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RESUMO

Lectinas de plantas podem ser definidas como proteinas de origem nao imune que possuem pelo
menos um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente de maneira especifica a um mono-
ou oligossacarideo. A familia das lectinas de leguminosas representa o grupo destas proteinas
mais bem estudadas, em especial destaque a subtribo Diocleinae, que possui o representante mais
bem caracterizado, a ConA. As lectinas de Diocleinae apresentam um alto grau de similaridade
estrutural, porém o mesmo ndo ocorre quanto as atividades bioldgicas e especificidade a
carboidratos variados, o que torna importante a investigacdo em niveis estruturais e bioldgicos
dos seus diversos membros, dentre eles a Canavalia grandiflora Benth. A lectina de sementes
de Canavalia grandiflora (ConGr) foi purificada de acordo com Ceccato (2001) e foi cristalizada
pelo método de difusdo de vapor a 293 K. Cristais foram obtidos em uma condicdo contendo 0,5
M de sulfato de cddmio hidratado, 0,1 M de HEPES pH 7.5 e 1,0 M de acetato de sédio
triidratado. Os cristais apresentam o grupo espacial ortorrdmbico 1222, a cela unitdria tem como
dimensdes a=67,70 A, b=55,90A e ¢=107,46 A e angulos a=P=y=90°, sendo observado um
monomero na unidade assimétrica e um conteido de 42,53% de solvente no cristal. A estrutura
foi resolvida a 2,19A e o problema de fase foi solucionado pelo método de substitui¢ao
molecular utilizando as coordenadas da Canavalia gladiata como modelo (PDB: 2D7F). O
refinamento satisfatério apresentou ‘“Rfactor” e “Rfree” com 22,6 e 27,4 respectivamente e
apenas um residuo de aminodcido em regido nao permitida do Ramachandran. Apesar da alta
similaridade estrutural, pequenas mudancas na orientacdo de aminodcidos chaves, podem ser
responsaveis pela diversidade nos resultado de aplicagdes biolégicas como os residuos do sitio
de ligacdo a carboidrato, que apesar de conservados possuem modificaches na orientagao
espacial. A seqiiéncia primdria da lectina de C. grandiflora apresenta grande similaridade com
lectinas do mesmo género, porém ela concentra o maior nimero de mutagdes representativas do
género Dioclea, caracterizando-o como o subgénero de Canavalia mais proximo de Dioclea, e
dentre as canavalias € a mais primitiva. A ConGr apresentou atividade edamatogénica em
modelo de edema de pata (s.c.) e efeito relaxante em musculo liso de aortas de ratos
endotelizadas, porém os efeitos mostram-se fracos frente a outras lectinas de Diocleinae.

PALAVRAS-CHAVES: Lectina, Canavalia grandiflora, Atividade Pré-inflamatdria.



ABSTRACT

Lectins can be defined as proteins of nonimmune origin that have at least one non-catalytic
domain that binds reversibly to a specific mono-or oligosaccharide. The family of legume lectins
is the group of these proteins in plant further studied, in particular those related to the subtribe
Diocleinae, which has the best characterized representative, the ConA. The Diocleinae lectins
have a high degree of structural similarity, but the same is not true about the biological activities
and specificity to various carbohydrates, which makes it important to research in structural and
biological several of its members, among them the among them the Canavalia grandiflora Benth.
The lectin was the seed of Canavalia grandiflora (ConGr) was purified according Ceccato
(2001) and crystallized in the presence of X-Man by hanging-drop vapor diffusion at 293K.
After optimizations crystals suitable for diffraction were obtained under the condition 0.05 M
Cadmium sulfate hydrate, 0.1 M HEPES pH 7.5 and 1.0 M Sodium acetate trihydrate . The
crystals bellongs to the orthorhombic space group I 222, the cell has the dimensions a = 67.70A,
b = 55.90A and ¢ = 107.46A and its angles by their geometry are the same (o = =y = 90). A
complete data set was collected at 2.19A resolution. Observing a monomer in the asymmetric
unit was estimated a concentration of 42.53% of solvent in the crystal the phase problem was
solved by molecular replacement method using the coordinates of the Canavalia grandiflora as a
model. The refinement showed satisfactory Rfactor and Rfree to 22.6 and 27.4 respectively and
only one amino acid residue in the not allowed region of Ramachandran. Despite the high
structural similarity, small changes in the orientation of key amino acids may be responsible for
diversity in the outcome of biological applications such as the binding site of carbohydrate,
which, although preserved charged changes in spatial orientation. The primary sequence of the
lectin from C. grandiflora has great similarity to its lectins genre, but it has the largest number of
mutations representative of the Dioclea genus, characterizing it as a subgenus of Canavalia
nearest Dioclea and among Canavalia is the most primitive. The ConGr showed edamatogenic
activity in rat paws (s.c.) and relaxing effect on smooth muscles of rat aortas with endothelial,
but the effects appear to be weak compared to other Diocleinae lectins.

KEY WORDS: Lectin, Canavalia grandiflora, Inflammatory activity.
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1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

O Brasil € o pais mais rico em diversidade macro e microbioldgica. Acredita-se que
possua cerca de 20% de toda a biodiversidade existente no planeta. Até a década de 90, metade
dos 25 medicamentos mais vendidos no mundo tem origem em principios ativos de plantas,
incluindo-se os fungos (Pletsch, 1998, p.12). De acordo com Rifkin (1999). E nessa diversidade
bioldgica que se apoiard a grande industria do século XXI, a biotecnologia, a qual estd voltada
para o crescente mercado mundial de produtos biotecnoldgicos, que movimenta entre 470
bilhdes e 780 bilhdes de ddlares por ano. No Brasil, a participagdo desse mercado ainda é
pequena, atingindo 500 milhdes de délares por ano (Arnt, 2001).

Os métodos de conservagdo dos recursos da diversidade bioldgica ndo sdo capazes
de evitar o crescente perigo de extin¢cdo de espécies e, sobretudo, a perda da variabilidade
genética. Assim sendo, faz-se mister que novas formas de conservacdo desses recursos sejam
incorporadas aquelas ji& em uso, com a finalidade de diminuir, a0 maximo, essas perdas
irreversiveis (Barbosa, 2001).

A perda da variabilidade genética e, sobretudo, de espécies de fauna e flora se
traduzem em uma potencial perca de macromoléculas de uso biotecnoldgico, seja nas areas
farmaceéuticas, agropecudrias, industriais e cientificas. A exploracdo sustentdvel dos recursos
naturais € de grande importincia e necessaria devida sua grande aplicabilidade nas diversas
areas.

Dentro das macromoléculas, um grupo de grande interesse nas pesquisas estdo as
proteinas, seus estudos deram um grande salto como conseqii€éncia da gendmica, pois nelas se
encontram traduzidas a funcdo do gene (andlise funcional) seu produto real. Surgiu a protedmica.
Nas suas diversas linhas se encontra a protedmica estrutural, que aliado a bioinformatica, € capaz
de resolver a estrutura tridimensional de proteinas. Isto foi permitido devido aos avangos em
técnicas relacionadas a cristalografia de proteinas, difracdo de raios X e processamento dos
dados coletados na difracdo. Os estudos estruturais sdo de grande importincia na anélise
detalhada do sitio de acdo das proteinas, dentro dessa perspectiva, a industria farmacéutica
investiga a estrutura de diversas enzimas, envolvidas em patologias, para produzir farmacos
baseados no sitio ativo e inibir a acdo enzimdtica (desenho racional de farmacos).

Dentro das proteinas vegetais de interesse biotecnoldgico se encontram as lectinas
(proteinas capazes de se ligar reversivelmente a carboidratos), pois elas mostram grande
aplicabilidade desde a medicina a agricultura. Alguns fatos contribuem pra sua importincia nas

pesquisas, como sua ocorréncia em inimeras espécies de plantas em diferentes tecidos, sua
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capacidade de reconhecer diferentes carboidratos (peca importante para decodificar a informacgao
contida nos carboidratos), sua diversidade estrutural, potencial uso como agentes de defesa em
plantas, capacidade de reconhecer e diferenciar diversos tipos celulares em modelos animais
elicitando diferentes reagdes, como apoptose, proliferacdo, induz producdo de metabdlitos,
atuam como “drug delivery” (Riidiger e Gabius, 2001).

Lectinas com alto grau de homologia, com dominios conservados possuem
diferencas notdveis nas suas aplicagdes, como as lectinas da subtribo de Diocleinae. J4 que essas
lectinas possuem especificidades semelhantes para carboidratos, essas diferencas podem ser mais
bem compreendidas quando se analisam suas estruturas tridimensionais, em seus arranjos
quaterndrios e arquitetura do dominio de reconhecimento a carboidratos.

Logo o estudo de novas lectinas € de grande importincia devida sua aplicabilidade
tecnoldgica, e seu estudo estrutural pode ser crucial para compreender seu potencial em diversos

modelos de acdo.

1.2 LECTINA

1.2.2 Historico

A definicdo original de lectina foi proposta por Boyd e Shapleigh levando em conta a
especificidade do extrato de plantas por grupos sanguineos. A palavra lectina em si vem do
Latim legere, que significa selecdo ou escolha. Boyd e Shapleigh ainda fizeram um discurso
profético “Elas (as lectinas) prometem ter importancia tedrica e pratica”. Alguns pesquisadores
apenas denominaram os extratos que possuiam especificidade por grupos sanguineos como
aglutininas, hemaglutininas ou fitohemaglutininas. O termo “aglutinina” ndo foi bem aceito por
alguns imunologistas devido a origem do material ser de tecidos de plantas. O uso da palavra
lectina tornou-se comum, sem ddvida por que substincias que aglutinam eritrocitos sao
encontrados em quase todos os tecidos examinados. (Doyle e Slifikin, 1994)

O trabalho de S. Weir Mitchell, em 1860, reporta a aglutinacdo de células sanguineas de
pombo quando em contato com veneno de Crotalus durissus (Gabius 2002 [9]), apenas em 1888,
Stillmark observou o fendmeno da hemaglutinagdo quando estudava os efeitos téxicos da planta
Ricinus communis, seria a primeira ocorréncia destas proteinas em plantas (a toxina com
capacidade de aglutinar células sanguineas foi denominada de ricina), mesmo que em anos
anteriores (1884) ja se tivesse estudado a toxidades de Abrus precatorius, planta que também
possui lectina estudada pelo mesmo grupo de Stillmark (Moreira et al, 1991); somente em 1891

H. Hellin observou a capacidade de hemaglutinacdo pela A. preacatorius (abrina). As duas
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proteinas (ricina e abrina) foram utilizadas por Paul Elrich e em 1891 ele pode estabelecer vérios
dos principios fundamentais de imunologia. Elrich demonstrou em seus estudos a especificidade
da resposta do anticorpo, o fendmeno da memoria imunoldgica, e a transferéncia da imunidade
humoral da mae para sua progénie. O publico em geral tomou conhecimento da ricina em 1978,
quando foi usada como armar em um crime de motivagdo politica conhecido como assassinato
do guarda-chuva (“umbrella murder”) em que o opositor do governo bilgaro Georgi Markov, em
Londres, enquanto cruzava ponte Westminster, sofreu um encontrdo de um homem com um
guarda-chuva com um dispositivo para inocular a toxina, trés dias depois o opositor estava morto

(Sharon e Lis, 2004).

1.2.2.1 Ligacao a acucar e especificidade sanguinea

Em 1919, James B. Sumner foi o primeiro a isolar uma enzima, a urease, ja em 1926, ele
isolou uma proteina de Canavalia ensiformis nomeada de Concavalina A e desta forma foi o
primeiro a obter uma hemaglutinagdo pura. No entanto, apenas em 1936, Sumner e Howell,
demonstraram que concavalina A aglutina células como eritrécitos e leveduras e inclusive
precipita glicogénio em solugdo. Eles mostraram que a hemaglutinacio era inibida por sacarose,
demonstrando pela primeira vez a especificidade da lectina por agucar. Eles também sugeriram
que a hemaglutinacdo induzida por concavalina A poderia ser conseqiiéncia da reacdo da
proteina vegetal com a superficie dos eritrdcitos.

J4 os primeiros resultados obtidos por Stillmark indicaram alguma seletividade da
aglutinacdo de células vermelhas de alguns animais induzidas por ricina. Esta observagdo foi
corroborada e estendida por Karl Landsteiner pela descoberta dos grupos sanguineos humanos A,
B e O em 1900. Quase uma década depois ele reportou que a atividade hemaglutinante de
diversas sementes eram bem diferentes quando testadas com eritrocitos de animais diferentes
(Landsteiner e Raubitshek, 1907). Por causa desta especificidade, Landsteiner concluiu que a
reacdo das hemaglutininas vegetais “se assemelham as reagdes de anticorpos em todas suas
esséncias”. Em 1940, William C. Boyd e Karl O. Renkonem descobriram, independentemente, a
especificidade das hemaglutininas pelos grupos sanguineos. Eles descobriram que extratos de
Phaseolus limenses e de Vicia craca aglutinavam sangue do tipo A, mas ndo aglutinavam sangue
do tipo B ou O, enquanto extratos de Lotus tetragonolobus aglutinavam eritrécitos
especificamente do tipo O. Olavi Mikela, em 1954-56, examinou extratos de sementes de 743
espécies em 165 géneros da familia Leguminosae, e detectou atividade hemaglutinante em mais

de um terco, quase um décimo das hemaglutininas apresentaram especificidade sanguinea.
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Apesar de varios dos extratos testados fossem especificos para sangue O ou A, ou ambos
os tipos A e B, um extratos de Dolichos biflorus, aglutina bem mais eritrécitos do tipo Al do que
A2, somente extrato de Griffonia simplicifolia exibiu especificidade exclusiva por sangue B.
Desde entdo, outras hemaglutininas especificas para sangue A ou O (mas ndao B) foram
descobertas, bem como diversas para outros tipos sanguineos, como N (lectina de Vicia
graminea), T (aglutinina do amendoim PNA) e Tn (as lectinas de Vicia villosa e Moluccella
leavis). As hemaglutininas especificas para cada tipo sanguineo tiveram um papel crucial na
investigacdo da base estrutural da especificidade dos antigenos associados ao sistema sanguineo
A B O por Walter J. T. Morgan Winifred M. Watkins em 1950. O trabalho pioneiro de Watkins e
Morgan estava entre as recentes evidencias da presenca de acucar na superficie de células e o
papel potencial das aglutininas como marcadores de entidades, um tema abordado na
glicobiologia moderna. No entanto, levou certo tempo para que os contra-receptores de agucares
de superficie, isto &, as lectinas endégenas que reconhecem estes acucares, fossem identificados,
os primeiros foram os receptores hepaticos de asialoglicoproteinas de mamiferos. A habilidade
de aglutininas de plantas em distinguir entre eritrocitos de diferentes tipos sanguineos levou a
Boyd Shapleigh (1954) propor o nome lectina. Este termo foi generalizado no mundo cientifico
para englobar aglutininas agicar-especificas de origem ndo imune, independentemente da origem

e especificidade sanguinea.

1.2.2.2 Estimulo mitogénico de linfécitos e aglutinacao de células cancerigenas

Duas das maiores descobertas feitas no inicio da década de 1960 foram fundamentais
para levar as lectinas para a atencdo publica. A primeira delas foi a descoberta, por Peter C.
Nowell (1960), da mitogenicidade da lectina de Phaseolus vulgaris (PHA), ou seja, ela possui a
habilidade de estimular a mitose em linfécitos. Esta descoberta teve um impacto revolucionario
na imunologia, pois 0 que se sabia até entdo era que linfdcitos eram o final da diferenciacdo
celular e eram incapazes de se dividirem. Em pouco tempo, vérias outras lectinas provaram ser
mitogénicas. Em especial, a descoberta que concavalina A era mitogénica, pois, em contraste
com a PHA, sua atividade podia ser inibida por baixas concentracdes de monossacarideos como
manose. Esta descoberta forneceu provas de que a estimulacdo mitogénica € resultado da ligacao
de lectinas a acgucares de superficie dos linfécitos e estava entre as primeiras demonstracdes do
papel biolégico dos agucares de superficie celular. Logo, lectinas mitogénicas tornaram-se
ferramentas para o estudo de transmissdo de sinal intracelular e para andlise dos eventos

bioquimicos que ocorriam durante a estimulacdo de linfocitos in vitro. O resultado mais valioso
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destes estudos foi a descoberta, na década de 1970 por Robert C. Gallo e seus associados, do
fator T de crescimento celular (interleucina-2) no meio de condi¢do para o crescimento normal
de linfécitos humanos estimulados por PHA (Morgan et al 1976). A segunda descoberta foi feita
por Joseph C. Aub (Aub et al 1963 1965), ele descobriu que a aglutinina do gérmen de trigo
(WGA) tem a habilidade de preferencialmente aglutinar células malignas. Em seguida outras
lectinas mostraram ter essa habilidade como a concavalina A, aglutinina da soja (SBA). Essa
investigacdo forneceu as primeiras evidéncias de que mudangas nos acgucares da superficie

celular estao associados como desenvolvimento de cancer.

1.2.2.3 Isolamento de lectinas em larga escala

Antes do inicio do anos 1970, a presenga de hemaglutininas foi relatada em inumeros
organismos, mas poucos haviam sido purificados. A introducido da cromatografia de afinidade,
por Irwin J. Goldstein e Bipin B. L. em 1967, aumentou dramaticamente o isolamento de
lectinas. Numerosas lectinas se tornaram disponiveis, a maioria de plantas. O interesse nas
lectinas foi amplamente estimulado pela demonstracdo de que elas sdo ferramentas valiosas para
deteccao, isolamento, e caracterizacdo de glicoconjugados, primariamente de glicoproteinas, para
histoquimica de células e tecidos e para o exame das mudancas que ocorrem na superficie da
célula durante processos fisiolégicos e patoldgicos, da diferenciacdo celular até o céancer
(Agrawal e Goldstein, 1967).

A ocorréncia de hemaglutininas animais foi constatada desde o inicio dos estudos com
lectinas, na maioria em invertebrados ou vertebrados inferiores, até metade da década de 1970,
apenas trés delas haviam sido isoladas e caracterizadas (da enguia, cobra e limulo), nessa década
houve a caracteriza¢io de outras lectinas como o receptor de asialoglicoproteina hepética e a de
enguia elétrica (Teichberg et al. 1975), o primeiro exemplo de uma lectina especifica por p-
galactose (conhecidas como galectinas) (Barondes ef al. 1994). A partir da década de 1980, o
nimero de lectinas animais purificadas passou a crescer bastante, gracas ao advento de técnicas

recombinantes.

1.2.3 Definicao

Na opinido de Peummans e Van Damme 1995, a presenca de pelo menos um dominio
ndo catalitico que se liga reversivelmente a carboidratos seria o Unico pré-requisito para que uma

proteina fosse denominada lectina. Logo, lectinas de plantas podem ser definidas como
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proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente de
maneira especifica a um mono- ou oligossacarideo. O que inclui uma grande gama de proteinas
que se comportam de maneira bem diferentes quanto as suas propriedades de aglutinacdo e/ou
precipitacdo de glicoconjugados.

Para qualificar como uma lectina, a (glico)proteina deve possuir trés caracteristicas

distintas.

1.2.3.1. A lectina é uma (glico)proteina que se liga a carboidrato.

A partir dessa defini¢do, taninos, certos lipidios, substancia catiOnicas e carboidratos
cognatos em interagdes carboidrato-carboidrato que aglutinam células estdao excluidos. Como o
sitio de reconhecimento a carboidrato pode estar ligado a outra cadeia protéica funcional, sendo
esse sitio de reconhecimento o responsdvel para classificar a proteina multifuncional como
lectina, abre a possibilidade de classificar a proteina em outra categoria como RIPs tipo 2 e

quitinases classe I (Gabius, 1997).

1.2.3.2. Lectina estdo separadas das imunoglobulinas

Originalmente, lectinas foram denominadas “substancias tipo anticorpos” (Boyd e
Shapleigh, 1954). Este termo se refere a aparente especificidade de ligacdo e ndo reflete
similaridade estrutural. Inclusive, o termo lectina foi posteriormente diferenciado das
imunoglobulinas (Ig) que necessitavam de um estimulo imunolégico para serem sintetizados,
apesar da capacidade de se ligar a carboidrato pode ser vista também nas lectinas tipo-I da
superfamilia-Ig, todas as imunoglobulinas sdo excluidas. Interessantemente, lectinas sdo
conhecidas por serem induzidas por estimulos externos diferente de desafio do organismo por
anticorpos. A expressdo de lectina de plantas pode aumentar como conseqiiéncia de estresses,

como patdgenos, seca ou alta salinidade (Scheggia et al., 1998; Singh et al., 2000).

1.2.3.3. Lectinas ndo modificam bioquimicamente os carboidratos aos quais se ligam.

Esta parte da definicdo exclui glicosiltranferases, glicosidases, e enzimas que introduzem
substituintes, como grupos sulfatos nos carboidratos. Essa adi¢ao € necessdria, pois €é sabido que

certas glicosidases aglutinam células a baixas temperaturas. Como algumas podem, portanto,
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possuir atividades enzimadticas independentes do sitio lectinico, fica indispensdvel nos passos
iniciais de investigacdo, demonstrar outras atividades atribuidas a cada sitio. (Gabius, 1997;
Brechtel et al., 2001; Trainotti et al., 2001). Lectinas sdo, portanto, separadas de sensores para
mono ou dissacarideos operando em quimiotaxias ou em sistemas “operon” e de proteinas de

transporte (Kocourek et al., 1983).

1.2.4 Classificacao

Baseado na sua estrutura geral (Peummans e Van Damme 1995; Peummans e Van
Damme 1998), as lectinas podem ser classificadas em quatro categorias, denominadas:

merolectinas, hololectinas, superlectinas e quimerolectinas (Figura 1).

1.2.4.1 Merolectinas

Sdo proteinas formadas exclusivamente de um unico dominio de reconhecimento 4
carboidrato (DRC), e devido a sua natureza monovalente, € incapaz de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células. Como exemplos temos a heveina (Van Parijs et al., 1991) e

as proteinas monomérica ligantes de manose das orquideas.

1.2.4.2 Hololectinas

Sdo exclusivamente formadas por DRCs, mas em contraste com as merolectinas, contém
dois ou mais dominios que sdo idénticos ou homoélogos, esse grupo compreende lectinas que
possuem multiplos sitios de ligacdo e, portanto, sdo capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados. Obviamente que a maioria das lectinas pertence a esse grupo, ja que se

comportam como hemaglutininas.

1.2.4.3 Superlectinas

Sao um grupo especial de quimerolectinas que possuem dois ou mais dominios que
diferem do sitio de ligacdo a carboidratos, tanto em estrutura como em funcio, ou apresentam

dominios lectinicos distintos, tendo a mesma proteina especificidade por carboidratos distintos.
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Como lectina da tulipa (Van Damme et al., 1996), que possui em uma tnica cadeia polipeptidica
um dominio ligante a manose, que € claramente relacionado a subunidade bdsica das proteinas
ligantes a manose de monocotiledoneas, e um segundo dominio ligante a GalNAc, que ndo

possui similaridade com nenhuma proteina conhecida.

1.2.4.4 Quimerolectinas

Sdo proteinas de fusdo, possuindo pelo menos um DRC ligado a um dominio ndo
relacionado, que possua uma atividade catalitica bem definida (ou outra atividade biolégica) que
atue independentemente do DRC. Dependendo do nimero de DRCs, quimerolectinas se
comportam como mero- ou hololectinas. Por exemplo, RIPs tipo 2 com dois DRCs na sua cadeia
B (eg. ricina) aglutinam células, enquanto quitinase de planta tipo I com tnico dominio de

ligacdo a quitina ndo aglutinam.

Merolectinas

Superlectinas

Dominio lectinico

. N

Hololectinas

Sitiog deligacioa
carboidratos

Dominios Cataliticos

Quimerolectinas Dominio quitinasico

Dominio inibidor de
riboggomo

Figura 1 — Representacdo dos quatro tipos de lectinas de plantas. Baseado em Van Damme,
1998.
Além da classificacdo estrutural, baseado na andlise das seqiiencias das lectinas, pode-se

observar as diferencas e relacdes evolutivas entre elas e permitiu criar quatro grupos de proteinas
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relacionadas evolutivamente, denominados lectinas de leguminosa, lectinas ligante a quitina, RIP
tipo 2 e as lectinas de monocotiledoneas ligantes a manose. Alem desses quatro grupos, foram
reconhecidas trés pequenas familias com seqiiencias e estruturas distintas conhecidas como

amarantina, jacalina e lectinas do floema (Figura 2) (Van Damme et al., 1998).

Figura 2 — Estrutura de grupos e familias de lectinas vegetais. 1. Abrina - RIP tipo 2; 2. A.
Caudatus - Familia Amarantina; 3. PHA-L — Leguminosa; 4. V. Album — Ligante a quitina 5.

GNA - Monocotiledonea ligante a manose; 6. Jacalina.

1.2.5 Ocorréncia e Biossintese

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo ja encontradas em fungos,
virus, bactérias, insetos, animais e plantas (Moreira et al., 1991). Nas plantas, sdo principalmente

obtidas de sementes, pela facilidade da obtencdo de tecido seco e uma producdo considerdvel
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neste 6rgao. Nos outros tecidos das plantas, como em folhas, raizes, caule, stiber entre outros,
elas também podem ser encontradas, mas geralmente em baixas concentra¢des (Van Damme, et
al., 1998)

Em relacdo a biossintese, um exemplo bem caracterizado da sintese de uma lectina de
leguminosa € a sintese da Concavalina A. ConA ¢ sintetizada nos cotilédones de sementes em
desenvolvimento de Canavalia ensiformis e acumulada em corpos protéicos em células
parenquimatosas de reserva, onde a lectina representa cerca de 20% das proteinas totais na
semente madura. Nestas células, ConA € sintetizada como uma pré-pré-proteina, pré-pré-ConA.
Depois da remocdo co-translacional do peptideo sinal, a cadeia nascente da proteina é
seqiiestrada para o limen do reticulo endoplasmatico rugoso (RER) onde é N-glicosilado com
uma cadeia lateral de manose. O glicano € atracado na cadeia lateral de um residuo de asparagina
localizado no meio da molécula e essa forma resultante ¢ denominada de pr6-ConA, o precursor
da ConA madura (Herman et al., 1985; Chrispeels et al., 1986; Faye e Chrispeels, 1987). O
precursor € transportado para corpos protéicos via complexo de Golgi onde o glicopeptideo
central (o glicano atracado a um peptideo de 15 residuos) € removido, originando dois
fragmentos distintos correspondendo aos dominios N- e C- do precursor. A cadeia C-terminal é
processada ocorrendo a remog¢do proteolitica de um peptideo de nove residuos na extensao C-
terminal, que é ligada a regido N-terminal de maneira inversa (Figura 3). Uma clivagem
subseqiiente libera 4 residuos de aminodcidos originando a lectina madura com 237 residuos.
(Bowles et al., 1986; Bowles e Pappin, 1988). A nova ligacdo peptidica ligando os fragmentos
N- e C- se localiza entre os residuos 118 e 119 da proteina madura. Como o processo de
religagdo ndo possui aproveitamento de 100%, uma fracdo correspondente aos fragmentos C- e
N- da ConA, as duas metades da molécula, estdo sempre presentes no preparo dessa lectina.
Portanto, quando a lectina € analisada por SDS-PAGE, sdo observadas trés bandas
polipeptidicas. O mesmo padrdo eletroforético € observado em lectinas isoladas do género
Canavalia (Hague, 1975; Moreira e Cavada, 1984; Cavada et al. 1996; Ceccato, 2001). Para
algumas das lectinas de Canavalia, foi demonstrado que os dois fragmentos sdo as duas metades
da cadeia alfa intacta (Yamauchi et al., 1989; Yamauchi e Minamikawa, 1990, Grangeiro, 1996),
indicando que as espécies de lectina desse género sdo produzidas pelo mesmo mecanismo

postranslacional estabelecido para ConA.
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Figura 3 — Representacdo esquemadtica da biossintese das lectinas semelhantes a ConA no

processamento chamado de permutacdo circular, modificado a partir de Peumans e Van Damme

(1998).

1.2.6 Papel das Lectinas nos vegetais

A busca do papel fisioldgico das lectinas de plantas esteve sempre relacionada na busca
de seus receptores naturais. No caso de lectinas, receptores poderiam ser as por¢des glicidicas de
glicoconjugados complementares ao sitio de reconhecimento da lectina, onde, carboidratos de
diferentes fontes (glicoproteinas, glicolipidios e polissacarideos), mas idénticos (ou estrutura
similar) podem atuar como receptores da mesma lectina. A busca por ligantes enddgenos da
lectina de planta ndo levaram a descobertas significativas e, com exce¢do de quitinases,
glucanases e glicosidases, lectinas sdo as unicas proteinas capazes de reconhecer e se ligar a
glicoconjugados presentes na superficie de microorganismos (como bactérias e fungos) ou
expostos ao longo do trato intestinal de insetos e herbivoros mamiferos. Dado a diversidade dos
glicanos microbiais e animal, um largo espectro de lectinas com diferentes especificidade pode
ser interpretado como indicacdo do sucesso das plantas no desenvolvimento de moléculas de

reconhecimento/acdo contra diferentes receptores glicidicos (Peumans e Van Damme, 1995).
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Argumentos moleculares, bioquimicos, celulares, fisioldgicos e evoluciondrios indicam
que lectinas possuem um papel na defesa da planta. O maior argumento desse papel é a
observagdo de que lectinas de plantas se ligam a glicoconjugados de outros organismos. Apesar
de lectinas de planta serem capazes de se ligar a carboidratos simples como glicose, manose ou
galactose, elas possuem afinidade bem maior por oligassacarideos, que nao sdo comuns ou
totalmente ausentes nas plantas. Como as lectinas que se ligam a quitina, um carboidrato tipico
constituinte da parede celular de fungos e exoesqueleto de invertebrados. O mesmo acontece
para o lectinas que se ligam ao &cido sidlico, aclicar que ndo existe em plantas, mas é o maior
componente glicidico de glicoproteinas animais (Peumans e Van Damme, 1995).

Um argumento substancial a favor do papel de defesas das lectinas € a marcante
estabilidade delas sobre condi¢des desfavoraveis. A maioria das lectinas é estdvel sobre uma
grande faixa de pH, sdo capazes de suportar calor e sdo resistentes a proteases de animas e
insetos. Nestes aspectos, elas lembram fortemente outras proteinas ligadas a defesa como
proteinas relacionadas a patogénese, inibidores de protease, quitinases e glicaneses, RIPs,
inibidores de a-amilase, proteinas antifingica e tioninas. No entanto, lectinas sdo degradadas in
vivo e alguns herbivoros possuem proteases capazes de digerir lectinas de plantas presentes na

sua dieta (Peumans e Van Damme, 1995).

1.2.6.1 Relacao entre hormonios vegetais e lectinas

Os mecanismos de defesa de plantas estdo associados as cascatas de reacdes nos quais
diversos hormonios vegetais fazem parte, essas cascatas culminam, muitas vezes, com o acimulo
de proteinas de defesa. Podemos observar em diversos casos o acimulo de lectinas apds o
tratamento de plantas com determinados hormdnios vegetais, como WGA induzido por ABA
(Cammue et al., 1989), giberilina controla as mudangas didrias na expressao da lectina do xilema
de Cucumis sativus (Oda et al., 2003). Tratamento com IAA aumentam os niveis do mRNA da
lectina de Cicer arietinum (Esteban et al, 2002), tratamento com metil jasmonato aumenta o
conteddo de lectina em cultura de calos de Helianthus tuberosus (Nakagawa et al., 2000).
Transcritos de Brassica napus acumularam nas folhas apds tratamento com o precursor de
etileno, bem como 4cido jasmonico, ABA e injutria (Babosha, 2008).

Um numero consideravel de lectinas possue um sitio hidrofébico capaz de interagir com
citocinas e compostos relacionados as mesmas, como a quantidade de lectinas expressa em
certos tecidos € alta, principalmente nas sementes, a maior parte do pool de fitohormdnios

podem estar ligados a lectinas, que fariam um papel de armazenamento (Babosha, 2008).
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1.2.6.2 Interagdo com o acido o-amino butirico (Abu)

O Abu € um aminodcido ndo protéico que pode proteger certas plantas contra alguns
patégenos. O Abu protege essas plantas pela ativacdo da defesa natural do organismo pela
ativacdo de mecanismos de defesa das plantas, como calose, resposta hipersensitiva e até
necrose. A resposta induzida pode estd associado ao “priming”, processo que aumenta a
capacidade da célula em mobilizar respostas de defesa celular (Ton e Mauch-Mani, 2004)

Delatorre e colaboradores (2007) determinaram que na lectina de CGL existia uma
densidade eletronica correspondente ao Abu (Figura 4), sua presenca foi confirmada por
espectrometria de massa, e os residuos envolvidos na interacio com o aminodcido nio protéico
sdo bastante conservados dentro das Canavalias, mas em outras lectinas de leguminosas ocorrem
substitui¢des conservativas. Este trabalho também verificou o aumento da quantidade de Abu na
germinacdo, em contraste com a diminui¢do da lectina, e esse aumento esteve relacionado com o
aumento de hipersensibilidade da planta em germinacdo. Sua presenca ja foi detectada em outras
lectinas de Diocleinae. A associacdo de lectinas com o Abu fortalece o papel das lectinas na
defesa de plantas bem como a caracteristica de interagir com moléculas diferentes de

carboidratos, assim como ocorre com os hormonios via dominios hidrofébicos das lectinas.

GLN13TF
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Figura 4 — Sitio de localizacdo do Abu com sua densidade eletronica. Adaptado de Delatorre et

al., 2007
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1.2.6.3 Simbiose com Bactérias

Lectinas de plantas ndo sdo consideradas por serem apenas parte do sistema de defesa.
Diversas plantas, em particular leguminosas, sdo conhecidas por estabelecer simbiose com
bactérias do género Rhizobium e géneros relacionados que sdo capazes de fixar nitrogénio
atmosférico, oferecendo a planta a independéncia do fornecimento de fertilizante. Esta simbiose
€ espécie especifica: certas espécies de Rhizobium sé nodulam uma dnica espécie de leguminosa
ou um nuimero limitado.

Estudos recentes se focam nas lectinas de raiz, alguma delas similares as lectinas de fato,
foi possivel mostrar que a transferéncia do gene da lectina da ervilha para a raiz de trevo branco
permitiu a nodulacdo de bactérias especificas de ervilha, e que para interagdo era necessdria o
sitio de ligacdo a carboidrato intacto.

E um novo aspecto surgiu com a detec¢do de fatores de nodulagdo, lipopolissacarideos
que sdo produzidos pelas bactérias em respostas a estimulos derivados das plantas (flavonodides).
Os fatores de nodulagdo sdo formados por um esqueleto de residuos de B-GlcNAc, que por

defini¢do, seus receptores sao lectinas (Gabius, 2001).

1.2.6.4 Modelo de acdo de lectinas em plantas

Alguns dos papéis exercidos pelas lectinas nas plantas estdo claros a luz da ciéncia,
porém as dificuldades maiores sdo explicar os mecanismos pelos quais as lectinas atuam nas
plantas (De Hoff e al 2009).

A imunidade inata das plantas € mediada via interacdo receptores de reconhecimento
padrao (PRRs) e PAMPs (padrdes moleculares associados aos patdégenos). Quando esse
reconhecimento ocorre, € sdo acionados a cascata de transducao de sinais baseados em proteinas
quinase (MAPK), a resisténcia basal ou imunidade baseada em PAMP (PMI) € elicitada em
planta. De Hoff e colaboradores (2009), sugerem um modelo baseados nas descobertas feitas
sobre as lectinas e o mecanismo de defesa de plantas, para explicar sua acdo tanto na defesa
quanto na simbiose.

O meio extracelular € um ambiente complexo nos quais organismos patogenos,
simbidticos e comensais se agregam na rizosfera onde nao s6 proteina, mas também agucares

liberados por esse organismo e pela planta se acumulam. Os micrébios na regido da raiz sapo

atraidos por quimiotaxia pelos nutrientes liberados pela raiz e se movem em sua dire¢do. No
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entanto, os micrébios podem ser imobilizados por uma primeira linha de defesa (estima-se que
uma distancia de 5-50um da superficie da raiz), onde lectinas multiméricas e provavelmente
outras moléculas aglutinam eles. No entanto, esta barreira ndo é impenetravel e uma fragdo de
microorganismos pode migrar para a superficie da raiz permitindo o controle de amostragem do
ambiente local pela raiz. Na superficie da raiz, os organismos que escaparam das lectinas
secretadas irdo, provavelmente, encontra-las novamente, via interacdo com sua superficie de
carboidratos, e aglutinardo por receptores de reconhecimento de patégenos e/ou simbidticos.
Estas lectinas e receptores estdo potencialmente associados juntos em “lipid rafts”
(microdominios especializados da membrana plasmética onde alguns lipidios, normalmente
esfingolipidios e colesterol, e proteinas estdo concentrados), permitindo a amplificagdo do sinal
resultante da percepg¢do pela raiz. O dominio da lectina nos LecRK provavelmente aglutina estas
moléculas via carboidratos ou superficie glicosilada de proteinas. A degradacdo da parede celular
pode ser detectada por dominios auxiliares na estrutura da lectina e transmitida para a planta para
uma resposta. Na interacdo patogénica e mutualistica, a parede celular é degradada (Robledo et
al., 2008), e nos dois cendrios resulta na “up regulation” de genes envolvidos na defesa da
planta. Na patogénese, a resposta defensiva € mantida, mas na simbiose mutualistica a resposta é
atenuada (Gibson et al., 2008). Na simbiose de Rhizobium, fatores de nodulacdo podem possuir
um papel de “down-regulation” na resposta de defesa ou de inibir sua transducdo, por uma
interacdo direta ou indireta com um RK (receptor quinase) ou LecRK. O modelo criado também
ilustra a possibilidade de reconciliacdo entre o aparente papel duplo das lectinas de plantas na
simbiose e na defesa. Na figura 5A, quando simbidticos (como Rhizobium) se ligam a raiz,
microbios (bactérias em verde) colonizam a superficie da raiz. Aumentando a concentracido de
células de Rhizobium facilita o reconhecimento local de fatores de nodulagdo por receptores
desse fatores de um Rhizobium compativel (Oldroyd e Downie, 2008), possivelmente em um
“lipid raft”. Quando patdgenos (bactérias em marrom) sdo detectadas por FLS2 ou por lectinas,
uma resposta local e imediata (explosdo oxidativa) e resposta sistémica (via cascata de MAPK)
sdo acionadas, e o progresso do patégeno € reduzido. As proteinas efetoras das bactérias também
podem ser internalizadas e detectadas internamente por um RK. No caso de bactérias comensais
(bactérias amarelas ou cores claras), nem a resposta patogénica ou simbidtica é ativada. A
interagc@o proposta entre organismos mutualisticos e patogénicos estd representada na figura 5B e
C, respectivamente. A planta sofre os custos da secrecdo de nutrientes em larga escala para
potencialmente se associar com bactérias simbidticas, mas a0 mesmo tempo pode sofrer o risco
de ser atacada por patégenos. Lectinas de plantas podem participar no balanco da interface entre

as interacdes mutualisticas e patogénicas. A compreensao da dualidade de funcdes € limitada nao
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s0 pela falta de informagdo sobre todos os fatores que participam do funcionamento, mas
também devido as pecas desse quebra-cabecga ainda ndo terem sido identificadas (De Hoff et al
2009).
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Figura 5 — Modelo de a¢do de lectinas em plantas, adaptado de De Hoff e colaboradores (2009)

1.2.6.5. Acdo direta de lectinas sobre organismos

1.2.6.5.1 Virus

Diversos trabalhos mostram a acdo direta de lectinas sobre diversos organismos. Ainda
assim ndo se tem evidéncias de sua atividade direta contra virus de plantas, mas ja se observou
aumento da quantidade de lectina em folhas de tabaco quando desafiados por virus do mosaico

(Ooi et al., 2004), o mesmo foi observado em batata desafiada pelo virus X (Scheggia et al.,
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1988). J4 com relacdo a outros microorganismos, invertebrados e mamiferos, existe uma gama

de trabalhos mostrando a agao t6xica de lectina contra seres vivos.

1.2.6.5.2 Bactérias

As bactérias sd@o organismos unicelulares, procariontes e pertencentes ao reino Monera.
Sua classificacdo € feita de acordo com a constitui¢do da parede celular em dois grupos: Gram-
positivas (+) e Gram-negativas (+). As bactérias Gram-positivas apresentam em sua parede
celular polissacarideos, dcidos tecdicos e peptideoglicanos, enquanto as Gram-negativas
apresentam na sua parede celular peptideoglicano, lipideos, proteinas e lipopolissacarideos
(Trabulsi, 2000), ambas apresentam sitios de ligagcdo para as lectinas.

A parede celular de bactérias ndo apenas impede qualquer interacdo entre
glicoconjugados de sua membrana e proteinas que se ligam a carboidratos, mas também previne
que estas proteinas penetrem no citoplasma. Portanto, caso lectinas tenham um papel de defesa
contra bactérias, esse deve ser por um mecanismo indireto, baseados em interagdes com a parede
celular ou glicanos extracelulares, visto a existéncia dessa barreira para interagir diretamente
com a membrana plasmética. Porém a lectina de Araucaria angustifolia (Aal) mostrou provocar
danos em bactérias Gram (+) e Gram (-). Ela provocou grande destruicdo da parede celular ou a
formacdo de poros da Gram (+) Clavibacter michiganensis e formacao de bolhas ou destrui¢ao
de bactérias de Xanthomonas axonopodes. pv. passiflorae, Gram (-), comparados com o controle
(Santi-Gadelha et al., 2006).

Outro mecanismo de defesa indireto € o bloqueio dos movimentos normais da motilidade
de bactérias na interface ar-dgua da lectina de Datura stramonium (Broekaert e Peumans, 1986).
Neste caso, o bloqueio da motilidade da bactéria in vitro estava relacionada com uma réapida e
especifica liberacdo da lectina pelo tegumento e epiderme da semente (Peumans e Van Damme,
1995).

Contra-atacando o movimento quimioestatico de bactérias do solo para sementes em
germinagdo, a lectina pode prevenir a invasdo de raizes em germinagdo por bactérias
potencialmente prejudiciais. Diversas lectinas de leguminosas mostraram interagir fortemente
com 4cido muramico, dcido N-acetilmuramico, e muramil dipeptideos, justificando o potencial

dos estudos de lectinas com bactérias (Ayouba et al., 1994)
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1.2.6.5.3 Fungos

Em virtude da especificidade, lectinas ligantes a quitina parecem ter um papel na defesa
das plantas contra fungos (e insetos). Prova importante foi obtida quando demonstrado que a
lectina de Urtica dioica, que ndo estd ligada com sitio quitindsico, inibiu o crescimento de
Botrytis cinerea, Trickoderma kamtum e Pkykomyces blakesleeanus (Broekaert et al., 1989). Um
possivel mecanismo, neste caso, € o distirbio da sintese ou deposi¢ao de quitina (Van Parijs et
al., 1992). Considerando os efeitos da lectina da U. dioica sobre a parede celular e a morfologia
das hifas do fungo, acredita-se que a lectina estd envolvida na coloniza¢do dos rizomas pelas
endomicorrizas. Tal papel estaria de acordo com a localiza¢ao da lectina nas sementes e rizoma
(Peummans e Van Damme, 1995).

Diversas outras lectinas apresentam atividade antifiingica, e um grupo importante € o das
merolectinas, neste caso, elas possuem sé um sitio de ligacdo a quitina. Heveina é um exemplo,
extraida do latex de arvore da borracha (Hevea brasiliensis), possul um atividade antifungica
comparada a da urtiga (Van Parijs et al., 1991). Outra proteina desse mesmo grupo € a lectina da
semente de Amaranthus caudatus, que possui uma atividade antifingica mais potente, mas ainda
incapaz de matar o fungo (Broekaert et al., 1992).

As unicas lectinas de plantas com marcada atividade fungicida sdo as quimerolectinas
pertencentes a classe I de quitinases (demonstrado in vivo e em plantas transgénicas), porém a
acdo antifingica reside no dominio catalitico e ndo de ligacdo a carboidrato (Collinge et al.,

1993).

1.2.6.5.4 Insetos

As células ao longo do epitélio do trato digestério de insetos fitéfagos estdo expostos
diretamente ao conteudo da dieta e, portanto, sdo possiveis alvos para proteinas de defesa de
plantas. Como glicoproteinas sdo os maiores componentes dessa membrana, o limen do intestino
¢ literalmente coberto por sitios potenciais para lectinas da dieta. Bem como a camada peritréfica
que € alvo de lectinas ligantes a quitina e também as enzimas glicosiladas que sdo liberadas no
limen do tubo digestorio. A ligagcdo da lectina aos receptores glicoprotéicos pode causar efeitos
no inseto como repeléncia, retardo do crescimento ou morte ao alterar suas funcdes digestorias,
protetoras e secretoras do intestino (Peumans e Van Damme, 1995). Todavia, € bastante obvio
que para ligar as estruturas do intestino, células, enzimas glicosiladas ou qualquer outro

componente do inseto, as lectinas obtidas na dieta devem ser refratdrias a acdo proteolitica de
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enzimas e encontrar no ambiente condi¢des satisfatorias de pH e temperatura para exercer seus
efeitos (Vasconcelos e Oliveira, 2004).

Diversas lectinas mostraram ter efeito sobre insetos, como as lectinas de Myracrodruon
urundeuva que possuem atividade termicida contra Nasutitermes corniger e também atividade
larvicida contra L4 de Aedes aegypti (S4, 2008; Sa 2009). Outro exemplo importante mostrou
que GNA e ConA, quando incluidas em dieta artificial da larva de Lacanobia oleracea,
acumulam no intestino, tdbulos de Malpighi e hemolinfa, indicando quanto as duas lectinas
foram internalizadas e distribuidas sistemicamente depois de se ligarem a glicoproteinas do trato

digestorio do insto (Fitches et al., 2001).

1.2.6.5.5 Animais superiores

Como nos insetos, as células epiteliais ao longo do trato digestorio de animais superiores
sdo totalmente expostas ao conteido da dieta. Pode se esperar, entdo, que as plantas
desenvolveram proteinas de defesa contra predadores para este sitio de agdo. Como as células do
limen do trato digestério sdo totalmente cobertas por glicoproteinas e mucinas glicosiladas,
existem incontdveis sitios de ligacdo para as lectinas da dieta. Levando em consideracdo a
diversidade das lectinas e sua especificidade por glicanos animais, pode-se supor que estas
proteinas protegem as plantas de animais predadores.

O exemplo de lectina que foi bem estudada quanto sua toxidade para animais e seres
humanos € a PHA. Inclusive um envenenamento acidental por PHA por seu feijao mal cozido. A
PHA ingerida € altamente resistente a proteases do trato digestorio, se liga a células com borda
em escova do intestino onde é rapidamente endocitado. Quando a lectina entra na célula, ela
induz a um aumento da atividade metabdlica que eventualmente leva a uma hiperplasia e
hipertrofia do intestino delgado (Pusztai et al., 1991). Além disso, ingestdo de PHA ou feijoes
cozidas causa forte ndusea seguido de vOomito e diarréia. Os efeitos severos de PHA ilustram o
potencial de lectinas na protecdo contra predadores. A presenca de lectinas toxicas em sementes
e Orgdos vegetativos pode ser uma adaptacdo evolutiva. Apesar da presenca de lectinas téxicas
ndo protegerem completamente a semente ou partes da planta do consumo, o efeito de afastar o

animal pode ser benéfico para a sobrevivéncia de espécies.
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1.2.7 Aplicacao Biotecnologica

Os carboidratos, que sdo exclusivamente encontrados na monocamada externa de
membranas plasmdticas das células animais, interagem ora com proteinas (glicoproteinas), ora
com lipidios (glicolipidios), formando uma estrutura denominada glicocdlice. O glicocélice é
importante na adesdo e reconhecimento celular, na determina¢do de grupos sanguineos, entre
outras fungdes.

A composi¢do de carboidratos varia dentre os tipos celulares, e a capacidade de lectinas
interagirem especificamente com certos glicanos, bem como sua grande diversidade, coloca
essas proteinas como importantes ferramentas de interacdo celular e o desencadeamento de

reacoes bioldgicas. Hoje, a aplicacdo de lectinas em diversos modelos é uma realidade.

1.2.7.1 Identificacdo Celular

Nos ultimos anos, novas tecnologias tém estabelecido “DNA arrays” para distinguir
diferentes tipos de células, através do perfil da expressdao de genes. No entanto, o fenétipo das
células ndo é apenas determinado pela expressdo de genes. Acredita-se que mudancas pos-
traducionais por glicosilagdo e regulacdo da localizagdo da proteina sdo essenciais para
determinar a identidade de um tipo particular de célula em um dado estdgio de diferenciagao.
Portanto, células diferentes poderiam ser distinguidas através do perfil de glicanos em sua
superficie. O uso de um painel de lectinas com diferentes especificidades seria 0 meio mais
conveniente e efetivo para alcangar o perfil de glicanos. O desenvolvimento de uma nova
biblioteca de lectinas ird expandir grandemente a utilizacdo de lectinas e ird permitir que a

identificacdo celular se torne mais acurada e confidvel (Yim, M. ef al 2001).

1.2.7.2 Adesao celular e liberacdo de mediadores quimicos

Na biologia celular, lectinas téxicas sao ferramentas potentes para selecionar variacdes de
células resistentes e poder identificar defeitos genéticos da maquinaria de glicosilacdo. Como
substancias modelos para induzir agregacdo celular e adesdo, sua capacidade de se ligar a células
permite a realizacdo de ensaios com inibidores sintéticos como glicodendrimeros para dissecar as
cascatas de sinalizacdo relevantes para estes processos de glicosilagdo, o mesmo foco pode ser
atribuido para as lectinas mitogénicas no estudo dos mecanismos moleculares do controle

proliferativo e na liberagdo dos mediadores quimicos. Nessa ocasido, a capacidade de ligacdo
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cruzada das lectinas, que formam redes ordenadas com ligantes (células, glicoconjugados), €
vital para realizar a inicializacdo da cascata de reacdo. Em ativando células imunoldgicas,
induzindo apoptose ou modulando a libera¢do de citocinas destas células, as lectinas de plantas
funcionam efetivamente como modificadores da resposta bioldgica. O wuso de lectinas
imunomodulatérias ndo deve se traduzir automaticamente para o beneficio clinico. Existe risco
da aplicac@o de lectinas desde sua utilizagdo em plantas de consumo e seus efeitos em longo
prazo para humanos, e a nivel ecoldgico. De fato, células que respondem ao efeito mitogénico de
lectinas, podem incluir células cancerigenas, bem como a ativagdo de célula imunoldgicas pode
levar a liberagdo de fatores de crescimento e alterar o padrdo de crescimento de tumores.

(Riidiger e Gabius, 2001)

1.2.7.3 Transporte nuclear

Uma aplicacdo intrigante de lectinas na biologia celular e andlise de glicanos vém da
deteccao da O-GlcNAcetilagdao de proteinas citoplasméticas do nicleo por WGA (Shane e Hart,
1999). Apenas proteinas de gramineas detectam esse tipo especial de O-glicosilagdo. Suas
aplicagdes permitem, além do monitoramento das mudancas dindmicas na extensdo dessa
modificacdo, o estudo de bloqueio para inferir o papel desse aguicar no transporte intranuclear.

(Riidiger e Gabius, 2001)

1.2.7.4 “Drug Delivery”

A maioria das proteinas membranares e muitos lipidios da membrana plasmética sao
glicosilados, e esses glicanos sdo sitios para a ligacao de lectinas. A combinacdo de um pequeno
nimero de agucares pode produzir uma grande variedade de diferentes estruturas quimicas.
Diferentes células expressam uma gama diferente de glicanos e em particular “células doentes”,
como células transformadas ou cancerigenas, geralmente expressam diferentes glicanos
comparados com suas correspondentes células normais. Portanto, lectinas podem ser utilizadas
como moléculas carreadoras para enderecar drogas especificamente para diferentes células e
tecidos. (Bies et al, 2004 ).

Existe uma alta especificidade na interacdo lectina-glicoconjugado, em virtude disso, as
lectinas podem ser usadas como moléculas de enderecamento para glicoconjugados especificos

de tumor. As lectinas podem ser conjugadas com uma série de agentes que devem ser levados
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para células de tumor. Estes podem incluir (1) drogas tumoricidas (2) radioisétopos como 1251 e
67G para radio imagem (“scintiscan’) e (3) antioxidantes fotoativados para terapia fotodinamica

(Mody R., et al, 1995)

1.2.7.5 Isolamento de células e transplante de medula 6ssea

PNA (aglutinina do amendoim) é uma lectina com especificidade para Galf3GalNAc,
conhecido como antigeno T, presentes em O-glicoproteinas. Essa proteina mostrou a capacidade
de selecionar subpopulagdes de timdcitos, ela aglutina timdcitos corticais imaturos, mas niao os
timdcitos medulares maduros. As células maduras apresentam, na superficie de carboidratos,
acido sidlico, o que impede a interacdo com lectina, sua remocdo enzimdtica restitui a
aglutinagdo como nas células imaturas que ndo possuem esse agicar. Essa propriedade também
foi vista com a SBA (aglutinina da soja), que € capaz de remover, em meios a células da medula
Ossea, as células responsdveis pela doenca do enxerto contra hospedeiro transfusional,
possibilitando assim a transfusdo de medula dssea segura para criancas com imunodeficiécia

combinada severa (Sharon, 2007)

1.2.7.6 Eventos de Vasculares

Selectinas sdo componentes essenciais para o recrutamento de leucdcitos nos processos
inflamatorios. Devido ao dominio lectinico presente nas selectinas, Assreuy e colaboladores
(1997) investigaram o potencial antiinflamatério de lectinas. Foi demonstrado que algumas
lectinas glicose-manose ligantes de sementes de Diocleinae inibiram a migracdo de linfécitos e o
edema em patas de rato induzidos por carragenana. As lectinas podem possuir também atividade
pro-inflamatoria, inclusive a mesma lectina pode possuir as duas atividades caso se mude a via
pela qual € aplicada no animal (Mota et al., 2006). Em decorréncia destes estudos outros foram
realizados e ja se pode observar que as lectinas também apresentam efeitos vasodilatador

(Assreuy et al., 2009) e antinonceptivo (Holanda et al., 2009).
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1.2.7.7 Agricultura — transgénicos

Lectinas possuem um papel defensivo nas plantas em resposta ao ataque de herbivoros e
patégenos e ocorrem naturalmente em centenas de espécies (Peumans e Van Damme 1995), a
atuacdo das lectinas contra espécies predadoras de plantas € alvo de pesquisa por todo mundo.
Genes que codificam lectinas sdo, portanto, candidatos de particular interesse para expressao em
culturas vegetais transgénicas. Por engenharia genética, genes de lectinas foram inseridos nessas
culturas para protecdo contra insetos (Hogervorst, 2006) incluindo GNA (aglutinina de
Galanthus nivalis), lectina da folha do alho (ASAL), lectina da ervilha (p-lec), WGA, jacalina e
lectina do arroz (Schuler et al., 1998; Legaspi et al., 2004; Saha et al., 2006). Provavelmente, a
lectina mais largamente estudada € a GNA. Seu gene foi introduzido com sucesso em diversas
culturas (Gatehouse et al., 1999; Legaspi et al., 2004). Estas plantas mostraram ser parcialmente
resistentes a insetos sugadores de floema, indicando que GNA € transportado para o floema.
Exemplos incluem tabaco (Hilder et al., 1995; Yuan et al. 2001), batata (Down et al., 1996;
Gatehouse ef al., 1996), trigo (Stoger et al., 1999), e arroz (Rao et al., 1998; Foissac et al., 2000;
Sun et al., 2002; Wu et al., 2002). Além de insetos ela jd mostrou aumentar resisténcia contra

nematéides em Arabidopsis thaliana transgénica (Ripoll et al., 2003).

Diversas outras atividade ja foram descritas para estas proteinas, em especial para lectinas
de Diocleinae como producido in vitro de oxido nitrico (Andrade, et al., 1999) prevencio de
cistite hemorragica (Assreuy, et al., 1999), induzir apoptose (Cavada et al., 2001) efeito
antidepressivo em camundongos (Barauna et al., 2006), atividade tipo insulina (Cavada et al.,
2003) protecdo de camundongos infectados por Leishmania amazonensis (Barral-Neto, et al.,
1996), o que justifica os estudos funcionais e estruturais desse grupo dentro da familia de

Leguminosae.

1.2.8 Lectinas de Leguminosas

Diversas lectinas de leguminosas de diferentes subordens e tribos foram isoladas, a
maioria de sementes. Apesar de diferirem na especificidade por agucar, essas lectinas se
assemelham nas suas propriedades fisico-quimicas. Elas usualmente consistem de duas
subunidades (25-30kDa), cada uma com um sitio de ligagdo a carboidrato. Interacio com

carboidratos requer uma ligacdo firme com Ca®* e Mn** (ou outro metal de transicdo). As
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seqiiencias das lectinas obtidas por técnicas quimicas ou de genética molecular exibiram uma
marcante homologia, com um ndmero significante de invariantes residuos de aminoécidos, entre

eles, os envolvidos na ligacdo ao metal (Sharon e Lis, 1990).

1.2.8.1 Estrutura

1.2.8.1.1 Mondmero e suas interagdes

Nao surpreendentemente, a estrutura do mondmero da lectina de leguminosa € altamente
conservada e uma caracteristica adicional importante, que parece ser comum a todas lectinas de
leguminosas, ¢ que o mondmero per si carrega em sua estrutura todas as caracteristicas
necessdrias para o reconhecimento do ligante. Isto significa que a oligomerizagdo transmite para
estas lectinas a especificidade fina necessdria para sua atividade bioldgica, e ainda fornece a
estabilidade estrutural geral para a macromolécula (Reddy et al., 1999).

O mondmero consiste de duas folhas betas pregueadas na qual a regido que se liga a
carboidrato se insere. A mesma arquitetura e topologia é encontrada em uma variedade de
proteinas que reconhecem carboidratos, a topologia do “fold” da lectina de leguminosa ¢
complexa e estruturalmente relacionada a topologia conhecida como “jelly-roll”, comumente
encontrado em proteinas virais de capsideos (Loris ef al., 1998). O “jelly-rol” foi primeiramente
descrito na Concavalina A. Cada unidade do monomero consiste de uma folha 3 plana com seis
fitas na parte de tras da molécula, uma folha  curvada com sete fitas, e, no topo, possui uma
pequena folha B com cinco fitas. Dois nucleos hidrofébicos estabilizam essa estrutura (Figura 6).
O primeiro deles esta entre as trés folhas B, e o segundo se localiza entre a folha B da frente com
os “loops” que conectam as fitas desta folha (Banerjee et al., 1996).

O fato de essas proteinas serem oligoméricas e capazes de formar dimeros e tetrameros
estd relacionado ao seu potencial em aglutinar celular e precipitar carboidratos multivalentes.
Uma unidade monomérica extremamente conservada pode se oligomerizar em uma variedade de
formas, tornado essas proteinas alvo no estudo de interacdo proteina-proteina. Além disso, a
estrutura quaterndria esta relacionada com a atividade, como foi mostrado para uma variedade de
lectinas: um arranjo homogéneo altamente ordenado de uma mistura de carboidratos e lectinas,
resultando numa forma superior que nao se pode atingir no nivel de monomeros (Loris et al.,

1998).
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Figura 6 — Partes do monomero de lectinas de leguminosas. Estrutura de ConM e modelo

esquematico. Baseado em Sinha et al., 2007.

A capacidade de lectinas de leguminosas se ligarem a carboidratos depende
simultaneamente da presenca do cdlcio e do metal de transicdo. Estes sitios de ligacdo a
carboidrato foi primeiramente descritos e detalhados na concavalina A (Hardman et al., 1982) e
€ altamente conservado na estrutura de outras lectinas de leguminosas. O cdlcio e o metal de
transicdo estdo distanciados aproximadamente por 4,5A (no caso da ConA) e dois residuos de
aspartato fazem uma ponte (Figura 7) entre eles (Loris et al., 1998). Os residuos envolvidos
nesse sitio sdo Glu8, Asp10, Tyr12, Asnl4, Aspl9, His24, Val32, Ser34, Asp208 e Arg228.

A ligacdo ao ion metdlico induz uma lenta transi¢ao da conformacao da proteina para um
estado dito fechado porque aumenta a afinidade dos dois metais pela proteina (Koenig et al.,
1978). A alta energia de ativacdo desse processo € provavelmente devido a isomerizacdo da
ligacdo peptidica entre os residuos Ala207 e Asp208 (Figura 8). Esta ligacdo possui a
conformacdo trans- em ConA desmetalizadas (Bouckaert et al., 1995), mas adota conformagao
ndo usual cis- na proteina nativa. Esta isomeriza¢do ocorre com a concomitante formacao do
sitio de ligacdo a carboidrato e a presenca destes ions € essencial para o correto empacotamento e
arranjo interno do sitio do carboidrato para reduzir os custos entrépicos restringindo a
mobilidade do contato do ligante (Riidiger e Gabius, 2001). Os fons, mesmo ndo participando
diretamente na interagdo com o ligante, t€m o papel de estabilizar as regides de ligacdo ao metal
e de ligacdo ao carboidrato (Boukaert, 2000). Os dois dominios estao interligados, uma molécula

de 4gua que faz ponte de hidrogénio com o célcio realiza outra com a Asp208 (Loris, 1998).
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O sitio de ligacdo a carboidratos também € altamente conservado em lectinas do tipo
ConA. A importancia dessa conserva¢ao dos aminodcidos para a interagdo com monossacarideos
tem sido amplamente descrita (Hamodrakas et al., 1997). Os residuos de aminodcidos que
interagem com o monossacarideo sdao conservados e, normalmente, ocorre a formacgdo de cinco a
oito pontes de hidrogénio entre estes e os aminodcidos das lectinas de Diocleinae (Hamodrakas
et al., 1997). Os residuos de aminodcidos envolvidos neste dominio sdo Asnl4, Leu99, Tyr100,
Asp208 e Arg228, eles sdo absolutamente conservados nas lectinas de leguminosas que adotam a
associacdo tetramérica de ConA (Calvete et al., 1999) classificada como tipo II (Brinda et al.,

2004)

®
-9
e o "
His 24 . . Y . .
3 -0 \
.. Asp 10 ..
®® =\ vuu . A °..‘ I'yr 12
\‘ y DL 7
@ @ N1 om,,. Q / wias ®

Glug % s

Figura 7 — Ponte de aspartato ligando o Ca** e o metal de transicio presente nas lectinas de

leguminosas. Reproduzido de Wah ez al., 2001.

Figura 8 — Isomerizagdo da ligacao Ala207-Asp208 nas lectinas de CGL e C. grandiflora.

Todas as lectinas de leguminosas sdo dimeros ou tetrameros feitos de dimeros. Os

tetraimeros possuem principalmente duas interfaces, que possuem similaridades com as interfaces
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entre os dimeros. Oligomerizacdo entre essas lectinas diméricas ou tetraméricas € principalmente
mediada por suas interacoes, da folha  plana da parte de tras, entre diferentes subunidades pra
produzir diferentes tipos de interfaces (Tabela 1).

A primeira lectina que a estrutura foi resolvida foi a ConA (Edelman et al., 1972). Esta
lectina forma dimeros de dimeros. A dimerizacdo inicial associacdo lado-a-lado da folha f plana
de seis fitas, formando uma folha  contigua de 12 fitas. Subseqiientemente, outras lectinas de
leguminosas apresentaram uma associacio dimérica similar e, por isso, esta associacdo passou a
ser conhecida como canonica ou Tipo II em modelos de dimerizagdo em lectinas de leguminosas.
Posteriormente, diferentes tipos de associacdo dimérica foram descobertas, todas elas envolvem
associacdes de empacotamento costa com costa (tipo X) pela sobreposicao das folhas B planas de
seis fitas. As variagdes dessas interfaces (X1-X5) representa, as diferencas angulares, ¢, entre as

duas folhas B que estdo em contato (Sinha et al., 2007).

Tabela 1 — Adaptado de Sinha 2007
Tipos de Interfaces formadas durante a oligomerizacao de lectinas de Leguminosas

Tipos de interface Exemplos e Caracteristicas Figuras

esquematicas

Interface Presentes em lectinas diméricas como PSL e

canonica ou tipo UEA-I e lectinas tetraméricas como ConA e

II PSA

Interface X1 Observado no dimero DB58 e em interfaces
ndo candnicas de tetraméricas como SBA,
PHA, etc.

Interface X2 Observado somente em tetrimeros, como a
interface ndo candnica em proteinas como
ConA e a lectina de Dioclea grandiflora (DGL)

Interface X3 ou Observada em ECorl e dimeros de WBA T e II

"aperto de mao"

Interface X4 ou Exibidoem GS4, GS1 e PNA

""costa com

costa"
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Interface X5 Observado em GS1. E o arranjo da X4 com um

angulo diferente de orientagdo miitua.

Interface nao Observado na PNA entre as subunidades 3 e 4.
usual %

1.2.8.1.2 Estrutura quaterndria

A maioria das lectinas de leguminosas possui uma estrutura denominada de dimero
candnico. E caracterizado por uma larga folha beta com 12 fitas, resultado da associagio do
verso de duas folhas betas com 6 fitas cada. Existe, porém, lectinas diméricas de estrutura
conhecida que nao formam o dimero candnico. Elas sdo as lectinas de Erythrina corallodendron
(Shaanan et al., 1991) e de Griffonia simplicifolia (Delbaere et al., 1993). Estes dimeros, em
algumas espécies se associam formando uma estrutura quaterndria tetramérica, no caso da
concavalina A estrutura quaternaria € pH dependente, a proteina é dimérica em pH abaixo de 5,0
e tetramérica em pH neutro ou bésico pela associacao de dois dimeros (Bouckaert et al., 1995).

Os tetrameros sdo principalmente dimeros de dimeros, e, portanto, sdo combinacdes das
interfaces diméricas. Os diferentes tipos de estruturas de lectinas de leguminosas s@o formados
pelos sete tipos de interfaces diméricas compreendendo as estruturas tipo candnica (dimero de
tipo II), tipo ECorl (dimero de X3), tipo GS4 (dimero de X4), tipo DB58 (dimero de X1), tipo
DBL (lectina de semente de D. biflorus — tetramero de tipo 1I+X1), estrutura quaternéria aberta
de PNA (interface incomum de tipo 1I+X4), tipo GS1 (interface incomum de X4) tipo arcelina-5
(mondmero) (Brinda et al, 2005)

Além dessas associagdes quaterndrias, a estrutura da lectina de Lotus tetragonolobus
(LTA) apresenta um arranjo diferente formado pelos seus dimeros tipo GS4, a PNA e GSL
apresentam a mesma configuragdo espacial, com arranjos angulares bem semelhantes nos
monodmeros, porém ocorre uma grande discrepancia na associacdo dos dimeros. O alinhamento
da seqiiéncia envolvida na interface costa-com-costa de GS4 mostra uma grande identidade da
LTA com PNA e em uma extensdo bem menor de identidade delas com a GS4. Esta pode ser
uma razdo para a discrepancia angular. Outro aspecto importante que pode ter provocado essa
discrepancia € a glicosilacdo que ocorre na Asn4, localizado préxima a interface de contato dos
monodmeros, podendo influenciar nas diferencas no arranjo molecular de dimeros tipo GS4 de

LTA e de dimeros tipos GS4 de GSA, nos mondmeros de GSA a glicosilagdo ocorre no residuo
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Asnl8. Enquanto o dimero de LTA tipo GS4 é uma associacdo de fitas B de mondmeros
adjacentes, a interface dimérica de LTA ¢é estabilizada por pontes de hidrogénio e contatos
hidrofébicos entre os loops dos mondmeros A/C e B/D (Figura 9). As duas interfaces de contato

foram descritas como uma nova interface dimérica na LTA (Moreno et al., 2008).
A B
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Figura 9 — Representacdo esquemadtica da associacdo dimérica das lectinas GSL e LTA. As

caixas vermelhas representam o mondmero lectinico, pontos pretos representam os padrdes de
glicosilagdo e caixas pretas representam dominios de ligacdo a carboidratos. A — Representacio
da interface de dimeros costa-com-costa de GSL. B - representacdo do tetraimero de LTA.

Adaptado de Moreno e colaboradores (2008).

Operacdes de simetria permitem colocar os dimeros de LTA no mesmo arranjo da GSL,
mas para isso a orientacdo do glicanos da LTA deveria ser para o centro do tetramero, o que €
incomum em lectinas de leguminosas, além disso, hd restricdes estéricas para acomodar todos
esses glicanos no centro e o fato do ambiente favordvel para glicanos exposto ao solvente
contribui pra o seu posicionamento proposto. Portanto a diferenca observada entre esse novo
arranjo quaterndrio e outras lectinas de leguminosas € provocada por caracteristicas intrinsecas

da estrutura priméria da LTA (Moreno et al., 2008).

1.2.8.1.3 Relacao estrutura-fungao

A diversidade da estrutura primdria em posicdes estratégicas ao longo da interface
dimero-dimero de lectinas de leguminosas de relagdes filogenéticas préximas pode influenciar
nas diferencas na tendéncia de oligomerizagao pH-dependente das lectinas de Diocleinae. Isto,
por sua vez, pode modular a capacidade de lectinas de se ligar e agregar especificas

glicoproteinas e glicolipidios receptores da superficie celular, isto pode suportar a distinta
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capacidade de acionar respostas celulares. Além disso, diferencas espaciais entre sitios de
reconhecimento a carboidrato de lectinas tetraméricas homélogas de Diocleinae combinado com
diferentes distincias entre epitopos cognatos de ligantes multivalentes pode conferir distintas
especificidades/afinidades para estruturas primdrias idénticas de carboidratos nos mesmos ou
diferentes tipos celulares (Calvete et al., 1999)

Portanto, diversos fatos suportam a hipétese de que pequenas diferencas em pontos
chaves da estrutura primdria de lectinas préximas filogeneticamente provocam um impacto no
equilibrio dimero-tetrimero, sdo amplificados por oligomerizacdo, e possuem conseqiiéncias

bioldgicas importantes (Calvete et al., 1999).

1.2.9 Lectinas de Diocleinae

As lectinas de leguminosas da subtribo Diocleinae sdo proteinas altamente similares, mas
que apresentam significativas diferencas na poténcia e eficdcia das suas atividades bioldgicas
(Delatorre et al., 2006). Como exemplo, mesmo diferindo em apenas trés residuos de
aminodcidos, Canavalia gladiata (CGL) e C. maritima (ConM) apresentam padrdes diferentes
em diversas atividades, como no relaxamento da aorta (Assreuy et al., 2009).  Apesar das
atividades serem bem documentadas, pouco se sabe sobre os receptores que eles interagem e
como ocorre. A estrutura cristalina de muitas lectinas de plantas revelou como elas
especificamente reconhecem ligantes carboidratos e nos dd uma dire¢do para elucidar os
mecanismos de acdo (Lis e Sharon, 1998).

Essas lectinas apresentam sitios de ligacdo conservados para trimanosideos de N-
oligossacarideos, mas possuem diferentes especificidades para complexos de carboidratos
biantenados (Dam et al., 1998). Além disso, diversas evidéncias mostraram que lectinas de
Diocleinae exibem atividade bioldgicas diferenciadas como proliferacao de linfécitos e produgao
de interferon y (Barral-Netto er al., 2001), estimulacdo de macréfagos peritoneais e reacdo
inflamatoéria (Rodriguez et al., 199), indugdo do edema de pata e migracdo de células no
peritdonio de ratos (Bento et al; 1993), liberacdo de histamina de mastdcitos do peritonio (Gomes
et al., 1994), e relaxamento da aorta (Assreuy et al., 2009). A liberacdo de histamina pode estar
relacionada a afinidade relativa aos complexos de carboidratos biantenados (Dam et al., 1998).
As lectinas de Diocleinae caracteristicamente possuem equilibrio dimero tetramero dependente
do pH. No entanto, apenas a forma tetramérica € capaz de realizar a ligagdo cruzada entre

receptores de membranas de células e acionar a transducdo de sinal de algum processo.
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1.2.9.1 Canavalia grandiflora Benth.

Canavalia grandiflora Benth. pertence a familia das leguminosas, mais precisamente a
subtribo Diocleinae. O género é composto de vinhas que normalmente possui flores luminosas
que sdo polinizadas por insetos como abelhas. Sdo plantas de origem tropical com espécies
usadas na agricultura como plantas forrageiras, como o feijado-de-porco (Canavalia ensiformis)
enquanto outras estdo ameacadas de exting¢ao.

Ceccato 2001 fez a caracterizacdo bioquimica parcial da lectina Canavalia grandiflora
Benth. A lectina foi isolada em Sephadex G-50, eluida com glicose 0,1M, e apresentou perfil
eletroforético com lectinas do mesmo género, como a ConBr, possui cadeia o e fragmentos e
v. Apresentou atividade hemaglutinante por eritrocitos de coelhos nativos e sangue humano tipo
A tratado com tripsina. A atividade hemaglutinante em eritrocitos de coelho foi inibida por
manose, a-D-metil-manopiranosideo, 1-o-metil-a-D-glicopiranosideo e glicoproteinas: mucina
suina e bovina e lactotransferina bovina. A composicdo de aminodcidos revelou alto teor de
dcido aspartico, serina e leucina, e ndo se detectou metionina e cisteina. E a seqiiencia parcial de
aminodcidos e nucleotideos mostrou alta homologia estrutural com as outras seqiiencias de
aminodcidos de Diocleinae.

Algumas aplicacOes bioldgicas foram atribuidas a lectina desta espécie, como seu efeito
modulador de eventos chaves da inflamacdo. A lectina de Canavalia grandiflora (ConGr),
possui efeitos antiinflamatoério e analgésicos, mediados por IL-1, TNF-a, provoca reducao do
rolamento e adesdo de leucdcitos, e, conseqiientemente, redugdo do trafico de neutréfilos. Os
resultados tornam a ConGr importante alvo para novas terapias antiinflamatorias e analgésicas

(Nunes et al., 2009).

CLASSIFICACAO
Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae

Género: Canavalia
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1.3 CONTRATILIDADE

O mecanismo contrdtil do musculo liso vascular é de grande importancia para o
conhecimento dos papéis funcionais, fisioldgicos e fisiopatolgicos do mesmo. O estado contratil
do musculo liso é regulado pela concentracdo de célcio livre no citosol. Uma variedade de
estimulos que induzem a contragdo do musculo liso, como despolarizagdo da membrana, o-
adrendrgicos, e agonistas muscarinicos ativam um aumento no nivel de Ca®* de niveis basais de
120-170 nmol para 500-700 nmol. Em niveis elevados de Ca2+, Ca’* se liga a calmodulina uma
proteina multifuncional. A interacio da calmodulina e o Ca’* induz uma mudanca
conformacional e expde sitios da proteina de interagdes com proteinas alvos, uma dela é a MLC
quinase, e a interagdo da calmodulina com a MLCK resulta na ativagdo e fosforilacdo da miosina
na serina-19 das duas cadeias leves de 20kDa. Esta fosforilacdo aciona as ciclicas ligagcdes
cruzadas entre a miosina e os filamentos de actina, bem como o desenvolvimento de forca
(Walsh, 1990). A reversao da contragdao ocorre com a diminuicdo na [Ca+2]i, deste modo levando
a dissociacdo entre a calmodulina e a MCLK. Assim como através da atividade da miosina
fosfatase de cadeia leve (MCLP), que ao ser ativada, desfosforila a MCLK, visto que miosina
fosforilada é responsivel pela manutencdo da contra¢do, levando ao relaxamento muscular.
Deste modo pode-se afirmar que a modulagdo da contracdo ocorre por uma série de fatores,
sendo que os mais importantes sdo 0s que controlam a [Ca**]; e os que modificam a relagdo
MLCK/MLCP independente da [Ca+2]i (Alessi et al., 1992; Karaki et al., 1997).

A contracdo também pode ocorrer sem que haja uma elevacdo do cdlcio intracelular
[Ca™]. O processo contratil pode ser deflagrado tanto pelo aumento da sensibilidade da
maquinaria contritil ao Ca® quanto pela ativacdo direta das proteinas responsaveis pela
contracdo por proteinas quinase. Apesar do mecanismo mais amplamente aceito em termos de
regulacdo da contracio do misculo liso ser o da ativacdio da MCLK dependente da [Ca**];,
evidéncias sugerem que esta relacdo € varidvel e que alguns estimulos podem ativar a MCLK

independente da [Ca+2]i (Feng et al., 1999).

1.3.1 O endotélio e os eventos vasculares

Até o inicio dos anos 80, o endotélio era descrito apenas como uma camada simples de
células justapostas que constituiam uma barreira fisica entre o sangue (compartimento

intravascular) e o meio extra vascular, fazendo, portanto, parte da parede dos vasos sangiiineos e
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da camada mais interna do coracdo (endocdrdio). Do ponto de vista funcional, essa barreira
semipermedvel tinha por objetivo dnico possibilitar as trocas de dgua e ions entre o sangue €
tecidos adjacentes através de poros no territdrio capilar.

Em 1981, Furchgot e Zawadiski, estudando a reatividade vascular em pequenos
seguimentos em aortas de coelhos, observaram que a aplicagdo de acetilcolina, provocava
vasodilatacdo do seguimento de aorta, somente se o endotélio estivesse intacto; se o endotélio
fosse removido ou danificado (por meio de uma suave raspagem da parede interna do vaso),
ocorria constricdo do vaso. De maneira brilhante, lancaram a hipdtese da existéncia de uma
substancia produzida pelas células endoteliais, quando intactas, denominada de Fator de
Relaxamento Derivado do Endotélio (EDRF), que seria a responsdvel pela vasodilatagdo
associada a estimulacdo do endotélio. Somente em 1987, o EDRF foi quimicamente
caracterizado como sendo o 6xido nitrico (NO), um gés instavel continuamente produzido pelo
endotélio. Ainda nas décadas de 80 e 90, foram descobertos outros fatores de relaxamento (como
a prostaciclina) ou constricdo (como endotelina, angiotensina II), que também eram produzidos
pelo endotélio, firmando-se, entdo, o conceito deste como Orgdo regulador do tonus vasomotor
(Vane; Anggard; Botting, 1990; Lusher e Barton, 1997).

Uma importante alteracdo do tdnus vascular ocorre durante a inflamacdo, uma das
primeiras mudancas € a vasodilatacdo. E esta vasodilatacdo é acompanhada de aumento do fluxo
sanguineo. Tudo isto funciona como aumento muito importante na pressao hidrostatica no limen
destes vasos. O aumento desta pressdo faz com que haja uma forca que leva a saida do liquido do
interior dos vasos para o intersticio. Quando isto acontece, as proteinas e 0s constituintes
intersticiais vao ficar de alguma forma diluidos, hd, portanto, uma diminuicdo da pressdao
osmotica, isto faz com que no territério agora em que se deveria fazer a reabsor¢do do liquido
saido na rede pré-capilar, por efeito da pressao hidrostdtica ainda maior do que o habitual e da
pressao osmética menor do que o habitual, essa reabsorcao do liquido intersticial nao € feita de
uma forma eficaz. Resulta, portanto, a acumulacdo no espago extravascular do liquido e esta
acumulacdo do liquido no espago extravascular designa-se por EDEMA! (Carneiro, 2006). Um
importante fator derivado de endotélio, que provoca hiperpolarizacdo e a vasodilatacdo, esta
comumente relacionado ao mecanismo de inflamagdo e a inibicdo de sua sintese fica atrelada a
uma inibi¢do da inflamacao por moléculas edematogénicas, este fato é notoriamente observado

para o NO (Figueiredo et al., 2009)
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Figura 10 — Vasodilata¢do durante a inflamac¢do aguda — Kumar, ez al., 2005.

1.3.2 Producio dos fatores derivados do endotélio

O endotélio controla o tonus da musculatura lisa adjacente em resposta a estimulos
fisioldgicos e farmacoldgicos. Esse processo envolve a ativagdo de um nimero de receptores da
membrana da célula endotelial por diferentes estimulos, a ativacdo de complexas vias de
sinalizacdo intracelular culmina com a sintese e liberacdo de substincias vasoativas (Vane;
Anggard; Botting, 1990; Lusher e Barton, 1997; Vapaatalo e Mervaala, 2001; Behrendt e Ganz,
2002). Dessa forma, o endotélio € considerado um 6rgao sensor, pois o fluxo do sangue e as
substancias que nele sdo transportadas (hormodnio, dcidos graxos, proteinas, catecolaminas)
estimulam receptores especificos da membrana celular das células endoteliais, interferindo sobre
sua funcao.

As viérias substancias (fatores) que sdo produzidas pelas células endoteliais difundem-se
ou sdo liberadas, tanto para o sangue como para as outras camadas do vaso. Dessa forma, elas
podem controlar funcdes das células musculares lisas e das cé€lulas circulantes que participam

das funcdes regulatérias descritas acima (Figura 11). Dentre os fatores produzidos, destacam-se
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o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina (PGI2), o tromboxano (TXAZ2), as endotelinas (ET), a
angiotensina II (AIl), o fator hiperpolarizante do endotélio (EDHF), a bradicinina (Bk), a
serotonina, a histamina e os radicais livres de oxigénio, dentre outros (Vane; Anggard; Botting,
1990; Lusher e Barton, 1997; Vapaatalo e Mervaala, 2001).

Do ponto de vista da acdo do estado de contragdo (vasomotricidade), o endotélio sintetiza
substancias que promovem a dilatacdo (fatores vasodilatadores, como o NO) e outras que sao
vasoconstritores (como endotelina e angiotensina II).

De forma geral, os fatores endoteliais que promovem dilatacdo t€ém também um efeito de
diminuir a agregacdo plaquetdria e a adesdao de glébulos brancos, além de apresentarem um
efeito mais prolongado, por meio da estimulacdo de fatores de transcricdo que regulam a
atividade génica, promovendo menor crescimento celular. Por outro lado, os fatores endoteliais
que promovem constricdo dos vasos facilitam ou induzem a adesdo plaquetdria e adesdo de
glébulos brancos, além de exercerem importante estimulo ao processo de crescimento e
proliferacdo celulares, através da ativagcdo de outros fatores de transcricdo e de modulagdo génica

(Vane; Anggard; Botting, 1990; Lusher e Barton, 1997; Vapaatalo e Mervaala, 2001).
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Figura 11 - Liberagdo dos fatores derivados do endotélio. Ativagdo do receptor endotelial (R)
induz o fluxo de Ca** para o citoplasma da célula endotelial. Quando agonistas ativam as células
do endotélio, um aumento do inositol fosfato (IP;) pode contribuir para o aumento do Ca*’
citoplasmadtico pela sua liberagdo do reticulo sarcoplasmatico (SR). Seguido de interagdes com a
calmodulina, o Ca** ativa a oxido nitrico sintase (NOS) e provoca liberagdao de fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF). O aumento do Ca*’ também acelera a
producdo de prostaciclinas (PGI,) a partir do dcido aracdonico (AA) pela ciclo-oxigenase. NO
causa relaxamento pela ativacdo da formagdao de AMP ciclico através do ATP. EDHF causa
hiperpolarizagdo e relaxamento ao abrir canais de K*. Qualquer aumento de Ca** citos6lico causa

a liberacdo de fatores de relaxamento. Adaptado de Vanhoutte (2003).

1.3.3 Efeito do Oxido Nitrico nos vasos sangiiineos

O endotélio produz o 6xido nitrico a partir da acdo da enzima NO-sintetase (NOS) sobre
o substrato L-arginina, com formacdo de NO e L-citrulina. O NO difunde-se para o interior das
células musculares lisas, onde interage com o dtomo de ferro do grupo heme da molécula de
guanilato ciclase, levando a ativac@o dessa enzima; essa enzima ativada, por sua vez, atua sobre
o trifosfato de guanosina (GTP), transformando-o no composto ativado monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc). O aumento da concentracdo de GMPc nas células musculares leva a
diminui¢do do célcio intracelular e ao conseqiiente relaxamento do vaso. Sob condi¢des basais, o
NO € continuamente liberado pelas células endoteliais sauddveis (Lusher e Barton, 1997;
Behrendt e Ganz, 2002; Anderson, 2003).

O NO também se difunde para as células circulantes e tem atuacdo principalmente nas
plaquetas e glébulos brancos, diminuindo a adesdo e agregacdo dessas células. Diversas
substancias (como a bradicinina, a acetilcolina, a substancia P) estimulam as células endoteliais a
aumentar a producido de NO. Entretanto, € o proprio fluxo sangiiineo, um estimulo fisiolégico,
um dos estimulos mais importantes para uma maior producdo de NO pelo endotélio. O
movimento do sangue mantém uma for¢a que tangencia a superficie das células endoteliais
(chamado de “shear stress” ou forca de cisalhamento), estimulando o endotélio a produzir NO e
também prostaciclina, promovendo o relaxamento da musculatura do vaso. Acredita-se que a
atividade fisica regular possa atuar de forma benéfica sobre os vasos também por meio do
endotélio, aumentando o fluxo sangiiineo e estimulando a produgdo de vasodilatadores pelas

células endoteliais (Anderson, 2003).
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Outras substancias vasodilatadoras que sdo produzidas no endotélio promovem dilatacdo
dos vasos, atuando por meio de diferentes vias de sinaliza¢do. Por exemplo, a prostaciclina age
por meio da estimulacdo da adenilciclase e pelo aumento dos niveis intracelulares de AMPc. O
Fator Hiperpolarizante do Endotélio atua aumentando a condutancia dos canais de potdssio; a
identidade e acdes fisioldgicas desse fator ainda sdo incertas (Lusher e Barton, 1997; Vapaatalo e

Mervaala, 2001; Behrendt e Ganz, 2002; Anderson, 2003).

1.3.4 Efeitos vasculares de Lectinas

Na superficie das células existem glicoproteinas, inclusive nas células endoteliais (Sharon
e Lis, 2001). Essas glicoporteinas podem funcionar como receptores das lectinas, esse fato se
torna relevante na acdo demonstrada de lectinas no relaxamento de miusculo liso da parede de
aortas endotelizadas. In vitro, as lectinas de C.brasiliensis e C.gladiata induziram o relaxamento
dose-dependente de aortas contraidas. Este relaxamento mostrou ser estritamente dependente de
endotélios intactos e ressaltam a importancia do sito de reconhecimento a carboidratos de
lectinas. Uma variedade de respostas endotélio-dependentes de lectinas foram inibidas por seus
acucares especificos (Kleha et al., 1991; Lima et al., 2004; Gadelha et al., 2005).

Outras lectinas também mostraram o efeito relaxante de aortas intactas, como as algas
vermelhas Bryothamnion triquetrum e B. seafortii (Lima et al., 2004) e outra lectina de
leguminosa Canavalia maritma (Gadelha et al., 2005). O relaxamento ocorre via aumento da
atividade da enzima 6xido nitrico sintase, responsavel pela sintese de 6xido nitrico. Também foi
demonstrado que as lectinas do germe do trigo (WGA) e a Concanavalina A (ConA) produzem
relaxamento dependente de endotélio em aorta de coelhos (Kleha; Devesly; Johns, 1991). O
mesmo ocorre com lectina C. maritima (ConM) (Gadelha et al., 2005). O tratamento de coelhos
com ricina (lectina extraida da planta Ricinus communis, conhecida vulgarmente como mamona)
potencializa as contragOes induzidas por serotonina e histamina em artérias corondrias (Zhang;

Hsu; Robinson, 1994).
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2. OBJETIVOS



54

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo, cristalizar, resolver a estrutura primdria e
tridimensional e avaliar os efeitos vasculares de uma lectina presente em sementes de Canavalia
grandiflora.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a massa da lectina por espectrometria de massa;
e Determinar a seqii€ncia protéica por espectrometria de massa;

e Analisar e comparar seqiiéncia da lectina dentro da subtribo ao qual faz parte
(Diocleinae)

e Ciristalizar a lectina pelo método de difusdo de vapor;

e Obter dados de difracao de raios X;

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

e Avaliar o potencial edematogénico da lectina no modelo de edema de pata em ratos.

e Avaliar o efeito relaxante em musculo liso de aorta de ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Obtencao da lectina de Canavalia grandiflora Benth

A lectina de Canavalia grandiflora foi obtida como descrita por Ceccato (2001). As
sementes foram descascadas e muidas até se obter uma farinha fina. As proteinas foram extraidas
em tampdo Tris-HCl 0,1 M pH 7,6 com NaCl 0,15 M por 3h, em seguida o extrato foi
centrifugado a 9000 rpm, o sobrenadante foi coletado e os residuos descartados. O sobrenadante
foi utilizado para se realizar a cromatografia de afinidade em Sephadex G-50, a coluna foi
previamente equilibrada com o mesmo tampdo da amostra, o mesmo foi utilizado para eluir o
pico ndo retido. Para eluicio do pico retido foi adicionado ao tampdo glicose para uma
concentracdo final de 0,1M do acgucar. O pico retido foi dialisado, liofilizado e a pureza avaliada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (Ceccato, 2001).

3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

Para a avaliacdo da pureza da lectina Canavalia grandiflora foi realizada uma
eletroforese segundo metodologia descrita por Laemmli (1970), em sistema descontinuo de
eletroforese em gel de poliacrilamida, adaptando-se o gel para o sistema de placas (de fora com
8,3 X 10,2 e de dentro com 7,3 X 10,2).

A amostra da lectina foi solubilizada em tampao Tris-HCl 0,0625M pHS8,3 contendo
SDS 1%, uma quantidade adequada de glicerol para aumentar a densidade da solucdo e azul de
bromofenol 0,02%, usado para monitorar a corrida (frente de corrida).

O Gel de empilhamento utilizado continha 4% de poliacrilamida, montado com Tris-
HC1 0,5 M pH 6,8 contendo SDS 1%. O gel de separacdo continha 12,5% de poliacrilamida
dissolvido em Tris-HC1 1 M pH 8,8 contendo 1% de SDS.

A corrida eletroforética foi realizada com voltagem variando até 150 V, com poténcia
até 5 W, e amperagem constante de 25 mA. O tampao de corrida utilizado continha Tris-HCl
0,025 M, Glicina 0,192 M, SDS 0,1%, pH 8,8.

O gel foi entdo corado em Coomassie R-250 a 0,05%, dissolvido em metanol, 4cido
acético e dgua a uma proporcao de 1:3,5:8 (v/v/v). O descoramento foi realizado utilizando dgua
destilada aquecida com trocas suficientes para nitidez na visualizagdo das bandas protéicas.

3.3 Determinacao da especificidade da lectina de Canavalia grandiflora Benth por
eritrocitos de coelhos nativos e tratados enzimaticamente

O sangue de coelho foi coletado de animais sadios da raca Nova Zelandia, os
eritrécitos foram precipitados por centrifugacdo a 2000 g diversas vezes para retirada do soro e
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lavados com solucdo salina para remocao do anticoagulante (heparina) utilizado na coleta. Partes
dos eritrocitos lavados foram tratadas com enzimas tripsina e papaina em solug¢do salina
contendo 1% de enzima (p/v) por lh, em seguida lavagens sucessivas foram realizadas para
remog¢ao das enzimas.

A lectina foi solubilizada no tampao Tris-HCI1 0,1 M pH 7,6 e em seguida diluida 24
vezes na placa de microtitulacdo de 96 pocos fundo de V contendo em cada poco 50 uL do
mesmo tampao usado para solubiliza-la. Em cada poco (até a 23* diluicdo) foi adicionado 50 puL
de uma suspensao de eritrécitos (a 3%). O ensaio foi incubado a 37°C por trinta minutos e, apos
a esse mesmo periodo, a temperatura ambiente, a hemaglutinacio foi avaliada
macroscopicamente. O experimento foi realizado em duplicata e repetido para cada tipo de

eritrocito: nativos, tripsinizados e papainizados

O titulo da hemaglutinacdo (Unidades de Hemaglutinacao-UH) foi definido como
sendo o inverso da maior diluicio capaz de apresentar hemaglutinagdo visivel
macroscopicamente.

3.4 Dosagem de proteinas soliveis

A quantidade de proteinas soluveis utilizada nos ensaios de hemaglutinacido foi
determinada pelo método de Bradford (1976).

A cada 100 pL de amostra, 2,5 mL do reagente de Bradford foram adicionados. A
mistura foi colocada no aparelho vortex e deixada em repouso por cerca de dez minutos, em
seguida teve sua absorbancia determinada a 595 nm em um espectrofotometro de luz visivel
(VIS LBK Novaspec II, Pharmacia). A concentracdo de proteinas soliveis nas amostras
analisadas foi determinada a partir de uma curva padrdao obtida com o uso de solucdes de
concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina.

3.5 Ensaio de termoestabilidade

Para determinar a estabilidade da lectina de C. grandiflora em diferentes
temperaturas, ela foi diluida em Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 em uma concentracdo de 2 mg/ml e
aliquotados 200 uL. em cada um dos oito microtubos de 0,5 mL. Cada tubo foi aquecido em
diferentes temperaturas a partir de 30°C até 100°C em intervalos de 10°C. Em seguida foi
realizado o ensaio de hemaglutinacio em placa de microtitulacio de 96 pogos fundo em V
utilizando eritrécitos de coelhos tripsinizados a 3% em solucdo salina (NaCl 0,15 M). O
experimento foi realizado em duplicata para cada temperatura. Foi adicionado em cada pogo
50 uL de solugdo salina 0,15 M, em seguida, no primeiro poco foi adicionado a solugdo de
lectina para uma dada temperatura e feita a dilui¢do seriada até o final da fila no oitavo poco.
Ap6s a dilui¢do foi adicionado 50 uL. de sangue. A placa foi levada a estufa a 37°C por meia
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hora, retirada e apds meia hora a temperatura ambiente foi detectada e avaliada a hemaglutinacdo
macroscopicamente.

3.6 Ensaio de pH estabilidade

O ensaio de hemaglutinacdo foi realizado em placa de microtitulagdo de 96 pocos
fundo em V utilizando eritrécitos de coelhos tripsinizados a 3% em solucdo salina (NaCl
0,15 M). O experimento foi realizado em duplicata para todos os pH. Foi adicionado em duas
colunas com oito pog¢os da placa 50 uL. de uma solucao tampao pH 4,0 0,1 M com NaCl 0,15 M,
o mesmo foi feito para outras colunas em seguida com mudanca em um ponto para mais no pH
chegando ao maximo no pH 10; no primeiro po¢o de cada coluna foi adicionado a solucao de
lectina e feita a dilui¢do seriada até o final no oitavo pogo. Apos a diluicao foi adicionado 50 pL
de sangue. A placa foi levada a estufa a 37°C por meia hora, retirada e apds meia hora a
temperatura ambiente foi detectada e avaliada a hemaglutinagdo macroscopicamente.

Os tampdes utilizados foram: acetato pH 4,0; acetato pH 5,0; citrato pH 6,0; fosfato
pH 7,0, Tris-HCI 8,0, glicina pH 9,0 e glicina pH 10. Todos 0,1 M com NaCl 0,15 M.

3.10 Massa Molecular da lectina de C. grandiflora por espectrometria de massa (massa
intacta)

A massa molecular nativa da lectina de C. grandiflora foi determinada por ionizagao
eletrospray utilizando um hibrido quadrupolo/ Mobilidade i6nica com aceleragdo ortogonal -
Tempo de Voo (Synapt HDMS system-Waters Corp., Milford, USA).

A voltagem do capilar e do cone foram ajustados em 3 kV e 40 V respectivamente. A
proteina, numa concentracdo de 10 pmol/uL foi infundida no sisttma com um fluxo de
10 uL/min. A temperatura da fonte foi mantida a 100°C e o nitrogé€nio usada como ar seco (fluxo
cerca de 150 L/h). A aquisicdo dos dados foi realizada pelo software Mass Lynx 4.0 e os
espectros de multiplas cargas foram deconvoluidos usando técnicas de maxima entropia (Ferrige
etal., 1992).

3.7 Seqiienciamento da lectina de C. grandiflora por espectrometria de massa

Ap6s corrida eletroforética em SDS-PAGE, as bandas foram excisadas do gel de
poliacrilamida em fragmentos de 1 mm, em seguida descoradas em solucdo de 50 mM de
bicarbonato de amdnio em 50% de acetonitrila. As bandas descoradas foram desidratadas em
acetonitrila 100% e secas em fluxo de gas nitrogénio. O gel foi reidratado com uma solug¢ao 50
mM de bicarbonato de amodnio contendo tripsina (Promega) ou quimiotripsina (Sigma) na
proporcao de 1:25 (enzima:proteina) e submetida a digestdo a 37 °C por 4h. Os peptideos foram
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entdo extraidos por agitacdo dos fragmentos de gel em solucdo de acetonitrila 50% com dacido
férmico 5% e posteriormente concentrados em speedvac (Labconco). Os peptideos produzidos
foram isolados através de uma nanocoluna de fase reversa C18 (Waters nano ACQUITY UPLC
BEH130 100 mm x 75 pum, 1,7 pm tamanho de particula) equilibrada com acido formico 0,1%.
A separagao foi realizada com fluxo de 0,2 uL./min em gradiente linear de 0-80% de acetonitrila
em 4cido férmico 0,1% em 60 minutos. A cromatografia foi conectada a uma fonte nano
eletrospray de um espectrometro de massas hibrido quadrupolo/ Mobilidade i6nica com
aceleracdo ortogonal -Tempo de Voo (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 3,5 kV. A calibracido do espectrdmetro foi realizada com os fons
resultantes da fragmentacdo do peptideo [Glul] Fibrinopeptideo (M"H" = 1570,6774) operando
com uma resolu¢ao de 10.000 e uma precisdo de 10 ppm em modo V. Para realizacio do
experimento de LC-MS/MS foi utilizada a fun¢do DDA (andlise direta de dados) selecionando os
ions precursores duplamente ou triplamente protonados, que foram fragmentados por dissocia¢ao
induzida por colisdo (CID) utilizando uma rampa de energia de colisdao que variou de acordo
com o estado de carga e a relacdo 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).

3.8 Processamento dos espectros

Os espectros de MS obtidos durante a cromatografia dos peptideos e os espectros de
MS/MS gerados a partir da fragmentacao dos fons precursores selecionados foram processados e
analisados utilizando o programa Proteinlynx® (Waters) a partir da busca pela massa dos ions
precursores (PMF — “Peptide Mass Fingerprint”) e pelo padrdo de fragmentagdo dos mesmos
(Ion Search).

3.9 Anailise da seqiiéncia de C. grandiflora

Foram utilizados programas de alinhamento para andlise de similaridade e homologia
entre a seqiiéncia da lectina e todo o banco ndo redundante de proteinas depositadas no Nacional
Center of Biotechnology Information (NCBI). Para alinhamentos locais e multiplos os
programas BLAST (Altschul et al, 1990) e Clustal W (Thompson et al, 1994) foram utilizados,
respectivamente. O alinhamento multiplo foi realizado utilizando as seqii€éncias com maior
identidade identificados no BLAST.

3.11 Avaliacao da atividade edamatogéncia da lectina de C. Grandiflora

Para a avaliacdo da atividade edematogénica, a lectina de C. grandiflora foi
administrada s.c., na pata traseira direita de ratos, como estimulo nas doses de 0,01; 0,1 ou 1,0
mg/Kg contidos em 0,1 mL/100 g de peso corporeo. O controle negativo recebeu salina (0,01
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mL/Kg; s.c.) na pata contralateral. O edema foi medido pletismograficamente pelo volume de
liquido deslocado pelas patas antes (tempo zero) e 0.5 — 32 h apds a injecdo da lectina s.c. e
calculado como a diferenca entre o volume de liquido deslocado antes e apds o estimulo e
expresso em mL. As dreas sob as curvas (ASC) foram calculadas usando o método do trapézio
(Landucci et al., 1995) e expressas em unidades arbitrdrias. Resultados expressos como Média +
E.P.M. (n=0).

3.12 Teste de contratilidade em aortas isoladas

Ap6s o sacrificio dos animais por concussao cerebral, a aorta tordcica foi removida e
colocada em solugdo fisiolégica de Tyrode (NaCl 136 mM, KCI 5 mM, CaCl, mM, MgClI 0.98
mM, NaH,PO,4 0.36 mM, NaHCO; 11,9 mM e glicose 5.0 mM, pH 7.4). O tecido muscular foi
seccionado em quatro anéis de aproximadamente 3mm de comprimento que foram montados em
camara para 6rgaos isolados com capacidade para 10 mL contendo Tyrode, a 37°C, pH 7,4,
aerada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). Uma das extremidades da
preparacdo foi presa a uma base fixa e a outra a um transdutor de forca, que transforma forca
muscular mecanica em sinal elétrico, através de um amplificador ligado ao sistema
computadorizado (Powerlab, AD Instruments). O software Chart® (versado 4.1) foi utilizado para
andlise de dados.

Foi adicionado ao tecido [0,1 uM] de fenilefrina, um agonista o-adrenérgico.
Apés a obtencdo de um platd estdvel da contracdo de fenilefrina, a lectina de Canavalia
grandiflora foi adicionada ao tecido, em concentragdes crescentes e cumulativas [10-100 pg/mL]
Foram utilizadas aortas endotelizadas e sem endotélio.

Em todos os protocolos experimentais, o tecido foi estabilizado durante um intervalo
de 40 min a 60 min, sob tensdo de 2 g (Mateo; Artifiano, 2001). Os tecidos foram contraidos por
KCL [60 mM], antes e ao término dos protocolos experimentais, para testar a condi¢do contratil
da preparacdo.

3.13 Avaliacao da participacao do fator relaxante derivados do endotélio NO no efeito da
lectina

Os tecidos foram incubados por 30 min com L-NAME [100 uM], inibidor da enzima
NOS. Em seguida o tecido recebeu fenilefrina [0,1 uM] e apds a obtencao de um platd estdvel a
lectina [10-100 pg/mL] foi adicionada sobre o tecido contraido

3.14 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrao da média (EPM) e as
diferengas estatisticas entre os grupos foram obtidas através da analise de variancia (ANOVA)
seguida de ou testes T pareados e ndo pareados, quando apropriados. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes.



61

3.15 Cristalizacao

A proteina liofilizada, previamente purificada, foi suspendida em 4gua Milli-Q na
concentracdo final de 10 mg/mL. A suspensdo da proteina foi entdao centrifugada a 10.000rpm
por 10 min e o sobrenadante foi utilizado para os passos futuros. Para experimentos com o
ligante, a proteina em solucao foi encubada com Xman na concentracao final de 3 mM por uma
hora antes dos experimentos de cristalizagdo. A proteina foi entdo submetida ao “screen” de
cristalizacdo, utilizando o método da matriz esparsa inicialmente descrito por Jancarik e Kim
(1991). Os kits utilizados foi o “crystal screen 1 e 2” (Hampton) onde as varidveis iniciais foram
pH, sal e precipitantes. O método utilizado foi o de difusdo de vapor e gota suspensa utilizando
placas de cristalizacdo de 24 pocos. Foram colocados em cada poc¢o da placa de cristalizagdo 300
uL da solugdo do kit (condicdo de cristalizagdo) e a gota foi composta por 2 uLL da solucdo de
proteina e 2 uLL da condicao de cristalizacdo. O pogo foi entdo vedado com silicone e deixado em
repouso a temperatura de 18°C. Apds a obtencdo de cristais foi feita a otimizacdo dessa condi¢ao
de cristalizacdo, variando a concentragdo de precipitante € o pH da solucao, repetindo o método
da difusdo de vapor. Essa otimizacdo visou melhorar a condi¢do de formagdo do cristal,
produzindo assim, um cristal com caracteristicas necessdrias para que ele pudesse ser difratado
quando submetido aos raios X.

3.16 Coleta de Dados, Selecao dos Modelos e Substituicao Molecular

Os dados de difracdo de raios X foram coletados a temperatura de 100K. Para evitar
formacao de gelo os cristais foram mergulhados em uma solucio crioprotetora composta de 85%
da solucdo de cristalizagdo e 15% de glicerol. O cristal lagcado com o loop foi alinhado
utilizando-se o gonidmetro e entdo submetido a coleta de dados. A estacdo experimental MX2 do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (Campinas-SP) foi utilizada para a coleta. A linha pode
realizar coletas em diferentes comprimentos de onda (0,8 — 2,5 A), contudo o comprimento de
onda usado foi de 1,4 A. O detector utilizado foi MarMosaic 225 (CCD com éarea de 225x225
mm?2) e foram coletadas 360 imagens com oscilacdo de 0,5 graus totalizando 180°. Os dados
foram processados, indexados e integrados utilizando-se o programa MOSFLM (Leslie, 1992) e
as intensidades reduzidas utilizando o programa SCALA (Evans, 1997). Todos os programas
utilizados fazem parte do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project, Number 4, 1994).
No processamento sdo observadas as intensidades de cada ponto de difracdo e os indices de
Miller, que sdao numeros inteiros utilizados para identificar os pontos de difragdo no espago
reciproco.

O problema da fase foi solucionado utilizando o método de substitui¢do molecular. As
coordenadas moleculares de alguns mondmeros de lectinas similares foram selecionadas a partir
dos alinhamentos, acima descritos, e testadas como modelos usando o programa MOLREP
(Vargin e Taplyakov, 1997). Os modelos s@o passam por movimentos de rota¢do e translacdo
para posicionar junto da molécula real na rede cristalina. Rotacdo e translacdo sdo operagdes
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usadas em cristalografia, a rotacdo gira a molécula para a orientacao correta e a translacdo move
para a posi¢ao correta.

3.17 Refinamento e Validacao da Estrutura

O modelo inicial foi submetido a ciclos de refinamento de corpo rigido e posicional
através do programa REFMAC 5 (CCP4) e monitorados usando os valores do Rfator e Rfree
(Briinger, 1992). O fator de estrutura é referente a onda espalhada em uma determinada dire¢ao
no espago reciproco, tal como definido pelos indices de Miller, relacionado com a intensidade.

Ele é definido por sua magnitude, ou amplitude, e fase, que definem as propriedades
das ondas espalhadas. O Rfator € uma medida de qudo bem um modelo atdmico descreve um
conjunto de medicdes de difracdo de raios X observadas, usando uma escala de soma em modulo
da diferenca entre as magnitudes observadas no fator de estrutura e os valores calculados a partir
do modelo, de acordo com a seguinte equacao:

R:ZHFOBSI'lFCALC"/Z|FOBS|-

Onde R; Fogs € Fcarc, correspondem respectivamente ao Rfator; Fatores da estrutura
observados e Fatores da estrutura calculados.

Uma limitac¢do do Rfator é que, se 0 modelo foi refinado com os dados experimentais,
entdo ela ndo pode ser um bom indicador da qualidade do modelo. A relagdo Rfree-Rfator €
usada por este motivo. O Rfree de equacdo usa exatamente o mesmo que o Rfator, mas sé é
calculado ao longo de um subconjunto de reflexdes, referido como conjunto de teste. Estas
reflexdes ndao sdo usadas no refinamento do modelo, e assim fornece uma indicacdo
independente da qualidade do mesmo.

ApOs passos iniciais de refinamento moléculas de dgua foram adicionadas pelo
REFMAC 5 em um passo de refinamento. As densidades eletronicas foram visualizadas no
programa COOT (Emsley e Cowtan, 2004), onde foram feitos ajustes manuais no modelo,
posicionadas corretamente as moléculas de Xman, e verificadas as moléculas de dgua. Todos os
passos manuais foram seguidos de ciclos de refinamentos posicionais e foram monitorados os
valores do Rfator e Rfree.

As andlises estéreoquimicas, dos angulos de ligacdo, distancias interatdmicas e
interacdes foram checadas manualmente com ajuda do grafico de Ramachandran e a andlise final
realizada através do programa Prochek (Laskowski ez al., 1993). As figuras foram feitas
utilizando o programa PyMol (Delano, 2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 ANALISE FISICO-QUIMICA E ESPECIFICIDADE POR ERITROCITOS DE
COELHO

4.1.1 Estabilidade da Lectina de C. grandiflora

A lectina de C. grandiflora se mostrou estdvel em toda faixa de pH (de 4,0 a 10,0) ao
qual submetida na atividade hemaglutinante . Quanto a sua termoestabilidade apresentou  -se
estavel quando submetida a temperaturas de 30 a 80 C, para temperaturas acima desse valor pode
ter ocorrido perda da estrutura tridimensional e “miss-folding” ao voltar, a solu¢do contendo
lectina, para a temperatura ambiente. Os resultados da estabilidade foram exibidos em forma de
gréficos abaixo:
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Grificos da estabilidade da lectina de C. grandiflora em diferentes pH e temperaturas.

4.1.2 Ensaio hemaglutinante com eritrécitos de coelhos nativos e tratados

O trabalho publicado por Ceccato (2001) mostrou que a lectina de C. grandiflora
aglutinava eritrocitos de coelhos, porém ndo determinou que tratamento para as hemadcias fosse
mais eficiente. Tratamentos com papaina e tripsina apresentaram uma atividade até a 23* dilui¢do
e com sangue nativo até a 12%, todos com a mesma quantidade de lectina aplicada (0,295
mg/mL). O resultado deste ensaio (Atividade Hemaglutinante Especifica (A.H.E.)) —
(27diluicao)/[lectina solivel] ) estd representado no gréafico abaixo:
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4.1.3 Integradade estrutural da lectina de C. grandiflora

Para avaliar a integridade das amostras utilizadas nos experimentos realizados nesse
trabalho fez-se necessario a realizagdo de uma eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga
de SDS (Figura 12)

KDa M CGRAN

7

66

45

20,1

Figura 12 — Perfil eletroforético da lectina. No primeiro po¢o se encontra o marcadores:
Fosforilase b (97000Da), Albumina (66000Da) Ovoalbumina (45000Da) Anidrase carbdnica
(30000Da) e Inibidor de tripsina (20100Da); No segundo pogo se encontra a lectina pura de C.
grandiflora (CONGR).

A eletroforese mostrou que o perfil da amostra correspondente as lectinas de
Diocleinae, com a presenc¢a da cadeia a, e fragmentos B e vy, o perfil € o mesmo determinado por
Ceccato, 2001.

4.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

4.2.1 Determinacao da massa molecular por espectrometria de massas.

A massa molecular aparente da C. grandiflora ja havia sido determinada por método
eletroforético.

O método de espectrometria de massas determina com grande precisdo a massa
molecular de moléculas. A lectina de C. grandiflora teve sua massa determinada por este
método. Pode se observar o espectro obtido (Figura 14) pelo software Mass Lynx 4.0, ao ser
deconvoluido mostrou que os fons foram identificados principalmente como duas massas de
respectivamente 12943Da e 25590Da. A primeira corresponderia as massas de um dos
fragmentos  ou y e a segunda corresponde a cadeia o madura. Para identificar diferengas de
massa entre as cadeias B e y pode-se analisar os espectros de miiltiplas cargas e realizar os
calculos manualmente para determinar as massas dos peptideos (Figura 13)
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Figura 13 — Espectro de massa multicarregado da lectina intacta de C. grandiflora.
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Figura 14 — Espectro das massas deconvoluidas das cadeias de C. grandiflora.
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4.2.2 Sequenciamento da lectina de C. grandiflora por espectrometria de massa

Seqiiéncia:

1 ADTIVAVELD TYPNTDIGDP NYPHIGIDIK SIRSIKTAEW NMONGKVGTA HITYNSVGKR

61 LSAVVSYPNA DSATVSYDVD LDNVLPEWVR VGLSATTGLY KETNTILSWS FTSKLKSNST

——————————— T3——— e | | === =Td=——— | | === =T 5= — e |

[mmmmmn= Q2-—r—m=- | |---Q3--]  |-—---- 04

121 HETNALHFTF NQFTKDQKDL ILQGDATTDS DGNLQLTRVS SNGTPQGNSV GRALFYAPVH

181 IWESSAVVAS FDATFTFLIK SPDSHPADGI TFFLSNMDST LPSGSGGRLL GLFPDAN

——Q6-——————- | | --Q7-|

Figura 15 — Mapa de peptideos, obtido pela digestdo (com tripsina (T) e quimiotripsina (Q)) e
seqilienciamento da cadeia alfa da lectina de C. grandiflora.

Tabela 2 — Identificacdo dos peptideos anotados no seqiienciamento da cadeia alfa de C.

grandiflora.
Massa Massa

MAPA | observada | calculada Delta Ion Sequéncia (MS/MS)

T1 32555764 | 3268.6138 | 13.04 | 1086.2 | ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHIGIDIK

T2 1527.78 1513.83 -13.95 | 51027 | VGTAHLLYNSVGKRL

T3 3294.6165 | 3293.6091 | -0.97 | 1648.3 | LSAVVSYPNADSATVSYDVDLDNVLPEWVR

T4 1108.6 1108.61 0.01 55531 | VGLSATTGLYK

T5 1514.7244 | 1512746 -1.98 | 75837 | ETNTILSWSFTSK

T6 13527043 | 1352.6877 | -0.02 | 677.36 | ALHFTENQFTK

7 3130.62 3129.62 -1.01 | 1044.55 | ALFYAPVHIWESSAVVASFDATFTFLIK

T8 2831.2844 | 20429731 | -0.04 | 1416.65 | SPDSHPADGITFFLSNMDSTLPSGSGGR

Q1 1544777 | 1544.6661 | -0.111 | 773.34 | NMQNGKVGTAHITY

Q2 1313.5336 | 1313.6139 | -0.08 | 657.7746 | DVDLDNVLPEW

Q3 1090.5549 | 1090.5659 | -0.011 | 546.2853 | KETNTILSW

Q4 1629.7468 | 1629.83 0.08 815.88 | TSKLKSNSTHETNAL

Q5 3589.5066 | 2988.4021 | 0.81 1197.51 | LQGDATTDSDGNLQLTRVSSNGTPQGNSVGRALF

Q6 1598.7843 | 1598.8092 | 0.02 800.4 APVHIWESSAVVASF

Q7 7322722 | 732.3442 0.07 73328 | GLFPDAN

As seqiiéncias foram obtidas utilizando o programa Proteinlynx® (Walters), que

utiliza o PMF para assinar a massa do fon precursor sem utilizar dados de fragmentacdo de
MS/MS, na identificacdo realizou buscas em bancos de dados do SwissProt e ntNCBI, bem

como um banco de dados de lectinas de Diocleinae, o programa utilizou também o “lon Search”
para assinar fons com uso de dados de MS/MS (Figura 15 e Tabela 2)
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A andlise automatizada do fon por vezes ndo possibilita seu seqiienciamento por

completo, deixando algumas regides sem anotagdes, um exemplo estd na figura 16, com regides
ampliadas abaixo, Figura 17A e 17B.
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Figura 16— Imagem do seqiienciamento de um ifon.
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Figura 17A — Peptideo com uma massa de 487,27 Da ndo identificada automaticamente.
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Figura 17B — o mesmo peptideo possui uma massa de 113,89Da ndo identificada

automaticamente.

Na figura 17A pode-se observar que a seqiiéncia anotada para os ions y, porém pode
se verificar uma regido correspondente a um peptideo de 487,27Da ndo anotada, para realizar a
anotacdo desta regido foi necessario fazer um alinhamento do fragmento parcialmente anotado
com uma lectina de Canavalia e verificar os possiveis residuos que corresponderiam a essa
regido. Para a mesma, esta massa poderia corresponder aos residuos R, A, L. e F que possuem
respectivamente as massas 156,1, 71, 113,08 e 147 Da para seus imonios (ions gerados da
fragmentacdo simultinea nas posicdes amino e carboxi-terminal) correspondente, a soma dessas
massas correspondem a uma seqiiéncia de 487,27, além disso, a seqiiéncia desse ion faz parte de
uma regido altamente conservada das lectinas de Diocleinae, corroborando para a anotacao feita
manualmente. Ainda neste fon, ele possui em sua outra extremidade também uma massa nao
anotada (Figura 17B) com uma massa de 113,89Da, a mesma massa dos imonios de leucina e
isoleucina que sdo isobdricos € mesmo que anotado pelo equipamento ele ndo teria a precisao de
diferenciar residuos isobdricos, a divida foi retirada ao analisar o alinhamento, para identificar
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que ele seria um residuo de isoleucina (seqiiéncia do peptideo citado e nas extremidades, em
vermelho, 0s aminoacidos identificados manualmente:
ILQGDATTGTDGNLELTRVSSNGSPQGSSVGRALF.

Pode-se observar que o método espectrométrico ndo possibilitou o seqiienciamento
completo, deixando duas regides de dez e cinco residuos de aminodcidos respectivamente, para
preencher as lacunas se fez necessario o uso da seqii€ncia parcial da mesma lectina, obtida por
métodos de seqiienciamento de Sanger (fragmento com dez residuos) e traducdo da seqiiéncia de
cDNA de clones transformados com o gene da lectina realizados por Ceccato, 2001. Acreditd-se
que a seqiiéncia ndo foi totalmente obtida por espectrometria devido a presenca de multiplos
sitos de clivagem da enzima tripsina usada no método do seqiienciamento nas regides citadas,
ainda sim € possivel posteriormente identificar essas regides pelo mesmo método, porém
utilizando outras enzimas para digestao da lectina para gerar fragmentos de peptideos diferentes.

4.2.3 Analise da seqiiencia de completa C. grandiflora

>CONGR
ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHIGIDIKSIRSIKTAEWNMQNGKVGTAHIITYNSVGKRL
SAVVSYPNADSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSATTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
HETNALHFTFNQFTKDQKDLILQGDATTDSDGNLQLTRVSSNGTPQGNSVGRALFYAPV
HIWESSAVVASFDATFTFLIKSPDSHPADGITFFLSNMDSTLPSGSGGRLLGLFPDAN

Os dados de seqiiéncia primdria da ConGr serdo submetidos ao banco de dados
“UniProt Knowledge Base” e o seu nimero de acesso, quando disponivel, serd disponibilizado
online para consultas no NCBI.

De posse da seqiiéncia, utilizando ferramentas do Expasy, podem-se realizar algumas
andlises da proteina:

1. Ndmero de aminodcidos: 237; 2. Massa Molecular Calculada: 25653.4Da; 3. pI Tedrico: 4.96
e 4. Composic¢ao de aminoacidos (absoluto e %):

Ala (A) 17 7.2%
Arg (R) 6 2.5%
Asn(N) 16  6.8%
Asp (D) 19 8.0%
Cys(C) 0 0.0%
GIn (Q) 6 2.5%
Glu(E) 6 2.5%
Gly (G) 17 7.2%
His (H) 6 2.5%
Ile (I) 14 5.9%
Leu (L) 20 8.4%
Met (M) 2 0.8%
Phe (F) 11 4.6%
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Ser(S) 26 11.0%
Thr(T) 23 9.7%
Trp (W) 4 1.7%
Tyr(Y) 7 3.0%
Val (V) 16  6.8%
Pyl(O) 0  0.0%
Sec(U) 0 0.0%

4.2.3.2 Alinhamento de multiplas seqiiéncias

O alinhamento € feito em pares das seqii€ncias fornecidas e a identidade entre elas
gera um escore (em %), estes escores também sdo convertidos em distdncias na construcio de
arvores filogenéticas. As seqiiéncias foram escolhidas apds busca de similaridade em banco de
dados nao redundante do NCBI (“National Center of Biotechnology Information) através do
BLAST. A lectina de C. grandiflora mostrou alto grau de similaridade entre lectinas de
Diocleinae (Canavalia gladiata, C. virosa, C. lineata, C. maritima, C. ensiformes, C.
brasiliensis, C. boliviana, Dioclea rostrata, D. grandiflora, D. guianensis, D. violacea, Cratylia
mollis, e Cratyllia floribunda).

Tabela 3 - Identidade entre as seqiiéncias fornecidas

CONGR
SEQUENCIA

CGL 92
C. virosa 92
C. lineata 91
ConM 91
ConA 91
ConBr 91
Cbol 91
D. rostrata 84
D. grandiflora 83
D. guianensis 83
D.violacea 82
C. mollis 81
CFL 81




Alinhamento das seqii€éncias das lectinas de Diocleinae (Figura 18)

Tabela de cores

AVFPMILW
DE

RK
STYHCNGQ
Outros

ConGr

Conf.

ConBxr

CGL

C. wvirosa

€. lineata
ConM

Cbol

D. grandifloras
D. vialacea
D. rostrata
D. guniansensis
C. mollis
CFL

ConGr

Conif

ConBr

CGL

C. wvirosa

C. ldineata
ConM

Cbol

D. grandifloras
D. wviolacea
0. rostrata
D. guniansensis
C.mollis

CFL

ConGr

Conif

ConBr

CGL

C. wvirosa

C. ldineata
Conh

Cbol

D. grandiflors
D. wviolacea
D. rostrata
D. guiansnsis
C. mollis
CFL

ConGr

Conf

ConBr

CGL

C. wvirosa

C. lineata
Conk

Cbol

D. grandiflora
D. wviclacea
D. rostrata
D. guiansnsis
C. mollis
CFL

VERMELHO Pequenos (pequenos, hidrofébicos (incluindo aromaticos -Y))
AZUL Acidos

MAGENTA Basicos

VERDE Hidroxila + Amina + Bdsico - Q

CINZA

ADTIVAVELDTY PNTDIGDPFNY PHIGIDI ESIRSIKTAEWNMONGEVGTAHT ITYNSVGER
ADTIVAVELDTY PNTDIGDEPSY PHIGIDI ESVRSERTAERWNMONGEVGTAHT ITYNSVDER
ADTIVAVELDTY PNTDIGDEPSY PHIGIDI ESVRSERTAERWNMONGEVGTAHT ITYNSVGER
ADTIVAVELDTY PNTDIGDPNY PHIGIDI ESVRSERTARWNMONGEVGTAHT ITYNSVGER
ADTIVAVELDTY PNTDIGDPSYPHIGIDI ESVRSERTARWNMONGEVGTAHT ITYNSVGER
ADTIVAVELDTY PNTDIGDPSY PHIGIDI ESVRSERTARWMMONGEVGTAHT TYNSVGER
ADTIVAVELDTY PNTDIGDPSYPHIGIDI ESVRSERTAEWNMONGEVGTAHT ITYNSVGER
ADTIVAVELDTY PNTDIGDPSYPHIGIDI ESVRSERTAEWNMONGEVGTAHT ITYNSVGER
ADTIVAVELDSY PNTDIGDPNY PHIGIDI ESIRSESTARWNMOTGEVGEGTVHI SYNSVAER
ANTIVAVELDSY PNTDI GDENY PHIGI DI ESTRSESTARWNMOTGEVGTVHI SYNSVAER
ANTIVAVELDSY PNTDI GDENY PHIGI DI ESTRSESTARWNMOTGEVGTVHI SYNSVAER
ANTIVAVELDSY PNTDIGDESYPHIGI DI ESTRSESTARWNMOTGEVGTAHT SYNSVAER
ADTIVAVELDTY PNTDIGDPSYOUHIGINI ESIRSFEATTRWDOVONGEVGTAHT SYNSVARKR
ADTIVAVELDTY PNTDIGDEFNYOHIGINI KSIRSEFATTRWNVODGEVGTAHT SYNSVARKR

LAV VSY PNADSATVSY DV DLDHNV LFERNVRVGLSATTGLYRETH TILSW SEFTSELESNST
SYDVDLDNVLEFEWVREVGLSASTCGLYRETNTILSWSEFTSELESNST
VSY PHNGDSATVSY DVDLDNV LPEWNVRVGLSASTGLYRETNTILSW SEFT SELESNST
VS PHNGDSATVSY DVDLDNV LPENVRVGLSASTCGLYRETNTILSW SEFTSELESNST
VS PHNGDSATVSY DVDLDNV LPENVRVGLESASTGLYRETNTILSW SEFTSELESNST
LS AW VSY PNGDSATVSY DV DLDNV LPERNVRVGLSASTGLYRETH TILSW SEFTSELESNST
LS AW VSY PNGDSATVSY DV DLDNV LPENVRVGLSASTCGLYRETH TILSH SEFTSELESNST
LS AW VSY PNGDSATVSY DV DLDNV LPERNVRVGLSATTGLYRETH TILSH SEFTSELESNST
LS AW VSY SCGSS55 TTIVSY DV DLNNV LPENVRVGLSATTGLYRETH TILSH SFTSELETNS T
LSAWVVSY SG ST TVSY DV DLNNY LPENVRVGLSATTCGLYREETN TILSH SETSELETNSA
LSAVVSY TG STTVSY DVDLNNV LEENVRVGLSATTGLYEKETNTILSW SFTSELETHNS T
LSAVVSY TEGSSSTTVSY DV DLNNV LPENVRVG LS ATTGLYRE TN TILSH SFTSELETNS T
LSAVVSY PGEGSSATVSY DVDLNNI LFEWNVRVGLSASTGLYEKETNTILSH SET SELESHNST
LSATVSY PGESSATVSYI DV DLNNI LPFENVRVGLSASTGLYRETHN TILSWSEFTSELETNST

HETHNALHFTFNOFTEDOEDLILOGDAT TDSDEGNLOLTRVSSNGT POGNSVGRALFYAPVH
HETHNALHFMFNOFSEDORKDLILOGDAT TGTDGNLELTRVSSNGS POGSSVGRALEFYAPVH
HETHNALHFMFNOFSEDORDLILOGDAT TGTEGNLELTRVSSNGS POGSSVGRALEFYAPVH
HETHNATLHFMFNOFSEKDORKDLILOGDAT TGTDGNLELTRV SSNGSPOGSSVGRALFYAPVEH
HETHNATLHFMFNOFSEDORKDLILOGDATTGTDGNLELTER
HETHNATLHFVFNOQFSEDOFRDLILOGDATTGTDGNLELTER
HETHNATLHFSFNOFSEDORDLILOGDATTGTDGNLELTER
HETHNATLHFMFNOFSEKDORDLILOGDAT TGRDGNLELTRV SSHNGSPOGS GRALFYAPVH
ADENSLHFSFHEFSONPFRDLILOGDAFTDSDGNLOLTEVSSSGDPOGHNSVGRALEFY APV
ADENSLHFSFHEFSONPFRDLILOGDAFTDSDGNLELTEVSSSGDPOCGNSVGRALEY LPVH
ADANSLHFTFNOQFSONPFRDLILOGDAT TDSDGNLELTEVSSSGDPOCGNSVGRALEY LPVH
ADANSLHFSFNOQFSONPRDLILOGDAT TDSDGNLELTEVSSSGDPOGSSVGRALEY LPVH
ADAOSTLHFTFNOFSOSPREDLILOGDASTDSDGNLOLTRV SN-GSPOSDSVGRALYY LPVH
ADAOSTLHFTFNOFSONPREDLILOGDASTDSDGNLOLTRV SN-GSPOSNSVGRALYY LPVH

(LR

ITWESSAWVASFDATFTFLI ESPDSHPADGITFFLSNMDSTLE SGSGGRLLGLFEFDAN
ITWESSAWVASFEATFTF LI ESPDSHPADGIAFFI SNIDSSTIPSGSTGRLLGLFEFDAN
ITWESSAWVASFEATFTF LI ESPDSHPADGIAFFI SNIDSSTIPSGSTGRLLGLFEFDAN
IWESSAVVASFDATEFITFLIKESPDSHEPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEPDAN
IWESSAVVASFDATFITFLIKESPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEPDAN
IWESSAVVASFDATEFITFLIKSSDSHEPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEPDAN
INESSAVVASFDATFITFLIKSSDSHEADGIAFFISNIDSSIP SGSTGRLLGLEFEFDAN
IWESSAWVVASFDATFTFLIKSSDSHEADGIAFFISNIDSSIFE SGSTGRLLGLEFEFDAN
IWERSAWVASFDATFTFLIKSPDREFADGITEFFIANTDTSIFE SGCSGEGRLILGLEFEFDAN
IWERSAVVASFDATEFTFLIESPFDREFPADGITEFFIANTDTSIE SGSGERLLGLEFEFDAN
IWERSAVVASFDATEFTFLIESPFDRDEADGITEFFIANPDTSIE SGSGERLLGLEFEFDAN
IWERSAVVASFDATEFTFLIESPFDRDEPADGITEFFIANTDTSIE SGSGERLLGLEFEFDAN
IWDESAWVASFDATFTFLIESPDREIADGIAFFIANTDS SIPHGSGEGRLLGLEFPDAN
VHWDESAVVASFDATEFITFLIESTDSDIADGIAFFIANTDSSIPHGSGEGRLLGLEFPDAN
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Figura 18 — Alinhamento das seqiiéncias de Diocleinae.
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Para compreensdo do alinhamento € importante saber que: "*" significa que os
residuos de aminodcidos na coluna sdo idénticos em todas as seqiiéncias no alinhamento,":"
significa a observacdo de substituicdes conservativas de acordo com a tabela de cores acima, "."
significa a observagdo de substituicdes semiconservativas.
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A seqiiencia de C. grandiflora obtida por espectrometria de massa possui alta
similaridade com lectinas do género Canavalia, porém, diferentemente das lectinas deste género,
ao longo de sua seqiiéncia, ela apresenta diversas mutacdes correspondentes a aminodcidos
comumente encontrados nas lectinas do género Dioclea (aminodcidos marcados em preto no
alinhamento) o que pode nos indicar uma evolu¢do comum da lectina C. grandiflora e lectinas
do género Dioclea, para isto, em nivel de seqiiéncia protéica, um ancestral comum divergiu
originado a C. grandiflora e as lectinas do género Dioclea.

E importante citar também a alta similaridade com lectinas do género Cratylia, elas
apresentam uma maior similaridade com as lectinas do género Dioclea do que com as lectinas de
Canavalia, e no seqlienciamento pode-se observar uma mutacdo presente na C. grandiflora
(também marcada em preto) comum a esse género e somente em uma lectina de Dioclea.

Os resultados obtidos no seqiienciamento podem ser evidenciados na drvore
filogenética abaixo, onde ficam evidenciadas as relacdes evolutivas entres as lectinas do género
de Diocleinae (Figura 19).

ConBr
ConA
|  CGL
__ C.virosa
Cbol

EConM
C.lineata

— CFL
'3 C.mollis

D.guianensis
D.violacea

D.grandiflora

D.rostrata

ConGr

Figura 19 — arvore filogenética com seqiiencias de lectinas de Diocleinae.

A posic¢ao basal de C. grandiflora no subclado de Canavalias suporta e estd de acordo
com a suposicdo de que esta espécie representa o subgéneros mais primitivo das Canavalias
(Sauer, 1964; Varela et al., 2004).

4.3 ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

4.3.1 Cristalizacao

A proteina purificada foi previamente incubada por uma hora com 3 mM de Xman, 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-manose, utilizado a partir de uma solugdo estoque de 12 mM em
DMSO. O Xman contem manose em sua estrutura € foi utilizado para auxiliar na cristalizacao,
para auxiliar na geracdo de dados suficientes para determinacdo da estrutura. A manose pode
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auxiliar a cristalizacdo por estabilizar o sitio de ligag@o e o restante da molécula parece ajudar no
empacotamento cristalino. A lectina incubada com Xman foi submetida ao screen inicial de
cristalizacdo com o kit de cristalizagdo da Hampton research, Crystal Screen I ™, onde ndo se
observou a formacgdo de cristais, porém, quando utilizado o Crystal Screen II ™ se obteve
cristais nas condi¢des 12 e 34, a condi¢do 34 se obteve melhores resultados dos cristais na
difracdo de raios X. A condi¢do 34 possui: Sulfato de cddmio hidratado 0,5 M (sal), HEPES
0,1 M pH 7.5 (tampdo) e Acetato de sédio triidratado 1,0M (precipitante). Os cristais foram
levados ao Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS) em Campinas/Sao Paulo, e difratados
na linha de luz MX1, utilizada para experimentos de difracio de raios X para macromoléculas.

Figura 20 — Foto da gota contendo o cristal de C. grandiflora e foto ampliada.

4.3.2 Difragdo do Cristal

Os cristais difratados a uma distancia de 100 mm da placa de imagem, o conjunto de
dados foram gerados num resolugdo de 2,19 A e o escalonamento com resolucdo entre 28,149-
2,3 A.

O cristal pertence ao grupo espacial ortorrombico 1222. E o coeficiente de Mattheus
calculado, 2,18 AS.Da'l, indica um mondmero na unidade assimétrica e a porcentagem de
solvente € 43,52%. A cela tem como dimensodes a=67,70 A, b=55,90 Ae c=107,46 A e seus
angulos pela sua geometria sdo os mesmos (o = =y = 90).

Os dados estatisticos de coleta e refinamento estao representados na tabela 4.

Tabela 4. Estatisticas dos dados de coleta e refinamento

Dados de Coleta

Rinerge(%) 7,8 (40,6)
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Residuos em regides mais favoraveis (%) 204

Residuos em regides adicionalmente 32
permitidas (%)

Residuos em regides ndo permitidas (%) 1

O gréafico de Ramachandran (Figura 21) mostra que os angulos ¢ e y se encontram
ou em regides mais favordveis ou em regides adicionalmente permitidas, como ja observado na
Tabela 3. Portanto, podemos observar na estrutura da lectina de C. grandiflora uma boa
estereoquimica. As coordenadas da estrutura final da ConGr serdo depositadas no banco de
dados de proteinas (PDB).

Ramachandran

Psi

e TR

1354

Figura 21 — Gréfico de Ramachandran da estrutura final da lectina de C. grandiflora calculada
pelo programa COOT (Emsley e Cowtan, 2004).

4.3.3 Estrutura da lectina C. grandiflora

O problema de fase, para a resolucdo da estrutura da lectina de C. grandiflora, foi
solucionado pelo método substitui¢io molecular usando as coordenadas moleculares da estrutura
do mondmero da lectina de sementes de C. gladiata (PDB code2d7f; Delatorre et al., 2007).

Como nos monomeros das lectinas de leguminosas, o mondmero de C. grandiflora
8

possui a mesma estrutura tercidria, exibindo o dominio “jelly-roll”, e carrega o necessario para

interagir com o ligante.

Na unidade assimétrica existe uma cadeia polipeptidica de 237 aminodcidos,
correspondente a0 mondmero, dois fons metalicos, um carboidrato modificado (Xman), € uma
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molécula de ABU (figura 22). Os dominios de interacdo dos ifons metélicos e carboidrato estdo
integralmente nos mondmeros, apenas o dominio de ligagdo da molécula de ABU fica somente
completo quando se forma o dimero candnico. Ainda no mondmero, surge em sua estrutura duas
regides com a presenca de fons Cd**.

Figura 22 — Mondmero de C. grandiflora.

Em condi¢des bioldgicas, os mondmeros de leguminosas se oligomerizam e se
apresentam na forma tetramérica (Figura 23), formada por dimero de dimeros candnicos,
semelhantes a lectina tipo ConA. Pequenas mudangas nesses mondmeros de lectinas de
leguminosas implicam em mudangas na oligomerizacdo e formagdo de dimeros e tetrdmeros
(Srinivas et al., 2001). Ainda assim, os residuos His51, Arg60, AsnS55, Asp78, Asnl18 e Serl19
sdo absolutamente conservados em lectinas de leguminosas com associagdo tetramérica tipica da
ConA (Calvete et al., 1999). A oligomerizagdo desses monOmeros fornece uma estabilidade
estrutural para a molécula e transmite para a lectina a especificidade fina necessdria para a
atividade biolégica (Reddy et al, 1999)

Figura 23 — Estrutura geral da lectina de C. grandiflora.
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4.3.4 Sitios de interacao aos metais

O sitio foi primeiramente descrito para a ConA, e mostrou ser bastante conservado nas
lectinas de leguminosas, inclusive na lectina de C. grandiflora. O célcio e o fon metélico estao
ligados por uma ponte formada por dois residuos de aspartato (Aspl0 e Aspl9). Os dois ions
interagem com quatro ligantes protéicos e duas dguas, como apresentada na figura 24,
representando as interacdes e suas distancias. Os outros residuos de aminodcidos presentes nesse
sitio conservado também estdo presentes na lectina deste estudo (Glu8, Tyr12, Asnl4 e His24)

A ligacdo do mondmero ao fon cdlcio induz a uma isomerizagdo trans-cis da ligacdo
peptidica Ala207-Asp208, que é conservada em todas as lectinas de leguminosas com estruturas
conhecidas. A isomerizacdo passa a ser importante na estabilizacdo tanto do sitio de
reconhecimento a carboidrato e inclusive para o sitio de ligacdo a metais.

Asnl4 % :/ /
~

{243

~ 248

A
N,
N
3
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~
5

Tyrl2

>
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B

Figura 24 — Sitio de ligacdo a metal da lectina de C. grandiflora. A — estrutura do sitio e as
distancias formadas entre os ions e residuos e dguas. B — molécula de agua liga o dominio
metdalico ao residuo Asp208 do sitio de ligacdo a carboidrato
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Os atomos de cddmio presentes no mondmero nao fazem parte da estrutura nativa da
proteina. Eles se encontram na condi¢do de cristalizacdo e ndo sdo necessarios para a proteina
realizar sua funcdo, mas acabam interagindo com certos residuos da lectina. Um dos dtomos €

coordenado pelos residuos Asp80 e Asp82 e o outro atomo € coordenados pelos residuos Glu87 e
Glul183 (Figura 25).

Figura 25 — Sitios de interacio de Cd*".

4.3.5 Sitio do acido a-aminobutirico

A presenca do acido a-aminobutirico (ABU) na estrutura de lectinas de plantas
contribui fortemente para a caracteristica de lectinas em carregar metabdlitos secundarios.

A comparagdo da seqiiéncia de aminodcidos de lectinas dessa familia mostra que o
sitio em que o Abu se encontra é conservado e fornece evidéncias de sua relevancia bioldgica. E
inclusive fortalece o papel das lectinas no mecanismo de defesa nas plantas (Delatorre et al.,
2007). Na estrutura do mondmero de C. grandiflora se apresentam fons Cd** e Xman que foram
adicionados no processo de cristaliza¢do, porém no tocante a molécula de Abu encontrada nessa
lectina ele foi co-purificado durante processo de isolamento da proteina, o que nos permite
inferir que a interacdo entre a molécula e a proteina € altamente estavel

Nao diferentemente de outras lectinas de Diocleinae, o sitio de ligacdo do Abu, na
lectina de C. grandiflora, esta posicionado na interface de contato dos mondmeros que formam o
dimero candnico, como ji descrito para CGL, ConBr, CRLI, CBol e DRL. O sitio foi
primeiramente descrito para a CGL (PDB: 2D7F) e posteriormente foi investigado para outras
lectinas da mesma subtribo.

Os residuos envolvidos na interacio com o ABU (Asn124, Alal25, Leul26, GIn137,
Asp139 e Vall79) estdo presentes nas lectinas de Diocleinae inclusive na C. grandiflora. Em
outras lectinas de leguminosas, esse bolso hidrofébico, pode ocorrer com substituicoes
conservativas de alguns residuos envolvidos (Delatorre et al., 2007), mas isso ndo impediria a
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interacdo com o0 Abu, o0 que torna interessante a investigacdo deste aminoécido nio protéico em
lectinas fora desta subtribo (Figura 27).

Além do papel de defesa, o Abu pode desempenhar um importante papel na
estabilizacdo do dimero canénico, ja que ele se encontra na interface de contato entre os dois
mondmeros e interagem com residuos de ambos (Figura 26)

Figura 26 — A — Sitio do Abu na lectina de C. grandiflora; B — Localizacdo das moléculas de
Abu na interface do dimero; C — Representacdo em visdo estéreo referente ao Abu, na estrutura
da lectina de C. grandiflora. D — densidade eletronica no OmitMap.

Figura 27 - Sobreposicao de sitios do Abu de duas Canavalias. Os residuos envolvidos neste sitio
de interagdo com o Abu sdo conservados nas Canavalias.
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4.3.6 Sitio de reconhecimento a carboidrato

Como nas outras lectinas de leguminosas, o sitio de ligacao a carboidrato também esta
conservado na lectina de C. grandiflora em todos os residuos relacionados (Asnl4, Leu99,
Tyr100, Asp208 e Arg228). A isomerizacao ja citada entre os residuos 207 e 208 tem o papel de
orientar os residuos Asnl4 e Arg228 neste sitio, bem como a estabiliza¢do do mesmo.

Podemos observar a presenga do Xman na estrutura em seu mapa de densidade
eletronica (Figura 28), e sua localiza¢do no seu dominio (Figura 29).

Figura 28 — A. Densidade eletronica no OmitMap B. Representacdo em visao estéreo do ligante
Xman, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-manose, na estrutura da lectina de C. grandiflora.

Figura 29 — Posicionamento do Xman no dominio de reconhecimento a carboidrato e esquema
da estrutura do Xman.

A arquitetura do sitio para as lectinas da subtribo Diocleinae, por seus residuos serem
conservados, também mostra um arranjo conservado. O desenho do sitio (Figura 30) pode ser
feito calculando-se a distancia entre alguns residuos. Estes desvios entre os residuos de uma
estrutura para outra (Tabela 5) destas lectinas podem contribuir, em parte, para justificar as
diferengas nas especificidades por carboidratos, como descrito por Dam e colaboradores (1998)
utilizando lectinas desta subtribo e diferentes trimanosideos, com isso, podemos inferir também
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que estas diferencas podem contribuir para justificar as distancias entre os efeitos de lectinas
altamente similares em diversos modelos.

Figura 30 — Desenho do sitio da C. grandiflora.

Tabela 5 — Distancia entre residuos que forma o sitio de reconhecimento a carboidrato em

Canavalias.

Residuos \ Lectina | ConGr | CGL ConBr ConM ConA CBol
ARG228N [TYRI2OH [956A [9,18 A [886A [894A [988A [9,11A
ARG228N [ ASNI4ND2 [ 508 A | 461 A [497A [497A [548A [497A
TYRIOON [TYRI2OH [696A [6,65A [647A |668A [726A [7,15A
TYRIOON [LEU9N [277A [288A [268A [270A [2,74A [279A
TYRI2OH |ASNI4ND2 [566A [561 A [526A |[544A [583A [527A
ARG228N [LEU9N [7,15A [734A |734A |734A |755A [736A
ARG228N [ TYRIOON |834A [857A [867A [877A [859A [872A
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Podemos também observar estas diferencas nas distancias quando comparamos dois
sitios de lectinas diferentes sobrepostas, como exemplo a lectina de C. grandiflora em relagdo a
CGL (Figura 31).

Figura 31 — Residuos envolvidos no reconhecimento a carboidrato nas lectinas de C. grandiflora
(azul) e C. gladiata (cinza).

Portanto, diferencas no posicionamento dos residuos podem significar especificidade
diferenciada, incluindo diferenca na ligacdo a receptores celulares, contribuindo para explicar
como protefnas tio homélogas apresentam atividades bioldgicas diferentes. E importante incluir
que as distancias entre os dominios de reconhecimento também contribuem por diferencas nas
ligacdes cruzadas entre as proteinas e células, e portanto nas atividades desencadeadas.

4.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS CARACTERIZADAS PARA A LECTINA DE C.
GRANDIFLORA

4.4.1 Efeito edematogénico da lectina de C. grandiflora

Observando-se o curso temporal do efeito edematogénico da ConGr administrada por
via subcutanea intraplantar nas doses de 0,01; 0,1 e Img/Kg, verificou-se que esta induziu edema
de pata somente na dose de 1mg/Kg, com efeito maximo na primeira meia hora apds sua
administracdo e constatado o desaparecimento apds a trigésima segunda hora. Estes dados
demonstram que o processo inflamatério produzido pela lectina € caracteristico de fase aguda e
de natureza osmdética. De fato, outros achados da literatura sobre lectinas do género Canavalia
sao sugestivos de tal acdo, a exemplo da formagao do edema de pata induzido pelas lectinas C.
maritima, C. brasiliensis e C. gladiata, (Assreuy et al., 2009), comparado com essas lectinas o
efeito da C. grandiflora é de menor intensidade, porém exibe perfil semelhante quanto ao pico de
inflamacdo na primeira meia hora (Figura 32).
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Figura 32 — Lectina de Canavalia grandiflora induz edema de pata em ratos. A lectinas foi
administrada (0,01; 0,1 e 1 mg/Kg; s.c.) na pata traseira direita de ratos. O controle negativo
recebeu salina (0,01 mL/Kg; s.c.) na pata contralateral. O edema foi medido antes (tempo zero) e
0.5 — 32 h ap6s a injecdo da lectina e calculado pela variacao dos volumes das patas (mL) entre
0s vdrios tempos e o tempo zero. Resultados expressos como Média + E.P.M. (n=6).

4.4.2 A lectina de C. grandiflora relaxa aortas endotelizadas

A fenilefrina (0,1uM) induziu contragdes tOnicas estdveis em segmentos de aortas de
rato. Em aortas endotelizadas, a ConGr adicionada cumulativamente (10-100pug/mL) sobre as
contracdes induzidas por fenilefrina, induziu relaxamento apenas na concentracdo de 100pug/mL
(cerca de 25%) (Figura 34). Por outro lado, em aortas com endotélio ndo preservado, as lectinas
ndo produziram resposta relaxante.

Em todos os experimentos, a lectina de C. grandiflora, ndo alterara a responsividade
do tecido, visto que, apds lavagem da preparacdo com Tyrode (TN), a adi¢do de KCI produziu
resposta contrétil, como se pode observar no registro tipico (Figura 33).
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Figura 33 — Registros tipicos de ConGr; A — aorta ndo endotelizada; B — aorta endotelizada
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Figura 34 — Efeito relaxante da lectina de Canavalia grandiflora em aortas endotelizadas
contraidas por fenilefrina. Resultados expressos como Média + E.P.M. * p<0.05 em relacdo ao
controle (100% de contragdo).

Os efeitos da vasodilatagdo em aortas endotelizadas, provocados por lectinas, também
exibe exemplos de lectinas do gé€nero Canavalia (C. maritima, C. brasiliensis e C. gladiata,
(Assreuy et al., 2009)) e nao diferentemente do efeito edematogénico em patas de ratos, a lectina
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de C. grandiflora apresenta uma atividade menor que as outras lectinas do género, como exemplo
a lectina de C. gladiata que tem efeito aproximadamente quatro vezes maior que a de C.
grandiflora na dose de 100pg/mL.

4.4.3 O L-NAME reverte o efeito relaxante da lectina de Canavalia grandiflora

O NO € o principal mediador do relaxamento dependente de endotélio no musculo liso
vascular (Furchgott e Zawadzki, 1980). O efeito vasodilatador da ConGr foi completamente
inibido pelo inibidor ndo seletivo da NOS L-NAME (100uM). O registro tipico mostra que a
adicao da lectina ndo promoveu resposta no tdnus mesmo na dose mais elevada na presenca de
L-NAME (Figura 35)
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Figura 35 — A. Registro tipico de ConGr na presenga de L-NAME. B. Efeito relaxante da lectina
de Canavalia grandiflora em aortas endotelizadas contraidas por fenilefrina na presenga ou nao
do L-NAME.

O NO juntamente com a prostaciclina sdo os fatores derivados do endotélio principais
responsaveis pelos efeitos das lectinas no vasorelaxamento (Assreuy et al., 2009). O L-NAME
bloqueou o efeito causado pela ConGr, assim como descrito para a ConBr, e inibe fortemente a o
efeito da CGL (Assreuy et al., 2009), além disso também estd envolvido no relaxamento
provocando pelas lectinas C.maritima e C.ensiformis (Gadelha et al., 2005) e a lectina de alga de
Bryothaminium triquetrum (Lima et al., 2004).
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5. Conclusao
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O presente trabalho forneceu a estrutura primdria e tridimensional da lectina de
Canavalia grandiflora Benth. E ao longo de sua estrutura (primdria e tercidria) apresentou alta
grau de homologia com as lectinas da subtribo de Diocleinae, possuindo dominios de ligacdo
conservados (metais, carboidrato e Abu). Na sua estrutura primdria pode-se observar um fato
importante, diversas mutag¢des, ao se comparar as seqiiéncias do género Canavalia, eram as
mesmas encontradas no género Dioclea o que torna essa lectina mais proxima desse grupo.

A lectina de C. grandiflora apresentou em sua estrutura a molécula de Abu que foi co-
purificada com a proteina, o que torna mais claro a defini¢do de um sitio conservado para essa
molécula nas lectinas de Diocleinae e o fortalecimento do papel de lectinas e do aminoécido ndo
protéico na defesa de plantas. O trabalho também apresentou dados significativos em rela¢do ao
efeito edematogénico em patas de ratos e relaxante do musculo liso de aortas endotelizadas,
mostrando que esta lectina tem um efeito pro-inflamatério no modelo citado e relaxante em
aortas, porém com baixa intensidade comparada com outras lectinas da mesma subtribo. Como
um dos mecanismos envolvido no efeito do vasorelaxamento tem-se a producdo de 6xido nitrico,
comumente encontrado na a¢do provocada por lectinas.

Portanto, o trabalho oferece novas informacdes para somar aos estudos das lectinas de
Diocleinae, no ambito estrutural e funcional. Porém alguns estudos ainda seriam de grande
relevancia determinar a especificidade fina dessa lectina por microcalorimetria, reversao de seus
efeitos biolégicos por carboidratos e estudos de outros mecanismos envolvidos na sua a¢do nos
modelos testados.
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