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RESUMO
Lectinas podem ser definidas como proteinas de origem ndo imune que possuem pelo menos
um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente de maneira especifica a mono ou
oligossacarideos. Dentre as lectinas de origem vegetal, as lectinas de leguminosas sdo as mais
estudas, em especial as lectinas pertencentes subtribo Diocleinae. As lectinas da subtribo
Diocleinae apresentam um alto grau de similaridade em sua seqiiéncia primaria ¢ estrutura
tridimensional, mas apresentam diferentes intensidades em suas atividades biologicas em que
sdo aplicadas, como a indu¢@o da producdo de 6xido nitrico. A estrutura da recém cristalizada
lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) objetiva esclarecer como essas variagdes ocorrem
baseado na geometria dos residuos que compde o dominio de reconhecimento 4 carboidrato
(DRC). A lectina de Canavalia brasiliensis foi purificada e cristalizada pelo método de
difusdo de vapor a 293 K. Cristais adequados foram obtidos na condi¢do contendo 200 mM de
cloreto de sddio, 100 mM de hepes pH 8.5 ¢ 1.8 M e sulfato de amonio. O cristais apresentam
um grupo espacial ortorrdmbico 1222, a cela unitaria tem dimensdes de a=68.3 A, b=73.0 A,
c=99.5 A e angulos de a = B = y = 90°, sendo observado um mondmero na unidade
assimétrica e um contetdo de 49.5 % de solvente. O refinamento satisfatorio apresentou um
“Riactor” € “Riree” de respectivamente 20.4% e 25.3%. Foram determinados parametros no
potencial de atividade bioldgica registrada na literatura, onde a lectina de Canavalia maritima
(ConM) tem alto potencial de indugao a producao de 6xido nitrico comparado com a lectina
de Canavalia ensiformis (ConA) que tem um baixo potencial de indugdo. Diferengas
significativas foram encontradas entre coordenadas dos residuos que compde o DRC de
lectinas da subtribo Diocleinae, e comparando esses dados com os potenciais de atividade
biologica foi estipulado um padrido distinto de distancias para lectinas com alto e baixo
potencial de indugdo. A lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) apresenta um padriao de
distancias de uma o6tima indutora de oOxido nitrico como ConM, porém apresenta uma
atividade inferior que ConA. As distancias da DRC explicam a diferenca na atividade, mas a
ConBr se mostra um caso excepcional, onde uma avaliagdo do volume do sitio mostra um

sitio extremamente reduzido, o que explica sua discrepancia na atividade bioldgica.

Palavras-chave: Lectinas, Canavalia  brasiliensis, inducdo  oxido  nitrico.



ABSTRACT
Lectins may be defined as proteins of nonimmune origin that have at least one non-catalytic
domain that reversibly binds specifically to mono or oligosaccharides. Among plant lectins,
legume lectins are the most studied, in particular those lectins belonging to subtribe
Diocleinae. The lectins from subtribe Diocleinae show a high degree of similarity in their
primary sequence and three-dimensional structure but have different intensities in their
biological activities in which they are applied, such as induction of nitric oxide production.
The structure of the newly crystallized lectin from Canavalia brasiliensis (ConBr) aims to
clarify how these variations are based on the geometry of the residues that comprise the
carbohydrate recognition domain (CRD). The lectin from Canavalia brasiliensis was purified
and crystallized by vapor diffusion method at 293 K. Suitable crystals were obtained under
the condition containing 200 mM sodium chloride, 100 mM HEPES pH 8.5 and 1.8 M
ammonium sulfate. The crystals have a space group orthorhombic 1222, the unit cell has
dimensions a = 68.3 A, b=73.0 A, ¢ =99.5 A and angles o.= p =y = 90 ° been observed a
monomer in the asymmetric unit with a content of 49.5% solvent. The refinement showed a
satisfactory "Rector" and "Ry of respectively 20.4% and 25.3%. Parameters were determined
in the potential of biological activity reported in literature, where the lectin from Canavalia
maritima (ConM) has high potential for inducing nitric oxide production compared with the
lectin from Canavalia ensiformis (ConA), which has a low potential for induction. Significant
differences were found between coordinates of the residues that comprise the CRD of lectins
from the subtribe Diocleinae, and comparing these data with potential biological activity was
provided a distinct pattern of distances to lectins with high and low potential for induction.
The lectin from Canavalia brasiliensis (ConBr) shows a pattern of distances for a great
inducer of nitric oxide as ConM, but shows a lower activity than ConA. The distances of CRD
explain the difference in activity, but ConBr shown an exceptional case where an assessment
of the volume of the site shows a very small site, which explains their discrepancy in

biological activity.

Keywords: lectins, Canavalia brasiliensis, induction of nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideragdes gerais

Nos mais diversos fendmenos bioquimicos que acontecem dentro de uma célula
em sua totalidade, as proteinas participam de forma fundamental nesses processos, com as
mais diversas fungdes, como: fun¢do estrutural, enzimatica, protecdo imunitaria,
reconhecimento de sinais moleculares, transporte e armazenamento e controle do
metabolismo. Essa gama de atividades exercidas pelas proteinas pode ter um aprofundamento
de seu entendimento, a partir do desenvolvimento das técnicas de biologia estrutural, que
possibilitam o estudo de sitios de ligacdo, arranjos que essas proteinas assumem e analise para
desenho de medicamentos entre outros. A técnica mais comum para resolugdo da estrutura
tridimensional de macromoléculas bioldgicas tem sido a cristalografia de raios X ¢ até hoje ¢
a técnica principal para investigagdo da estrutura tridimensional de macromoléculas
biologicas (BLUNDELL & JOHNSON, 1976; DRENTH, 1994). Uma grande contribuicdo a
essa técnica ocorreu nos anos de 1980, e foi relacionada com a introdugdo da radiagdo
sincrotron, para experimentos de difracdo de raios X de rotina (DAUTER, 2002). De um
processo lento, tendo geralmente muitos dias, o experimento de difragdo foi reduzido para
apenas algumas horas, e hoje, com as linhas de luz mais poderosas de terceira geracao, apenas
alguns segundos sdao suficientes. Além disso, a qualidade dos dados tem dramaticamente
aumentado, apesar da dimensdo cada vez mais reduzida dos cristais (hoje apenas 10 pm)
(JASKOLSKI, 2010).

As quarto maiores classes de moléculas organicas em sistemas vivos s30
proteinas, lipidios, acidos nucléicos e ccarbiodratos. Os carboidratos sdo as moléculas
organicas mais abundantes nanatureza, e aproximadamente todos osorganismos sintetizam e
metabolizam carboidratos (Wade, 1999). A complexa diversidade de carboidratos em
sistemas vivos € um resultado direto de muitas caracteristicas: A habilidade de diferentes tipos
e numeros de residues de acucar de formar ligacdes glicosidicas, as caracteristicas estruturais

dessas moléculas, o tipo de ligagdo anomérica, a posicao e a presence ou auséncia de
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ramificagdes (Mody et al., 1995; Gorelik et al., 2001). A variabilidade estrututal e a
complexidade de glicanos na superficie cellular os permite funcionar como moléculas
sinalizadoras, moléculas de reconhecimento ¢ de adesdo (Sharon & Lis, 1989,1993; Ofek et
al., 2003).

As lectinas sdo um grupo de proteinas que por defini¢do, sdo proteinas de origem
ndo-imune que contém pelo menos um dominio ndo-catalitico capaz de ligar-se a mono ou
oligossacarideos especificos de maneira reversivel, podendo ou ndo apresentar em sua
estrutura dominios cataliticos. Elas s3o subdividas em quatro tipos: merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas. Esta divisdo foi concebida em termos do
dominio de ligacdo a carboidratos e de, eventualmente, a outro ndo relacionado (VAN
DAMME et al., 1998). Dentro de um ambito estrutural, as lectinas sdo proteinas amplamente
estudadas (KOGELBERG, 2001; BRINDA et al., 2005; SINHA, 2007). 2004). Os estudos
estruturais realizados em lectinas animais sugeriram que a atividade de ligacdo de carboidrato
na maioria das lectinas foi gerado por um nimero de residuos de aminoacidos limitado,
designado como o dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) (Sharon & Lis, 2004).
O DRC reconhece normalmente o terminal ndo redutor de residuos de carboidratos de
glicoproteinas e glicolipideos da membrana celular (Mody et al., 1995). CRDs de lectinas
também pode discriminar entre isdmeros anoméricos em funcdo de suas especificidades. Por
exemplo, a lectina concanavalina A (ConA) se liga especificamente a um andémero o de
glicose e manose, mas ndo ao anomero § (Mody et al., 1995).

Concomitantemente com o progresso alcangado pelo sequenciamento e clonagem
de lectinas de plantas, avancos importantes tém sido feitos na analise estrutural dessas lectinas
usando difracdo de raios X e andlise de ressonancia magnética nuclear (NMR). Numerosas
estruturas de lectinas tém sido determinadas e a resolucdo de novas estruturas tem aumentado
constantemente. A determinacdo dessas estruturas possibilitou o estudo da interagdo lectina-
carboidrato a nivel molecular, demonstrando também que cada familia de lectinas tem um
enovelamento particular e caracteristico, além de motivos estruturais que reconhecem

acucares complementares (PEUMANS et al., 2000).



15

1.2 Lectinas

1.2.1 Definicao

Lectinas podem ser definidas como proteinas que possuem pelo menos um
dominio nao-catalitico que se liga reversivelmente para um mono- oligossacarideo especifico
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995). Esta defini¢do ndo se detém em caracteristicas das
lectinas como hemaglutinacdo de células ou precipitagcdo de glicoconjugados, mas sim focar
no tipo de ligacdo e de que forma acontece com seus ligantes.

As lectinas sdo divididas estruturalmente em quatro grupos. As merolectinas
consistem de apenas um dominio de ligagdo a carboidrato sendo, portanto monovalentes ¢ ndo
tém a capacidade de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. As hololectinas sdo
constituidas de dominios carboidrato-ligantes, porem contém ao menos dois de tais dominios
idénticos ou muito homodlogos e que se liga a acUcares estruturalmente similares. As
hololectinas, grupo em que se encontra a maioria das lectinas de planta, sdo di ou
multivalentes e aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados. As quimerolectinas sao
proteinas de fusdo consistindo de um ou mais dominios de ligagdo a carboidratos, dispostos
de forma seqiiencial a um dominio ndo relacionado. Este ultimo dominio pode ter uma
atividade enzimatica bem definida ou alguma outra atividade bioldgica que atua
independentemente do dominio de ligagdo a carboidratos. Dependendo do numero dos sitios
de ligagdo a carboidratos, as quimerolectinas podem comportar-se como merolectinas ou
como hololectinas. Finalmente, as superlectinas sdo aquelas lectinas que se ligam pelo menos
a dois tipos de carboidratos estruturalmente diferentes (Figura 1) (PEUMANS & VAN
DAMME, 1998). Mais recentemente lectinas sdo definidas como um dos grupos mais
importantes de proteinas responsaveis por decifrar o glicocodigo (Gabius, 2000). Elas
desempenham um papel central em uma variedade de eventos biologicos, funcionando como

reconhecimento moléculas em células e interagdes célula-célula (Sharon & Lis, 2004).
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Figura 1- Representagdo esquematica de Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas.

Fonte: Peumans e Van Damme (1998).
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1.2.2 Origem e historico

A primeira observacdo de uma atividade aglutinante derivada de lectinas foi feita
por Silas Weir Mitchell em 1860 a partir a do veneno da cobra (Crotalus durissus)
(MITCHEL et al., 1860, 1886). O primeiro relato de identificacdo de uma lectina vegetal foi
por Peter Hermann Stillmark em 1888 na sua tese de doutorado como orientado de Robert
Kobert da universidade de Dorpat(Tartu) na Estonia. Essa hemaglutinina a qual também era
altamente toxica foi isolada por Stillmark de s€émenes de mamona (Ricinus communis) e foi
nomeada ricina. Em seguida H.Hellin, também de Tartu, demonstrou a presenca de uma
hemaglutinina toxica, a abrina, em sementes de jequiriti (Abrus precatorius). Ricina e abrina
logo se tornaram comercialmente disponiveis, o que promoveu Paul Ehrlich, do Instituto Real
de Terapia Experimental (Frankfurt), & aplicd-las como antigenos modelos para estudo
imunoldgicos. Embora as preparagdes disponiveis para ele fossem muito brutas, ele foi capaz
de estabelecer com elas em meados de 1890 muitos dos principios de imunologia
fundamentais.

Resultados anteriores de Stillmark indicavam alguma seletividade nas
aglutinacdes promovidas pela ricina por células vermelhas de diferentes animais. Karl
Landsteiner da Universidade de Vienna descobriu os grupos sanguineos A, B e O em 1900 e
aproximadamente uma década depois ele demonstrou que vérios extratos de sementes
apresentavam atividade hemaglutinantes diferentes quando testadas com eritrocitos de
diferentes animais (LANDSTEINER & RAUBISCHEK 1907).

Em 1919, James B.Summer da Universidade Cornell (Ithca, Nova York), isolou
do feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) uma proteina chamada concanavalina A e dessa
maneira obter uma hemaglutinina pura pela primeira vez. Contudo duas décadas depois
Summer e Howell (1936) divulgaram que a concanavalina A aglutina tanto células como
eritrocitos e leveduras como também precipita glicogénio em solugdo. Eles também
mostraram a inibigdo da concanavalina A com sacarose, demonstrando pela primeira vez a
especificidade de lectinas por agucares. Por volta de 1940, William C. Boyd Universidade de
Boston e por Karl O. Renkonen da Universidade de Helsinki, Finland, descobriram a
especificidade de hemaglutininas por grupos sanguineos humanos especifico. Eles

encontraram que extratos brutos de Phaseolus limensi e Vicia cracca aglutinavam eritrocitos
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do grupo sanguineo A, mas ndo células do grupo B ou O, onde um extrato de Lotus
tetragonolobus aglutinou especificamente eritrocitos do grupo sanguineo O. Lectinas foram
primeiramente designadas com aglutininas ou fitohemaglutininas por serem achadadas quase
exclusivamente em plantas, mas a habilidade de aglutininas de plantas distinguirem entre
eritrocitos de diferentes tipos sanguineos levou Boyd e Shapleigh (1954) a propor a essas
aglutininas o nome de lectinas, do latin legere, que quer dizer escolher.

Uma das grandes atividades atribuidas as lectinas foi descoberta por Joseph C.
Aub do Hospital Geral de Massachusetts em Boston. Ele descobriu que a aglutinina de germe
de trigo (WGA) tinha a habilidade de reconhecer e aglutinar preferencialmente células
malignas (AUB et al., 1963, 1965).. Isso foi demonstrado novamente pelas publicagdes de
Max M. Burguer da Universidade de Princeton juntmente com Leo Sachs e Michael Imbar do
Instituto Weissmann que concanavalina A exibe a mesma atividade. Essas investigacoes
proveram evidencias demonstrando que mudancas nos carboidratos da superficie celular estao
associadas com o desenvolvimento de cancer e aponta para o fato que a alta susceptibilidade &
hemaglutinagdo por lectinas era compartilhada por todas as células malignas, ¢ conhecido
hoje que isso ndo ¢ uma verdade generalizada.

O avanco da tecnologia, e os fatos historicos citados anteriormente, demonstram
que as lectinas das mais diversas origens provém um arsenal de ferramentas biotecnologicas
de um amplo espectro de agdo, sendo um alvo de estudo com uma grande area de pesquisa e

aplicacdes biologicas.

1.2.3 Ocorréncia das Lectinas

Como no caso da ricina (aglutinina de Ricinus comunnis) e a ConA (lectina de
Canavalia ensiformis), a busca mais rica para a maioria das lectinas sdo as sementes. Esses
orgdos na planta sdo comumente os mais estudados, mas ha lectinas também em raizes
(Urtica, Phitolacca, Sambucus, Tricosantes, Calystegia), tubérculos ou bulbos (Solanum,
Galanthus, Scillia, Allium, Crocus, Tulipa, iris), casca (Sambuscus, Sophora, Robinia,
Maackia, Laburnum, Cytisus, Cladrastis, Hevea, Abies) ou folhas (Aloe, Lactuca, Vicia,
Unijuga, Viscum album) (RUDIGER & GABIUS, 2001).
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As Lectinas sdo proteinas que se tratando em um carater filogenético, estdo
extremamente difundidas, estando presente em todas as classes e familias de seres vivos,
desde bactérias e virus até mamiferos (LIENER et al., 1986). Em invertebrados, estdo
presentes em praticamente todas as classes examinadas como caranguejos (UMETSU et al.,
1991), esponjas (MOURA, 2006), larvas de insetos (GRUBHOFFER & MATHA, 1991),
carrapatos (SHARON & LIS, 1989%), ourigo do mar (YAMADA & AKETA, 1982) e insetos
(YU & KANOS, 2000), onde estdo presentes Principalmente na hemolinfa e 6rgdos sexuais
(SHARON & LIS, 1989%). A lectina de Helix pomatia, uma espécie de lesma, a4 a mais
conhecida entre as de invertebrados, aglutinando especificamente hemacias humanas do tipo
A e sendo inibida por N-Acetilgalactosamina (HAMMARSTROM, 1972).

Em vertebrados as lectinas tém sido encontradas em diferentes tecidos de
mamiferos, aves e répteis, sendo algumas semelhantes, outras bastante diferentes em sua
estrutura molecular e especificidade por carboidratos. Lectinas de membranas t€ém sido
encontradas em figado de varios animais (rato, coelho e galinha), em hepatocitos e em células
de Kuppfer, associadas com a membrana plasmdtica € com as membranas intracelulares
(SHARON & LIS, 1989%). Foi também identificada a presenga de lectinas em membranas de
linfécitos de porco (BEZOUSKA et al. 1990), o que levou a sugerirem a possibilidade destas
proteinas funcionarem como receptores de células NK (“natural killer cells”). Em répteis
foram encontradas lectinas com propriedades fisico-quimicas semelhantes nos venenos das
cobras Agkistrodum contortrix, Ancistrodum piscivarous e Crotalus atrox (GARTNER &
OGILVE, 1984). No soro de enguia foi encontrada uma potente hemaglutinina de hemacias
humanas do tipo O (DESAI & SPRINGER, 1972).

Numerosas bactérias produzem lectinas de superficie comumente fazendo parte
das fimbrias. As varias lectinas de bactérias parecem funcionar nas etapas iniciais das
infecgoes, por exemplo, quando ocorre a aderéncia das bactérias a células epiteliais do trato
urindrio e gastrintestinal. As lectinas de bactérias também agir como moléculas de
reconhecimento em fagocitose de bactérias em auséncia de opsoninas por macréfagos de
camundongos, de ratos, macrofagos peritoneais, linfocitos e polimorfonucleares humanos
(SHARON, 1987).

Em protozoarios, a lectinas a lectina de Entamoeba histolytica parece
desempenhar importante papel na citotoxidade em células epiteliais do c6lon, atundo na etapa

de aderéncia a célula hospedeira, possuindo ainda, um papel na citotoxidade celular, distinto
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da fun¢do de aderéncia (SAFFER & PETRI, 1991). A seqiiéncia de aminoacidos desta lectina,
determinada na sua totalidade, apresentou um total de 1209 aminoacidos, possuindo 16 sitios
de glicosila¢do e uma regido hidrofébica de 28 animoacidos (MANN et al., 1991).

Em virus, a lectina parece estar envolvida no processo de adesdo 4 célula
hospedeira. A infecc¢do pelo virus da influenza ¢ iniciada pelo evento de adesdo, mediada por
uma hemaglutinina da capa do virion que reconhece e se liga a residuos de acido sialico da
superficie celular (GLICK et al., 1991).

Lectinas ocorrem também em fungos (Rhizoctonia solani, KELLENS &
PEUMANS, 1991; Pholiota aurivella, KAWAGISHI et al., 1991; Agaricus bisporus,
PRESANT & KORNFELD, 1972).

Em algas marinhas, o numero de trabalhos envolvendo lectinas ¢ ainda pequeno,
porém tem crescido bastante nos ultimos anos. A primeira lectina de alga isolada foi a da alga
vermelha Ptilota plumosa (ROGERS et al., 1977). As algas vermelhas sdo as que apresentam
o maior numero de espécies com atividade hemaglutinante e também o maior nimero de
lectinas isolada como Ptilota filicina (SAMPAIO et al., 1998) e Hypnea musciformis
(NAGANO et al., 2002), seguidas das algas pardas e¢ verdes, que possuem apenas algumas
lectinas isoladas.(SAMPAIO, 1992; SAMPAIO, 1997).

As lectinas de plantas vasculares tém sido as mais estudadas, tendo em vista a
grande disponibilidade de sementes e sua facilidade de isolamento. Na classe das
angiospermas, a familia Gramineae (SHIBUYA et al., 1988) possui o maior nimero de
lectinas isoladas e caracterizadas entre as monocotiledoneas. Entre as dicotiledoneas, a classe
das Magnoliateae tem sido amplamente estudada com lectinas isoladas de suas sementes e

dos tecidos vegetativos (PEUMANS et al., 1986; LIENER et al ., 1986).

1.2.4 Lectinas de leguminosas

As lectinas de leguminosas constituem a familia de lectinas mais estudada, sendo
uma ampla familia de proteinas estreitamente relacionadas encontradas exclusivamente em
espécies representativas desta familia (Leguminoseae ou Fabaceae). Mais de 100 lectinas

dessa familia sdo conhecidas, quase todas isoladas de sementes (SHARON & LIS, 1990). Por
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ser prontamente obtida uma fracdo purificada e exibir uma extraordinaria variedade de
especificidade por agucares, essas lectinas se apresentam adequadas para a resolucdo de
questdes de como proteinas se ligam a carboidratos. Compreensdes fundamentais do estudo
dessas lectinas t€ém sido amplamente aplicadas para lectinas de outras familias, como lectinas
tipo-C que tem uma grande importancia farmacoldgica (SHARON & LIS, 2002).

Do ponto de vista estrutural as lectinas de leguminosas sdo geralmente compostas
de 2 ou 4 subunidades, iguais ou diferentes com massa molecular em torno de 25 a 30 kDa.
Muitas vezes, em cada subunidade monomérica é encontrado um dominio de um ou mais
metais (geralmente calcio ou manganés) e um sitio de ligacdo a carboidratos com a mesma
especificidade. Em termos de subunidades as lectinas sdo quase sempre compostas de uma
cadeia polipeptidica estabilizada por pontes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e
eletrostaticas. Entretanto, algumas lectinas possuem subunidades formadas por duas cadeias
polipeptidicas, entre elas as lectinas da tribo Vicieae, géneros Pisum, Vicia, Lathyrus, ¢ Lens
(ROUGE et al., 1987).

Algumas lectinas de leguminosas podem ser encontradas em diferentes isoformas,
como por exemplo, é a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) que ¢ formada por duas
subunidades génicas diferente, denominadas E (31,7 kDa) e L (29,9 kDa), que combinadas
ddo origem a uma familia de cinco isolectinas tetraméricas: E4, E3L, E2L2, EL3, L4
(FELDSTED et al., 1977). Além da heterogeneidade genética, ou seja, mais de um gene
codificando uma lectina, a ocorréncia de isoformas pode ser atribuida a processamentos pos-
traducionais incompletos (YOUNG et al., 1995).

Lectinas de leguminosas apresentam alto grau de homologia seqiiencial e
estrutural, apesar da grande variabilidade quanto a especificidade por carboidratos, sendo,

portanto um modelo perfeito para estudos estruturais de proteinas (CAVADA et al., 1998).

1.2.5 Aspectos estruturais de lectinas de leguminosas

As lectinas de leguminosas sdo classificadas como uma familia, desde que elas
possuam alta similaridade de sequencia, alta similaridade de sequencia tercidria e

propriedades biofisicas. A maioria dessas lectinas de leguminisas existem como oligomeros
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na natureza, a todas elas possuem ions metalicos para apresentarem sua capacidade de se
complexarem 4 carboidratos. O sitio de ligagao a metais e ligacdo a carboidratos, identificados
em varias lectinas de leguminosas, sdo achados estruturalmente adjacentes (LIENER, 1986;
VARKI, 2002). Todas elas possuem um motivo Jelly-roll, como de ConA. Esse motivo ¢
composto de duas folhas-f dispostas paralelamente, uma anterior com seis fitas e uma
dianteria com sete fitas, juntamente com uma pequena folha-f disposta sobre as outras duas.
Todas conectas por diversos loops de varios tamanhos (Figura 2) (LORIS, 1998; VIJAY AN,
1999).

TOPO ol

FRENTE COSTA Cavidade

Hidrofdbica 2

Cavidade
Hidrofdbica 1

Figura 2- Arquitetura de um motivo Jelly-roll.
Fonte: Sinha (2007) adaptado.

Todas as lectinas de leguminosas formam dimeros e tetrameros feitos de dimeros.
Os tetrameros tem principalmente duas interfaces,as quais tem semelhangas com com as
interfaces entre os dimeros. A oligomerizacdo entre a forma tetramérica e dimérica ¢
principalmente mediada pelas interacdes das folhas-p anteriores de duas subunidades para
produzir sete tipos diferentes de interface (Tabela 1). Lectinas ConA-like formam dimeros de
dimeros. A dimerizacdo inicial ¢ formada pela associacdo lado a lado gerando uma folha-f
unica contintia de 12 fitas. Posteriormente outras lectinas de leguminosas achadas, teriam uma
associagdo dimérica similar, e por isso veio a ser conhecido como “Candnico” ou modo de

dimerizacdo de lectinas de leguminosas tipo II (SINHA, 2007).



Tabela 1- Sete diferentes tipos de interface formados durante a oligomerizacdo de

lectinas de leguminosas.

Tipo de interface

Interface candnica ou tipo Presente em  lectinas

II

Interface X1

Interface X2

Interface X3

Interface X4

InterfaceX5

Interface nao usual

Exemplo
diméricas como
Ervilha(PSL), Ulex (UEA-
I) etc e lectinas

tetraméricas como ConA e
SBA.

Observado em  dimero
DB58 e em uma interface
ndo candnica no tetramero
de SBA, PHA ¢ etc.

Observado apenas em
tetrimeros como  uma
interface ndo candnica em
proteinas como ConA,
lectina de Dioclea
grandiflora (DGL), etc.
Observado em dimerosde
ECorL e WBA I e1l.

Exibida em GS4, GS1 ¢
PNA.

Visto em GS1. Interface
X4 com um arranjo de
angulo de orientagdo mutua
diferente.

Mostrada por PNA pelas
subunidades 3 e 4.

Figura esquematica
L]

Fonte: Sinha (2007), adaptado.

23



24

1.2.6 Relagéo estrutura fungéo

A diversidade de estrutura primaria em posigdes estratégicas ao longo da interface
dimero-dimero de lectinas de leguminosas de relagdes filogenéticas proximas pode influenciar
nas diferengas nas tendéncias de oligomerizagdo pH-dependente das lectinas de Diocleinae.
Isto, por sua vez, pode modular a capacidade de lectinas de se ligar e agregar especificas
glicoproteinas e glicolipideos receptores da superficie celular, isto pode suportar a distinta
capacidade de acionar respostas celulares. Além disso, diferencas espaciais entre sitios de
reconhecimento a carboidrato de lectinas tetraméricas homologas de Diocleinae combinado
com diferentes distdncias entre epitopos cognatos de ligantes multivalentes pode conferir
distintas especificidades/afinidades para estruturas primarias idénticas de carboidratos nos
mesmos ou diferentes tipos celulares (CALVETE et al., 1999).

Portanto, diversos fatos suportam a hipotese de que pequenas diferencas em
pontos chaves da estrutura primaria de lectinas proximas filogeneticamente provocam um
impacto no equilibrio dimero-tetrdmero, sdo amplificados por oligomerizagdo, € possuem

conseqiiéncias bioldgicas importantes (CALVETE et al., 1999).

1.2.7 Relevancia das diferencas estruturais de seus DRCs com sua intensidade de se ligar

a carboidratos.

As poucas diferengas que ocorrem na seqiiéncia primaria de lectinas do género
Canavalia podem determinar diferengas particulares em sua estrutura tridimensional, como a
mudanga da Pro 202 em ConA para uma Ser 202 em ConM, altera consideravelmente o sitio
de reconhecimento 4 carboidratos. Assim uma diferente distribui¢do espacial dos residuos que
conpdem o sitio de reconhecimento & carboidrato permite distinguir diferentes motivos
glicidicos (GADELHA et al., 2005). A importancia dessas alteracdes fica evidente quando

estudamos interacdes com carboidratos mais complexos. Como padrdes de interagdo de
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ConM complexada com trealose ¢ maltose, onde a maltose apresenta 9 pontes de hidrogénio e
a trealose apenas 5 pontes de hidrogénio (Delatorre et al., 2006).

Dados de comparacdo entre ConA e ConM complexados com diferentes
dimanosideos (M1-2M, M1-4M e M1-4M), uma vez que esses carboidratos estdo presentes
em glicosilagdes em asparagina(N-glicosilagdes), os quais estdo disponiveis em receptores na
superficie de células, essas discrepancias apontam perspectivas estrutuarais para diferentes

atividades biologicas (BEZERRA et al., 2007).

1.2.8 Subtribo Diocleinae

As plantas pertencentes a Subtribo Diocleinae foram distribuidas na familia
Leguminoseae, subfamilia Papilionoideae tribo Phaseoleae (MAXWELL, 1969; AYMARD
& CUELLO, 1991). As lectinas da subtribo Diocleinae sdo glucose(manose) especificas, e
assim, podem ser isoladas em cromatografia de afinidade em Sephadex G50 (CAVADA et
al., 1990). Concanavalina A (ConA), de sementes de Canavalia ensiformis (familia
Leguminoseae, tribo Phaseoleae, sub-tribo Diocleinae), foi a primeira lectina isolada,
seqienciada e resolvida sua estrutura tridimensional através de cristalografia de raios-X
(SUMMER, 1936; CUNNINGHAN et al., 1975; WANG et al., 1975; HARDMAN &
AINSWORTH, 1972; BECKER, 1975). Os muitos estudos bioquimicos, biofisicos e
estruturais fizeram a ConA ser uma proteina com um alto grau de caracterizagdo, assim
despertando o interesse em lectinas de espécies da mesma subtribo. Contudo, muitas
evidéncias demonstram que as diversas lectinas existentes nessa mesma subtribo apresentam
variagOes em suas atividades bioldgicas, mesmo apresentando uma grande homologia em suas
estruturas primarias (Figura 3). Os residuos de aminoacidos de ConA que estdo envolvidos no
sitio de reconhecimento a carboidratos(Tyr12, Asnl4, Leu99, Tyr100, Asp208 e Arg228),
sitio de ligagdo a metais (Glu8, Aspl0, Tyr12,Asnl4, Aspl9, His24, Val32, Ser34, Asp208 e
Arg228) e cavidade hidrofébica (Tyr54, Leu81, Leu85, Val89, Val9l, Phelll, Serll3,
Vall79, Ile181, Phel91, Phe212 e Ile214) sdo completamente conservados nas estruturas
primarias de outras lectinas de Diocleinae (CAVADA et al., 2001).
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Figura 3- Alinhamento de sequencia primaria da lectina de Canavalia ensiformis(ConA),
lectina de Canavalia brasiliensis(ConBr) ¢ Lectina de Canavalia maritima(ConM) e

Canavalia gladiata(ConG).
1.2.9 Lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr)

A lectina Canavalia brasiliensis (ConBr) é uma proteina tetramérica encontrada
em sementes da leguminosa Canavalia brasiliensis, conhecida popularmente como feijao-de-
boi. A ConBr é composta de subunidades idénticas, cada uma com 25 KDa e possuindo um
sitio de reconhecimento a carboidratos, com especificidade para residuos de D-Glucose, D-
Manose, e agucares derivados.As propriedades biologicas da ConBr conferem 4 esta proteina
um grande potencial biotecnologico ainda nio explorado (CAVADA et al., 2001).

ConBr foi isolada e caracterizada em 1984, onde foi estudado que ao longo da
germinacdo no escuro, lectinas de sementes de Canavalia brasiliensis as lectinas sao
preservadas até o final da exaustdo das reservas protéicas cotiledonarias e s6 entdo eram
hidrolisadas para abastecer a plantula de aminoacidos (MOREIRA et al., 1984). Sua estrutura

tridimensional foi resolvida por substituicdo molecular, onde apresentou 99% da seqiiéncia de
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aminoacidos idéntica a seqiiéncia de ConA e apresenta a mesma especificidade a
glicose/manose (SANZ-APARICIO et al., 1997). Contudo mostrando diferentes atividades
bioldgicas da ConA, como indug¢do de edema de pata de rato (BENTO et al., 1992) e
estimulagdo in vidro de linfocitos humanos (BARRAL-NETO,1992). Recentemente foi
descrito que a lectina ConBr também pode induzir ativagdo de linfocitos e apoptose
(BARBOSA et al., 2001), bem como produgio de NO (Oxido Nitrico) por macréfagos
(ANDRADE et al., 1999).

As atividades bioldgicas, no entanto, dependem de um complexo especifico
processamento pos-traducional da proteina, que resulta na lectina madura e funcional. Por ser
um evento fundamental para a produgdo de uma proteina biologicamente ativa, os
mecanismos de processamento pos-traducionais de proteinas devem ser compreendidos em
detalhes (CARRINGTON et al., 1985). Neste processo a lectina é produzida como pré-pro-
lectina. No reticulo endoplasmatico ela perde o peptideo sinal transformando-se no pro-
lectina. No complexo de golgi a pro-lectina sofre uma quebra proteolitica perdendo um
segmento glicosilado de quinze aminoacidos no centro de sua estrutura e um peptideo agora
na sua regido C-terminal, liberando energia suficiente para que haja uma posterior religagao.
Com essa perda a cadeia inicial ¢ dividida em duas, B e v, que sdo religadas, mas em locais
diferentes. A cadeia y que antes estava na regido N-terminal ¢é religada & cadeia  havendo
uma inversdo entre as regides N e C-terminal formando-se cadeia o (Figura 4).
Posteriormente, foi demonstrado que a reacdo ¢ catalisada por uma asparaginil endopeptidase
(MIN & JONES, 1992). Esse evento ja era conhecido em bactérias, mas nos eucariotos ¢é
exclusivo nas lectinas do tipo ConA. Acredita-se que a maioria das lectinas da subtribo

Diocleinae apresenta 0 mesmo processo.
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Figura 4- Representacdo esquemadtica da biossintese das lectinas semelhantes a ConA no

processamento chamado de permutagdo circular.

Fonte: Peumans ¢ Van Damme (1998), modificado.

1.3 Purificacdo

Inicialmente o isolamento e a purificacdo das lectinas seguiam o esquema usado
para proteinas em geral sem exploracdo de suas caracteristicas especiais. Os métodos usados
incluiam precipitagao por sais, acidos e solventes orgénicos. Essas preparacoes estdo longe de
serem puras ¢ os resultados obtidos com esses métodos t€m que ser vistos com bastante
cautela (RUDIGER & GABIUS, 2001).

O progresso nessa area foi alcancado pela introducdo dos métodos
cromatograficos mais especificos. Atualmente a cromatografia de afinidade, que ¢ baseada na
habilidade das lectinas se ligarem reversivelmente a agucares, ¢ a metodologia mais usada.

Conhecimentos prévios da especificidade por aglicar de uma lectina que podem ser obtidos
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pela inibicdo da atividade hemaglutinante de uma preparacdo bruta de lectinas como, por
exemplo, os extratos protéicos totais, permitem a escolha do suporte cromatografico adequado
a ser utilizado na cromatografia de afinidade. A preparacdo bruta ou parcialmente purificada é
entdo aplicada na coluna na coluna apropriada e, apds a eluicdo de todo o material ndo retido
(proteinas sem atividade lectinica), a lectina ¢ entdo eluida com uma solugdo de um aglicar

inibidor ou por alteracdo do pH (SHARON & LIS, 1989).

1.4 Lectinas e a sua inducdo & producéo de oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) gerou uma quantidade exponencial de pesquisas desde sua
identificacdo em 1987. Durante a ultima década esta pequena molécula emergiu como um
mediador importante no processo fisiologico e patologico (ALEXANDROVA et al., 2001). O
NO ¢ uma importante molécula de sinalizagcdo que induz uma variedade de fenomenos, como:
relaxamento vascular dependente do endotélio, citotoxicidade mediada por macrofagos,
inibi¢do da ativacdo, adesdo e agregacdo plaquetaria, regulacdo da pressdo sanguinea basal,
entre outras (CERQUERA & YOSHIDA, 2002).

NO, ¢ o principal mediador do relaxamento dependente do endotélio em aorta de
rato, a qual € produzida a partir de arginina e oxigénio pela isoforma da 6xido nitrico sintase
endetolial (eNOS) em resposta de agonistas como acetilcolina, bradiquinina e substancia P
(FLEMING & BUSSE, 1999). Uma caracteristica geral de eventos mediados por NO em
vasos sanguineos, € que eles sdo inibidos por analogos de L-arginina como L-NAME (TARE
et al., 2000). L-NAME bloqueia o relaxamento induzido por ConM, isso indica como o NO ¢
liberado pela interacdo com lectinas exdgenas com dominios glicidicos presentes em células
endoteliais. (MILLS & HAWORTH, 1986).

Lectinas que sdo conhecidas por reconhecer moléculas de adesdo de células
endoteliais em se mostrado fatores de relaxamento do endotélio (EDRF) de vasos sanguineos
(KLEHA et al., 1991, 1995). Em uma aorta de coelho pré-contraida com o endotélio intacto, a
aglutinina de gérmen de trigo (WGA) produziu um relaxamento completamente dependente
do endotélio, enquanto os efeitos de ConA foram apenas parcialmente dependentes do

endotélio (NOMI et al., 2002).
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In vitro, as lectinas isoladas de C. brasiliensis, C. maritima e C.gladiata
apresentaram efeito relaxante em aortas isoladas de ratos, pré-contraidas por fenilefrina. Esse
relaxamento mostrou-se estritamente dependente de endotélio e realcou a importancia da
interagdo ao seu sitio de ligacdo a carboidrato para ocorréncia do efeito. Uma variedade de
respostas vasculares de lectinas foram revertidas por seus agucares ligantes (KLEHA et al.,
1991, LIMA et al., 2004; GADELHA et al., 2005). Sendo que a nivel vascular, o NO ¢ o
principal mediador do relaxamento dependente de endotélio no musculo liso vascular

(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980).

1.5 Cristalizacéo

1.5.1 Cristalizacdo de proteinas

Cristais sdo caracterizados por apresentarem alto grau de ordenag@o interna, ou
seja, sdo formados por repeti¢des translacionais de moléculas ou atomos em todas as direcdes.
A formagdo regular dos cristais permite o uso da técnica de difragdo de raios X na
determinagdo da estrutura tridimensional de proteinas (DELATORRE et al., 2006).

Cristais de proteinas sdo bem diferentes de cristais de pequenas moléculas como
0s sais, e isso se deve principalmente ao alto contetdo de solvente, que acaba por preservar o
carater bioquimico da molécula, permitindo o acesso de ligantes e dando alguma liberdade
dinamica a molécula. Estes cristais sdo estabilizados por contatos intermoleculares, e tanto a
aderéncia intermolecular quanto a integridade da rede sdo asseguradas pelas ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas de dgua e a rede cristalina. A formagao de nucleos cristalinos
de moléculas protéicas quase sempre ocorre a niveis extremamente altos de supersaturacao,
porém nesses niveis a formagdo de precipitados amorfos é cineticamente mais favoravel.
Apesar de estes precipitados possuirem um estado energético mais alto, eles tendem
aparecerem primeiramente no processo de equilibrio impedindo a formagao de cristais (Figura

5) (DELATORRE et al., 2006).
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A principal técnica usada para a determinagdo de estrutura tridimensional de
moléculas biologicas ¢ a cristalografia de raios X, porém uso desta requer a existéncia de um
bom cristal da molécula de interesse, ou seja, um cristal que difrate a alta resolucdo. Desta
forma, portanto obter bons cristais ¢ o requisito minimo para a andlise cristalografica de
proteinas (DELATORRE et al., 2006). Através desta técnica pode-se determinar
espacialmente a posicdo atomica de todos os atomos que consistem uma macromolécula
biologica como uma proteina. O uso de cristais de proteinas vem desde meados doa anos 30,
quando dois cientistas, Bernal e Crowfoot conseguiram o primeiro padrao de difracao de raios

X de um cristal de pepsina.

1.5.2. Cristalizacéo por difuséo de vapor

Nos métodos de cristalizagao baseados na difusdo por vapor, os solventes sao
transferidos de acordo com a pressdo de vapor da amostra versus a pressao de vapor do
solvente no reservatorio (Figura 6). A técnica foi utilizada pela primeira vez na cristalizacao
da tRNA (VON HIPPEL & SCHLEICH, 1969). Neste sistema, agua ¢ retirada da amostra,
que sistematicamente diminui seu volume até que a pressdo de vapor da 4gua na amostra entre
em equilibrio com a pressdo de vapor da agua presente na solucdo do reservatorio. As duas
mais comuns técnicas de difusdo por vapor sdo os métodos da gota suspensa (“hanging
drop”), onde a gota literalmente fica pendurada sobre o reservatorio, e o da gota sentada
(“sitting drop”), onde a gota fica sentada num pogo circundado pela solucdo do reservatério.
Outro método que usa a técnica de difusdo por vapor ¢ a gota sanduiche (“sandwich drop”).
Destes, o método da gota suspensa ¢ um dos mais usuais e consiste no preparo de gotas em
laminulas de vidro, com volume variando de 1 a 10 uL de solugdo da amostra acrescidas de
igual quantidade da solug@o do reservatorio (VAN HOLDE et al., 1998; RUPP & WANG,
2004).
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Figura 5- Diagrama de fases da concentragdo de uma proteina. Onde pode ser observado a
zona metastavel (area 1) corresponde a zona ideal para o crescimento dos cristais sem
nucleacdo de novos cristais; a zona de nucleacdo (area 2) ¢ onde os cristais nucleiam e
crescem, € zona de precipitacdo (area 3) € a zona onde as proteinas nao nucleiam e precipitam

saindo da solugao.

Gota Suspensa

Gota Sentada

Figura 6- Técnicas da gota suspensa e gota sentada do método de difusdo por vapor.
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1.4.3 O método da matriz esparsa

Existem hoje no mercado, disponiveis para comercializagdo por diversas
empresas, uma grande variedade de kits de “screening” de cristalizagdo. Por exemplo, a
Hampton Research comercializa os “crystal screens” I e II baseados no método da matriz
esparsa de Jancarik & Kim (1991); a Decode Biostructures comercializa os “screenings
Wizard I e II” baseados numa matriz esparsa randomica ¢ a Jena Bioscience comercializa os
“screenings” JB Screen 1-10 e o JB Screen Mixed com 240 condi¢des (HUI & EDWARDS,
2003). Estes kits podem ser usados em conjunto com as diversas técnicas de cristalizagdo
atualmente existentes, tornando-os a primeira e melhor escolha, para quem deseja tentar
iniciar a cristalizacdo de uma nova proteina. Com esses kits, nada mais € requerido além de
combinar uma série de potenciais solugdes de cristalizagdo com uma proteina de interesse
com o auxilio de uma micropipeta, selar o sistema e esperar pelo sorriso do sucesso. As vezes
1SS0 ocorre, as vezes nao, ¢ ¢ neste momento que o cristalografo de proteinas deve comecar a
usar propria inteligéncia para diagnosticar o problema e inventar o remédio (MCPHERSON,
2004).

O desenvolvimento desses praticos kits, onde um numero limitado de condigdes
de cristalizagdo ¢ tentado usando-se pequenas quantidades de proteinas, s6 foi possivel a
medida que aumentavam o niimero de proteinas cristalizadas com sucesso, uma vez que as
condi¢des de cristalizagdo se assemelhavam e o niumero de precipitantes, tampdes e aditivos
mostrava-se limitado. A partir da observacdo dos resultados preliminares destes experimentos,
tanto nas tentativas com sucesso ou ndo na primeira vez, foi possivel determinar quais
tampdes, aditivos e agentes precipitantes seriam os mais favoraveis e a partir dai procederam-
se sucessivos melhoramentos até se conseguir cristais adequados (CARTER JR. & CARTER,
1979).

Com base nessas observacdes, e considerando como apenas trés os principais
fatores que afetam a cristaliza¢do (pH e materiais tampdes, aditivos e agentes precipitantes) a
Dra. Jaru Jancarick, propds o método da matriz esparsa (JANCARICK & KIM, 1991), onde
varias condigOes diferentes sdo tentadas ao mesmo tempo para se cristalizar proteinas. Assim

foram escolhidas apenas as principais variaveis que afetam o processo de cristalizacdo, ja que
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considerar todas as possibilidades para cristalizagdo seria invidvel dado ao elevado numero de
variaveis fisicas, quimicas e bioquimicas e a sua natureza combinatoria.

No que diz respeito a varidvel pH e tampdes, foram escolhidas cinco diferentes
condicdes de pH 4,6; 5,6; 6,5; 7,5 e 8,5; e para cada valor de pH foi escolhido o tampao
quimico que havia mostrado ser o mais adequado para a cristalizagdo de proteinas. A escolha
de aditivos também foi baseada na experiéncia de muitos laboratérios. Para os agentes
precipitantes foram escolhidos quatro tipos: 2-propanol, como agente volatil, 2-metil-2,4-
pentanediol (MPD) e polietileno glicol (PEG) como agentes nao-volateis, além de vérios
agentes de salting-out (JANCARICK & KIM, 1991).

Por tentativa e erro a matriz multidimensional de JANCARICK & KIM (1991) foi
simplificada de uma proposta original de 58 condicdes de cristalizacdo para 50 condigdes, a

forma como ¢é comercializada atualmente pela Hampton Research.

1.5.4 Difracéo de Raios X

Os raios X sdo radiacdes eletromagnéticas assim como a luz, porém com
comprimento de onda curto. Eles sdo produzidos quando particulas eletricamente carregadas a
altas energias s@o desaceleradas. Em um tubo de raios X a alta energia ¢ mantida por eletrodos
que atrai elétrons em dire¢do a um alvo metalico, o anodo. Os raios X s@o produzidos no
ponto de impacto e irradia em todas as dire¢des. Tubos com alvo de cobre possuem radiagao
caracteristica a um comprimento de onda de 1.5 A, sendo o mais usado em cristalografia de
proteinas.

Outra fonte ndo convencional de producdo de raios X é a Fonte de Radiacdo
Sincrotron. Nesta fonte ha uma intensa radiagdo eletromagnética produzida por elétrons de
alta energia num acelerador de particulas, abrangendo uma ampla faixa do espectro
eletromagnético. A radiacdo ¢ emitida em um cone estreito paralelo a velocidade instantanea
da particula. As particulas sdo levadas a moverem-se em trajetérias fechadas circulares ou
elipticas. A fonte de radiag@o sincrotron ¢ composta basicamente por um acelerador linear que
produz feixes de elétrons, um amplificador circular (“booster””) onde os elétrons ganham

energia atingindo velocidades proximas a da luz, um anel de armazenamento cavidade
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toroidal em que os elétrons sdo obrigados a adotarem trajetorias circulares ou elipticas, varias
linhas de luz de instrumentagdo acopladas ao anel de armazenamento de elétrons que recebe
os feixes de fotons, gerados pelos elétrons que circulam no anel de armazenamento. E na linha
de luz que os feixes sdo "preparados" para ter utilidade nas estacdes experimentais. Cada linha
possui um componente chamado monocromador que define a caracteristica da luz que sera
usada em experimentos cientificos, portanto cada linha de luz tem caracteristicas proprias
atendendo a determinado tipo de trabalho. A Estagdo Experimental ¢ instalada numa linha de
luz. Cada estagao ¢ formada por equipamentos e instrumentagao que permitem a realizacao de
pesquisas utilizando a luz sincrotron. Uma estacdo experimental inclui o sistema porta-
amostra (no qual é colocada a amostra do material que se quer analisar), aparelho
goniométrico (que permite posicionar a amostra para receber adequadamente a incidéncia da
luz sincrotron) e detectores de feixes de fotons espalhados ou transmitidos (que registram os
acontecimentos fisicos que ocorrem nos atomos e moléculas do material em estudo).

No Brasil existe uma unica fonte de Radiagdo Sincrotron, o Laboratdrio Nacional
de Luz Sincrotron, localizado na cidade de Campinas estado de Sdo Paulo. Este laboratério
destina uma de suas estagdes de trabalho para uso exclusivo em pesquisas interessadas em
elucidar estrutura de proteinas com aplicacdo da técnica de cristalografia de raios X.

Quando um feixe de raios X incidente encontra uma rede cristalina geralmente
ocorre um espalhamento, apesar de haver tanto interferéncia destrutiva quanto construtiva
entre os espalhamentos. A difracdo ocorre quando em certa direcdo os espalhamentos
provenientes de diversos planos atdomicos estdo em fase, ou seja, ha uma interferéncia
construtiva entre as ondas espalhadas dos diversos planos. Esta condi¢ao de refor¢co das ondas
espalhadas faz com que a imagem do espalhamento seja gravada em uma placa fotografica.

A natureza eletromagnética dos raios X permite a analogia da formagdo da
imagem do padrio de difracdo com a formagdo de imagem por raios de luz. Em um
microscopio optico o objeto ¢ iluminado por feixes de luz, que ao serem espalhados, sdo
coletados por uma lente objetiva, que recombina todos os raios de luz para formar a imagem
do objeto. Da mesma maneira, um cristal ¢ iluminado por feixes de raios X, que apds serem
espalhados sao coletados em uma placa de imagem. Mas neste caso, para que a imagem seja
reconstruida, ¢ necessario saber qual a fase e a intensidade de cada raio difratado do padrio de
difracdo, porém a informacao referente a fase ¢ perdida no experimento que somente registra

a intensidade. A analise do padrao de difracdo de raios X, obtido a partir de um cristal de uma
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substancia de interesse, ¢ de fundamental importancia na obtengdo de dados geométricos

precisos da molécula, ou seja, a resolugao de sua estrutura tridimensional.

1.5.5 Substituicdo Molecular

O método da substituicdo molecular € usado para a determinagdo inicial das fases,
seu uso requer a existéncia de moléculas similares para serem usadas como modelo de
procura. A validacdo do uso deste método baseia-se no fato de que estruturas similares ou
homologas devem diferir somente em orientacdo e posicionamento. Alguns passos devem ser
seguidos para a resolugdo inicial da estrutura por este método tais como: encontrar a
orientacdo correta do modelo na cela unitaria, localizar os posicionamentos atdmicos ¢ a
avaliacdo da qualidade do modelo. Esta técnica é vantajosa em relagdo a outras técnicas de
determinagdo de fases porque requer somente um conjunto de dados de difra¢ao de raios X
(SCHWARZENBACHER et al., 2004).

Para a utilizacdo do método da substituicdo molecular sdo necessarios seis
parametros que visam o melhor ajuste rotacional e translacional do modelo. Estes parametros
sdo afetados por erros intrinsecos de correlacdo, pela qualidade de dados que pode ser pobre,
pela falta de similaridade entre o modelo e a molécula de interesse e pela pequena dimenséo
do modelo usado na procura em comparagdo com o conteudo da cela unitaria, ocasionando o
aparecimento de muitos picos falhos que inviabilizam a resolucao preliminar da estrutura.

Os problemas em substituicdo molecular podem ser classificados em trés tipos:

- Os para qual a solucdo ¢ propriamente fraca.
- Os que, ainda, sdo dificeis de resolver.
- E aqueles que simplesmente sdo impossiveis de resolver por este método.

A utilizag@o do método requer algumas informagdes iniciais referentes a coleta de
dados: parametros de cela, resolugcdo, modelos a serem testados, nimero de moléculas
esperadas na unidade assimétrica e limite maximo de resolugdo. A determinagdo do modelo a
ser usado na substituicdo molecular deve ser feita por critério de similaridade, através do
alinhamento da seqiiéncia primaria via BLAST (programa de alinhamento de seqiiéncias de

proteinas encontrado na internet).
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1.6 Refinamento

O refinamento ¢ um processo de ajuste do modelo obtido por substituicio
molecular e tem como objetivo encontrar concordincias entre os fatores de estrutura
calculado e observado. O ajuste do modelo consiste em mudangas de parametros posicionais e
do fator de temperatura para todos os atomos, excetuando o hidrogénio. Alguns fatores
adicionais s3o incluidos no refinamento como comprimentos ¢ angulos de ligacdes. Uma
estrutura refinada deve encontrar por¢des perdidas da molécula e erros grosseiros do modelo,
bem como apresentar melhoras locais em parametros de ligacdes, no empacotamento de
cadeias laterais, nos valores de desvios do ideal estereoquimico.

Quando os parametros estereoquimicos apresentam valores proximos aos padroes
estabelecidos, estes podem ser controlados apenas com uso de um termo energético, este tipo
de refinamento ¢ chamado de refinamento por restrigdo. No refinamento por restri¢do, as
coordenadas atdmicas sao as variaveis e os fatores de restricdo sdo os angulos de ligacoes, os
comprimentos de ligagdes, os angulos de tor¢des e os contatos de van der Waals, ou seja, tais
fatores sdo as observacoes.

Uma forma de avaliar se uma estrutura esta inteiramente refinada, ou seja, ndo
apresenta grandes erros sistematicos ¢ o acompanhamento de R-fator (indice de concordéancia
entre dados do modelo e dados observados por cristalografia). Estruturas com refinamento em
excesso apresentam valores de R-fator aceitaveis, devido a facilidade de manipula¢do dos
dados cristalograficos. Em 1992, Briinger introduziu a idéia estatistica do R-free, que nada
mais ¢ do que a retirada de uma pequena porcentagem, geralmente entre 5 ¢ 10%, de reflexdes
para serem excluidas do refinamento. O valor do R-free, ao contrario do R-fator, ndo pode ser
direcionado para baixo em um refinamento falso, devido a exclusdo de suas reflexdes deste
processo de superefinamento. O valor de R-free s6 diminuira se o refinamento for bem
sucedido, portanto um valor alto de R-free ¢ um valor baixo de R-fator indicam um modelo

inapropriado.



38

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar como a geometria dos residuos que compde o dominio de reconhecimento
a carboidrato (DRC) pode influir na capacidade de induzir a producdo de 6xido nitrico por

lectinas.

2.2 Obijetivos especificos

— Obter cristais da lectina de sementes de Canavalia brasiliensis;

— Difrata-los em uma resolucao adequada para analises do DRC;

— Avaliar a potencia da atividade biologica das lectinas citadas na literatura;

— Comparar a disposi¢do dos residuos que compde o sitio e estabelecer qual

disposi¢ao favoreceria uma maior atividade bioldgica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cristalizacdo da ConBr

A lectina de sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr), purificada segundo
Moreira et al. (1984), foi solubilizada homogeneamente na concentragdo de 12,5 mg.ml™' em
agua deionizada para todos os experimentos de cristalizacdo. A lectina de Canavalia
brasiliensis, ConBr, foi submetida aos métodos da matriz esparsa e da difusdo de vapor em
gota suspensa, com o objetivo de obter a condigdo inicial de cristalizacdo. A matriz esparsa
foi montada em placas de linbro (Figura 7), e as condi¢des de procura usadas foram as do kit
de cristalizag@o “Crystal Screen I & II” da Hampton Research (Hampton Research, Riverside,
CA, USA). As gotas de cristalizagdo contendo 2 ul de solugdo de proteina, 2 ul de solucdo de
cristalizacdo e 1 ul do ligante, foram montadas em laminulas de 22x22 mm. As laminulas
foram devidamente vedadas ao reservatorio com graxa de silicone e armazenadas em um
ambiente com a temperatura de 293 K. O volume de solugdo de cristalizagdao adicionado a
cada reservatorio foi de 300 pl. Com a obteng@o dos primeiros cristais, ainda em tamanhos
ndo satisfatorios, foi preparada uma placa de otimizagdo em que se procurou variar pH,
concentra¢do do sal e concentragdo de precipitante.

O experimento de cristalizacdo foi realizado na unidade de cristalizacdo do
BioMol-Lab (Figura 8), Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade

Federal do Ceara — UFC. Esta unidade é semi-subterranea e climatizada a 293 K.
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Figura 7- Placas de cristalizacao linbro para gota suspensa (esquerda) e gota sentada (direita)

Figura 8- Unidade de cristalizagdo do Biomol-Lab.
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3.2 Coleta de dados de difracdo de raios X

As placas de cristalizacdo foram acondicionadas em caixas de isopor para serem
transportadas ao Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, que possui uma esta¢do de trabalho
dedicada a cristalografia de proteinas. Esta estacdo (W01B-MX2) opera na faixa dos raios X a

diversos comprimentos de onda (Tabela 2).

Tabela 2- Dados da Estacdo Experimental WO1B-MX2 do LNLS.

Estacdo W01B-MX2 Especificagdes

Uso cientifico: Analise de estruturas tridimensionais de
macromoléculas bioloogicas.
Faixa de operagao: Pode realizar coletas de difragio em

diferentes comprimentos de onda (0,8-2,5

A).
Fonte: Wiggler multipolar de 2T.
Elementos Opticos: Espelho colimador vertical, monocromador

de cristal duplo de Si(111) e espelho
focalizador toroidal.

Resolugdo em Energia (E/dE) = 4500.

Detetor MarMosaic 225 (CCD com area de
225x225 mm2).

Apo6s verificagdo da integridade dos cristais que chegaram ao sincrotron, os
escolhidos para a coleta de dados foram lacados nas gotas e colocados em solucdo crio
protetora composta de solu¢do de cristalizacdo com 30 % de glicerol, evitando assim a
formagdo de camadas de gelo no lago. A temperatura do crio spray foi ajustada para 100 K,
com o objetivo de diminuir a vibragdo térmica do cristal e aumentar a intensidade de
espalhamento do mesmo. O cristal foi devidamente posicionado na cabeca goniométrica do
difratdmetro e alinhado em relacao ao feixe de raios X, para que se pudesse iniciar a coleta.

Uma primeira imagem foi coletada com a placa de imagem posicionada a 150 mm do cristal e
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com tempo de exposi¢do de 30 s. Logo apds, foi feita a analise inicial da imagem de difragéo
e decisOes quanto a resolugdo, tempo de exposicao, angulo de oscilacdo e grupo espacial
foram tomadas e averiguadas em novas imagens. Ao término desta etapa a estratégia de coleta
foi completada e entdo um conjunto completo de imagens foi coletado. A integralizacdo do
conjunto completo de imagens de difracdo de raios X foi feita usando o programa Mosflm
(programa livre encontrado no pacote colaborativo de programas biologicos CCP4). A
qualidade dos dados escalonados foi aferida usando o programa Scala também pertencente ao
CCP4. O programa Scala (LESLIE, 1992) monta um arquivo de intensidades com as
observagoes Unicas, de posse desse arquivo foram verificadas as extingdes sistematicas e o

grupo espacial foi elucidado.

3.3 Substitui¢cdo Molecular e Refinamento

A proteina usada como modelo na substituicio molecular foi a lectina de
Canavalia brasiliensis. Para a determinagdo das fases iniciais foi usado o programa MOLREP
(VARGIN & TAPLYAKOV, 1997). O modelo inicial gerado por substituicdo molecular foi
inicialmente submetido a refinamentos de corpo rigido, de restrigdo e posicional. Os mapas de
densidade eletronica foram analisados usando o programa Wincoot (EMSLEY & COWTAN,
2004). Ajustes nas cadeias laterais da proteina foram feitos manualmente com auxilio do
programa Wincoot. A cada ajuste novos passos de refinamento posicional foram feitos.

Usando o programa Wincoot, foram adicionadas moléculas de agua ao modelo final.

3.4 Andlise da estrutura

A estrutura da proteina, resolvida no presente trabalho, foi alinhada com a ConBr previamente
resolvida a 3.0 A, ConM e ConA. Ent3o diferencas significantes em estrutura primaria e conformacées
estruturais modificadas como: loops com alto fator de temperatura, disposi¢cdes alteradas, DRC e as

distancias dos residuos que os compdem. Esses fatores foram analizados e investigados como tais
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mudanc¢as podem mudar as caracteristicas de suas atividades biolégicas. Também foi realizada uma
busca por ligantes, como o Abu, que apresenta um sitio conservado em outra lectinas da subtribo
Diocleinae (DELATORRE et al., 2007).0 programa Wincoot também foi utilizado para analisar as
distancias estudadas no dominio de reconhecimento a carboidrato e o programa Q-SiteFinder
(LAURIE et al.,2005) utilizado para reconhecer os sitios de ligacdo seus residuos e o volume que o
compde. Foram submetidos a caracterizagdo do DRC e calculo do volume ConM (Cdédigo PDB:
2CWM), ConA (Cddigo PDB: 1JBC) e ConBr (Codigo PDB: 3JU9). Todas as figuras e sobreposi¢des
foram feitas com o programa PyMol (DELANO, 2002) e os mapas de omissdo foram gerados usando o

programa OMITMAP(BHAT & COHEN, 1984) .
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cristal de ConBr

A lectina de Canavalia brasiliensis, quando submetida ao ensaio de cristalizagdo
com o Crystal Screen 2 da Hampton, apresentou pequenos cristais na gota correspondente a
condigdo 32, a qual era composta de 100mM de cloreto de s6dio, 100 mM de hepes pH 7,5 e
1,6 sulfato de amonio. A partir desta condig¢do foi elaborado um ensaio de otimizacdo com
variagoes sutis da condig¢do 32, onde foi observada em uma semana a formagao de cristais de
tamanho consideravel de dimensdes aproximadas de 0.4 x 0.5 x 0.4 mm (Figura 9) na
condicdo com 200 mM de cloreto de s6dio, 100 mM de hepes pH 8.5 ¢ 1.8 M e sulfato de

amonio.

Figura 9- Cristais de ConBr em sua condi¢do otimizada.
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4.2 Dados da Difragéo

O cristal de ConBr foi difratado com uma resolugdo maxima de 1.8 A, resfriado a
uma temperatura de 100 K usando 30 % de glicerol como crioprotetor para evitar a formagao
de gelo. Os dados de difragdo por raios-X foram coletadas em um comprimento de onda de
1.42 A na linha de trabalho MX1 (Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS,
Campinas, Brasil) usando uma placa detectora CCD (MAR research) a uma distancia de 130
mm do cristal. Um conjunto de 360 imagens (oscilagdo 0.5°) foi gravado. Os dados de
difracdo foram indexados, integrados e escalonados usando os programas MOSFLM
(LESLIE, 2006) e o SCALA (EVANS, 2006). Os cristais pertencem ao grupo espacial
ortorrdémbico 1222 e o coeficiente de Matthews (MATTHEWS, 1968) foi de 2.43 A’ Da’,
indicando um monomero na unidade assimétrica. As estatisticas da coleta de dados estdo na

Tabela 3.

Tabela 3- Estatistica da coleta de dados, refinamento e qualidade da estrutura.

Parameters Values

Data Collection

Grupo espacial 1222
Parametros da célula unitaria (A)

A 68,3

B 73,0

C 99,5
Reflexdes totais 99052
Numero de reflexdes unicas 14.784
Moléculas por unidade assimétrica Monomer
Limite de resolucio (A) 58,9-1,8
Rinerge (%0) 6,9 (19,6)*
Completeza (%) 99,2 (99,2)*
Multiplicidade 6,7

M/6 6,9 (3,5)*

Substituicdo Molecular
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Coeficiente de correlacdo 69,4
Reactor (%0) 41,2
Refinemento

Margem de resolucao

36,510 - 2,1

escalonada(A)
Rfactor (%) 20,4
Rfree (%) 25,3
Numero de residues na unidade

_ _ 237
assimétrica
Numero de moléculas de agua 139

Fatores deTemperatura

Estimativa do B value para toda a cadeia da proteina (A%) 31

Gréfico de Ramachandran

Residuos nas regides permitidas (%) 86,4
Residlios nas regides generosamente permitidas (%) 13,6
Residlios nas regides nao permitidas (%) 0

*QOs valores em parénteses representam a camada de maior resolucao

4.3 Substituicdo molecular e refinamento

A estrutura do cristal foi determinada por substituicdo molecular usando o
programa MOLREP (VARGIN & TEPLYAKOV, 1997). As coordenadas da estrutura da
ConBr (Codigo do PDB 1AZD) (SANZ-APARICIO, 1997), foi usada como modelo de busca,
indicando os melhores resutados de coefficiente de correlagdo com 69.4 % e um Rfator de
41.2 %. As coordenadas do acido a-aminobutirico (Abu) e glicerol foram obtidas pelo
programa PRODRG (SCHUETTELKOPF & VAN AALTEN, 2004).

As estruturas iniciais foram refinadas utilizando REFMACS5 (Collaborative
Computacional Project, Number 4, 1994). Algumas regides da cadeia principal (68-70, 117-
123, 148-151, 202-205) foram ajustadas para satisfazer a densidade de elétrons e 139
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moléculas de dgua foram adicionados ao modelo usando o programa COOT (EMSLEY &
COWTAN, 2004).

No mapa 2Fo-Fc foi possivél observar duas densidades a 5 ¢ proximas 4 Arg 228,
sendo esta regido amplamente disponivel para ao solvente. Esta regido foi resolvida pela
adicdo de um ion cloreto orientado com o nitrogénio da cadeia lateral da Arg 228 e o
nitrogénio da ALA236, um outro ion cloreto com uma molécula de agua e os nitrogénios da
cadeia lateral de ARG228 e ASN14. Uma vez que estdo presentes em solucao de cristalizagao
para explicar esta densidade de elétrons.

Depois disso, um refinamento de restrigdes foi realizado, resultando em um Rgyeqor
de 20,4% e um Ryee de 25,3%. Um omit map a 3 o foi gerado para o acido a-aminobutirico
(Figura 11) com o programa CCP4 Omit program (Collaborative Computacional Project,

Number 4, 1994). As estatisticas de refinamentos cristalograficos sdo mostradas na tabela 3.

4.4 Estrutura geral da ConBr

A estrutura determinada desse novo cristal de ConBr (Codigo do PDB 3JU9)
revela algumas diferencas da estrutura da ConBr previamente depositada (Codigo do PBD
1AZD). A estrutura refinada consiste em um mondémero da ConBr, 139 moléculas de
solvente,dois ions cloreto, um glicerol no DRC e uma unica molécula de Abu na unidade
assimétrica. O arranjo bioloégico da ConBr ¢ um tetramero, € a nova estrutura resolvida a 2.1
A alinhada com a ConBr resolvida a baixa resolu¢io nio mostra grandes diferencas nas
coordenadas da cadeia principal, mas outros segmentos de grande instabilidade como o loop
conservado nas lectinas tipo ConA que se refere a regido 117-123 comumente descrita como
uma regido pobre em densidade eletronica (BOUCKAERT et al., 1999) revelou uma grande
melhora no mapa de densidade eletronica e coordenadas. As regides 68-70, 117-123, 148-151
e 202-205 apresentou as maiores diferengas entr a estrutura refinada e o modelo, mostrando

alteragOes posicionais nos residuos de aminoacido (Figura 10).
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Figura 10- A estrutura da ConBr previamente depositada (Cédigo do PDB 1AZD) esta
demonstrada em amarelo ¢ a nova estrutura estd demonstrada em cinza. (A)Loop 68-71,

(B)loop 117-123, (C)loop 148-151, (D)loop 202-205.

O mapa fo-fc apresentou uma densidade proximo aos residues Leu 115, Leu 126 e
Val 179 que corresponde ao aminoacido ndo protéico acido a-aminobutirico (Abu)
comumente co-purificado com lectinas as subtribo Diocleinae, a qual as coordenadas foram
anteriormente descritas na lectina de Canavalia gladiata lectin (CGL) (Delatorre et. al. 2007).

O Abu ¢ um aminoacido ndo protéico que pode proteger certas plantas de alguns
patogenos; por exemplo, quando produzido em algumas plantas do género Arabidopsis, este
induz a resisténcia & certos patdgenos. Abu protege essas plantas contra patogenos através da
ativacdo de mecanismos de defesa naturais da planta, como a deposi¢do de calose e respostas
hipersensitivas (HR) e formacao de tragos de necrose. A inducdo de resisténcia ¢ muitas vezes
associada a um processo de iniciagdo que consiste em um aumento da capacidade de
mobilizacdo celular a respostas de defesa (TON & MAUCH-MANI, 2004). Muitas lectinas de
plantas ndo possuem apenas fungdes internas como reserva de nitrogénio e reconhecimento
especifico, mas também sdo capazes de interferir no funcionamento de organismos invasores
através da interacdo com glicoconjugados na superficie ou no trato digestivo destes

organismos (TAYLOR & KENNEWELL, 1993). Apesar de esta interferéncia ter sido relatada
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como um evento especifico de reconhecimento a carboidrato, ela ndo foi ainda elucidada.
Vias reguladas por “stress” para uma rapida e elevada expressao génica ¢ um dos elementos
principais na aclimatagdo em condigdes de “stress”. Acido salicilico, 4cido jasménico,
sistemina, etileno e dcido aminobutirico estdo envolvidos na potencializagdo desta expressao
génica e em outros sinais moleculares (BOEGE & MARQUIS, 2005; TON & MAUCH-
MANI, 2004).

A estrutura do cristal de CGL (Cédigo do PDB 2D7F) mostrou um sitio
hidrofoébico que contempla o sitio do Abu. Na estrutura da ConBr, o sitio apresenta uma
regido na superficie disponivel ao solvente. Essas interacdes hidrofilicas acorrem através de
pontes de hidrogénio entre o nitrogénio do Abu e o nitrogénio da cadeia principal da His 180,
oxigénio do Abu e nitrogénio e oxigénio da cadeia principal da Ala 125. O Abu também
interage com 2 moléculas de agua com seu oxigénio e nitrogénio com distancias de
respectivamente 2.7 A e 2.8 A. Em adi¢do. O Abu intermedeia contatos entre as subunidades
que compde o dimero candnico, estabelecendo pontes de hidrogénio com Asp 139 e Met 129

(Tabela 4). As interagdes do Abu com a ConBr sdo observadas na figura 12.

Figura 11- Representagdo do Omit map da estrutura do acido a-aminobutirico (Abu) em uma

visdo estereoscopica.

Os residuos Leu 115, Leu 125, Ala 126 e Val 179, que compde o sitio
hidrofébico, sdo conservados em lectinas de leguminosas (DELATORRE, 2007) e essas
interagdes do Abu localizadas nas extremidades do loop 117-123 (Figura 13). traz um
aumento do espalhamento dessa area melhorando a densidade eletronica (Figura 14). Estudos
anteriores de estruturas de ConA ndo mostraram de forma clara as posi¢des atdmicas devido a

pobre densidade eletronica na superficie do loop (BOUCKAERT, 1999).
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Figura 12- (A) Mostra claramente a regido de interacdo hidrofobica que interage com o Abu.
(B) Essa figura denota as principais interacdes hidrofilicas entre Abu e os residuos do dimero

canonico.

Leu 126

Figura 13- Representacdo do “loop” formado pela interagdo do Abu (Densidade em amarelo)
com Leu 115 e Leu 126 e como ele estabiliza o loop 117-123, promovendo uma densidade

mais evidente.
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Tabela 4- Distancias das interag¢des hifrofilicas do sitio de ligagdo ao Abu.

Abu Atomo Residuo Cadeia Distancia (A)
N1 His180 N1 A 2.7
0] ALAI25N A 34
0] ALAI1250 A 34
OoTX ASP139 OD2 B 2.6
O MET129 O B 3.4

4.5 O arranjo tridimensional do dominio de reconhecimento & carboidrato (DRC) e o

entendimento sobre sua influéncia na indugéo da producédo de NO

Lectinas da subtribo Diocleinae apresentam um alto grau de homologia de
estrutura primaria € compartilham muitas caracteristicas bioquimicas e estruturais como
regides conservadas que caracterizam esse grupo. Os residuos de aminoacidos que estdo
envolvidos no sitio de reconhecimento a carboidrato (Tyr12, Asnl4, Leu99, Tyr100, Asp208
e Arg228), sitio de ligacdo de metais (Glu8, Aspl0, Tyrl2, Asnl4, Aspl9, His24, Val32,
Ser34, Asp208 e Arg228) e cavidade hidrofobica (Tyr54, Leu81, Leu85, Val89, Val9l,
Phelll, Ser113, Vall79, 1le181, Phel91, Phe212 e Ile214) sdo completamente conservadas
em estrutura primaria de outras lectinas de Diocleinae (CAVADA et al., 2001).

A alta conservacao do DRC em lectinas de leguminosas nao determina a interagdo
por carboidrato. ConM e ConA possuem diferentes padrdes de interacdo com dimanosideos
(BEZERRA et al., 2007). Lectinas do tipo Concanavalina A usadas na indugdo da produgdo
de 6xido nitrico (GADELHA, 2005; ANDRADE, 1999), mostram discrepancias nos seus
niveis de producdo, onde ConM ¢ a melhor indutora. Estabelecendo dois patamares na
intensidade da atividade, tendo como a menor indutora ConA, e maior indutora ConM. O fato
que essas lectinas tenham um DRC conservado, sugere que arranjos espaciais modificados de
seus DRC justificam as diferentes intensidades de suas atividades biologicas.

As melhores indutoras de 6xido nitrico, onde temos como exemplo ConM,
apresentam um arranjo relacionado a DRC, os residuos que compde a cavidade mostram uma
disposi¢do em particular entre os residuos Gly227-Tyr12, Leu99-Tyrl2 e Leu99-Asnl4 que
apresentam distancias mais estreitas, enquanto Leu99-Arg228, Tyr100-Tyr12, Tyr100-Asnl4,
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e Tyr100-Arg228 se mostra mais distanciado (Tabela 5). Isso faz com que o DRC dessas

lectinas se torne mais estreito e profundo.

Tabela 5- Distancia (A) entre os residuos de aminoécidos envolvidos na interagio com
carboidratos.

ConM
ConBr 3JU9 2CWM ConA 1JBC
Tyrl2 CZ Gly227 CA 8,67 8,97 9,61
Leu99 CG Tyrl2 CZ 6,85 7,64 9,6
Leu99 CG Asnl4 ND2 9,11 9,08 10,29
Leu99 CG Arg228 CZ 11,86 11,16 10,53
Tyr1l00 CZ  Tyrl2 CZ 5,45 5,26 4,37
Tyr100 CZ  Asnl4 ND2 9,9 9,48 8,62
Tyrl00 CZ  Arg228 CZ 14,25 13,7 10,87

*Essas distancias correspondem para os atomos dos residuos que participam nas interagdes
com carboidratos.

ConBr ¢ uma lectina que apresenta distdncias com o mesmo padrdo de ConM
(Figura 14) e as mesmas cartacteristicas sdo observadas na geometria do DRC, entretanto
ConBr ndo possui uma substituigdo na PRO202, mas um arranjo modificado no loop 202-205
(Figura 14) pode justificar o movimento da Leu99 e Tyrl00 como descrito na ConM
(GADELHA, 2005; DELATORRE, 2006). A disposi¢do desse loop promove uma interagdo
proxima entre a cadeia lateral do Asp203 com a cadeia principal da Tyr100, aliviando o
impedimento estérico em um contato proximo com Tyr12, permitindo uma aproximagao entre
Gly227 e Tyrl2 (Figura 15). Resultando em um sitio mais estreito para to ConBr e ConM, ao
contrario do que acontece em ConA que possui um sitio mais aberto ¢ de um cavidade mais
rasa, apresentando assim, menores atividade para a inducdo de 6xido nitrico por células do

endotélio.
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Figura 14- As linhas pontilhadas mostram as distancias entre os residuos envolvidos nas
mudangas da geometria do DRC, onde em ConBr apresenta uma distancia menor entre
Gly227-Tyrl12, Leu99-Tyr12 e Leu99-Asnl14 (Linhas vermelhas) e um afastamento das outras
distancias, o que caracteriza os melhores indutores de oxido nitrico. As medidas estdo

mensuradas em angstroms.
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His 205

Figura 15- A sobreposi¢do de ConBr(Cinza), ConM(verde) e ConA(laranja). ConBr apresenta

uma conformacao diferente de ConA sem mudangas na estrutura primaria, o que favorece a

interacdo entre Asp203 e Tyrl00 igualmente como ConM, que mostra a substituicdo na

Ser202, aproximando essa distancia.
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Figura 16- Avaliagdo das distdncias do dominio de reconhecimento &

carboidrato

relacionando maiores e menores distancias para maiores e menores indutores. As medidas

estdo mensuradas em angstroms.
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4.6 Avaliacdo do volume do sitio de ligacdo a carboidrato e sua relagdo com a atividade

bioldgica.

A caracterizagdo da coordenacao dos residuos no DRC da ConBr mostra que esta
lectina seria uma indutora da producao de 6xido nitrico mais potente que ConM, isso fica bem
claro na avaliacdo das distancias(Figura 16), contudo apresenta uma atividade inferior a de

ConA(Figura 17).
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Figura 17- Lectinas do género Canavalia induzindo relaxamento em aorta endotelizada
precontraida com fenilefrina. Dados comparando as respostas de ConBr, ConM e ConA com
o controle (100% contracdo de Fenilefrina). Significancia + S.E.M.; *p<0.05 em relacdo ao
controle,#p<0.05 em relagao a ConBr ¢ ConA. (Adaptado de ASSREUY et al., 2009 e
GADELHA et al., 2005).
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Foram avaliados juntamente com os dados da geometria dos residuos os dados de volume do

sitio, onde foi observado um volumes de:

-135 angstroms’ para ConM (Cédigo PDB: 2CWM)
-151 angstroms® para ConA (Codigo PDB: 1JBC)
-105 angstroms® para ConBr (Cédigo PDB: 3JU9).

Apesar de a ConBr apresentar um padrido de distancias do dominio de
reconhecimento a carboidrato similar ao de ConM, a intensidade de sua atividade biologica
reduzida pode ser explicada por uma avaliagdo do volume do DRC muito inferior ao de ConM
e ConA.

Uma vez que o padrdo de distancias adequadas para indugdo da producdo de 6xido
nitrico ideal possa ter um limite, o qual ao atingir extremos, possa modificar o sitio de forma
que este apresente um volume muito reduzido, como o apresentando na ConBr que mostra
sempre discrepancias relacionadas & distancia (Fig. 16). Esse fator pode influenciar no
numero menor de interacdes formadas entre o DRC e o carboidrato da célula endotelial, assim

acarretando uma diferenca significativa na atividade biologica.



57

5. CONCLUSOES

Algumas diferencas nas atividades biologicas podem ser decorrentes ndo s6 por
diferencas na estrutura primaria envolvidas diretamente no sitio especifico, mas também por
conformagdes diferentes no proprio sitio e loops adjacentes. Esta nova estrutura de ConBr,
com uma resolugdo melhorada, mostram como os pardmetros geométricos no DRC podem
determinar uma interacdo diferente com um carboidrato e induzir uma atividade diferente.

Comparando as atividades de ConA, ConBr e ConM, montamos niveis relativos
de atividade na inducdo de oOxido nitrico, estabelecendo um patamar negativo ou baixa
inducdo (ConA) e um patamar positivo ou alta inducdo (ConM), esses dois grupos mostram
discrepancias na geometria do DRC que acabam por relacionar esses grupos a sua intensidade
da atividade bioldgica. Quando, ConBr e ConM formam duas diferentes estratégias
estruturais, uma translocagdo do loop 202-205 e uma substituicdto no SER202
respectivamente, para convergir em uma modificacdo similar do DRC. Esta, caracterizada
principalmente por uma aproximacdo entre TYR12 e TYRI00 e um distanciamento entre
TYR100 e ARG228.

Mesmo apresentando uma geometria dos residuos do DCR favoravel a uma alta
capacidade de induzir a producdo de 6xido nitrico, a baixa indugdo da ConBr acaba sendo
justificada por extremos em suas distincias, acarretando em seu menor volume do DRC, o
que torna essa caracteristica fundamental para a avaliacdo da atividade biologica.

Vale denotar que essas caracteristicas foram analisadas para a inducdo da
producao de oxido nitrico, outros modelos de atividade biolégica merecem analises
adicionais. Contudo os grupos formados pelas caracteristicas similares da geometria do DRC

e seu volume teriam uma enorme relevancia para avaliacdo de atividades posteriores.
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