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RESUMO

A pro-lectina de sementes de Dioclea grandiflora apresentou-se ativa quando
expressa de forma recombinante (r-pro-DGL) no citoplasma do modelo procariotico
Escherichia coli. Obtida de forma solavel a partir do vetor pET32a, a proteina recombinante
apresentou massa aparente (25 kDa) e sequéncia (obtida por espectrometria de massas)
1dénticas a pro-lectina silvestre, mostrando-se atipicamente funcional em comparagdo a outras
lectinas de leguminosas expressas de forma heterdloga, possuindo uma atividade especifica de
134.217.728 (U.H./mg). Diferentemente de sua contraparte silvestre, a r-pro-DGL nao
reconheceu especificamente glicose, sendo apenas fracamente inibida por manose. Em
decorréncia da alta similaridade de sequéncia entre os precursores de lectinas na subtribo
Diocleinae e lectinas ligantes de galactose pertencentes a outras tribos de leguminosas, ha a
hipotese de que o processamento pds-traducional peculiar dessa subtribo poderia influir de
forma decisiva sobre a especificidade fina dessas proteinas. Entretanto, a r-pro-DGL ndo
apresentou afinidade por galactose ou lactose, demonstrando ser a topologia do sitio de
ligacdo, bem como a conformacdo das alcas que o estruturam, os principais fatores
determinantes da especificidade a monossacarideos. Assim, pode-se afirmar que precursores
de lectinas na subtribo Diocleinae apresentam-se ativos enquanto deglicosilados, sendo ainda
capazes de formar oligdmeros e estabelecer ligagdes cruzadas entre membranas celulares e

glicoconjugados.

Palavras-chave: Dioclea grandiflora, clonagem, expressdao recombinante € processamento

pos-traducional.
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ABSTRACT

The pro-lectin from Dioclea grandiflora seeds has been shown active when
expressed in the cytoplasm of the prokaryotic model Escherichia coli (r-pro-DGL). The
recombinant protein was produced in a soluble way through the pET32a system and presented
identical apparent molecular mass (25kDa) and sequence (obtained by mass spectrometry) to
the wild pro-lectin, being atypically functional comparing to other legume lectins expressed in
heterologous systems. Unlike its wild counterpart, r-pro-DGL did not recognize specifically
glucose, being only weakly inhibited by mannose. Due to the high similarity among
sequences and structures from Diocleinae lectins and galactose-binding lectins from other
leguminous tribes, was proposed the hypothesis that the typical post-translational process of
this subtribe could be itself determinant to generate the specificity of these proteins. However,
it was not detected any affinity for galactose or lactose by the recombinant pro-lectin,
demonstrating that binding site topology, as well the conformation of the surrounding loops,
are the main factors in determining the monosaccharide specificity. Following these data we
could affirm that lectins precursors from Diocleinae subtribe are active after deglycosilation,

being capable to form oligomers and to crosslink cellular membranes.

Key-words: Dioclea grandiflora, cloning, recombinant expression and post-translational

processing.
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1.INTRODUCAO
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Lectinas sdo (glico)proteinas de origem ndo imune capazes de reconhecer
especificamente mono ou oligossacarideos, ligando-se a estes sem no entanto alterar suas
estruturas quimicas. Diversas evidéncias diretas e indiretas apontam para uma possivel fun¢ao
de defesa das lectinas, dentre as quais podemos citar o fato dessas moléculas serem capazes
de reconhecer especificamente carboidratos ndo existentes em seus organismos de origem,
entretanto, encontrados em patdgenos ou predadores naturais desses seres. (PEUMANS &
VAN DAMME, 1995, VASCONCELOS & OLIVEIRA, 2004). A capacidade de
reconhecimento especifico dessas moléculas permite que as mesmas atuem na decodificagdao
de glicocddigos, representados pelos glicoconjugados existentes tanto ancorados a membranas
quanto livres nos meios intra e extracelulares (VAN DAMME et al., 1998). Embora as
lectinas possuam caracteristicas em comum, as respostas biologicas por elas desencadeadas
podem diferir em tipo e intensidade mesmo entre lectinas com alta conservacao de sequéncia
e estrutura. Tais caracteristicas, aliadas a facil purificacdo de varias dessas moléculas, tém
despertado o interesse pela sua busca e por possiveis aplicagdes biotecnologicas (GABOR et

al., 2004; RODRIGUES et al., 2003; SHARON & LIS, 2004)

Embora as lectinas apresentem uma distribuicdo ubiqua dentre os seres vivos, as
lectinas vegetais tém recebido uma maior atencdo em decorréncia da sua abundéncia,
facilidade de purificagdo e da importancia econdmica de diferentes espécies para a economia
¢ nutricio humana (ROUGE et al., 1987; SHARON & LIS, 1989). Dentre elas, as
provenientes da familia das leguminosas (Fabaceae) sdo as mais extensivamente estudadas,

sendo consideradas modelos para o estudo das interagdes entre proteinas e carboidratos

As lectinas de leguminosas pertencentes a subtribo Diocleinae merecem destaque
em virtude do complexo processamento pos-traducional a que sdo submetidas durante seu
processo de maturagdo, envolvendo a permuta circular dos fragmentos obtidos a partir da
clivagem proteolitica de seus precursores, de modo que estes se apresentam de forma inversa
nas proteinas maduras em comparagdo a estrutura génica. Essas lectinas reconhecem
especificamente residuos de glicose e manose, entretanto, existe uma grande similaridade
entre seus precursores € lectinas pertencentes a outras tribos de leguminosas
(aproximadamente 50%), muitas das quais especificas para galactose. Devido a essa
similaridade, surgiu a hipdtese de que a permuta circular caracteristica da subtribo Diocleinae
seria por si s6 responsavel pela alteragdo da afinidade especifica dessas lectinas, uma vez que

suas cadeias dispdem-se de forma inversa em comparagao a outras.
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Diversos experimentos envolvendo a clonagem e expressao heterologa de lectinas
de leguminosas, algumas das quais sob a forma de pro-lectinas, tém possibilitado a realizacao
de andlises sobre a estrutura e funcdo dessas moléculas. A expressdao da pro-lectina de
Canavalia ensiformis (ConA) em diferentes estagios de processamento em E.coli forneceu
diversos relatos a respeito da funcionalidade e das modificagdes sofridas por lectinas da
subtribo Diocleiane durante seu processo de maturacdo (YAMAUCHI & MINAMIKAWA,
1990; MIN et al., 1992; MIN & JONES, 1994; DINCTURK et al., 2001). A funcionalidade
dos precursores nessa subtribo ja foi tema de diversos trabalhos, entretanto, alguns aspectos
ainda necessitam serem esclarecidos a respeito do ponto exato onde tais moléculas adquirem
sua capacidade de reconhecimento especifico de carboidratos. Primeiramente, determinou-se
que tais lectinas tornavam-se ativas apoOs a clivagem proteolitica de seus precursores, o que
deveria ser acompanhado por alteracdes conformacionais responsaveis pela formacao do sitio
de ligagdo (BOWLES et al., 1986; CHRISPEELS, 1986). Outros trabalhos relataram como
sendo a deglicosilagdo do precursor o passo chave na aquisicdo da capacidade de ligacao
(MARCUS & BOWLES, 1988; MIN & JONES, 1992; SHELDON & BOWLES, 1992),
entretanto, pesquisas subseqlientes reportaram tal etapa como sendo insuficiente para a

ativagdo da lectina (RAMIS et al., 2001).

A inconclusividade desses dados confere uma grande relevancia a estudos
adicionais sobre as pro-lectinas pertencentes a familia das leguminosas. A analise da
funcionalidade e das alteragdes pos-traducionais responsaveis pela ativagdo dessas moléculas
possibilitarda compreender e justificar a existéncia de processamentos tdo complexos entre

grupos distintos.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos Gerais

Expressar de formar recombinante em Escherichia coli uma pro-lectina de
sementes de Dioclea grandiflora com o intuito de analisar a importancia das modificagdes
pos-traducionais ocorrentes durante o processo de maturacdo dessa lectina, relacionando-os a
sua funcionalidade, bem como a influéncia desse processamento peculiar na determinacgao da

afinidade especifica das lectinas da subtribo Diocleinae.

2.2. Objetivos Especificos

* Clonar e expressar em FE.coli o gene referente a pro-lectina de sementes de

D.grandiflora (r-pro-DGL);

* Otimizar o protocolo de purificagdo da r-pro-DGL, visando a obtencdo de um bom

rendimento de proteinas soluveis;
* Analisar a funcionalidade e a possivel inversdo de afinidade da pro-lectina;

» Realizar andlises sobre a influéncia do processamento pos-traducional nas lectinas da

subtribo Diocleinae.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
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3.1. Lectinas

3.1.1. Aspectos Historicos e Definicao

As lectinas surgiram no cenario cientifico em 1888 durante estudos realizados por
Herman Stillmark sobre o principio toxico de extratos de sementes de mamona (Ricinus
comunis). Durante esses estudos ele observou que tais extratos, assim como os de outras
plantas pertencentes a familia Euphorbiacea, apresentavam a capacidade de aglutinar
eritrocitos de diferentes animais. Stillmark propds que tanto a toxicidade quanto a capacidade
aglutinante desses extratos deviam-se a presenca de um mesmo fator protéico, mais
especificamente uma enzima, denominada por ele de Ricina (STILLMARK, 1888).
Entretanto, hoje sabemos que o fator protéico de R.comunis analisado por Stillmark era uma
combinac¢do de diferentes aglutininas ndo-toxicas e da verdadeira Ricina, uma proteina capaz

de inativar ribossomos, sendo extremamente toxica.

Em 1891, Hellin relatou que extratos toxicos de sementes de jeriquiti (Abrus
precatorius) também se apresentavam capazes de aglutinar eritrocitos, sendo o fator protéico
responsavel por essa atividade denominado por ele de Abrina. Em decorréncia das
similaridades exibidas por ambas as proteinas, Ricina e Abrina, Elfstand propos em 1898 o
termo hemaglutininas para proteinas que se apresentassem toxicas e capazes de aglutinar
eritrocitos. Entretanto, a idéia de que a toxicidade era uma propriedade intrinseca dessas
proteinas foi abandonada no comego do século XX, quando Landsteiner & Raubitschek
reportaram pela primeira vez a presenga de hemaglutininas ndo-tdxicas em extratos de
leguminosas como Pisum sativum, Lens e culinaris (LANDSTEINER & RAUBITSCHEK,
1907). Apo6s esse trabalho, muitas outras hemaglutininas vegetais nado-toxicas foram

identificadas (LANDSTEINER & RAUBITSCHEK, 1907).

Em 1906, Summer isolou a partir de sementes de Canavalia ensiformis uma
fracdo protéica hemaglutinante (ConA) capaz de se ligar também a amido, glicogénio e
mucinas. Ele observou que tais interagdes podiam ser inibidas por carboidratos de baixo peso
molecular, como a sacarose (SUMMER & HOWELL, 1936), evidenciando pela primeira vez
a capacidade dessas moléculas em reconhecer carboidratos. Posteriormente, a descoberta de
que diferentes aglutininas apresentavam predilecdo por distintos tipos de eritrocitos

(LANDSTEINER & VAN DER SCHEER, 1931) permitiu a Boyd em 1954 propor o termo
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lectina (do latim legere, escolher) (BOYD & SHAPLEIGH, 1954). Inicialmente esse termo
enfatizava apenas a capacidade hemaglutinante dessas proteinas, surgindo entdo a necessidade
de diferencia-las de outras moléculas dotadas dessa mesma habilidade. Atualmente existem
diversas defini¢des para lectinas, entretanto, todas se enquadram dentro de trés requisitos
principais (GABIUS, 1997; GOLDSTEIN et al., 1980; KOCOUREK & HOREJSI, 1983),

sendo eles:

1 — Sao (glico)proteinas capazes de reconhecer especificamente carboidratos,
2 — Nao se associam ao sistema imunoldgico,

3 — As lectinas nao alteram a estrutura quimica de seus ligantes.

Essas trés premissas permitem diferenciar as lectinas de outras moléculas capazes
de causar aglutinagdo de células, como taninos, alguns lipidios, substincias catidnicas e
carboidratos que interagem com oligossacarideos, além de destacar também a ndo relacdo das
mesmas ao sistema imune, apesar do padrao de expressao dessas proteinas poder ser alterado
mediante situagdes de estresse, como infec¢des virais (SCHEGGIA et al., 1988) e secas
(SINGH et al., 2000). O fato das lectinas ndo causarem alteragdes estruturais as moléculas
que ligam permite também distingui-las de certas enzimas como glicosiltransferases e
glicosidases, que a baixas temperaturas podem causar hemaglutinacdo, tendo em vista que a
unido dessas enzima a superficie celular ocorre mais rapidamente que a hidrélise da ligagao

glicosidica (SHANNON et al., 1981).

Tendo por base essas consideragdes, Peumans e Van Damme conceituaram
lectinas como sendo proteinas de origem ndo imune que possuem pelo menos um Unico sitio
nao catalitico capaz de se ligar de forma especifica e reversivel a mono- ou oligossacarideos
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995), sendo esta a definicdo mais aceita. Entretanto, lectinas
também podem ser definidas como proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune com um
ou mais sitios por subunidade, capazes de interagir reversivelmente com segmentos glicidicos
por meio de pontes de hidrogénio e interacdes Van der Waals (LIS & SHARON, 1998).
Ambas as defini¢des sdo bastante abrangentes e incluem proteinas ndo aglutinantes e certas
enzimas, como as quitinases vegetais de classe I (VAN DAMME et al., 1998). Tais moléculas
sdo consideradas lectinas em decorréncia de seu sitio Unico de ligacdo a carboidrato ser

separado do sitio catalitico, ndo apresentando relagdo com a atividade enzimatica.
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3.1.2. Classificacao Geral

As lectinas podem ser estruturalmente distinguidas entre si, havendo sido
proposto por Peumans ¢ Van Damme em 1998 (VAN DAMME et al., 1998) a separagao
dessas proteinas em quatro grandes classes com base em suas estruturas gerais (figura 1). Sao

elas:

e Merolectinas: sdo lectinas monovalentes, apresentam um unico sitio de ligacao
a carboidrato, sendo dessa forma incapazes de causar aglutinagdo de células ou a precipitagao

de glicoconjugados (VAN DAMME et al., 1998).

e Hololecinas: sdo proteinas que apresentam dois ou mais sitios de ligacdo a
carboidratos, apresentando dessa forma a capacidade de estabelecer ligacdes cruzadas entre
células e glicoconjugados, precipitando-os. Um exemplo dessa classe ¢ a lectina de Canavalia

brasiliensis (Conbr) (SANZ-APARICIO et al., 1997).

e Quimerolectinas: as lectinas dessa classe apresentam, além dos dominios
ligantes de carboidrato, um ou mais dominios independentes e de funcdo biologica distinta
(ex: atividade enzimatica). Podemos citar como exemplo a PPL2, uma lectina obtida a partir
de sementes de Parkia platycephala, que apresenta de forma independente um dominio

ligante de quitina e outro com atividade endoquitinasica (CAVADA et al., 2000).

e Superlectinas: apresentam pelo menos dois dominios distintos de ligacdo a
carboidratos, diferentemente das hololectinas essas proteinas sdo habeis a reconhecer

diferentes sacarideos (VAN DAMME et al., 1998).
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Merolectinas Quimerolectinas .
@ 9y SR
Heveina
PPL2
Hololectinas ,. . Superlectinas
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DGL

D = 5itio de ligagao a carboidrato
= Sitio catalitico

Figura 01. Representaciio esquematica de merolectinas, hololectinas, quimerolectinas (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995) e superlectinas (VAN DAMME et al., 1998).

3.1.3. Ocorréncia

Diversas lectinas ja foram isoladas a partir de uma grande variedade de seres
vivos, como bactérias (IMBERTY et al., 2004), fungos (KAWAGISHI et al, 2001), plantas
(BRANCO et al., 2004), insetos (TAKASE et al., 2009) e vertebrados (KILPATRICK, 2002),
podendo ser encontradas até mesmo em virus (GLICK et al., 1991). Esses relatos demonstram
a ubiquidade das lectinas na natureza, evidenciando um importante papel dessas moléculas na

fisiologia desses organismos.

Em vegetais as lectinas sdo freqiientemente isoladas de sementes (CAVADA et
al., 1998; GUPTA & SRIVASTAVA, 1998; MOREIRA et al., 1998; REGO et al., 2002;
KONOZY et al., 2003) e, em menores propor¢des, de outros tecidos como folhas, entrecascas,
frutos, raizes e flores (MARTINEZ & CORDOBA, 2000; NAEEM et al., 2001; MISHRA et
al., 2004). As lectinas vegetais que sdo produzidas em 6rgaos de estocagem (sementes, na
maioria, mas também tubérculos, bulbos e raizes, dependendo da planta) dominam o cenario
da Lectinologia por serem encontradas em quantidades preparativas, bem como pela

importancia economica e nutricional de suas espécies.
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3.1.4. Principios Gerais do Reconhecimento Proteina-Carboidrato

O padrao de glicosilacao presente na superficie celular (glicocalice) atua como um
verdadeiro cartdo de identificacdo da célula, armazenando informacgdes valiosas a respeito do
tipo celular e sobre seu estado metabodlico. Entretanto, a forma como essa informagdo se
apresenta ¢ essencialmente diferente do que ocorre nos acidos nucléicos e nas proteinas.
Sequéncias de DNA, RNA e aminodcidos contém informagdes ordenadas de forma linear,
enquanto os oligossacarideos apresentam-se por sua vez ramificados. Dessa forma, os
carboidratos apresentam-se capazes de gerar uma maior diversidade de conformagdes (apesar
de constituidos também por unidades basicas) do que as estruturas de polimeros lineares
(LORIS, 2002). Assim as intera¢des entre proteinas e carboidratos servem como grandes vias
de informagdo bioldgica, podendo ocorrer em diferentes contextos bioldgicos (GABIUS et al.,

2002).

As lectinas participam dessa interface como decodificadores, reconhecendo de
forma especifica mono ou oligossacarideos ancorados a membrana celular. Entretanto, o
processo de reconhecimento de estruturas glicidicas por proteinas apresentam algumas
peculiaridades. Diferentemente dos 20 aminoacidos existentes, os blocos constituintes dos
oligossacarideos (monossacarideos) sdo extremamente semelhantes, existindo apenas alguns
poucos grupos funcionais para direcionar o reconhecimento (grupos OH, N-acetila,
carboxilato, sulfato e pequenas cadeias alifaticas), porém, seu padrido de ramificacdo gera
variedade conformacional suficiente para contornar esse problema (LORIS, 2002). Outro
ponto centra-se na inflexibilidade natural dos glicanos (IMBERTY & PEREZ, 2000), o que

torna as interagdes entre proteinas e carboidratos basicamente de baixa afinidade.

Uma caracteristica bem difundida entre as lectinas ¢ o fato de seus sitios de
ligacdo apresentarem-se basicamente constituidos por sitios primarios capazes de reconhecer
especificamente um inico monossacarideo (com baixa afinidade). Entretanto, frequentemente
existem sitios secundarios que ligam-se a outros residuos de monossacarideos, ou mesmo a
grupos hidrofobicos, conectados a0 mesmo monossacarideo presente no sitio primario. A
existéncia desses sitios adicionais aumenta a afinidade de ligagdo em uma ordem de
magnitude que varia de duas a cinquenta vezes (LORIS et al, 1998). Porém, na pratica as
lectinas fazem-se valer de multiplos sitios de ligacdo (multivaléncia), uma vez que a maioria

delas apresenta-se como dimeros ou tetrameros. Dessa forma, a conformagao e disposi¢ao dos
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sitios de ligacdo, bem como dos epitopos por eles reconhecidos, sdo capazes de gerar uma

interagdo de alta especificidade (BREWER & DAM, 2002; SACCHETTINI et al., 2001).

3.1.5. Funcoes das Lectinas

Desde a sua descoberta as lectinas tém gerado polémica com relagdo as suas
possiveis fungdes, entretanto, mesmo para lectinas com grande similaridade torna-se dificil
atribuir uma funcdo em comum, tendo em vista que as mesmas podem apresentar variagdes
em relacdo a especificidade, localizacdo intracelular e periodo de sintese (RUDIGER &
GABIUS, 2001). A capacidade de reconhecer carboidratos de forma especifica permite que as
lectinas atuem na decodificagdo de glicocddigos, representados pelos polissacarideos e
glicoconjugados. Tais moléculas podem existir tanto nas formas livre, quanto ancoradas a

membrana celular ou a matriz extracelular (VAN DAMME et al., 1998).

Em vegetais, uma das premissas mais aceitas trata sobre a possivel fungdo de
defesa das lectinas em detrimento de simples reservas de nitrogénio. Essa hipotese ¢€
sustentada pelo fato de muitas dessas proteinas apresentarem a capacidade de reconhecer
especificamente carboidratos inexistentes em seus vegetais de origem, mas abundantes em
outros organismos (PEUMANS & VAN DAMME,1995). Suas destacadas resisténcia a
proteolise e estabilidade mediante variagdes consideraveis de temperatura e pH
(VASCONCELOS & OLIVEIRA, 2004) sao outras caracteristicas que corroboram para essa
idéia. Essas “func¢des externas” das lectinas conferem aos vegetais uma maior adaptabilidade

ao seu meio. Dentre elas, podemos citar:

1 - Protecdo contra herbivoros: Essa propriedade ¢ conferida pela capacidade e
algumas lectinas vegetais de interagir com glicanos presentes na superficie celular do trato
digestivo de insetos e mamiferos (VASCONCELOS & OLIVEIRA, 2004). Diversos trabalhos
reportam varios efeitos toxicos e/ou antinutricionais causados por essas proteinas, como a
WGA, ConBr e GSA, todas capazes de inibir o crescimento de Callosobruchus maculatus, o
gorgulho do feijao-de-corda (GRANGEIRO et al, 1999a; GRANGEIRO et al., 1999b;
MURDOCK et al., 1990; ZHU et al.,1996); além da GNA, que apresenta efeito toxico contra
o afideo Aulacorthum solani (DOWN et al., 1996).
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2 — Atividade antifungica: A quitina, polimero constituido por residuos de N-
Acetil-Glicosamina (GlcNac) unidos por ligagdes B(1-4), € o principal constituinte da parede
celular fungica. Dessa forma, lectinas ligantes de GlcNAc podem exercer efeito inibitério

sobre o crescimento celular fiingico, como por exemplo a WGA (RUDIGER, 1997).

3 — Simbiose com bactérias nitrificantes: Varias plantas, em particular as
leguminosas, sdo conhecidas pela sua habilidade em estabelecer simbiose com bactérias
capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, como as do género Rhizobium e outros
relacionados, tornando-as independentes da adicdo de fertilizantes nitrogenados (RUDIGER,
1984). Essa relacdo ocorre mediante a interacdo entre lectinas presentes nas raizes e
glicoconjugados (lipochitooligossacarideos) da parede celular bacteriana (EIJSDEN et al.,

1995).

Apesar de apresentarem importantes papéis no meio externo, as lectinas também
possuem fungdes indispensaveis no controle da homeostase vegetal. Dentre elas podemos
citar o papel das lectinas como reservas de nitrogénio durante o desenvolvimento inicial da
planta, ja que o estoque dessas proteinas diminui progressivamente durante o crescimento da
plantula. Essa funcdo ¢ acoplada ao possivel papel na defesa, uma vez que quantidades
consideraveis de lectinas presentes na semente podem ajudar a evitar que essa seja predada ou
danificada, porém, se nao requisitadas, sao entdo consumidas (PEUMANS & VAN DAMME,
1995). Outro papel das lectinas encontra-se na interagdo com enzimas, direcionando sua
atuagdo a sitios especificos e ao mesmo tempo modulando sua atividade (TAIPALENSUU et

al., 1997, WIERZBA-ARABSKA et al., 1987)

Em animais, numerosos processos intra- e intercelulares sao mediados por lectinas
em interacdo a biomoléculas, onde tais processos podem ser tanto de natureza fisiologica
(reconhecimento especifico entre espermatozoide e ovulo na fecundacdo, interagdes entre
células e célula-matriz extracelular durante a embriogénese e no desenvolvimento do
organismo, diferenciacdo e proliferacao celular, etc.) (GABIUS, 1997) quanto patoldgica
(unido de bactérias, virus e toxinas a membrana celular; transformac¢do maligna e metéstase,
etc.). Diversos trabalhos reportam ainda a participagdo dessas proteinas em varios disturbios
metabolicos no homem, como alteracdes no padrao de expressdo de galectinas durante a
inflamacdo e cancer, patologias decorrentes de alteracdes sofridas por glicolipideos
(sindromes de Fabry, Krabbe, Gaucher, Tay-Sachs, etc.) ou glicoproteinas (impedindo o

reconhecimento especifico dessas moléculas em processos celulares), e ainda na colonizacao
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de diferentes tecidos por bactérias e protozoarios (LORIS, 2002; MITCHELL et al., 2002).

3.2. Lectinas Vegetais

Muitas lectinas vegetais tém sido extensivamente caracterizadas recentemente.
Geralmente, essas proteinas recebem suas denominagdes a partir das plantas das quais sdo
obtidas, como no caso das lectinas de Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia maritima
(ConM), Dioclea guianensis (Dguia) e Dioclea grandiflora (DGL). A maior parte dessas
lectinas ¢ destinada a secre¢do, sendo acumuladas nos vactiolos ou integradas a parede celular
ou espacos intercelulares. Podemos citar como alguns exemplos a Concanavalina A (ConA) e
as lectinas de soja (SBA), ervilha (PSA) e fava, que apresentam altas taxas de acumulagdo nos
vactolos de seus cotilédones (8 a 10% das proteinas totais), porém, baixas taxas em outros
tecidos embrionarios. Essas lectinas sdo sintetizadas durante o desenvolvimento da semente

juntamente com varias importantes proteinas de reserva (RUDIGER, 2001).

As lectinas vegetais podem ser classificadas com base em suas estruturas em sete

familias distintas, de acordo com Peumans ¢ Van Damme (1998), sendo elas:
e Lectinas de Leguminosas;
e Lectinas de monocotiledoneas ligantes de manose;
e Lectinas ligantes de quitina,
e RIPs do tipo 2 (Proteinas Inativadoras de Ribossomos);
e Lectinas relacionadas a jacalina;
e Lectinas relacionadas a amarantina;
e Lectinas de floema de Curcubitaceae.

Apesar de poderem apresentar afinidade por carboidratos distintos, as lectinas
vegetais apresentam uma extensa similaridade que se faz presente mesmo em membros de
grupos taxondmicos ndo relacionados, o que demonstra uma estreita relagdo evolutiva entre
essas moléculas (PEUMANS & VAN DAMME, 1998). Além do que, em uma mesma espécie

pode-se encontrar lectinas estruturalmente relacionadas, mas que desencadeiem diferentes
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respostas bioldgicas. Um exemplo desse fato € a espécie Ricinus comunis, que produz uma
lectina téxica (Ricina) com fraca capacidade aglutinante, e outra ndo-toxica com alta

capacidade aglutinante (RCA — Ricinus comunis agglutinin) (RUDIGER & GABIUS, 2001).

3.3. Lectinas de Leguminosas

As lectinas de leguminosas (familia Fabaceae) constituem o grupo estruturalmente
mais estudado dentre as lectinas vegetais. Sdo geralmente obtidas a partir de sementes e
apresentam uma alta conservacao entre suas estruturas primarias e terciarias, apresentando-se
em sua maioria como homodimeros ou homotetrameros. Esse grupo de plantas tem recebido
nos ultimos anos uma grande atencdo do meio cientifico, especialmente nos campos da
genOmica e protedmica, como consequéncia de sua grande importancia na nutricdo humana e

na agricultura sustentavel (ROUGE et al., 1987, SHARON & LIS, 1989).

Dentre os estudos envolvendo gendmica, diversos genes para lectinas tém sido
identificados e caracterizados em leguminosas, bem como a realizagdo de estudos
comparativos e filogenéticos entre os mesmos. A expressdo dessas lectinas em sistemas
procaridticos e/ou eucaridticos possibilita ndo apenas a realizagdo de andlises estruturais
(cristalografia ou ressonincia magnética nuclear), mas também a obten¢cdo de um melhor
entendimento a respeito dos mecanismos de regulacdo dessas proteinas. Diversos estudos
envolvendo transferéncia de genes tém abordado também o potencial dessas lectinas como
ferramentas para o combate a pestes agricolas, tendo em vista sua possivel fun¢do de defesa

(NAISA et al., 2009; QURESHI et al., 2007).

A protedmica por sua vez, esta emergindo como uma potente ferramenta
complementar a gendmica na analise dos aspectos estruturais e dindmicos dessas moléculas
(NAISA et al., 2009). Hoje, mais de 250 sequéncias de aminodcidos sdo conhecidas, a
maioria homologas, com excecao das lectinas de Parkia platycephala (GALLEGO DEL SOL
et al., 2005). Foram também resolvidas mais de 35 estruturas tridimensionais de lectinas
através da técnica de difracdo de raios X, tanto em suas formas livres quanto complexadas a

diferentes ligantes (3D Lectin Data Bank).
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3.3.1. Aspectos Estruturais das Lectinas de Leguminosas

A estrutura tridimensional das lectinas de leguminosas ¢ caracterizada pela
presenca do motivo protéico conhecido como “jellyroll” (figura 2), também encontrado em
outras proteinas e frequentemente associado ao processo de reconhecimento de carboidratos
(KEITEL et al., 1993; VARELA et al., 1997). Esse motivo possui em suas porgdes anterior €
posterior, respectivamente, uma folha [ parcialmente estendida de seis fitas e uma folha 3
curvada de sete fitas, anti-paralelas e unidas entre si por uma terceira e curta folha de cinco
fitas situada na por¢do superior do motivo (CAVADA et al., 2001). Tais folhas apresentam-
se conectadas por alcas (loops) que variam de tamanho dentre as diferentes lectinas. Tal
estrutura assemelha-se a um sanduiche e ¢ estabilizada pela presenca de dois nucleos
hidrofobicos (BANERIJEE et al., 1996). Esse motivo (“legume lectin fold”) foi observado
pela primeira vez na estrutura da lectina de Canavalia ensiformis (ConA), sendo o mais

extensamente observado dentre as lectinas (VIAJAVAN & CHANDRA, 1999).

Folha superior

Folha anterior

Faolha posterior

(a) (b)

Figura 02. (a) Diagrama esquematico da estrutura terciaria das lectinas de leguminosas, mostrando a
posicao das folhas e do sitio de ligacao a carboidrato (adaptado de Chandra et al., 2001). (b) Motivo
“jellyroll” (adaptado de Nagano et al., 2008).

Apesar da grande similaridade existente entre as lectinas desse grupo, alteracdes
sutis em suas sequéncias de aminoéacidos podem acarretar modificagdes significativas na

forma de associag¢do entre os mondmeros. Essas associagdes, ou interfaces, podem ocorrer de



34

sete formas distintas, sendo elas: canonica (ou tipo II), X1, X2, X3, X4, X5, e a chamada

interface ndo usual da PNA (BRINDA et al., 2004; SINHA et al., 2007) (tabela 1).

A interface canOnica ¢ a mais comumente observada, sendo marcada por uma
disposi¢do paralela das folhas B que se situam na por¢do posterior do motivo “jellyroll”,
originando uma folha continua de 12 fitas. Entretanto, alteragdes nesse padrao podem ocorrer
em decorréncia de caracteristicas intrinsecas da prdopria molécula, como a presenga de
glicosilagdes ou aminoacidos carregados no sitio de associacdo. Essas alteragdes permitem a
formagdo dos diferentes tipos de interface, que sdo caracterizadas pela sobreposicdo dessas
mesmas folhas, havendo variacdo apenas no angulo de disposi¢dao (BRINDA ef al., 2004). Em
2008, Moreno et al. reportaram a existéncia de um novo tipo de interface observada entre os
dimeros GS4 da lectina de Lotus tetragonolobus (LTA), diferenciada das previamente
relatadas em decorréncia de uma glicosilagdo existente na regido de associagcdo entre os

dimeros.

Com base nessas diferentes formas de associagdo, as lectinas de leguminosas
podem exibir oito diferentes tipos de estrutura quaternaria, entre dimeros e tetrameros, que
podem ser classificadas como: Candnica, tipo EcorL, GS4, DBL, tipo ConA, tipo PNA, GS1 e
DBS58 . Os tetrameros sdo geralmente dimeros de dimeros, apresentando principalmente dois
tipos de interface. Essas diferencas estruturais tém influéncia direta na afinidade especifica
dessas lectinas, tendo em vista que o sitio de ligacdo a carboidrato ird expor-se de forma

diferenciada em cada uma delas (BRINDA et al., 2004; SINHA et al., 2007).
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Tabela 1. Diferentes tipos de interface formados entre mondmeros de lectinas de leguminosas (adaptado
de SINHA et al., 2007).

Tipo de Interface QOcorréncia Representacio

-
L

] ) Presente em Lectinas diméricas
Canonica ou Tipo II como a PSL, ou tetraméricas
como ConA e SBA.

X1 Observada no dimero DB58 e nas
interfaces ndo-candnicas da PHA
e SBA.
X2 Apenas em tetrdmeros, como na
interface nao candnica da ConA e
DGL.
X3 Dimeros tipo EcorL.
X4 Dimeros tipos GS4 e GSI.

Observada em dimeros do tipo

X5 GS1. Assemelha-se a interface

X4, entretanto, com uma
orientagdo diferente.

Interface nao-usual da Lectina de Arachis hypogea
PNA (PNA).

3.3.2. Sitio de Ligacao a Carboidrato das Lectinas de Leguminosas

O sitio de ligacdo a carboidrato em lectinas de leguminosas é uma estrutura
relativamente simples formada essencialmente por quatro alcas (loops) (LORIS et al.,1998;
SHARMA & SUROLIA, 1997). Trés dessas alcas estruturam o sitio de ligacdo (YOUNG e
OOMEN, 1992), no qual alguns poucos residuos semi-invariantes conferem a afinidade da

lectina, enquanto a quarta al¢ca ¢ responsavel pela especificidade de ligacdo a
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monossacarideos. Além do sitio primdrio, frequentemente as lectinas de leguminosas
apresentam sitios secundarios capazes de reconhecer aglcares ou grupos hidrofobicos,

contribuindo assim para a especificidade fina da lectina (HALMELRYCK et al. 1998).

A conformagdo ativa do sitio de ligacdo a carboidrato ¢ mantida por dois ions
metalicos de transigdo, calcio e manganés (BOUCKAERT et al., 1995; LORIS et al., 1998;
BOUCKAERT al., 2000). Na estrutura da ConA, o sitio de unido a Mn** denomina-se S1,
enquanto do sitio de unido a Ca®" denomina-se S2 (HARDMAN & AINSWORTH, 1972). A
presenca dos ions na lectina ¢ necessaria para a manutengdo da conformacdo “cis” da ligacao
Ala207-Asp208, que por sua vez modula a arquitetura do sitio de unido a carboidrato. Dessa
forma, a desmetalizagdo causa a perda da capacidade de reconhecimento especifico de
monossacarideos (LORIS et al., 2004). Em contrapartida, a unido do ion Mn*" ao sitio S2 da
apo-lectina (desmetalizada) induz altera¢des conformacionais que permitem a formacdo do
sitio S2. A unido do fon Ca*" ao sitio S2 reestrutura o sitio de unido a carboidrato, tornando a

lectina novamente ativa (BREWER et al., 1983).

As lectinas de leguminosas podem ser divididas em cinco grupos de acordo com
sua especificidade de unido a monossacarideos (SHARON & LIS, 1990): (1) especificas de
fucose; (2) especificas para GIcNAc/GIcNAc (B1-4) GIcNAc ; (3) ligantes de glicose/manose;
(4) especificas para galactose e/ou N-Acetil-galactosamina; e (5) aquelas que ndo se ligam a
monossacarideos. O sitio de unido a carboidrato nas lectinas de leguminosas localiza-se em
uma depressao na superficie da proteina, e o reconhecimento especifico de carboidratos se da
por intermédio de pontes de hidrogénio entre a lectina e o agucar. Também participam do
processo de reconhecimento interacdes de Van der Waals estabelecidas entre o anel aromatico
do agucar e as cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos. Contatos adicionais entre o
carboidrato e a superficie da proteina (diretos ou mediados por moléculas de &4gua),
contribuem para a alta seletividade (WEIS & DRICKAMER, 1996; ELGAVISH & SANAN,
1997).

3.4. Subtribo Diocleinae

A subtribo Diocleinae ocorre principalmente no continente americano € possui

algumas caracteristicas primitivas, como o hébito lenhoso ou grosso, as flores grandes
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possuindo discos proeminentes em torno do ovario, a hila normalmente longa e a presenca do

aminoacido ndo-protéico canavanina (dcido L-2-amino-4-guanidinooxibutandico) (figura 3).

HgNﬁ‘NHOCH;C‘Hg{T"HCC}OH
NH NH,

Figura 03. Acido L-2-amino-4-guanidinooxibutanéico.

Lackey em 1981 reconheceu a presenca de 13 tdxons ao nivel de género em
Diocleinae: Dioclea, Cymbosema, Cleobulia, Macropychanthus, Canavalia, Luzonia,
Camptosema, Cratylia, Collaea, Galactia, Calopogonium, Herpyzia, Pachyrhizus (LACKEY,
1981), porém, ele proprio sugeriu que os trés ultimos géneros talvez estivessem
inapropriadamente localizados nesta subtribo (VARELA, 2004). Estudos anteriores da
morfologia do polen da subtribo Diocleinae (KAVANGH & FERGUSON, 1981) ja
confirmavam essa observagdao e sugeriram a exclusdo desses trés géneros, além da
reclassificagdo do género Cymbosema para Dioclea. Estudos filogenéticos da tribo Phaseolae
baseados no DNA dos cloroplastos (DOYLE & DOYLE, 1993) e na analise do rDNA
(VARELA, 2004; LEE & HYMOWITZ, 2001) concluiram que os géneros Calopogonium e
Pachyrhizus pertencem na verdade a subtribo Glycininae. Estudos filogenéticos da subtribo
Diocleinae baseados do DNA ribossomico confirmaram essa exclusao ¢ a reclassificacao do
género Cymbosema, cujo unico representante era Cymbosema roseum, como uma nova
espécie de Dioclea (VARELA, 2004). Dessa maneira, a subtribo Diocleinae possui
atualmente nove géneros: Dioclea, Cleobulia, Macropychanthus, Canavalia, Luzonia,

Camptosema, Cratylia, Collaea e Galactia.

As lectinas isoladas de sementes de leguminosas pertencentes a subtribo
Diocleinae apresentam uma alta similaridade de sequéncia a ConA (ConA-like), entretanto,
exibem variagdes em seus equilibrios dimero-tetraimero pH dependente (CALVETE et al.
1999) e nas respostas biologicas que desencadeiam. Dentre essas atividades podemos citar a
proliferacdo de linfocitos, produgdo de interferon y (BARRAL-NETO et al. 1992), atividade
pro - inflamatéria (RODRIGUEZ et al. 1992) e liberagdo de histamina por mastdcitos
peritoneais em ratos (BARBOSA et al. 2001; CAVADA et al. 2001; FERREIRA et al.

1996). Tais variagcdes derivam de alteragdes singelas na sequéncia primdria de aminoacidos
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que podem, entretanto, causar modifica¢des significativas. Como exemplo podemos citar a
substituicdo de um unico aminoacido na posi¢do 58 da sequéncia da ConA em relagdo a
ConBr (4cido aspartico na ConA e Glicina na ConBr), que gera diferencas na orientagcdo dos
sitios de ligagdo a carboidrato na estrutura quaternaria dessas lectinas ao impedir a formagao
de uma ponte de hidrogénio na interface dimero-dimero (SANZ-APARICIO et al. 1997).
Assim, ConA e ConBr podem ligar-se a carboidratos similares ou idénticos expostos
diferentemente na superficie celular, podendo desencadear respostas em diferentes populacdes
celulares ou ocasionar efeitos de diferentes intensidades em um mesmo grupo de células.
Adicionalmente, como apenas a forma tetravalente dessas lectinas € capaz de causar ligagdes
cruzadas entre receptores na superficie celular, as diferentes razdes entre as formas diméricas
e tetraméricas em um dado pH podem contribuir também para gerar variabilidade nas

respostas biologicas (GALLEGO DEL SOL et al., 2004 ).

3.4.1. Expressao de Lectinas na Subtribo Diocleinae

As lectinas na subtribo Diocleinae, assim como em outras leguminosas, sdo
sintetizadas primeiramente como precursores glicosilados inativos, que apresentam em suas
sequéncias um peptideo sinal de (em torno de 30 aminodcidos) para seu direcionamento ao
reticulo endoplasmatico (HERMAN et al, 1985). Apds a eliminacdo do peptideo sinal o
precursor ¢ enviado ao complexo de Golgi, sendo em seguida armazenado ja na forma de
lectina madura em corpos protéicos de origem vacuolar (BOWLES & PAPIN, 1988).
Diferentemente de outras leguminosas, as lectinas da subtribo Diocleinae sofrem um processo
de maturagdao que envolve um complexo mecanismo pods-traducional. O oligossacarideo
ancorado a porg¢ao central do precursor ¢ fundamental para a entrada do mesmo no complexo
de Golgi, entretanto, uma vez ai compartimentalizado a pro-lectina sofre clivagens
proteoliticas que dependem da deglicosilacio da mesma (CLAUDE et al., 2005). Esse
processo acarreta a remo¢dao de uma por¢do C-terminal de nove aminodcidos e de um
peptideo intermedidrio de 15 aminoacidos, originando as cadeias y e B, que sdo em seguida
unidas novamente numa ordem inversa a que originalmente se encontravam no precursor,
formando a cadeia o madura (CARRINGTON, 1985; BOWLES, 1986; CHRISPEELS, 1986;
FAYE, 1987, BOWLES & PAPIN, 1988; SHELDON & BOWLES, 1992; SHELDON, 1996).
Essa reacdo de transpeptidagdo ¢ caracteristica da subtribo, sendo denominada permuta

circular (figura 4). Tanto a hidrdlise dependente de deglicosilagdo como a religacdo sdo
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catalisadas pela mesma enzima, uma asparaginil endopeptidase (MIN & JONES, 1994). A
atividade dessa enzima ndo ¢ completamente eficiente, uma vez que a fracdo contendo a
proteina purificada consiste numa mescla constituida por 60% da cadeia madura (contendo
seus 237 aminoacidos), e por 40% de seus fragmentos B (1-118, 14 kDa) e y (119-237, 12
kDa), unidos de forma ndo-covalente a estrutura tercidria do protomero. Essas lectinas sdo
codificadas por genes desprovidos de introns, como indicam os dados de seqiienciamento
obtidos a partir dos mRNAs e do DNA gendmico dessas proteinas (NAGANO, 2008;
GRANGEIRO, 1996, CARRINGTON,1985).

" NH, COOH
ey 5% COOH
T A F
Precursor Fragmentosf ey
(D) NH, COOH COOH
Cadeia a Religacao

Figura 04. Modifica¢des pés-traducionais durante o processo de maturacio de lectinas na subtribo
Diocleinae. (A) Clivagem proteolitica dependente de deglicosilacio. (B) Formacio das cadeias vy e . Unido
dos fragmentos de forma inversa, originando a cadeia a (C e D). Adaptado de Nagano ef al., 2008.

3.4.2. Lectina de Sementes de Dioclea Grandiflora — DGL

Dioclea grandiflora (figura 5), conhecida popularmente como mucund, ¢ uma

espécie pertencente a familia das leguminosas e tipicamente encontrada no norte do Brasil. E
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popularmente empregada no tratamento de doengas na prostata e nos rins, havendo sido ainda

reportados possiveis efeitos sedativo, tonico e anti-epilético MATTEI et al., 1995).

(a) (b)

Figura 05. Flores (a) e sementes (b) de Dioclea grandiflora.

A lectina de sementes de D.grandiflora ¢ uma proteina glicose/manose ligante nao-
glicosilada, descrita como um tetrdmero constituido por dois dimeros candnicos de massa
molecular de 100 kDa (MOREIRA ef al., 1983). Assim como outras lectinas de leguminosas,
DGL necessita ligar-se aos ions Ca®" e Mn®" para exibir sua atividade. Essa lectina possui um
alto grau de similaridade com a lectina de sementes de C.ensiformis (ConA-like), diferindo
em apenas 42 aminoacidos de suas sequéncias completas (GUPTA ef al., 1996), apresentando
todos os aminoacidos relacionados ao sitio de ligagdo a carboidrato conservados, bem como
cinco dos seis residuos dos sitios de ligagao a metal (RICHARDSON et al., 1984). A DGL
apresenta-se fisicamente, quimicamente e estruturalmente bem caracterizada (tabela 2). Sua
estrutura tridimensional (figura 6) encontra-se depositada no PDB sob o niimero de acesso
IDGL (ROZWARSKI, 1998), e diversos estudos adicionais sobre sua estrutura (NAGANO et
al., 2008), caracterizagdo (CAVADA et al.,1996) e atividades bioldgicas ja foram realizados
(ANDRADE et al.,1999; DAM et al.,1998). Diferentemente de outras lectinas de Diocleinae,
mas similarmente a ConA, DGL apresenta uma alta afinidade pelo trimanosideo 3,6-di-O-(a -
D-mannopiranosil)-a-D-manopiranose, presente na maioria das glicosilagdes protéicas

(GUPTA et al., 1996).
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Figura 06. (a) Estrutura tridimensional da DGL silvestre complexada a um trimanosideo (niimero de
acesso: 1DGL). (b) Estrutura tridimensional da DGL recombinante complexada a X-Man (nimero de
acesso 2JE9).

Tabela 2. Principais trabalhos envolvidos na caracterizacio e anilise da DGL.

Purificagdo e caracterizagdo - MOREIRA et al., 1983.
Obtencado da sequéncia de aminoacidos - AINOUZ et al., 1987.
Determinagdo da estrutura tridimensional - ROZWARSKI et al., 1998

Expressdo recombinante e mutagénese - NAGANO et al., 2008.

3.5. Lectinas Vegetais Recombinantes

Nas ultimas duas décadas o rapido desenvolvimento das técnicas em engenharia
genética (tecnologia do DNA recombinante) tem alavancado as pesquisas envolvendo lectinas
vegetais por possibilitar o acesso a sequéncias completas de cDNAs de varias dessas
proteinas. Vdrias delas tém sido expressas em sistemas heterdlogos, como bactérias
(Escherichia coli), leveduras (Pichia pastoris e Saccharomyces cerevisiae), plantas
(Nicotiana tabacum), ou mesmo células de mamiferos (células de rins de macaco). A
clonagem e expressdo recombinante de lectinas vegetais servem as seguintes propostas: (1)
determinagdo de suas estruturas primdrias; (2) analise de sua genética, evolugdo e biosintese;

(3) avaliagdo do papel de diferentes residuos de aminodcidos no reconhecimento de
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carboidratos e na associagdo de monomeros; (4) producdo de lectinas com novas

especificidades; e (5) para estudo das fungdes das lectinas nos organismos vegetais.

As lectinas recombinantes apresentam especificidades e afinidades muito
similares as suas contrapartes silvestres podendo, entretanto, diferir de forma mais
significativa a nivel estrutural. Isso ocorre principalmente porque originalmente as lectinas
vegetais sao submetidas a processamentos pds-traducionais que muitas vezes nao sao usuais.
Por exemplo, as lectinas de Pisum sativum e Vicia faba sao clivadas em duas cadeias,
enquanto a concanavalina A (assim como outras lectinas de Diocleinae) sofre uma um
processo de permuta que a torna circularmente similar a outras lectinas de leguminosas (figura
4). Além disso, lectinas glicosiladas expressas em bactérias apresentam-se desprovidas de
seus oligossacarideos (j& que as mesmas apresentam-se incapazes de realizar a maioria dos
processamentos poés-traducionais), € quando expressas em sistemas eucaridticos podem
apresentar glicosilacdes diferenciadas das originais (ETZLER, 2000; PUTZAI, 1991;
RUDIGER, 1997).

3.5.1. Expressao e Purificacdo de Lectinas em Escherichia coli

O primeiro sistema utilizado para a expressdo recombinante de proteinas foi o
modelo procaridtico Escherichia coli. Esse organismo foi inicialmente escolhido em
decorréncia do conhecimento aprofundado sobre o seu metabolismo, além de ja haver sido
utilizado anteriormente de forma bem sucedida para procedimentos de clonagem. Além disso,
esse modelo oferece diversas rotas alternativas para a expressdo de proteinas (MERGULHAO
et al., 2005; CHOI & LEE, 2005), algumas das quais ja foram utilizadas a produgao
recombinante de lectinas (tabela 3). Para a expressdo de proteinas recombinantes, ¢ necessario
inicialmente subclonar o cDNA de interesse em um plasmideo especifico para a expressao, o
qual estara sob o controle de um forte promotor induzivel. Um dos sistemas de expressao
mais populares ¢ o pET, que engloba um familia de plasmideos detentores do promotor T7.
Esse promotor normalmente ndo ¢ reconhecido pela RNA polimerase da E.coli, sendo
necessaria para a expressao do gene sob o seu controle a presenga de uma RNA polimerase
adequada. Uma vez subclonado, o plasmideo ¢ transferido para uma cepa apropriada de E.coli
(geralmente BL21), desenvolvida para a expressdo recombinante, a qual contém uma copia

cromossomica do gene para a T7 RNA polimerase sob o controle do promotor /ac. Dessa,
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forma, a producdo da T7 RNA polimerase pode ser promovida pelo acréscimo do indutor
isopropil-p-tiogalactosidase (IPTG), promovendo altos niveis de expressdo da lectina

recombinante (SORENSEN & MORTENSEN, 2005a).

Um problema comum durante a expressao recombinante de proteinas ¢ a
formacdo dos chamados “corpos de inclusdao”. Esses corpos consistem em agregados
insoluveis que se formam no citoplasma bacteriano quando ¢ detectada a presenga de altos
niveis de proteinas potenciavelmente toxicas, exdgenas ou inativas. Isso acaba por diminuir
substancialmente a quantidade soluvel de proteina recombinante. Entretanto, esses agregados
podem ser solubilizados (ap6s a extracdo protéica) por meio de agentes desnaturantes
(tampoes contendo uréia 8M ou cloridrato de guanidina 7M), porém, € necessario submeter
posteriormente a lectina a um processo de “refolding” (renaturagdo). Tal processo ¢ realizado
mediante a remoc¢do progressiva do agente desnaturante mediante ultracentrifugagdo ou
sucessivas dialises. Frequentemente mais de 90% das lectinas formam corpos de inclusdo, o
que pode ser utilizado como uma forma pratica de purificagdo, uma vez que a maior parte
desses agregados ¢ constituida por um unico tipo de proteina (SORENSEN & MORTENSEN,
2005b).

O passo final no processo de purificagdo consiste geralmente em cromatografias
de afinidade seguidas por didlise ou cromatografias de exclusao molecular. Entretanto, uma
das estratégias para facilitar esse processo consiste na expressao de proteinas de fusdo. Para
isso, o gene para lectina ¢ ligado ao gene de outro peptideo ou proteina (ja presente no
plasmideo de expressdo) que apresente propriedades de interesse. Dentre esses parceiros
podemos citar a tioredoxina, capaz de conferir uma maior solubilidade a proteina que se
deseja expressar; ou uma cauda de histidina (seis residuos de histidina fusionados a um dos
terminais da lectina). Essa cauda de histidina é capaz de formar interagdes reversiveis com
metais de transi¢do imobilizados (Co®" ou Ni*"), possibilitando a purificacdo da proteina de
interesse em um Unico passo cromatografico (SOURENSEN & MORTENSEN, 2005a). No
caso da coluna de niquel (Histrap), os sitios livres na esfera de interacdo do metal interagem

com os anéis imidazol na cauda de histidina da proteina recombinante (figura 7).
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Figura 07. Interacido entre residuos vizinhos da cauda de histidina (His-tag) e a matriz contendo niquel
imobilizado (Histrap) (CARUSQO, 2007).

3.6. Aplicacoes Biotecnologicas das Lectinas

A analise do potencial biotecnoldgico das lectinas tem despertado a atencao de
diversos grupos de pesquisa em virtude de sua grande aplicabilidade como ferramentas
bioldgicas. A capacidade de reconhecer especificamente um amplo espectro de carboidratos,
aliado a facilidade de purificacdo, sdo caracteristicas que corroboram para esse interesse
crescente. Dentre suas aplicacdes, as lectinas podem ser utilizadas para o isolamento de
glicoconjugados através de cromatografias de afinidade por meio da imobilizagdo dessas
moléculas em suportes insoliveis (SANTOS FILHO, 2001). Entretanto, ndo apenas a
purificacdo, mas a caracterizacdo desses glicoconjugados também pode ser auxiliada.
Microarranjos de lectinas tém se mostrado ferramentas valiosas para uma determinacdo
pratica do contetido glicidico de amostras, facilitando a analise de proteinas glicosiladas e de

superficies celulares (YUE & HAAB, 2009).

Estudos sobre a proliferacdo de linfocitos ou de mecanismos relativos a apoptose
se fazem valer de lectinas dotadas de atividade mitogénica, como a lectina de Cratylia mollis
(MACIEL et al., 2004), capazes de alterar o estado quiescente dessas células, induzindo a sua
multiplicagdo. J& na histoquimica, lectinas com diferentes especificidades de ligagdo a
carboidratos sdo ferramentas Uteis para investigar mudancas na glicosilacdo e expressdo de

glicoconjugados que podem ocorrer no crescimento e progressdo de cancer, doencas
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metabolicas e outras condi¢des patoldgicas (SHARON & LIS, 2004). A aplicabilidade dessas
moléculas estende-se ainda ao diagndstico clinico, podendo ser empregadas como marcadores
para a deteccdo de transformacdes celulares malignas. Como exemplo podemos citas as
lectinas de Vicia vilosa, que reconhece especificamente o antigeno Tn (N-acetil-galactosamia
Ser/Thr) (MEDEIROS et al., 2000), e a lectina de Sauromatum venosum, que reconhece N-
acetil-lactosamina (SINGH et al., 2005), ambos especificos de carcinomas. Da mesma forma,
sao utilizadas para distinguir o cancer de prostata e a hiperplasia benigna neste 6rgao (BASU
et al., 2003), bem como para detec¢do de modificacdes celulares em varios tecidos

(KUNSTFELD & PETZELBAUER, 2001).

Diversas lectinas podem ainda apresentar aplicagdes terapéuticas, podendo ser
utilizadas no combate de diferentes patdgenos. A lectina isolada da alga vermelha Solieria
filiformis foi eficiente ao inibir o crescimento das bactérias gram-negativas Serratia
marcescens, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Proteus sp e
Pseudomonas aeruginosa (HOLANDA et al. 2005). Lectinas especificas de manose obtidas
de monocotiledoneas apresentam ainda atividade antiretroviral, podendo ser utilizadas no
combate a sindrome da imunodeficiéncia adquirida em humanos (AIDS) (BALZARINI et al.,
1991). Isso se deve ao fato dessas lectinas ligarem-se a glicoproteina da capsula viral
relacionada ao reconhecimento e adesdo a linfécitos, gpl120, impedindo a invasdo dessas

células (BALZARINI et al., 1992).

Devido ao fato de algumas lectinas possuirem a habilidade para mediar
mucoadesao, citoadesdo e a citoinvasdo de drogas (GABOR et al., 2004), essas moléculas tém
sido exploradas quanto a sua utilizagcdo em sistemas de liberacdo de drogas. Lectina de folhas
de Bauhinia monandra e a lectina de Lens culinaris foram incorporadas e também adsorvidas
na superficie de nanoparticulas, mostrando ser potenciais ferramentas para a utilizagdo em

medicamentos de administragdo oral com liberacao controlada (RODRIGUES et al., 2003).

Grandes culturas ao redor do globo sofrem com o ataque de organismos patogenos
e predadores, que acabam por causar grandes perdas na producdo agricola. Plantas
geneticamente modificadas para a expressdo de lectinas com atividade toxica ou inibitoria
sobre esses organismos tem se apresentado resistentes e, consequentemente mais produtivas.
A expressdo constitutiva do gene para a lectina do alho (Allium sativum) em plantas de
mostarda indiana (Brassica juncea) tem conferido a essa uma maior resisténcia contra o

pulgdo Lipaphis erysimi (DUTTA et al., 2005). Da mesma forma, plantas de milho
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modificadas para expressdao da GNA (lectina de Gallanthus nivalis) mostraram-se resistentes
contra o ataque do afideo Rhopalosiphum maidis (WANG et al., 2005). A GNA também foi
utilizada para a producao de espécimes de Arabidopsis thaliana capazes de resistir ao ataque

do nematoide Meloidogyne incognita (RIPOLL et al., 2003).
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Material Biologico

As sementes de D.grandiflora foram obtidas a partir de plantas adultas localizadas
no Campus da Universidade Federal do Ceara, Fortaleza — CE. A identificacdo dos espécimes
foi facilitada através de consultas a exsicata referente a espécie em questdo armazenada no
herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceard. Para induzir a germinagado, as
sementes foram imersas em uma solu¢do de acido sulfurico concentrado, permanecendo sob
agitacdo leve por cerca de 20 minutos, sendo em seguida lavadas em agua corrente por 5
minutos. As sementes tratadas foram dispostas em folhas de papel filtro umedecidas com adgua
destilada e mantidas em camera imida a 25° C na auséncia de luz. As primeiras plantulas

foram obtidas ap6s uma semana de incubagao.

4.2. Alinhamento e Analise Estrutural de Lectinas de Leguminosas

A sequéncia de aminoacidos da pro-DGL (numero de acesso: CAM91962) foi
deduzida com base em seu mRNA (numero de acesso: AM701773.1)(NAGANO et al., 2008)
e comparada contra sequéncias de lectinas de leguminosas pela utilizacdo do algoritmo
BLASTp (ALTSCHUL et al., 1990), sendo analisadas similaridades entre a sequéncia desse
precursor e lectinas de outras tribos. As lectinas mais intimamente relacionadas (maior
similaridade) foram alinhadas para a andlise da conserva¢dao dos residuos envolvidos na
estruturacdo dos sitios de ligagdo a metal (calcio e manganés) e a carboidrato. Foram
selecionadas as seguintes lectinas: lectina de sementes de Sophora japonica (SJAbg — nimero
de acesso: P93538), lectina de Vaitarea macrocarpa (VML — numero de acesso: P81371 ) e
lectina da casca de Robinia pseudoacacia (RPbAI — nlimero de acesso: 1FNZ A), das tribos

Sophorea, Dalbergiae e Robineae, respectivamente (todas especificas para galactose).

Adicionalmente, os residuos envolvidos no reconhecimento especifico de
monossacarideos nessas lectinas foram visualizados com o auxilio dos programas Wincoot
(COWTAN & EMSLEY, 2004) e Pymol (DELANO, 2002), auxiliando na sugestdo de
possiveis alteragdes estruturais no sitio de ligagdo da pro-DGL. Em seguida, foi gerado um

modelo tridimensional com o auxilio do programa easyMODELLER (ESWAR et al., 2006),
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utilizando como modelos as estruturas das lectinas da casca de Robinia pseudoacacia,

Pterocarpus angolensis e D.grandiflora (2 PHF, 1 FNY, 1 DGL).

4.3. Extracdo de DNA e RNA

Para a extracdo do 4cido desoxirribonucléico (DNA genomico) 0,5g de folhas
recém expandidas foram maceradas, com o auxilio de nitrogénio liquido, até a obten¢do de
um po fino. O macerado foi transferido para um tubo de 15 ml contendo 6 ml de tampao de
extracdo pré-aquecido (Tris 100 mM pH 8,0; CTAB 2%; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; 2-
mercaptoetanol 0,2% v/v), o qual permaneceu em incubagdo por 1 hora a 60° C, sendo a
reagdo homogeneizada a cada 10 minutos. Em seguida foram adicionados 6 ml de
cloroférmio:élcool isoamilico (25:1, v/v) a mistura, que permaneceu em agitagao suave por 10
minutos. Para separar as fases soltuvel e insolivel, o extrato foi centrifugado a 5.000 g durante
10 minutos a 25° C. A fase aquosa foi coletada (sobrenadante) e transferida para um novo
tubo, sendo adicionados a esta 0,1 volumes de acetato de aménio 3 M pH 5,0, e 0,6 volumes
de isopropanol. A reacdo foi entdo centrifugada a 10.000 g durante 20 minutos a 4° C. O
precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70% e centrifugado como anteriormente. Por fim, o
pelete obtido foi solubilizado em volume adequado (30-50 ul) de tampao TE (Tris 10 mM pH
8,0, EDTA 1 mM) e armazenado a 4° C.

O acido ribonucléico total (RNA) foi obtido pela utilizagdo do kit Concern Plant
RNA Reagent, seguindo-se as instrug¢des do fabricante. Para isso, 0,1 g de plantulas de 15 dias
de D.grandiflora foram maceradas em nitrogénio liquido, sendo o polvilho transferido para
um tubo de 1,5 mL contendo 0,5 mL do reagente Concern Plant. A extragdo do RNA foi
realizada mediante agitacdo em vortex seguida de incubagdo por 5 minutos a temperatura
ambiente e centrifugagdo a 15.000 g por 2 minutos a mesma temperatura. Foram adicionados
ao sobrenadante 0,1 mL de NaCl 0,5 M ¢ 0,3 mL de cloroférmio, seguido de centrifugagdo a
12.000 g a 4° C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e misturada a um mesmo
volume de isopropanol, permanecendo em incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos.
Apos centrifugacdo sob as mesmas condi¢des anteriores o pelete foi lavado com 1 ml de
etanol 70%, feito com &agua tratada com DEPC (dietil-pirocarbonato 0,01% v/v), sendo

novamente centrifugado. O sobrenadante foi entdo cuidadosamente removido, e o precipitado
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de RNA foi resolubilizado num volume adequado (10-30 pl) de dgua tratada com DEPC e

armazenado a -80° C.

As amostras obtidas foram analisadas mediante eletroforese em gel de agarose
(0,8% m/v) (SAMBROOK ef al., 1989) e através da medida da absorbancia (1 unidade de
absorbancia a 260 nm corresponde a 50 pug de DNA cadeia dupla e 40 pg de RNA)
(MURRAY & THOMPSON, 1980).

4.4. Sintese do cDNA

A sintese do DNA complementar (cDNA) se deu mediante uma reagdo de RT-
PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reation). A reag¢dao consistiu em 12 pl de
agua tratada com DEPC (0,01% v/v), 0,1 pg do oligonucleotideo Qt (5’-CCA GTC AGC
AGA GTG ACG AGG ACT CGA GCT CAA GCT T6-3") e 1ng de RNA total. Inicialmente
a reacdo foi aquecida a 70° C por 10 minutos para a desnaturacdo de qualquer estrutura
secundaria de RNA, sendo em seguida resfriada em banho de gelo por 5 minutos. Procedeu-se
entdo a adicdo de 4 pl de tampao 5X (first strand Promega), 2 pul de DTT 0,1 M, 1 pl de
inibidor de ribonuclease (RNAsin 40 pg/ul, Promega), 1ul de DNTP (ImM de cada um) e
200 unidades de transcriptase reversa (MMLV — Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase) (RNAse H Minus, Promega). O volume final foi ajustado para 20ul, sendo
entdo a reacdo incubada a 42° C durante 1 hora, seguida de incubagdo a 50° C por 10 minutos

para inativar a enzima.

4.5. Clonagem do precursor da lectina de sementes de Dioclea grandiflora

Para a amplificagdo do gene do precursor da lectina de D.grandiflora foram
utilizados iniciadores especificos desenhados com base nos dados obtidos por Nagano ef al.,
2008. O oligonucleotideo 5’-GCCATGGAATAGCAGATGAAAAT-3’, correspondente a
sequéncia inicial de 6 aminoacidos do precursor (SIADEN) acrescido de um sitio de restrigao
para a enzima Ncol (sublinhado), foi utilizado como iniciador direto, j& o iniciador reverso

(5’AAGCGGCCGCTCATCGTCTTTAACTTAGAAG-3’) foi desenhado com base na
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sequéncia final de 6 aminodcidos (SKLKTN) acrescida de um c6don de parada de transcri¢do
e de um sitio de restricdo para a enzima Notl. Na reacdo de amplificacdo utilizou-se 1:10 do
volume total da reagdo de RT-PCR , 10uM dos iniciadores direto e reverso, 1 unidade de
Platinum Taq Polimerase e 10 mM de dNTPs. O protocolo de amplificacdo consistiu nas
seguintes etapas: desnaturacdo do DNA a 94° C durante 4 minutos, seguido de 30 ciclos de
amplificacdo (94° C durante 0,5 minutos, 50° C durante 0,5 minutos e 72° C durante 0,5
minutos) e um ciclo de extensdo a 72° C durante 10 minutos. Os fragmentos amplificados
foram separados mediante eletroforese em gel de agarose (2% m/v), purificados através do kit
Perfect Prep Gel Clean Up (Eppendorf) e anelados ao plasmideo pCR®2.1-TOPO (pTOPO)
(Invitrogen) (figura 8). O plasmideo contendo gene para a r-pro-DGL foi utilizado para
transformar células de E.coli, linhagem DHS5a, mediante eletroporacdo em um eletroporador
Eppendorf modelo 2510. Os clones positivos, selecionados mediante crescimento em meio
LB (Luria Bertani) contendo ampicilina (100 pg/ml), foram confirmados mediante PCR
utilizando-se iniciadores especificos para o precursor da lectina de D.grandiflora. O
plasmideo recombinante foi extraido mediante Perfect Prep Mini (Eppendorf) e seqiienciado
(sequenciador Applied Biosystems modelo 377 DNA) para comprovar a dire¢do correta do

inserto.

Sitio Mdltiplo de Clonagem

pUC origem

Dral

Dral pCR2ATOPO

3. 9kb

Gene para Resisténcia a Ampicilina
Dl Gene para Resisténcia a Kanamicina

Figura 08. Mapa do plasmideo de clonagem pTOPO.
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4.6. Construcio do Vetor de Expressao

Para a expressdo da proteina recombinante foi escolhido o vetor pET32a
(Invitrogen) (figura 9), selecionado com base nos 6timos resultados obtidos anteriormente na
producdo de lectinas recombinantes de Diocleinae (NAGANO et al., 2008). Esse sistema de
expressdo origina uma proteina de fusdo formada pela proteina alvo acrescida de uma cauda

de histina (histag — 6 X histidina) e da proteina tioredoxina.

O DNA plasmidial foi obtido a partir de clones positivos de E.coli, crescidos em
meio LB contendo 100png/ml de ampicilina, utilizando-se o kit Perfect Prep Mini (Invitrogen).
Inicialmente, o plasmideo recombinante pTOPO::pro-DGL e o vetor de expressdo pET32a
foram ambos digeridos com as enzimas Ncol e Notl durante 12 horas a 37° C. Em seguida os
produtos da digestdo foram separados em gel de agarose 1,5%, sendo purificados apenas os
fragmentos correspondentes ao inserto de interesse (r-pro-DGL) e ao vetor pET32a (com base
nos seus respectivos pesos moleculares) por meio do kit Eppendorf Perfect Pre Gel Clean.
Tais fragmentos foram entdo ligados com o auxilio da enzima T4-DNA ligase (Invitrogen) em
uma reacao a 13° C overnight, sendo em seguida utilizados para transformar por eletroporacao

células competentes de E.coli BL21 (DE3) para a posterior expressao da proteina de fusao.
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Figura 09. Mapa do plasmideo de expressio pET32a. Os sitios para as enzimas de restricido utilizadas
encontram-se assinalados.
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4.7. Expressao Recombinante

Clones positivos de E.coli BL21 (DE3) transformados com o plasmideo pET32a
contendo a seqiiencia para a r-pro-DGL foram confirmados por PCR utilizado-se iniciadores
especificos para o precursor da lectina de sementes de D.grandiflora (NAGANO et al, 2008).
Posteriormente foi realizada uma andlise de expressdo, mediante SDS-PAGE (LAEMMILI,
1970) dos lisados celulares, para a escolha do melhor clone para indugdo. As bactérias
transformadas foram cultivadas em meio LB (contendo 100 pg/ml de ampicilina) a 37° C sob
agitacdo até ser atingida uma ODgg entre 0,6-0,8, quando entdo foi adicionado ao meio o
indutor isopropil-p-tiogalactosidase (IPTG) a uma concentragdo de 1 mM, permanecendo a
cultura em incubacdo a 14° C por 24 horas. Posteriormente as células foram sedimentadas por
centrifugacao a 4000 g durante 10 minutos a 4° C, sendo em seguida ressuspensas em tampao
PBS (fosfato de sddio 20 mM e cloreto de sdédio 250 mM, pH 7,4) e lisadas por sonicagdo em
banho de gelo, utilizando-se para isso pulsos de SOW por 20 segundos, durante 15 ciclos (40
segundos de intervalo entre cada ciclo) em um sonicador Bandelin Sonopuls HD2070. A
separacdo das fracoes soluvel e insoluvel foi realizada mediante centrifugacdo a 12000g por
30 minutos a 4° C. O sobrenadante foi coletado (fragdo soluvel) e o sedimento (fragdo
insolavel) solubilizado em tampao PBS (pH 7,4) contendo uréia 8 M. Procedeu-se entdo a
analise das fragcdes por SDS-PAGE. Apo6s as avaliagdes iniciais foram feitas indugdes maiores

(como descrito anteriormente) para purificagdo em larga escala.

4.8. Purificacao

A proteina de fusdo (r-DGL-tioredoxina-Hise) expressa pelo plasmideo pET32a
foi purificada a partir dos lisados celulares dos clones positivos de E.coli BL21 (DE3) através
de cromatografia de afinidade em coluna de niquel imobilizado (His-trap Crude FF 5ml) em
um sistema Akta Basic (Amersham Bioscienses). A coluna foi previamente equilibrada com
tampao PBS pH 7,4 contendo imidazol 10 mM (tampao de equilibrio). As fragdes protéicas
(soluvel e insoluvel) foram entdo filtradas (membrana com poro de 0,45 um) e aplicadas a um
fluxo constante de 1ml/minuto. Em seguida a coluna foi lavada com cinco volumes de tampao
de equilibrio e eluida com um gradiente linear de imidazol 0-500 mM durante a 15 minutos a

um fluxo de 2ml/minuto (os tampdes utilizados na cromatografia da fracdo insolivel foram
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acrescidos de uréia 8 M). O pico retido na coluna Histrap a partir da fragdo insolavel foi
subsequentemente submetido a um processo de refolding, aonde a uréia foi sendo
progressivamente retirada mediante dialise, permitindo as proteinas assumir lentamente uma
conformagdo adequada e permanecer em solu¢cdo. Em seguida, a fragdo contendo a proteina
de fusao foi dialisada contra tampao Tris-HCI 50 mM e NaCl 150 mM pH 8,0 e submetida a
duas reagdes de digestdo para a remog¢do da cauda de fusdo. A primeira delas envolveu a
enzima trombina e resultou na remocao parcial da por¢do tioredoxina-Hiss fusionada a r-pro-
DGL. A digestdo foi realizada a 20° C durante 16 horas, utilizando-se 0,2 unidades de enzima
por miligrama de proteina. Para a remocdo do restante da cauda foi utilizada a enzima
enteroquinase. Desta vez a reacdo ocorreu durante 18 horas a 20° C, sendo utilizadas cinco
unidades da enzima para cada miligrama da proteina de fusdo. Essa sequéncia de digestdes foi

adotada com o intuito de aperfeigoar a remog¢ao da cauda de fusdo.

Apos cada passo de digestdo a proteina recombinante foi isolada do restante da
reacdo (enzimas e fragmentos da cauda de fusdo) por cromatografia de afinidade em
Sepharose-manose. A coluna foi previamente equilibrada com tampao Tris-HCl 50 mM e
NaCl 150 mM, pH 8,0 contendo CaCl, 2 mM e MnCl, 2 mM (tampao de equilibrio), e
subsequentemente eluida (ap6s a absorbancia a 280 nm haver atingido linha de base) com
esse mesmo tampao adicionado de manose 100 mM. A fracdo retida, contendo a r-pro-DGL
purificada, foi dialisada exaustivamente contra Tris 50 mM e NaCl 150 mM pH 8,0, para a
remocao do agtlcar, e concentrada por meio de filtros Amicon (Milllipore) com poros de 10
kDa até uma concentracdo de 1 mg/ml. A partir dessa solugdo de proteina foram realizados
ensaios de hemaglutinagdo e inibi¢do, assim como andlises por SDS-PAGE e espectrometria

de massas.

4.9. Detecciao da Atividade Hemaglutinante

Os testes para detec¢do de atividade hemaglutinante nas diferentes etapas de
purificagdo foram realizados em placas de microtitulagdo, a partir de uma adaptagdo ao

protocolo descrito por Moreira e Perrone (1967) como descrito a seguir:

As amostras, em duplas seriadas, foram diluidas (1:2, 1:4, 1:8...) em Tris-HCI 0,1

mol/L pH 7,6 contendo NaCl 0,15 mol/L. A 100 uL de cada dilui¢do adicionou-se 100 puL de
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uma suspensdo de hemacias de coelho, normais ou tratadas com enzimas proteoliticas
(papaina ou tripsina) a 2% em NaCl 0,15 mol/L. O ensaio foi incubado a 37°C por 30 minutos
e, apoOs esse periodo, deixado em repouso a temperatura ambiente por mais 30 minutos. A

presenca ou ndo de hemaglutinagao foi entdo detectada macroscopicamente a olho nu.

Os titulos de hemaglutinagdo foram medidos em termos de Unidade
Hemaglutinante (U.H.) como sendo o inverso da maior dilui¢do ainda capaz de apresentar

hemaglutinagao visivel.

4.9.1. Calculo da Atividade Hemaglutinante Especifica

Apobs a obtencdo do titulo de hemaglutinagdo e da concentragdo de proteinas
soluveis, a atividade especifica foi calculada, com o objetivo de se monitorar as possiveis

modificagdes na atividade da lectina em estudo.

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

hemaglutinante.

4.9.2. Especificidade por Carboidratos

A especificidade por carboidratos da pro-lectina recombinante de sementes de D.
grandiflora foi determinada através de ensaios de inibi¢do da atividade hemaglutinante por
acucares simples, os quais foram realizados segundo protocolo adaptado a partir daquele

descrito por Ramos et al., (1996).

Para tal propdsito, 50 pL de solugdes estoques, a uma concentragdo de 0,1 mol/L
de cada carboidrato, foram diluidos serialmente em Tris-HCl 0,1 mol/L pH 7,6 contendo
NaCl 0,15 mol/L. Em seguida, foi adicionada a cada tubo 50 pL de uma solugao de lectina em
uma concentracio capaz de provocar uma aglutina¢ao de 4 U.H. O ensaio foi entdo incubado

a 37°C por 30 minutos, e, apds isso, mantido em repouso a temperatura ambiente por mais
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trinta minutos. Apds este periodo, foram acrescidos 100 pL de uma suspensdo a 2% de
eritrocitos de coelho tripsinisados a todos os tubos do ensaio. A mistura foi novamente
incubada a 37°C, durante 30 minutos, e depois, deixada em repouso a temperatura ambiente
por mais 30 minutos. A inibigdo da atividade hemaglutinante pelos acucares foi entdo

determinada.

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

atividade hemaglutinante.

4.10. Espectrometria de Massa

Inicialmente foi realizada uma eletroforese unidimensional para a separacdo de
quaisquer contaminantes que pudessem estar presentes na solucdo contendo a proteina de
interesse. Foram aplicados a cada poco 20ul solu¢do de proteina a uma concentragdo de
Img/ml (aproximadamente 20pg). As bandas foram excisadas do gel de poliacrilamida em
fragmentos de 1 mm e em seguida descoradas em solu¢do de 50mM de bicarbonato de
amonio contendo 50% de acetonitrila. As bandas descoradas foram desidratadas em
acetonitrila e secas em fluxo de gas nitrogénio. O gel foi entdo reidratado com uma solugao
bicarbonato de amoénio 50mM contendo tripsina (Promega) na propor¢do de 1:25
(enzima:proteina) e submetida a digestdo a 37°C por 4h. Os peptideos foram em seguida
extraidos por agitacdo dos fragmentos de gel em solucdo de acetonitrila 50% com &cido
formico 5%, sendo posteriormente concentrados em speedvac (Labconco). Os peptideos
produzidos foram isolados através de uma nanocoluna de fase reversa C18 (Waters
nanoACQUITY UPLC BEH130 100mm x 75um, 1,7um tamanho de particula) equilibrada
com acido férmico 0,1%. A separacdo foi realizada com fluxo de 0,2 pL/min em gradiente
linear de 0-80% de acetonitrila em acido formico 0,1% em 60 minutos. A cromatografia foi
conectada a uma fonte nano eletrospray de um espectrometro de massas hibrido quadrupolo/
Mobilidade i6nica com aceleragdo ortogonal - Tempo de Vo (Synapt HDMS system-Waters
Corp., Milford, USA). O espectrometro de massas operou em modo positivo, utilizando a
temperatura da fonte de 80° C e a energia do capilar ajustado em 3,5kV. A calibragdo do

espectrometro foi realizada com os ions resultantes da fragmentacdo do peptideo [Glul]
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Fibrinopeptideo (M+H '=1570, 6774) operando com uma resolugdo de 10.000 e uma precisao
de 10 ppm em modo V. Para realizacdo do experimento de LC-MS/MS foi utilizada a fungao
DDA (andlise direta de dados) selecionando os ions precursores duplamente ou triplamente
protonados, que foram fragmentados por dissociagcdo induzida por colisao (CID) utilizando
uma rampa de energia de colisdo que variou de acordo com o estado de carga e a relacao
massa/carga do ion precursor. Foram coletados espectros de MS/MS de m/z 50 até m/z 3000.
Os cromatogramas e espectros de massa foram coletados pelo programa Masslynx ®
(Waters). Os espectros de MS obtidos durante a cromatografia dos peptideos e os espectros de
MS/MS gerados a partir da fragmentagdo dos ions precursores selecionados foram
processados e analisados utilizando o programa Proteinlynx® (Waters) a partir da busca pela

massa dos ions precursores (PMF) e pelo padrao de fragmentagdo dos mesmos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Clonagem do Gene para a r-pro-DGL

Utilizando-se os primers desenhados com base no precursor da lectina de
sementes de D.grandiflora, obteve-se um fragmento de aproximadamente 850 pb, tamanho
adequado ao gene previamente sequenciado por Nagano et al. (2008). Posteriormente, o
fragmento amplificado foi digerido com as enzimas Ncol e Notl (para as quais sitios de
restricdo haviam sido previamente adicionados por meio de PCR) o que possibilitou o
anelamento subseqiiente do referido fragmento ao plasmideo de clonagem pCR*2.1-TOPO de
forma eficiente. O plasmideo recombinante foi entdo utilizado para transformar células de
E.coli DH50 mediante eletroporacgdo. A transformacgao foi confirmada por PCR (figura 10) de
clones positivos crescidos em LB Agar contendo 100 pg/ml de ampicilina. A correta inser¢ao
do gene foi confirmada através de sequenciamento, ndo havendo sido alterada a pauta de

leitura nem constatada nenhum tipo de delecao.
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR a partir de clones positivos de E.coli
DHSa transformados com o plasmideo pTOPO contendo o gene para a r-pro-DGL. 1 - Marcador DNA
Ladder. 3 - Controle Negativo. 4 - Controle Positivo. 6 a 17 - Clones positivos transformados com o
plasmideo pTOPO recombinante.
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5.2. Expressao Recombinante e Purificacdo da r-pro-DGL

ApoOs subclonar o gene para a r-pro-DGL no plasmideo de expressao pET32a
(figura 11) e de utilizar o mesmo para transformar células da linhagem de expressdo E.coli
BL21 (DE3), foi feita uma andlise de expressdo para a selecdo do melhor clone para indugdes

em larga escala da expressdo da proteina recombinante (figura 12).

:DGL : PTOPO
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Figura 11. Subclonagem do gene para a r-pro-DGL no plasmideo de expressio pET32a. Detalhe para os
sitios de restricio para as enzimas Notl e Ncol nas extremidades 5' e 3' do gene, respectivamente.
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Figura 12. SDS-PAGE da analise da expressdo de clones positivos de E.coli BL21 (DE3) transformados
com o gene para a proteina de fusio r-pro-DGL-His6-tioredoxina. 1 - Marcador caseiro (albumina — 60
kDa, cadeias a — 25 kDa, § — 14 kDa e v — 12 kDa da ConBr). 2 — Proteinas totais de células de E.coli
BL21(DE3) nao transformadas. 3 a 7 — Clones positivos induzidos com IPTG.
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A expressao da r-pro-DGL foi obtida mediante indugdo por temperatura (14° C),
sem a necessidade de adicao do indutor IPTG, constatando-se sua distribuicdo uniforme nas
fragoes soluvel e insoluvel (pelete). A proteina de fusdao (Histag + tioredoxina + r-pro-DGL),
expressa por meio do vetor pET32a, foi recuperada a partir da fragdo soluvel através de
cromatografia em colunas contendo niquel imobilizado (Histrap) (figura 13) acopladas a
HPLC (AKTA). A fracio eluida apresentou um alto indice de agregacio, nio somente apds a
eluicdo, mas durante todo o processo, o que resultou na diminuicdo progressiva do
rendimento. Tal caracteristica pode ser atribuida a exposi¢ao de aminoacidos hidrofébicos em
decorréncia da presenca do peptideo intermedidrio. Com o intuito de reduzir a taxa de
agregacao, o volume da fracdo eluida da coluna Histrap foi aumentado em cinco vezes com o
mesmo tampao de elui¢do. Esse aumento permitiu uma maior protecdo das cargas expostas e
uma diminuicdo do contato entre os dominios hidrofobicos. A amostra também foi
periodicamente filtrada (entre os passos posteriores) em membrana com poros de 0,22 pm

para a remog¢ao de quaisquer agregados que viessem a ser formados.
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Figura 13. Cromatograma referente a aplicacio da fracdo soluvel dos lisados de células de E.coli
transformadas com o gene para a r-pro-DGL em coluna de niquel imobilizado (Histrap) de Sml.
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Figura 14. Cromatograma referente a aplicacio da fraciio insolivel dos lisados de células de E.coli
transformadas com o gene para a r-pro-DGL (resolubilizada em tampao PBD contendo 8 M de uréia) em
coluna de niquel imobilizado (Histrap) de Sml.

A fragdo eluida foi subsequentemente dialisada contra o tampao Tris-HCl 50 mM
e NaCl 150 mM pH 8,0 e digerida com o auxilio das enzimas trombina e enteroquinase,

respectivamente, para a remog¢ao do cauda de fusdo.

Lectinas da subtribo Diocleinae sao purificadas de forma classica por meio de
cromatografias em colunas de Sephadex, uma vez que apresentam afinidade por
manose/glicose. Entretanto, resultados obtidos a partir dos ensaios de inibicdo da atividade
hemaglutinante (descritos a seguir) mostraram que a lectina recombinante ndo apresentava
afinidade por glicose, mas apenas uma baixa afinidade por manose. Dessa forma, o
isolamento da r-pro-DGL durante a remog¢do da cauda de fusdo foi realizado por meio de
cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-manose. Em decorréncia do grande
volume da amostra em comparacdo ao da coluna (60ml de amostra para 10ml de coluna), a
aplicagdo teve de ser feita de forma ciclica com o auxilio de uma bomba peristaltica. A
reaplicagdo da amostra gerou um perfil cromatografico muito superior em comparacio a

aplicagdo direta (apesar de apresentar uma boa concentracdo protéica ¢ uma atividade
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hemaglutinante consideravel.) (figuras 15 e 16), evidenciando a baixa afinidade da lectina

recombinante pelo carboidrato.
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Figura 15. Perfil cromatografico referente a aplicacao direta sob fluxo continuo da soluciao contendo a r-
pro-DGL em coluna de Sepharose-manose.

0.20 -

0.15 -

0.10 -

0.05 W—-/\‘/\'/\
0.00

Abs 280

21 26 31 36 41 46 51 56 01 66 71 76 31

Fragoes

Figura 16. Perfil cromatogrifico referente a aplicacdo ciclica da r-pro-DGL em coluna de Sepharose-
manose apos a remocio completa da cauda de fusio.
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A utilizagdo de forma sequencial das enzimas trombina e enteroquinase foi
realizada com o intuito de promover a remoc¢do completa da cauda de fusdo. Apesar de ambas
apresentarem sitios de clivagem dentro da sequéncia da cauda de fusdo, a utilizacao isolada de
uma delas produziria peptideos de tamanho nao satisfatério. A trombina apresenta uma alta
especificidade, possuindo apenas um Unico sitio de clivagem dentro da sequéncia, entretanto,
o mesmo localiza-se a 23 aminoacidos do N-terminal da sequéncia de interesse. Dessa forma,
a digestdo apenas pela trombina produz uma proteina recombinante acrescida de 23
aminoacidos, o que seria incompativel do ponto de vista cientifico em virtude da interferéncia
que esse peptideo adicional poderia causar a atividade da lectina recombinante. Em
contrapartida, a enteroquinase ¢ menos especifica e apresenta dois sitios de clivagem dentro
da cauda de fusdo. Um deles situa-se trés residuos apos o N-terminal da r-pro-DGL, enquanto
o outro se localiza proximo ao N-terminal da cauda de fusdo. A existéncia desses dois sitios
causa um efeito denominado “double band” ou banda dupla, em decorréncia da formagao de
dois fragmentos de tamanhos diferentes (LIEW et al., 2005). Dessa forma, para obter um
produto de tamanho adequado as enzimas foram utilizadas de forma sequencial, de modo que
a digestao parcial com a trombina eliminasse o sitio de clivagem adicional da enteroquinase,
permitindo que apds a acdo desta tltima fosse possivel obter uma proteina recombinante livre

da cauda de fusdo.

A purificagdo da r-pro-DGL ocorreu de forma satisfatoria, sendo obtida ao fim do
processo uma proteina recombinante de peso molecular equivalente as pro-lectinas da
subtribo Diocleinae (figura 17). O rendimento final da purificacdo foi de Smg de proteina
solivel por litro de cultura induzida. Esse resultado pode ser considerado satisfatorio se
compararmos ao rendimento de trabalhos anteriores envolvendo a expressdo de pro-lectinas
de leguminosas, onde na maioria das vezes as proteinas recombinantes apresentaram um
baixo rendimento ou foram expressas na forma insolivel (tabela 3) (STREICHER &

SHARON, 2003 apud NAGANO et al., 2008)..



* Precursores contendo peptideo sinal.
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Tabela 3. Lectinas de leguminosas expressas e purificadas em diferentes sistemas heteroélogos.

Espécie Abreviacio Especificidade Rendimento Referéncia
Bauhinia purpurea BPA Gal N.D. KUSUI et al, 1991
Canavalia ensiformis Prepro Con  Man/Gle 250 /250 ml YAMAUCHI &

A* MINAMIKAWA, 1990
Prepro ConA 0,5-1 mg/1 MIN & JONES,1992
Pro ConA** 200 pg/ml MIN et al., 1992
Cadeias y e 8 1-2 mg/l MIN & JONES, 1994
Prepro ConA N.D. DINCTURK et al., 2001
C.brasiliensis Prepro 30 mg/l NOGUEIRA et al., 2002
ConBr
Dolichus biflorus DBL GalNAc 20 mg/l CHAO et al., 1994
Erythrina corallodendron ~ ECorL Gal/GalNAc 4-7 mg/l ARANGO et al., 1992
E.crystagalli ECL 200 mg/1 STANCOMBE, 2003
Griffonia simplicifolia GS-II GlcNAc N.D. ZHU et al.,1996
Phaseolus lunatus LBL Gal/GalNAc 5 mg/l JORDAN & GOLDSTEIN,
1994
Maackia amurensis MAH Neu5Ac2-3Gal 1-3  N.D. YIM et al., 2001
(Neu5Ac 2-
6)GalNAc
P. vulgaris PHA-L Gal 1-4GIcNAcl-6  0.4-1 mg/l HOFFMAN &
(Gal 1-4GlcNAcl- DONALDSON, 1987
2)
Pisum sativum PSL* Man/Gle 2-5 mg/1 STRUBBS et al.,1986;
PSL** 20 mg/l PRASTHOFER et al., 1989
Robinia pseudoacacia RBL Gal/GalNAc 4 mg/400 ml  NISHIGUSHI et al., 1997
Glycine max SBA Gal/GalNAc 100 pg/l ADAR et al., 1997
Arachis hypogea PNA Gal/GalNAc 12 pg/l SHARMA & SUROLIA,

1994

** Precursores desprovidos de peptideo sinal.

N.D. — Nio determinado
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Figura 17. Passos sequenciais da purificacdo da r-pro-DGL. (a) 1 — Marcador (Marl 12; Invitrogen). 3 —
Lisados celulares de E.coli BL21 (DE3) transformadas plasmideo recombinante pET32a::r-pro-DGL-
tioredoxina-Histag. 4 e 5 -100 ug das proteinas presentes nas fracoes solivel e insolivel, respectivamente,
dos lisados celulares de E.coli BL21 (DE3) expressando a proteina de fusiao r-pro-DGL-tioredoxina-His6.
6 — Fracao solivel ndo-retida em cromatografia de afinidade em niquel (Histrap). 7 — Proteina de fusao r-
pro-DGL-tioredoxina-His6 purificada em coluna Histrap. 8 — Produtos da digestio da proteina de fusio
pela enzima trombina. 9 — Produtos da digestdo pela enterokinase da proteina de fusido parcialmente
digerida. 10 — ConBr madura isolada a partir de sementes, exibindo seu padrao tipico de bandas: cadeia
a- (25 kDa), cadeia f- (14 kDa) e cadeia y - (12 kDa). (b) 1 — Mistura de proteinas de peso molecular
conhecido (albumina e ConBr). 3 — Fracio nio-retida da cromatografia em Sepharose-manose apés
digestdo com a enterokinase. 4 — R-pro-DGL purificada em cromatografia coluna de Sepharose-manose.

5.3. Ensaios de Hemaglutinacio e Inibicao

A funcionalidade da lectina recombinante foi analisada apds cada passo de
digestdo através de ensaios de hemaglutinacdo, sendo constatado um aumento substancial na
atividade da mesma apos a remogao completa da cauda de fusdo (tabela 4). Tal fato pode ser
atribuido ao bloqueio parcial do sitio de ligagdo a carboidrato pela cauda, ou mesmo a

alteracdes conformacionais causadas pela presenc¢a da mesma.

A 1-pro-DGL apresentou maior atividade quando em contato com eritrocitos
tratados com tripsina, sendo detectada aglutinacdo até uma dilui¢do de 226 (figura 18), o que
confere a proteina uma atividade especifica de 134.217.728.U.H/mg de proteina. Como foi

dito anteriormente, ndo foi verificada inibi¢do da atividade hemaglutinante por glicose, mas



67

apenas por altas concentragdes de manose (25 mM) (figura 19). Tendo em vista a alta
atividade da lectinalsso evidencia a ocorréncia de modificagdes significativas no sitio de
ligacdo a carboidrato, uma vez que a DGL silvestre tem sua atividade hemaglutinante inibida

por concentragdes de glicose e manose equivalentes a 15 mM (GUPTA et al., 1996).

Tabela 4. Analise dos ensaios de hemaglutinacio e inibicio dar-pre -DGL.

Pardimetro Cauda Parclalmente Removida Cauda Cornpletamente Removida
CDNIA® Erttrdcttos + Tripsina 23pgml "4 x 10%ug ml
CMNA# Ertrocitos + Papaina 253 pgml - 19 pzml
CMI® Glicose ND ND
CMIP DManose 23mhml 025 mA ml
CMIP Galactose ND ND
CMIP Lactose ND ND

*Concentracio Mmima dev-pro-DGL (g ml) necessaria parapromover hemaglutinacio (LA C).
B oncentragio minima de aciicar necesgaria parainibir (ngmdI) a atividade hemaglutinante (MIC).

NI — Nio detectada

DiluigSes
28 ’.’\.
278
26 'C
2s
24 E
23 8

22 (6]

22 8
b

Diluicdo comsangue
tripsinado ate 2%¢

Sangue Sangue Sangue Brancos
Normal Tripsinado Papainado

Concentragao: 0,5mg/ml  Atividade Especifica: 134.217.728 U.H.

Figura 18. Ensaio hemaglutinante da r-pro-DGL.



68

Iluigoex

7

N E

]

24 |

3 'C

B4 T

I =

- 0
Branco — L}.

Manose (Glicoze Galactose Lactose (Controle

Fator de Dilui¢io da Lectina 210

Figura 19. Ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante da r-pro-DGL pelos acticares manose, glicose,
galactose e lactose.

5.4. Determinacio da Sequéncia Primaria da r-pro-DGL por Espectrometria
de Massa

A fim de identificar a identidade sequencial da proteina recombinante, foi feita uma
analise por espectrometria de massas. A metodologia para determinar a sequéncia aminoacidica
envolveu a digestdo inicial da proteina com tripsina, originando peptideos de diferentes
tamanhos. Esses fragmentos foram subsequentemente fracionados por cromatografia liquida, e
em seguida analisados.

Os resultados foram entdo comparados contra um banco de dados de sequéncias
de lectinas de Diocleinae (contendo informagdes referentes aos fragmentos gerados a partir da
digestdo hipotética dessas proteinas por tripsina). Essa busca permitiu a detec¢do de uma
similaridade de mais de 90%, comprovando a correta sintese da lectina recombinante (figuras

20 e 21 e tabela 5).
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1 AMASIADENS LHFSFHKFSQ NPKDLILQGD AFTDSDGNLQ LTKVSSSGDP QGNSVGRALF 60

61 YAPVHIWEKS AVVASFDATF TFLIKSPDRE PADGITFFIA NTDTSIPSGS GGRLLGLFPD 120
T3 | [ === ———- T4——mmm—m | R R |

121 ANIVKNSTTL DFNAAYNADT IVAVELDSYP NTDIGDPNYP HIGIDIKSIR SKSTARWNMQ 180
| --T6-

181 TGKVGTVHIS YNSVAKRLSA VVSYSGSSST TVSYDVDLNN VLPEWVRVGL SATTGLYKET 240

pro-DGL
r-pro-DEL

pro-DGL
r-pro-DEL

pro-DGL
r-pro-DGEL

pro-DGL
r-pro-DGEL

pro-DGL
r-pro-DEL

Figura 20. Mapa peptidico da r-pro-DGL apés digestiio por tripsina.
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Figura 21. Alinhamento realizado pelo programa ClustalW entre as sequéncias da pro-lectina silvestre de
sementes de D.grandiflora e a pro-lectina recombinante expressa em E.coli.
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Tabela 5. Sequéncias dos peptideos tripticos da r-pro-DGL.

Peptideo Massa Sequéncia

rl P163.0696 Da [‘DLILQGDAFT DSDGNLQLTK*2

r2 1345.6119 Da [’VSSSGDPQGN SVGR®’

r3 1472.757 Da [°ALFYAPVHIW EK®

r4 1715.8453 Da [°SAVV ASFDATFTFL IK®

r5 P409.1353 Da [°EPAD GITFFIANTD TSIPSGSGGR''®
ré B63.36957 Da | 'WNMQTGK'®®

r7 1529.815 Da [S*VGTVHISYNS VAK'%®

r8 P603.3347 Da [?°VGLSATTGLYKETNTILSWSFTSK>>!

5.5. Analise das Alteracoes Pos-Traducionais

Comparando sequéncias e estruturas de lectinas pertencentes a diferentes tribos de
leguminosas (figuras 21 e 22) foi possivel detectar um grau consideravel de similaridade, o
que evidencia uma relacdo evolutiva intima. Essa similaridade esta de acordo com a
conservagdo estrutural existente entre as lectinas de leguminosas, mesmo entre as submetidas

a permuta circular.
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Figura 22. Alinhamento entre a sequéncia da lectina de sementes de D.grandiflora e lectinas ligantes de
galactose pertencentes a outras tribos de leguminosas: SJAbg — lectina da casca de Sophora japonica,
VML - lectina de Vatarea macrocarpa, RPbAI — lectina da casca de Robinia pseudoacacia (nimeros de
acesso: AAB1458.1, P81371.1 e 1IFNZA, respectivamente). Aminoacidos conservados estio destacados por
retangulos, e aqueles envolvidos na coordenacéiio dos sitios de ligacio a metais (calcio e manganés) e a
carboidrato estao marcados com # e *, respectivamente.
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BOWLES em 1986 afirmou que tais moléculas deveriam ser consideradas como
dominios unicos devido ao seu processo de enovelamento continuo, decorrente da frequente
ocorréncia de fitas adjacentes constituidas por por¢des extensamente separadas da sequéncia
linear de aminoacidos. Essa interpretagdo restringe o grau de rearranjo tridimensional dessas
moléculas em conseqiiéncia do processamento pos-traducional, tendo como efeito um alto

grau similaridade entre proteinas as maduras e seus precursores (BOWLES et a/.,1986).

ASP217
-~ PHE129
GalNAc ARG228
ILE216 ASP8/

A
ASN131
T~~~ )

(@) (b)

I

Figura 23. Estrutura tridimensional dos sitios de ligacio a carboidrato das lectinas da casca de
R.pseudoacacia (a) (numero de acesso no PDB: 1FNY) e da lectina madura (cadeia o) de sementes de
D.grandiflora (b) (numero de acesso no PDB: 2JEC), complexadas a GalNAc e XMan, respectivamente.
Residuos envolvidos no reconhecimento especifico de carboidratos: ASP87, ASP217, ILE216, GLY105,
PHE129, ASN131 na RPbAI, e TYR12, ASN14, GLY98, LEU, TYR100, ASP208, ARG228 na DGL
madura.

A funcionalidade dos precursores das lectinas de leguminosas tem sido tema de
diversos trabalhos e discussdes ao longo dos anos, restando ainda alguns aspectos a serem
esclarecidos a respeito do ponto exato onde as lectinas adquirem sua capacidade de
reconhecimento especifico de carboidratos. Primeiramente, determinou-se que as lectinas
tornavam-se ativas ap6s a clivagem proteolitica dos precursores, o que deveria ser
acompanhado por alteragdes conformacionais que gerariam o sitio de ligacdo da lectina

madura (BOWLES er al., 1986; CHRISPEELS, 1986). Posteriormente, outros trabalhos
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passaram a relatar como sendo a deglicosilacdo do precursor o passo chave na aquisi¢dao da
capacidade de ligacdo (MARCUS & BOWLES, 1988; MIN & JONES, 1992; SHELDON &
BOWLES, 1992), o que logo em seguida foi provado ser insuficiente para esse fim (RAMIS
etal.,2001).

Trabalhos anteriores reportam como sendo a topologia do sitio de ligacdo o
principal fator na determinagdo da afinidade a carboidratos, fator ndo relacionado apenas ao
conteudo de aminoacidos, mas também dependente do tamanho e da conformacdo das alcas
(loops) adjacentes. Apesar de apresentarem estruturas e posicdes relativamente conservadas,
variagdes existentes na estrutura dessas algas podem causar impedimentos estéricos a ligagao
de mono ou oligossacarideos normalmente nao reconhecidos pelos sitios de ligagao.
Surpreendentemente, o padrao de pontes de hidrogénio estabelecido ndo demonstra ser um
fator determinante no processo de reconhecimento (LORIS ef al.,1998). Van Damme et al.
destacaram esse aspecto ao comparar lectinas de Sophora japonica, as quais apresentam uma

alta similaridade (80%) mas possuem afinidades por diferentes carboidratos.

De acordo com esses dados podemos prever que o sitio de ligacdo a carboidrato
da r-pro-DGL foi quase completamente reestruturado, frente a inversao de suas cadeias e em
decorréncia da presenga do peptideo intermediario de 15 aminoacidos. Utilizando o programa
easyMODELLER foi gerado um modelo tridimensional da r-pro-DGL, utilizando como base
as estruturas das lectinas de D.grandiflora (DGL), Robinia pseudoacacia e Pterocarpus
angolensis. As lectinas de R.pseudoacacia e P.angolensis foram selecionadas com base na
similaridade de sequéncia em relagdo ao precursor da DGL, apresentando ainda a mesma
disposi¢do de cadeias. O modelo gerado possibilitou analisar possiveis alteragdes na estrutura

da lectina recombinante e em seu sitio de ligagdo a carboidrato (figura 23).
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Figura 24. Modelo tridimensional da r-pro-DGL gerado pelo programa easyMODELLER com base nas
lectinas de D.grandiflora, R.pseudoacacia e P.angolensis. O sitio de ligacio a carboidrato (determinado
com base na localizacdo deste em outras lectinas de leguminosas) encontra-se assinalado por um circulo
vermelho, e as alcas envolvidas na estruturacio do mesmo estio indicadas por setas. A presenca do
peptideo intermediario (assinalado em laranja) induz a deformacdes em uma dessas al¢as, alterando a
especificidade fina da lectina.

{a) (b}

Figura 25. Possiveis alteracées estruturais causadas as alcas adjacentes ao sitio de ligacdo da r-pro-DGL
(a) em comparacio 2 DGL madura (b). A topologia do sitio de ligacdo da lectina silvestre apresenta-se
bem diferenciada em relaciio a sua contraparte recombinante (assinalada por circulos vermelhos).
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De acordo com o modelo gerado (figura 24), as modificagcdes mais provaveis
envolvem alteracdes na conformagdo das algas adjacentes ao sitio de ligacao a carboidrato, o
que ¢ esperado, tendo em vista que o peptideo intermediario insere-se exatamente na base de
uma dessas alcas, deformando-a. Tal rearranjo estaria diretamente relacionado com a
alteracdo de especificidade apresentada pela lectina recombinante. Outro fator importante
consiste na presenga do proprio peptideo intermediario. A grande tendéncia apresentada pelas
lectinas de leguminosas em manter sua estrutura conservada (motivo “jellyroll”) faz com que
esse fragmento se disponha de maneira amorfa, ndo constituindo estrutura secundaria. Da
mesma forma, alguns de seus aminodcidos hidrofobicos acabam por se expor ao solvente,
servindo como ponto de ancoragem entre os mondmeros, € entre estes € outras moléculas
(figura 25). Esse fato explicaria a alta taxa de agregacdo apresentada durante o processo de
purificacdo, assim como a presenga de contaminantes. Entretanto, essas alteracdes estruturais
ndo impedem a oligomerizag¢do da pro-lectina, uma vez que apenas dimeros e tetrameros sao
capazes de estabelecer ligagdes cruzadas entre células, o que foi comprovado nos ensaios de

atividade hemaglutinante.
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Figura 26. (a) Disposicido do peptideo intermediirio no modelo gerado para a r-pro-DGL. (b) Exposicido
das cadeias laterais de aminoacidos hidrofobicos (residuos em amarelo) no peptideo intermediirio (em
verde escuro).

Dessa forma, torna-se dificil predizer com clareza a afinidade especifica da lectina
recombinante, entretanto, podemos confirmar que o processamento pds-traducional ndo atua

de forma exclusiva na determinagdo dessa especificidade. Essa afirmativa € corroborada pelo
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fato da pro-lectina ndo ter apresentado uma inversdo da sua afinidade especifica (de
glicose/manose para galactose), mas apenas uma reducdo significativa na sua capacidade de
ligar manose, sendo a0 mesmo tempo incapaz de reconhecer especificamente glicose ou

galactose.
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6. CONCLUSOES
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Foi obtida de forma recombinante a expressdo de uma pro-lectina de sementes de
D.grandiflora (r-pro-DGL) com uma alta atividade (134.217.728 U.H./mg), de massa
aparente (25 kDa) e sequéncia idénticas ao precursor natural. Diferentemente de sua
contraparte silvestre a r-pro-DGL ndo reconheceu especificamente glicose, sendo apenas
inibida por manose (C.M.I. de 15 mM), fator gerado em decorréncia de possiveis alteragdes
na estrutura do sitio de ligagdo a carboidrato. Entretanto, os dados obtidos sugerem também
que o processamento pos-traducional peculiar da subtribo ndo atua de forma decisiva na
determinagdo da afinidade especifica dessas proteinas, uma vez que a r-pro-DGL nao
apresentou afinidade por galactose ou lactose, demonstrando ser a topologia do sitio de
ligacdo, bem como a conformagdo das alcas que os estruturam, os principais fatores
determinantes da especificidade a monossacarideos. Assim, pode-se afirmar que precursores
de lectinas na subtribo Diocleinae apresentam-se ativos enquanto deglicosilados, ndo havendo
necessidade de reagdes de transpeptidagdo para a estruturacdo do sitio de ligagdo a
carboidrato, sendo ainda capazes de formar oligdmeros e estabelecer ligacdes cruzadas entre

membranas celulares.
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