03 0.41
1:D:182:ARG:O 1:D:216:THR:HG21 2.21 0.41

There are no symmetry-related clashes.

5.3 Torsion angles (i)

5.3.1 Protein backbone (3)

UNNAMED

In the following table, the Percentiles column shows the percent Ramachandran outliers of the
chain as a percentile score with respect to all X-ray entries followed by that with respect to entries
of similar resolution.

WO RLDWIDE
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The Analysed column shows the number of residues for which the backbone conformation was
analysed, and the total number of residues.

Mol | Chain Analysed Favoured | Allowed | Outliers | Percentiles
1 A | 231/249 (93%) | 222 (96%) | 8 (4%) | 1 (0%) 39 42
1 B | 231/249 (93%) | 223 (96%) | 8 (4%) 0
1 C | 234/249 (94%) | 223 (95%) | 11 (5%) 0 (100 ] [ 100]
1 D | 250/249 (100%) | 243 (97%) | 7 (3%) 0

All | Al | 946/996 (95%) | 911 (96%) | 34 (4%) | 1 (0%)

All (1) Ramachandran outliers are listed below:

Mol

Chain

Res | Type

1

A

52 SER

87

5.3.2 Protein sidechains (i)

In the following table, the Percentiles column shows the percent sidechain outliers of the chain as a
percentile score with respect to all X-ray entries followed by that with respect to entries of similar
resolution.

The Analysed column shows the number of residues for which the sidechain conformation was

analysed, and the total number of residues.

Mol | Chain Analysed Rotameric | Outliers | Percentiles
1 A 202/209 (97%) | 200 (99%) 2 (1%) 82191
1 B 201/209 (96%) | 199 (99%) 2 (1%) 821191
1 C 203/209 (97%) | 202 (100%) | 1 (0%) 921196
1 D 212/209 (101%) | 209 (99%) 3 (1%) 74 185
All All 818/836 (98%) | 810 (99%) 8 (1%) 82191

All (8) residues with a non-rotameric sidechain are listed below:

Mol | Chain | Res | Type
1 B 52 SER
1 B 53 SER
1 A 53 SER
1 A 59 ASP
1 C 159 ASP
1 D 53 SER
1 D 99 ASP

Continued on next page...
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Continued from previous page...
Mol | Chain | Res | Type
1 D 244 LYS

Some sidechains can be flipped to improve hydrogen bonding and reduce clashes. All (1) such
sidechains are listed below:

Mol | Chain | Res | Type
1 A 22 HIS

5.3.3 RNA (D

There are no RNA molecules in this entry.

5.4 Non-standard residues in protein, DNA, RNA chains (i)

There are no non-standard protein/DNA /RNA residues in this entry.

5.5 Carbohydrates (i)

There are no carbohydrates in this entry.

5.6 Ligand geometry (i)

Of 16 ligands modelled in this entry, 8 are modelled with single atom - leaving 8 for Mogul
analysis.

In the following table, the Counts columns list the number of bonds (or angles) for which Mogul
statistics could be retrieved, the number of bonds (or angles) that are observed in the model and
the number of bonds (or angles) that are defined in the chemical component dictionary. The Link
column lists molecule types, if any, to which the group is linked. The Z score for a bond length
(or angle) is the number of standard deviations the observed value is removed from the expected
value. A bond length (or angle) with |Z| > 2 is considered an outlier worth inspection. RMSZ is
the root-mean-square of all Z scores of the bond lengths (or angles).

. . Bond lengths Bond angles
Mol | Type | Chain | Res | Link | |\ RMSZg#|Z| > 2 | Counts RMSZg#|Z| > 2
1 [MAN | A | 264 | - | 12,77 | 042 0 17,77 | 0.51 0
5 | EDO | A | 265 | - | 3727 | 044 0 227 | 0.40 0
1 [MAN| B [264 | - | 12727 | 043 0 17,22 | 0.50 0
5 [EDO| B | 265 | - | 3727 | 0.76 0 277 | 017 0
1 [MAN| C [264| - | 12727 | 042 0 17,27 | 0.50 0
I [MAN| D |264 | - | 12727 | 043 0 17,27 | 051 0

WO RLDWIDE
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. . Bond lengths Bond angles
Mol | Type | Chain | Res | Link Counts | RMSZ | #|Z| > 2 | Counts | RMSZ | #|Z| > 2
5 EDO D 265 - 3,77 0.33 0 2,77 0.60 0
5 EDO D 266 - 3,77 0.49 0 2,77 0.18 0

In the following table, the Chirals column lists the number of chiral outliers, the number of chiral
centers analysed, the number of these observed in the model and the number defined in the chemical

component dictionary. Similar counts are reported in the Torsion and Rings columns.

no outliers of that kind were identified.

Mol | Type | Chain | Res | Link | Chirals | Torsions | Rings
4 | MAN A 264 - - 0/2/7/7 |0/1/?)7
5 EDO A 265 - - 0/1/7/7 10/0/7/?
4 | MAN B 264 - - 0/2/7/7 1 0/1/7/?
5 EDO B 265 - - 0/1/7/7 10/0/7/?
4 | MAN C 264 - - 0/2/7/7 10/1/7/?
4 | MAN D 264 - - 0/2/2/7 {0/1/?/7
5 | EDO | D | 265 | - - 0/1/2/7 1 0/0/7/7
5 | EDO | D | 266 | - 7 0/1/2/7 | 0/0/2/7

There are no bond length outliers.

There are no bond angle outliers.

There are no chirality outliers.

There are no torsion outliers.

There are no ring outliers.

1 monomer is involved in 2 short contacts:

Mol

Chain

Res

Type

Clashes

Symm-Clashes

5

D

266

EDO

2

0

5.7 Other polymers (i)

There are no such residues in this entry.

5.8 Polymer linkage issues (i)

There are no chain breaks in this entry.
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6 Fit of model and data (i)

6.1 Protein, DNA and RNA chains (i)

In the following table, the column labelled ‘#RSRZ> 2’ contains the number (and percentage)
of RSRZ outliers, followed by percent RSRZ outliers for the chain as percentile scores relative to
all X-ray entries and entries of similar resolution. The OWAB column contains the minimum,
median, 95 percentile and maximum values of the occupancy-weighted average B-factor per
residue. The column labelled ‘Q< 0.9’ lists the number of (and percentage) of residues with an
average occupancy less than 0.9.

Mol | Chain | Analysed | <RSRZ> #RSRZ>2 OWAB(A?) [ Q<0.9
1 A | 233/249 (93%) -0.31 5(2%) 67 65 |10,18,36,40| 0
1 B | 232/249 (93%) -0.38 7(3%) 54 53 | 10,18,38,40| 0
1 C | 234/249 (93%) -0.39 2 (0%) |85/ 185] | 11,19,36,40 | 0
1 D | 249/249 (100%) | -0.33 6 (2%) 62 61 |[11,19,38,40| O
ALl | Al | 948/996 (95%) 035 |20(2%) 67 65 [10,19,38,40| 0

All (20) RSRZ outliers are listed below:

Mol | Chain | Res | Type | RSRZ
1 A 143 | ALA 6.0
1 D 131 | GLY 5.5
1 D 130 | VAL 5.1
1 B 127 | ALA 4.4
1 C 143 | ALA 4.3
1 D 261 | ASN 3.4
1 B 126 | ASP 3.2
1 A 52/ | SER 2.8
1 D 132 | GLY 2.8
1 B 213 | SER 2.5
1 B 13 ASP 2.4
1 B 53 | SER 2.4
1 B 73| TRP 2.3
1 D 133 | GLY 2.3
1 B 212 | GLY 2.2
1 A 94 ASP 2.2
1 A 53 | SER 2.2
1 D 214 | SER 2.0
1 A 126 | ASP 2.0
1 C 95 | ARG 2.0
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6.2 Non-standard residues in protein, DNA, RNA chains (i)

There are no non-standard protein/DNA /RNA residues in this entry.

6.3 Carbohydrates (i)

There are no carbohydrates in this entry.

6.4 Ligands (i)

In the following table, the Atoms column lists the number of modelled atoms in the group and the
number defined in the chemical component dictionary. LLDF column lists the quality of electron
density of the group with respect to its neighbouring residues in protein, DNA or RNA chains.
The B-factors column lists the minimum, median, 95" percentile and maximum values of B factors
of atoms in the group. The column labelled ‘Q< 0.9’ lists the number of atoms with occupancy
less than 0.9.

Mol | Type | Chain | Res | Atoms | RSCC | RSR | LLDF | B-factors(A?) | Q<0.9
3 EDO A 265 4/7 0.82 0.23 2.24 20,20,20,20 0
4 MAN A 264 12/7? 0.95 0.11 0.21 16,19,22,24 0
1 [MAN| D | 264 | 12/7 | 095 | 0.10 | -0.17 | 17,18,19,19 0
4 [MAN| B | 264 | 12/7 | 096 | 0.10 | -0.35 15,18,21,22 0
4 MAN C 264 12/7 0.95 0.09 -0.98 18,21,22,24 0
3 MN D 263 1/? 1.00 0.07 -1.68 14,14,14,14 0
9 | CA B | 262 | 1/7 0.98 | 0.06 | -1.94 | 15,15,15,15 0
3 MN A 263 1/? 1.00 0.07 | -2.03 16,16,16,16 0
3 MN B 263 1/? 1.00 0.07 | -2.97 16,16,16,16 0
9 | CA A 262 | 17 0.99 | 0.05 | -3.35 | 15,15,15,15 0
9 | CA C 262 | 17 098 | 0.06 | -3.49 | 18,18,18,18 0
2 CA D 262 1/? 1.00 0.05 -3.88 13,13,13,13 0
3 MN C 263 1/? 0.99 0.04 -4.11 17,17,17,17 0
) EDO D 265 4/7 0.84 0.19 - 33,36,39,39 0
5 |EDO || B | 265 | 4/7 0.93 | 0.18 - 93,25,25,27 0
) EDO D 266 4/7 0.91 0.46 - 33,34,35,36 0

6.5 Other polymers (i)

There are no such residues in this entry.
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