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RESUMO

Lectinas sdo (glico)proteinas de origem ndo imune, capazes de se ligarem reversivelmente a
mono ou oligossacarideos especificos, através de um dominio ndo catalitico. A familia das
leguminosas representa o grupo mais bem estudado, com muitas lectinas purificadas,
caracterizadas estruturalmente e aplicadas em atividades bioldgicas e biotecnoldgicas. A
subtribo Diocleinae apresenta lectinas que possuem alta similaridade estrutural, porém
apresentam diferentes efeitos em ensaios de atividade bioldgica. Esta variabilidade ¢ devido a
pequenas diferengas que podem ser analisadas em estudos estruturais. Neste contexto, o
presente trabalho tem como objetivo caracterizar estruturalmente, bem como analisar o efeito
em modelos de contratilidade, inflamagdo e nocicep¢do, de uma lectina presente em sementes
de Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth, espécie pertencente a familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae. A lectina (DlyL) foi purificada em uma
unica etapa através de cromatografia de afinidade em matriz Sephadex G-50. A sequéncia de
aminoacidos de DlyL foi determinada por espectrometria de massas em tandem (MS/MS) em
conjunto com o sequenciamento do gene que codifica para a lectina, que apresentou alta
similaridade com outras lectinas de espécies da mesma subtribo. A estrutura tridimensional de
DlyL. complexada com X-Man foi predita in silico através de modelagem por homologia.
DlyL apresentou efeito vasorelaxante em musculo liso de aortas endotelizadas de rato, como
também atividade inflamatdéria no modelo de edema de pata em rato. A lectina apresentou

efeito hipernociceptivo associado a inflamacdo, determinado pelo método Von Frey.

PALAVRAS-CHAVE: Lectina, Dioclea lasiophylla, espectrometria de massas, modelagem

molecular, contratilidade, inflamacéo, nocicepgao.



ABSTRACT

Lectins are (glyco)proteins of non-immune origin, capable of reversibly binding to specific
mono or oligosaccharides, via a non-catalytic domain. The legume family is the most well-
studied group, with many lectins purified, structurally characterized and applied in biological
and biotechnological activities. The subtribe Diocleinae presents lectins that have high
structural similarity, but different effects on biological activity assays. This variability is due
to small differences which may be analyzed by structural studies. In context, this study aims
to structurally characterize and analyze the effect on contractility, inflammation and
nociception studies, of a lectin present in Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth seeds, species of
the Leguminosae family, Papilionoideae subfamily, Phaseoleae tribe, Diocleinae subtribe. The
lectin (DlyL) was purified in a single step by affinity chromatography on Sephadex G-50
matrix. The primary sequence of DIyLL was determined by tandem mass spectrometry
(MS/MS) and sequencing of the gene encoding to the lectin, showing high similarity with
others lectins from species of the same genus. The three-dimensional structure of DIyL
complexed with X-Man was predicted in silico by homology modelling. DIyL. presented
vasorelaxant effect on smooth muscle of rat’s endothelialized aortas as well as inflammatory
activity in the rat paw edema model. The lectin presented hipernociceptive effect associated

with inflammation, determined by Von Frey method.

KEYWORDS: Lectin, Dioclea lasiophylla, mass spectrometry, homology modelling,

contractility, inflammation, nociception.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes iniciais

Carboidratos sdo a classe de macromoléculas mais abundantes da natureza,
compostas principalmente por carbono, oxigénio e hidrogénio. Possuem estrutura complexa,
devido a grande variedade de moléculas, inimeras possibilidades de interligagdes e alto
numero de conformacgdes que podem adotar (SHARON; LIS, 1993). Durante muitos anos, as
unicas fungdes conhecidas para essas moléculas eram de fonte energética para seres vivos (na
forma de monossacarideos e oligossacarideos) e como componentes estruturais, como
exemplo temos a celulose em plantas e a quitina no exoesqueleto de insetos, ambos
classificados como polissacarideos.

Na década de 60, muitos estudos demonstraram a importancia dessas moléculas
em mecanismos de interac¢do célula-célula e sinalizagdo molecular intra- e extracelular, sendo
elementos determinantes em processos de reconhecimento em varios processos bioldgicos
(SHARON; LIS, 1997). Carboidratos estdo presentes na superficie de células formando uma
espécie de camada, chamada de glicocalice, e participam de mecanismos de reconhecimento
por outras células, microrganismos invasores (virus e bactérias, por exemplo) ou outras
classes de moléculas, como proteinas, anticorpos, hormdnios e toxinas. Dessa forma, os
carboidratos podem atuar como mensageiros entre células atuando em fendmenos de
proliferacdo, diferenciacdo e interacdes celulares em diversas condi¢des fisiopatoldgicas
(GABIUS, 2000).

Carboidratos também podem estar ligados covalentemente a outras biomoléculas
(devido a um processo chamado de glicosilagdo), como lipidios e proteinas, influenciando na
conformagdo tridimensional dessas moléculas, como também em mecanismos de sinaliza¢do
celular (OHTSUBO; MARTH, 2006). Alguns estudos ja mostraram que a identifica¢do de
padrdes anormais de glicosilagdo em células podem ser utilizados para diagnostico de
algumas doencas, como por exemplo, o cancer (DENNIS; GRANOVSKY; WARREN, 1999;
PINHO; REIS, 2015).

A composi¢do, sequéncia e organizacdo estrutural dos glicanos que estdo
conjugados a proteinas ou lipidios na superficie das células, formam o que é chamado de
“glicocodigo”, no qual estardo associados a um tipo de biomolécula ou célula (OHTSUBO;
MARTH, 2006). Lectinas tém-se mostrado excelentes ferramentas em estudos de processos

bioldgicos envolvendo carboidratos como mediadores, devido a propriedade dessas proteinas
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de interagir com carboidratos especificamente e serem capazes de decifrar glicocddigos (VAN
DAMME et al., 1998).

Lectinas s3o definidas como (glico)proteinas de origem ndo imune capazes de
reconhecer especificamente mono ou oligossacarideos, ligando-se a estes sem, no entanto,
alterar suas estruturas quimicas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; LANOO; VAN
DAMME, 2014). Em geral, as lectinas sdo oligoméricas, e a ligagdo a carboidratos ¢
reversivel envolvendo pontes de hidrogénio, intera¢des hidrofobicas e forcas de Van der
Walls (SHARON; LIS, 2002).

Alguns fatos contribuem para importancia da pesquisa de lectinas e sua aplicagdo
na area médica e na agricultura, como sua ocorréncia em inumeras espécies de plantas em
diferentes tecidos, sua capacidade de reconhecer diferentes carboidratos, sua diversidade
estrutural, potencial uso como agentes de defesa em plantas, capacidade de reconhecer e
diferenciar diversos tipos celulares em modelos animais promovendo diversos mecanismos,
como apoptose, proliferacdo, indug¢do na produgdo de metabdlitos e a possibilidade de serem
aplicadas em processos de “drug delivery” (RUDIGER; GABIUS, 2001; BARBOSA et al.,
2001; BIES et al., 2004; MAKHLOF et al., 2010).

Com essas propriedades, as lectinas tem sido utilizadas como ferramentas
biotecnoldgicas e apresentaram oOtimos resultados, tais como: atividade anti- e pro-
inflamatoria (BEZERRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014; SANTIAGO et al., 2014;
PINTO-JUNIOR et al., 2016), efeito vasodilatador (OSTERNE et al., 2014; ROCHA ef al.,
2015; BARROSO-NETO et al., 2016), atividade antifungica (SOUZA et al., 2011) atividade
inseticida (OHIZUMI et al., 2009; BENETEAU ef al., 2010; ATALAH; SMAGGHE; VAN
DAMME, 2014).

As lectinas mais bem estudadas sdo pertencentes a familia Leguminosae que
compreendem um amplo grupo de proteinas estruturalmente similares (CAVADA et al.,
2001). Dentre estas, as encontradas na subtribo Diocleinae exibem especificidade de
reconhecimento aos monossacarideos manose e glicose, e possuem elevado grau de
similaridade em suas sequéncias de aminodcidos e estruturas tridimensionais, especialmente
as lectinas dos géneros Dioclea e Canavalia, que tém sido as mais extensivamente
purificadas, caracterizadas, estruturalmente resolvidas e biologicamente caracterizadas
(PINTO-JUNIOR et al., 2013; PINTO-JUNIOR et al., 2016; SANTIAGO et al., 2014;
OSTERNE et al., 2014; PEREIRA-JUNIOR, 2014; BARROSO-NETO et al., 2014;
BEZERRA et al., 2014).
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Apesar das lectinas possuirem alta conserva¢do de sequéncia terciaria, as
respostas bioldgicas desencadeadas por elas podem diferir em tipo e intensidade. Devido a
essas propriedades, tem despertado o interesse pela purificacdo e caracterizagdo de novas
lectinas para possiveis aplicagdes biotecnoldgicas (GABOR et al., 2004; RODRIGUES et al.,
2003; SHARON; LIS, 2004).

1.2 Lectinas

1.2.1 Breve historico

No século XIX alguns trabalhos evidenciaram a existéncia de moléculas capazes
de aglutinar eritrocitos. O termo aglutinina foi proposto para denominar os extratos que
possuiam capacidade de aglutinagéo, porém ndo foi bem aceito por alguns imunologistas, pois
eram de origem vegetal. Apenas em 1954, quase um século depois, foi criada a primeira
definicdo de lectinas proposta por Boyd e Shapleigh, que observaram especificidade de
aglutinacdo de extratos de plantas por determinados grupos sanguineos (VASCONCELOS;
OLIVEIRA, 2004). O termo lectina, derivado da palavra em latim “/egere” (significa escolher
ou selecionar), tornou-se o mais apropriado, porque moléculas capazes de aglutinar eritrocitos
sdo encontradas em quase todos tecidos examinados (DOYLE; SLIFIKIN, 1994).

O primeiro trabalho que reporta aglutinagéo de células sanguineas foi em 1860, de
S. Weir Mitchell, determinando a capacidade do veneno de Crotalus durissus de aglutinar
eritrocitos de pombo. A primeira descri¢do de lectinas ocorreu em 1888 por Peter Hermann
Stillmark, com seu trabalho de toxicidade de extratos de mamona, Ricinus communis, onde
relatou uma proteina altamente toxica capaz de aglutinar eritrdcitos, nomeando-a de Ricina.
Anteriormente a este trabalho (1884), Stillmark e seu grupo tinham avaliado a toxicidade de
extratos de Abrus precatorius, porém somente em 1890, Hellin relatou a capacidade de Abrus
precatorius em aglutinar eritrécitos, determinando que era uma lectina ¢ a nomeou de Abrina
(SHARON; LIS, 2004).

Em 1891, o pesquisador Paul Elrlich conseguiu estabelecer principios
fundamentais de imunologia usando Ricina e Abrina, relatando o principio da reagdo
antigeno/anticorpo, a transferéncia de imunidade passada de mée para filho e o fenomeno de
memoria imunolégica (SHARON; LIS, 2004). Elfstrand em 1898, utilizou pela primeira vez o
termo “hemaglutinina”, utilizado para classificar todas as proteinas capazes de aglutinar

células (VAN DAMME et al., 1998).
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Os relatos obtidos por Stillmark ja indicavam seletividade da Ricina por células
sanguineas de alguns animais. Em 1900, o pesquisador Karl Landsteiner classificou os grupos
sanguineos humanos A, B ¢ O. Anos mais tarde, ele reportou que extratos, ndo téxicos, de
sementes de plantas (Phaseolus vulgaris, Pisum sativum e Vicia sativa) possuiam atividade
hemaglutinante diferente quando testados com eritrécitos de animais diferentes
(LANDSTEINER; RAUBITSCHEK, 1907). Estes indicios levaram a crer que cada lectina
tinha uma capacidade hemaglutinante diferente entre si (SHARON; LIS, 2004).

Em 1919, James B. Sumner na Universidade Cornell (Ithca, Nova York) a partir
de sementes de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), conseguiu purificar a primeira lectina
vegetal e a nomeou de Concanavalina A. Summer e Howell, em 1936, demonstraram que a
Concanavalina A era capaz de aglutinar eritrocitos e células de levedura, como também
precipitar glicogénio em solugdo. Além disso, conseguiram mostrar que a hemaglutinagéo era
inibida por sacarose, demonstrando que a lectina possuia especificidade a carboidratos e
sugeriram que a hemaglutinacdo induzida por Concanavalina A poderia ser consequéncia da
ligagdo da lectina com carboidratos presentes na superficie de células sanguineas (SHARON;
LIS, 2004). Na década de 50, Watkins e colaboradores, demonstraram que a atividade
hemaglutinante que as lectinas possuiam, era devido a capacidade dessas proteinas de
interagirem com carboidratos (WATKINS; MORGAN, 1952).

Até 1960, apenas algumas lectinas haviam sido isoladas, principalmente a partir
de plantas e invertebrados. O aumento do interesse em pesquisa com lectinas foi com a
descoberta da PHA, lectina de sementes de Phaseolus vulgaris, que apresentou atividade
mitogénica para linfocitos (MOREIRA ef al., 1991). Em pouco tempo, varias outras lectinas
provaram ser mitogénicas. Em especial, a descoberta que a Concanavalina A era mitogénica,
pois sua atividade podia ser inibida por baixas concentracdes de monossacarideos como a
manose. Esta descoberta forneceu indicios que a atividade mitogénica de lectinas era devido a
reacdo entre a proteina e os carboidratos presentes na superficie dos linfocitos.

Inicialmente o termo lectina era utilizado somente para nomear moléculas que
possuiam capacidade de aglutinar células, o que gerou a necessidade de diferenciar essas
proteinas de outras moléculas que possuem a mesma capacidade, como taninos, alguns
lipidios, substancias cationicas. Com os avanc¢os do conhecimento de lectinas, as defini¢des
para essas proteinas foram ampliadas, entretanto, todas se enquadram dentro de trés requisitos
principais, que sdo: sdo (glico) proteinas capazes de reconhecer carboidratos de forma

especifica, ndo se associam ao sistema imunoldgico e as lectinas ndo alteram a estrutura
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quimica do seu ligante (GABIUS, 1997; GOLDSTEIN et al., 1980; KOCOUREK; HOREIJSI,
1983).

O fato das lectinas ndo causarem alteragdes estruturais as moléculas que ligam
permite também as distinguir de certas enzimas como glicosiltransferases e glicosidases, que a
baixas temperaturas ocorre diminui¢do da atividade de hidrolise das liga¢des glicosidicas e
promove a ligacdo da enzima com a superficie das células, promovendo a aglutinagdo
(SHANNON; HANKINS; STROSBERG, 1981).

Para uma melhor compreensdo das atividades biologicas das lectinas e seu grande
potencial, pesquisas visaram analisar estruturalmente essas proteinas, até mesmo a nivel
molecular. Em 1972, a estrutura tridimensional de ConA foi determinada por cristalografia de
raios X (EDELMAN et al., 1972; HARDMAN; AINSWORTH, 1972).

Muitas lectinas foram isoladas de plantas, virus, bactérias, invertebrados e
vertebrados. Muitas estruturas primarias e tercidrias foram determinadas nesses ultimos anos
(SINGH et al., 2012; BEZERRA et al., 2013; BEZERRA et al., 2014; BARROSO-NETO et
al., 2014; SOUSA et al., 2015; BARROSO-NETO et al., 2016), a partir desses dados muitos
fendmenos bioquimicos envolvendo lectinas foram relatados (DELATORRE et al., 2007;
DELATORRE et al., 2013). Além disso, varias fun¢des como reconhecimento célula-
molécula e intera¢des célula-célula em uma variedade de sistemas biologicos e aplicagdes de
lectinas, por exemplo na glicoprotedmica, tem sido estabelecidos (SHARON; LIS, 2004;
ABBOTT; PIERCE, 2010; ZENG et al., 2011).

1.2.2 Definicdo e classificacdo estrutural de lectinas

Lectinas sdo um grupo de proteinas muito heterogéneo e amplamente distribuido
na natureza. Durante o processo evolutivo, essas proteinas conservaram uma caracteristica em
comum, que consiste na sua habilidade para reconhecer e ligar-se de forma reversivel a
carboidratos especificos sem alterar estruturalmente os mesmos (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995; LANOO; VAN DAMME, 2014). De acordo com Peumans ¢ Van Damme
(1995), lectinas podem ser definidas como uma classe de proteinas de origem nfo imune
capazes de se ligarem reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos através de um
dominio ndo catalitico (PEUMANS; VAN DAMME, 1995 LANOO; VAN DAMME, 2014).
Essa defini¢do se baseia no tipo de interagcdo da proteina com seu ligante, ndo se detém a suas
habilidades de hemaglutinacdo de células e glicoconjugados, sendo a defini¢do mais aceita

atualmente.
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O grupo de Van Damme subdividiu as lectinas vegetais baseados em sua estrutura
geral e as separou em quatro grupos: as merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e

superlectinas (FIGURA 1) (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME et al., 1998).

1.2.2.1 Merolectinas

As merolectinas sdo proteinas que possuem apenas um unico dominio de ligagdo a
carboidrato. Devido a seu carater monovalente sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou
aglutinar células. Um exemplo de merolectina ¢ a Heveina, uma proteina do latex de
seringueira (Hevea brasiliensis), que possui especificidade a quitina. (VAN PARIIS et al.,

1991).

1.2.2.2 Hololectinas

As hololectinas sdo o tipo de lectinas mais estudadas, ao contrario das
merolectinas, possuem mais de um sitio de ligagéo a carboidratos, sendo estes muito idénticos
ou semelhantes, e assim sdo capazes de precipitar células e aglutinar glicoconjugados.
Podemos citar as lectinas isoladas de espécies da subtribo Diocleinae, as lectinas de
Canavalia boliviana (ConBol) (BEZERRA et al., 2014), Canavalia oxyphylla (CoxyL)
(SANTIAGO et al., 2014), Canavalia virosa (ConV) (OSTERNE et al., 2014), Dioclea
reflexa (DrfL) (PINTO-JUNIOR et al., 2016) e Dioclea sclerocarpa (DSL) (BARROSO-
NETO et al., 2016)

1.2.2.3 Quimerolectinas

As quimerolectinas s3o proteinas que possuem, além do dominio de
reconhecimento a carboidrato (DRC), um dominio que possui atividade catalitica, ou outra
atividade bioldgica, independente do DRC. Dependendo do nimero de DRC’s, podem ou nao
aglutinar hemacias. Como exemplo de quimerolectina temos a PPL-2, uma lectina isolada de
sementes de Parkia platycephala que possui, além do sitio de reconhecimento a carboidrato,
um sitio catalitico com atividade endoquitinasica (CAVADA et al., 2006). Outro exemplo, é a
lectina 2 de Dolichos lablab que possui um dominio de reconhecimento a galactose e possui
um sitio catalitico com atividade polifenoloxidasica (KANADE ef al., 2009). Podemos

destacar também as proteinas inativadoras de ribossomos (RIP tipo 2), como exemplo temos a
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Ricina (toxina da mamona), que possui dois dominios de ligagdo para carboidratos, sendo
capaz de aglutinar células, e um dominio para a inativagdo de ribossomo (VAN DAMME et

al., 1998).

1.2.2.4 Superlectinas

As superlectinas s3o um grupo de proteinas que possui dois ou mais DRC’s que
possuem especificidade a acgucares estruturalmente e funcionalmente diferentes. Como
exemplo, podemos citar a lectina do bulbo de tulipa (TxLCl), que possui um DRC especitfico
para manose e outro especifico para GalNAc, e a lectina da banana (BanLec) (VAN DAMME
et al., 1996; SINGH; DEVI; NG, 2014)

Figura 1 -Representagéo da classificacdo dos quatro tipos de lectinas de plantas.

Merolectinas Hololectinas
ek

&

Heveina ConBol
(PDB 1Q9B) (PDB 4K21)
Quimerolectinas Superlectinas

PPL-2 Banlec
(PDB 2GSJ) (PDB 2BMZ)
. . * Dominio de ligacdo a carboidrato interagindo com ligante
- » Dominio catalitico ou com outra atividade biolégica (exemplo: RIP tipo 2)

Fonte: adaptado de PINTO-JUNIOR, 2013
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1.2.3 Lectinas de plantas

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza e podem ser encontradas
desde organismos mais simples, como virus (GLICK et al., 1991) e bactérias (IMBERTY et
al., 2004), como também em organismos mais complexos, como fungos (KAWAGISHI et al,
2001), insetos (TAKASE et al., 2009), animais e plantas (KILPATRICK et al., 2002). Em
plantas, elas podem ser obtidas de sementes (COELHO, 2006), onde sdo produzidas em maior
concentragdo, que pode constituir até 10% das proteinas totais de semente (LORIS, 2002;
SHARON; LIS, 2004), embora possam ser encontradas em outros tecidos das plantas, como
folha (RATANAPO; NGAMJUNY; CHULAVATNATOL, 2001; PEREIRA et al., 2008),
caule (ZANETTI, 2007), raizes (YAN et al., 2010), frutos (SAMPIETRO et al., 2001), porém
sdo produzidas em baixas concentragdes (VAN DAMME, ef al., 1998).

Na tentativa de organizar as lectinas vegetais em grupos, Van Damme e
colaboradores (1998) classificaram as lectinas relacionando estruturas primadrias e tercidrias
presentes em bancos de dados, com dados filogenéticos, formando sete grupos ou familias

(FIGURA 2). Podemos destacar:

a. Lectinas de monocotiledoneas do tipo manose: refere-se a lectinas com especificidade
a manose, estreitamente relacionadas e que s@o encontradas em monocotiledoneas.
Foram encontradas, até entdo, em seis diferentes familias de plantas: Alliaceae,
Amaryllidaceae, Araceae, Bromeliaceae, Liliaceae e Orchidaceae. Apresentam alta
similaridade de estrutura primaria, mas sdo heterogéneas em relagdo a estrutura
terciaria (VAN DAMME et al., 1998). A lectina de Galanthus nivalis ¢ uma das
principais representantes deste grupo (WRIGHT, HESTER, 1996).

b. Lectinas especificas a quitina e homologas a heveina: sdo lectinas capazes de interagir
com quitina, mais especificamente a N-acetilglicosamina (unidade monomérica
constituinte da quitina) e possuem um dominio de reconhecimento a carboidrato
semelhante ao da Heveina (VAN DAMME er al., 1998). O termo “dominio
heveinico” refere-se a uma merolectina de 43 residuos de aminoacidos, extraida do
latex da Hevea brasiliensis (seringueira), que € capaz de reconhecer quitina
(WALJUNO et al., 1975). A aglutinina de gérmen de trigo (WGA) € a principal
representante dessa classe, € composta de duas subunidades de 18 kDa consistindo de

quatro dominios de Heveina estruturalmente semelhantes. (RAIKHEL; LEE;
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BROEKAERT, 1993). Outro exemplo de lectina deste grupo é a ML-1, lectina de
Viscum album (MEYER et al., 2008). Lectinas pertencentes a esse grupo tém sido
encontradas em diferentes familias ndo relacionadas taxonomicamente, tais como

Gramineae, Leguminosae, Solanaceae, Urticaceae, Papaveraceae € Amaranthaceae.

Lectinas homdlogas a Jacalina: grupo de lectinas que sdo evolutivamente e
estruturalmente relacionadas as aglutininas presentes nas sementes de Arfocarpus
integrifolia (jaca). As lectinas de Jacalina se dividem em dois grupos, o grupo 1, que
reconhecem galactose, e grupo 2 que reconhecem manose. O grupo 1 possui uma alta
afinidade pelo antigeno-T [Gal B(1,3)GalNAc] (SASTRY ef al., 1986; SARKAR;
WU; KABAT, 1981). Lectinas relacionadas a jacalina que se ligam a manose possuem
duas ou quatro subunidades ndo glicosiladas de aproximadamente 150 residuos de

aminoécidos e foram identificadas em muitas espécies em grupos taxonomicamente

diferentes (BARI, 2015).

Lectinas homdlogas ao tipo RIP-2: constituem uma tipica familia de quimerolectinas
formada a partir de uma molécula precursora, a qual sofre processamento
postraducional, que consiste na excisdo de uma ligacdo entre as cadeias formando duas
cadeias polipeptidicas. O termo “proteina inativadora de ribossomos” (RIP) refere-se a
capacidade destas de inativarem cataliticamente os ribossomos, que ocorre através da
remocdo enzimatica de um residuo de adenina especifico de um loop na grande
subunidade do RNA ribossomal 28 S. A primeira dessas cadeias (cadeia A) é formada
por um polipeptideo constituido de um dominio adenosina glicosidase e a outra cadeia
(cadeia B) constituida por um dominio de ligagéo a carboidratos, sendo que as cadeias
permanecem unidas por pontes dissulfeto. Ao penetrar nas células, esta ligagcdo
dissulfeto é quebrada e a cadeia A adquire uma forte atividade N-glicosidase
tornando-se capaz de inativar cataliticamente ribossomos eucaridticos e procarioticos
(VAN DAMME et al., 1998). A atividade e especificidade de ligagdo a carboidrato
das RIPs sdo estabelecidas somente por sitios de ligacdo a carboidratos situados na
cadeia B. Estudos de especificidade indicaram que a maioria das RIPs s&o
efetivamente inibidas por Galactose ou GalNAc ou por ambos. Todavia os inibidores
mais potentes que quaisquer outros monossacarideos sdo os dissacarideos ou
oligossacarideos ricos em galactose. A Ricina (Ricinus communis) e Abrina (4brus

precatorius) sdo exemplos classicos de RIPs tipo 2 com potentes atividades
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bioldgicas, ja tendo sido bem caracterizadas (PEUMANS et al., 2001; VAN DAMME
et al., 1998). A lectina de Abrus pulchelus (Pulchellina), possui especificidade por
galactose, mas apresenta uma maior afinidade para sequéncias de lactose [B-D-Gal-
(1,4)-D-Glc], N-acetillactosamina [B-D-Gal-(1,4)-D-GlcNAc] e lacto-N-biose [B-D-
Gal-(1,3)-D-GlcNAc] (RAMOS et al., 2001).

Lectinas da familia das Amarantaceae: a amarantina, uma lectina extraida de
Amaranthus caudatus, ndo se assemelha a nenhuma outra lectina de planta, tanto com
relagdo a estrutura primadria e tercidria. Baseado nessas informagdes, a amarantina ¢
considerada um protdtipo da familia de lectinas das Amaranthaceae. Varias outras
lectinas extraidas de plantas do género Amaranthus, como por exemplo Amarantus
leucocarpus, contém lectinas que sdo muito similares a amarantina, sendo todas elas

lectinas especificas por N-acetilgalactosamina (VAN DAMME et al., 1998).

Lectinas de floema de Cucurbitaceae: sdo lectinas diméricas compostas de duas
subunidades idénticas de 24 kDa que se ligam a residuos de N-acetilglicosamina.
Todas as lectinas conhecidas dos floemas de Cucurbitaceae mostram um grau de
similaridade de estrutura primaria, mas ndo apresentam qualquer similaridade
sequencial com outras lectinas de plantas ou proteinas (VAN DAMME ef al., 1998).

Até o momento, ndo ha lectina com estrutura tridimensional resolvida.

. Lectinas de leguminosas: correspondem a familia de lectinas mais estudadas até o
momento, com varias lectinas purificadas e caracterizadas. As proteinas desse grupo
possuem uma alta similaridade estrutural, porém, especificidade por carboidratos e
propriedades biologicas distintas. Se enquadram nesse grupo a Concanavalina-A
(ConA), extraida de sementes de Canavalia ensiformes, lectinas da tribo Dalbergiecae
(PEREIRA-JUNIOR et al., 2012; BENEVIDES et al., 2012; ALMEIDA et al., 2014;
SOUSA et al., 2015) e as lectinas extraidas de plantas da subtribo Diocleinae
(SANTIAGO et al., 2014; OSTERNE et al., 2014; PINTO-JUNIOR et al., 2016).
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Figura 2 - Classificag8o das lectinas vegetais.

Fonte: Adpatado de VAN DAMME et al., 1998.. (A) Lectina de monocotiledoneas ligantes a manose, aglutinina
de Galanthus nivalis (GNA) (PDB 1MSA); (B) Lectina ligante a quitina compostas por dominios heveinicos,
lectina de Viscum album (ML-1) (PDB 1CE7) (C) Lectinas relacionadas as Jacalinas, lectina de Artocarpus
integrifolia (Jacalina) (PDB 1M26); (D) RIP’s do tipo II, Ricina (PDB 2AAIl); (E) Lectina da familia da
amarantina, Amaranthus caudatus (ACA) (PDB 1JLY); (F) Lectinas de leguminosas, Canavaila boliviana

(ConBol) (PDB 4K21).

Apesar do grupo de Van Damme ter definido essas familias correlacionando
aspectos evolutivos e estruturais das lectinas, na medida que novas lectinas v@o sendo

descobertas e caracterizadas, propriedades novas ou distintas estdo sendo observadas, dessa
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forma, essa classificagdo deixa de existir um limite taxondmico bem definido e passa a ser
considerado somente o aspecto estrutural. O sequenciamento de genomas de soja (Glycine
max), arroz (Oryza sativa) e Arabdopsis revelou que essas espécies possuem centenas de
genes que codificam lectinas pertencentes a todas as principais superfamilias de lectinas
(JIANG; RAMACHANDRAN, 2010; PEREIRA-JUNIOR, 2014). Um exemplo claro deste
fato sdo as lectinas encontradas nas sementes do género Parkia (Parkia platycephala e Parkia
biglobosa), que sdo especificas para manose e glicose, cuja estrutura é composta por trés
dominios repetidos relacionados a jacalina, porém, sdo espécies de leguminosas (FIGURA 3)
(MANN et al., 2001; GALEGO DEL SOL et al., 2005; BARI, 2015). Essas particularidades
mostram que ha a necessidade de uma atualizagdo dos dados na literatura para criacdo de uma

nova classificacdo de familias de lectinas.

Figura 3 - Estruturas tridimensionais das lectinas do género Parkia.

Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Lectina de Parkia platycephala (PPL-1) (PDB 1ZGS); (B) Lectina de Parkia
biglobosa (PBL) (PDB 4MQO).

1.2.4 Aspectos gerais de lectinas de leguminosas

A familia Leguminosae compreende 727 géneros e 19.325 espécies, com cerca de
220 géneros e 2736 espécies com ocorréncia no Brasil. Muitas espécies desta familia tém
grande importancia econdmica pela produgdo de alimentos como: soja (Glycine max), ervilha
(Pisum sativum), feijdo (Phaseolus vulgaris) e alfata (Medicago sativa). A tamilia leguminosa
¢ morfologicamente subdividida em trés subfamilias, Caesalpinoideae, Mimosoideae e
Papilionoideae, sendo a ultima com maior numero de trabalhos publicados envolvendo

lectinas.
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Lectinas de leguminosas correspondem a familia de lectinas mais estudadas e que
apresenta o maior nimero de lectinas isoladas e destacam-se principalmente nas sementes
(SHARON; LIS, 1990; CAVADA et al., 1993; CALVETE et al., 1998), onde podem
corresponder até 10% das proteinas totais (LORIS ef al., 1998; PRAKASHKUMAR et al.,
1998; SHARON, 1993). Mais de 100 lectinas dessa familia sdo conhecidas, quase todas
isoladas de sementes (SHARON; LIS, 1990).

Estruturalmente, lectinas de leguminosas sdo geralmente compostas de dois ou
quatro monomeros, iguais ou diferentes, com massa molecular variando entre 25 a 30 kDa.
Muitas vezes, em cada mondmero € encontrado um dominio de um ou mais metais
(geralmente célcio ou manganés) e um sitio de liga¢do a carboidrato. O dominio de ligagéo a
metais estabiliza o sitio de liga¢do a carboidrato, orientando os aminoacidos que interagem
com os carboidratos (WEIS; DRICKAMER, 1996). Em termos de subunidades, as lectinas
sdo quase sempre compostas de uma cadeia polipeptidica estabilizada por pontes de
hidrogénio, interacdes hidrofobicas e eletrostaticas. Entretanto, algumas lectinas possuem
subunidades formadas por duas cadeias polipeptidicas, entre elas as lectinas da tribo Vicieae,
géneros Pisum, Vicia, Lathyrus e Lens (ROUGE et al., 1987). Estas lectinas sdo dimeros
formados por subunidades iguais e cada subunidade ¢ constituida de uma cadeia o (5 a 7 kDa)
e uma B (15 a 19 kDa) mantidas por ligagdes ndo-covalentes (SHARON; LIS, 1989).

Algumas espécies de leguminosas possuem isoformas, ou isolectinas, como por
exemplo, a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) que é formada por duas subunidades génicas
diferentes, denominadas E (31,7 kDa) e L (29,9 kDa), que combinadas ddo origem a uma familia
de cinco isolectinas tetraméricas: E4, E3L, E2L2, EL3, L4 (FELDSTED et al., 1977). Esse
fendomeno ocorre devido essas espécies possuirem familias multigénicas para a lectina, ou seja,
mais de um gene codificando uma lectina, como também pode ser atribuido a processamentos
postraducionais incompletos (YOUNG et al., 1995). Isolectinas também foram encontradas em
Acacia constricta (GUZMAN-PARTIDA ef al., 2004), Sophora japonica (HANKINS;
KINDINGER; SHANNON, 1988), Lathyrus odoratus (KOLBERG, 1978), Robinia pseudoacacia
(VAN DAMME et al., 1995), Dolichos lablab (TEIXEIRA et al., 2014) e espécies do gé€nero
Erythrina (BONNEIL et al., 2004). A presenca de isoformas tém alto impacto sobre a funcgéo
bioldgica de lectinas, e a existéncia de varias isoformas poderia oferecer uma estratégia alternativa
ou uma adaptag@o evolutiva para compensar a baixa especificidade.

As lectinas de leguminosas podem ser agrupadas levando em consideragdo a
especificidade por carboidratos (SHARON; LIS, 1990): (1) ligantes a fucose; (2) a
GIcNAc/GIcNAc (B1-4) GIcNAc; (3) a manose/glicose; (4) a galactose e/ou N-acetil-
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galactosamina; (5) aquelas que nf3o se ligam a monossacarideos. Apesar da grande
variabilidade quanto a especificidade por carboidratos, lectinas de leguminosas apresentam
alta homologia de estrutura primaria e tercidria, aproximadamente 20% dos residuos de
aminoacidos sdo invariantes em todas as lectinas de leguminosas e outros 20% sdo similares,
sendo, portanto, um modelo perfeito para estudos estruturais de proteinas (PEREIRA-
JUNIOR, 2014). Os aminodcidos envolvidos na interacdo com o carboidrato e quase todos os
residuos que coordenam ions metalicos s@o bastante conservados nas lectinas dessa familia

(BANERIJEE et al., 1996; HAMELRYCK et al., 1998)

1.2.5 Aspectos estruturais de lectinas de leguminosas

A estrutura tridimensional das lectinas de leguminosas é caracterizada pela
presenca do motivo proteico conhecido como jellyroll (FIGURA 4), também encontrado em
outras proteinas e frequentemente associado ao processo de reconhecimento de carboidratos
(KEITEL et al., 1993; VARELA ef al., 1997). Cada monomero de lectinas de leguminosas ¢
constituido de cerca de 60% de fitas-f antiparalelas arranjadas em duas ou mais folhas-p
interconectadas por voltas, mais conhecido como enovelamento do tipo “B-sanduiche”. O
motivo jellyroll possui uma folha B parcialmente estendida de 6 fitas (folha traseira) e uma
folha B curvada de 7 fitas (folha frontal), anti-paralelas e unidas entre si por uma terceira e
curta folha de 5 fitas (folha superior) (CAVADA et al., 2001). Tais folhas apresentam-se
conectadas por algas (loops) que variam de tamanho dentre as diferentes lectinas e ¢
estabilizada pela presenca de dois nucleos hidrofébicos (BANERJEE et al., 1996). Esse
motivo (também conhecido como legume lectin fold) foi visto pela primeira vez na estrutura
da lectina de Canavalia ensiformis (ConA) (VIAJAVAN; CHANDRA, 1999) e vem sendo
observado de forma homologa ou semelhante em outras lectinas de leguminosas, como por
exemplo a lectina de Canavalia boliviana (ConBol) (BEZERRA et al., 2014), de Canavalia
grandiflora (ConGF) (BARROSO-NETO et al., 2014), Dolichos lablab (FRIL) (TEIXEIRA
et al., 2014), de Dioclea reflexa (DrflL) (PEREIRA-JUNIOR, 2014) e Dioclea sclerocarpa
(DSL) (BARROSO-NETO et al., 2016).

Lectinas de leguminosas apresentam alta homologia de estrutura primaria e
terciaria, porém as pequenas diferencas encontradas nas sequéncias de aminoacidos podem
influenciar na forma que os mondmeros se associam. Os mondmeros podem se organizar de

sete formas diferentes, que podem ser: de interface candnica (ou tipo II), X1, X2, X3, X4, X5,
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e a chamada interface nao usual da PNA (BRINDA et al., 2004; SINHA et al., 2007)
(TABELA 1).

A interface candnica é a mais comumente observada, que consiste em uma
disposi¢do paralela das folhas B que se situam na folha traseira do motivo jellyroll, gerando
uma espécie de folha continua de 12 fitas, como pode ser visto na estrutura tridimensional da
ConBol (PDB 4K20) (FIGURA 5). Entretanto, alteracdes nesse padrdo podem ocorrer em
decorréncia de caracteristicas intrinsecas da propria molécula, como a presenga de

glicosilagdes ou aminoacidos carregados no sitio de associagéo.

Figura 4 - Conformag&o de um mondmero de lectina de leguminosa (Jellyroll).

A. B.
Folha Superior
= m
SLM
Cavidade

hidrofébica
primdria
Cavidade
hidrofébica
ecundaria

Folha Frontal

Folha Traseira

Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Diagrama esquemadtico da estrutura terciaria de um mondmero tipico de
lectinas de leguminosas (SLM — sitio de ligagdo a metais, SRC — Sitio de reconhecimento a carboidrato); (B)
Estrutura tercidria do mondmero da lectina de Canavalia boliviana (ConBol) complexada com X-Man (em
amarelo) (PDB: 4K21), em vermelho, sdo as fitas correspondentes a folha frontal, em verde, sdo as fitas

correspondentes a folha traseira. As duas esferas correspondem aos metais, Ca>" (cinza) e Mn?* (rosa).

Essas altera¢des permitem a formagdo dos diferentes tipos de interface, que sdo
caracterizadas pela sobreposicdo dessas mesmas folhas, havendo variagdo apenas no angulo
de disposicdo (BRINDA ef al., 2004). Os tetrdmeros sdo geralmente dimeros de dimeros,
apresentando principalmente dois tipos de interface. Essas diferengas estruturais tém
influéncia direta na afinidade especifica dessas lectinas, tendo em vista que o sitio de liga¢do
a carboidrato ird expor-se de forma diferenciada em cada uma delas (BRINDA et al., 2004;

SINHA et al., 2007).
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Tabela 1 - Diferentes tipos de interface formados entre mondmeros de lectinas de leguminosas.

Tipo de Interface Ocorréncia Representacio

Presente em Lectinas diméricas

Canonica ou Tipo Il (PSL) ou tetraméricas (ConA).

Observada no dimero DB58 e nas
X1 interfaces ndo-candnicas da PHA e
SBA.

Apenas em tetrameros, como na

X2 interface ndo candnica da ConA e
DGL.

X3 Dimero tipo EcorL.

X4 Dimeros tipos GS4 e GS1.

Observada em dimeros do tipo
GS1. Assemelha-se a interface X4,

X5 . x
entretanto, com uma orientagao
diferente.
Interface ndo-usual da Lectina de Arachis hypogea
PNA (PNA).

Fonte: adaptado de SINHA et al., 2007.

O sitio de reconhecimento a carboidratos se encontra proximo ao sitio de ligacdo a
metais divalentes, que estdo localizados na parte superior da folha frontal do jellyroll. O sitio
de reconhecimento a carboidratos é composto por diversas voltas que sdo orientadas pela
presenga de ions de metais divalentes, geralmente célcio e manganés, no sitio de ligag¢do a
metais (FIGURA 6) (SHARMA; SUROLIA, 1997; LORIS er al., 1998; BOUCKAERT et al.,
2000; BEZERRA et al., 2014)
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Figura 5 - Representag&o da interface de dimero candnico da lectina de Canavalia boliviana (ConBol).

Fonte: PDB 4K20

Figura 6 - Representac@o do posicionamento do sitio de reconhecimento a carboidrato e sitio de ligagdo a metais
na estrutura tridimensional da ConBol (PDB 4K21).

Fonte: elaborado pelo autor.

O sitio de ligagdo a fons divalentes é amplamente conservado nestas proteinas,
esses metais se localizam a uma distincia de aproximadamente 4,5 A e ambos sdo
coordenados por cadeias laterais de pelo menos quatro aminoacidos e duas moléculas de agua.
O reconhecimento das lectinas de leguminosas por ions € reversivel e a remogdo desses
metais resulta em importantes mudancas conformacionais no sitio de reconhecimento a
carboidrato, resultando em uma instabilidade no sitio e na perda da capacidade de interagir
com carboidratos (LORIS et al., 2004). Em lectinas do tipo ConA, por exemplo, com a falta
dos ions calcio e manganés, o peptideo Ala207-Asp208, que para participar efetivamente do

reconhecimento ao seu carboidrato especifico necessita estar na conformacdo cis, passa a
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assumir uma conformagéo do tipo trans (BOUCKAERT et al., 1995; BEZERRA et al., 2014;
PEREIRA-JUNIOR, 2014).

O sitio primario de ligagdo a carboidratos das lectinas de leguminosas consiste em
uma regido na superficie da molécula composto por quatro voltas que proporcionam a
forma¢do de uma cavidade na superficie da mesma, onde o reconhecimento especifico de
carboidratos se da por intermédio de ligagcdes de hidrogénio entre a lectina e o agucar. Nestas
voltas encontram-se trés residuos altamente conservados, Asp, Asn e Gly/Arg, os quais sdo
responsaveis pela formagdo de quatro ligagdes de hidrogénio com as hidroxilas dos carbonos
trés e quatro presentes em monossacarideos como manose ou glicose. Também participam do
processo de reconhecimento, interagdes de Van der Waals estabelecidas entre o anel
aromatico do agucar e as cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos, bem como interagdes
hidrofébicas com os residuos de aminoacido como Phe, Tyr, Trp ou Leu (MORENO et al.,
2008, PEREIRA-JUNIOR, 2014). Contatos adicionais entre o carboidrato e a superficie da
proteina (diretos ou mediados por moléculas de 4gua) contribuem para a sua alta seletividade

(WEIS; DRICKAMER, 1996; ELGAVISH; SANAN, 1997; PEREIRA-JUNIOR, 2014).

1.2.6 Lectinas da subtribo Diocleinae

As lectinas de leguminosas representam o grupo mais bem estudado dentre as
lectinas de plantas, sendo a maioria dos estudos de lectinas extraidas de membros da
subfamilia Papilionoideae, principalmente da tribo Phaseoleae (MANN er al., 2001). A
subfamilia Papilionoideae esta representada por 483 gé€neros e 13.800 espécies dividas em 28
tribos. No Brasil sdo 88 géneros e 180 espécies nativas (BARROSO ef al., 1991; LEWIS et
al., 2005). Muitas lectinas de espécies desta subfamilia foram isoladas e caracterizadas
bioquimicamente. Dentro da tribo Phaseoleae podemos destacar a subtribo de Diocleinae,
reconheceu a presenca de 13 taxons ao nivel de género em Diocleinae: Dioclea, Cleobulia,
Macropsychanthus, Canavalia, Luzonia, Camptosema, Cratylia, Collaea e Galactia
(LACKEY, 1981; VARELA et al., 2004).

Lectinas dessa subtribo apresentam alta similaridade, algumas apresentam
diferengas de apenas 3 residuos de aminoécidos, mas apesar dessas pequenas diferengas, essas
lectinas apresentam diferentes efeitos em ensaios de atividade biologica (DELATORRE et al.,
2006), como por exemplo, ensaios de relaxamento de aorta (ASSREUY et al., 2009). Tais
diferengas influenciam na conformagdo do sitio de reconhecimento a carboidratos dessas

proteinas, influenciando na afinidade da lectina por seu ligante e diferindo em tipo e/ou
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intensidade a resposta do efeito bioldgico. A oligomerizagdo de muitas lectinas dessa subtribo
dependem do pH do meio em que se encontram, onde a lectina pode se encontrar na sua
forma de dimero ou tetrdmero (NAGANO ef al., 2008). O tipo de resposta ou grau de
intensidade, que as lectinas promovem em atividades bioldgicas, pode diferir dependendo de
qual forma a lectina estd presente no meio, pelo fato dessas proteinas serem capazes de se
ligar aos receptores glicoconjugados da superficie celular com uma maior afinidade quando se
encontra na forma tetramérica (DELATORRE, 2006).

O primeiro processo de sintese descrito e mais usado como base para
entendimento da sintese de lectinas da subtribo Diocleinae, é processamento da
Concanavalina A, lectina de Canavalia ensiformes. ConA ¢ sintetizada nos cotilédones de
sementes e acumulada em células parenquimatosas de reserva. Apds a proteina ser traduzida a
partir do seu mRNA correspondente, esta passa por um processo de modificacdo
postraducional chamado de permutagéo circular (FIGURA 7). A proteina traduzida, pré-pro-
ConA, corresponde a uma cadeia proteica com um peptideo sinal. Depois da remocdo co-
translacional do peptideo sinal, a cadeia proteica é enderecada para o reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) onde é N-glicosilado em um residuo de asparagina localizado na parte central
da cadeia, formando o precursor da lectina madura, chamado de pr6-ConA (HERMAN et al.,
1985; CHRISPEELS ef al., 1986; FAYE; CHRISPEELS, 1987). Esta pro-lectina segue sua
via pelo complexo de Golgi onde ¢ removido um segmento glicosilado de quinze aminoacidos
localizado no centro da cadeia. A por¢do C-terminal também é processada nesta etapa,
perdendo um segmento de 9 aminoécidos. Devido a remogao do peptideo glicosilado, a cadeia
inicial ¢ dividida em dois fragmentos contendo o N-terminal chamado de y ¢ o C-terminal
chamado de B. Apds essa divisdo, as por¢des N- e C- terminal sdo religadas de maneira
inversa, onde o fragmento y passa a ser o C-terminal e o fragmento [} passa a ser o N-terminal.
Uma clivagem subsequente libera 4 residuos de aminoécidos originando a lectina madura com
237 residuos. (BOWLES et al., 1986; BOWLES; PAPPIN, 1988). A nova ligagdo peptidica
que liga os fragmentos se localiza entre os fragmentos 118 ¢ 119 da lectina madura. Apos a
junc¢do dos dois fragmentos é formada a cadeia a. Todo esse processo ¢ catalisado por uma
enzima asparaginil endopeptidase. Esta enzima ndo promove a religacdo de 100% dos
fragmentos, no final da reagfo, a lectina madura ¢ composta por 60% da cadeia polipeptidica
a de 237 aminoacidos, e 40% dos seus fragmentos 3, do aminoacido 1 ao 118 com 14 kDa e
v, do aminoéacido 119 ao 237 com 12 kDa. Portanto, quando a lectina ¢ analisada por SDS-
PAGE, s@o observadas trés bandas polipeptidicas. O mesmo padrio eletroforético € observado

em lectinas isoladas do género Canavalia e Dioclea, indicando que outras lectinas da subtribo
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Diocleinae passam pelo mesmo processo (NASCIMENTO et al. 2012; PINTO-JUNIOR et
al., 2013; SANTIAGO et al., 2014; OSTERNE ef al., 2014; PINTO-JUNIOR et al., 2016).

Figura 7 - Representagfo esquematica do processo de permutacdo circular de lectinas do tipo ConA.
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Fonte: SANTIAGO, 2013.
1.2.7 Aplicagdo e atividades biologicas de lectinas

Devido a grande versatilidade de moléculas que as lectinas podem reconhecer,
essas proteinas podem ser usadas como ferramentas em diversas dreas de estudo (agricultura,
medicina, biotecnologia). Os carboidratos estdo presentes em superficies de células
(glicocalice) e possuem conformacgdes/composi¢des diferentes de célula para célula. A
capacidade das lectinas de interagir com glicanos presentes na superficie de células, torna
essas proteinas potenciais ferramentas para estudos de interacdo celular.

Na medicina, as lectinas podem atuar como transportadores de drogas
terapéuticas. Trabalhos ja vem investigando essa possibilidade devido ao fato de diferentes
células expressarem uma gama diferente de glicanos. Células sdo afetadas por certas doencas,
como por exemplo, o cancer. Células afetadas expressam diferentes glicanos comparados com
suas correspondentes células normais, o que modifica sua superficie celular. Portanto, lectinas
podem reconhecer as “células doentes” e servir como carreadoras para endere¢amento de
drogas (BIES et al., 2004). A lectina de Pisum sativum foi microencapsulada com esferas de
alginato de cdlcio, para liberagdo controlada da lectina na corrente sanguinea, como também,
manter a lectina estavel ao ser administrada via oral, sendo um agente promissor contra

carcinoma hepatocelular (HCC) (EL-AASSAR et al., 2014).
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A capacidade de interagir com glicanos permite com que lectinas sejam capazes
de detectar, purificar ou concentrar glicoproteinas, que € muito importante na glicobiologia e
glicoprotedmica. Lectinas podem ser imobilizadas em suportes sélidos para criagdo de
colunas cromatograficas de afinidade a glicoproteinas ou glicoconjugados, como matrizes
multilectina com ConA, WGA e Jacalina imobilizadas covalentemente em uma resina inerte
POROS 20-AL (KULLOLLI et al., 2008; ABBOTT et al., 2010). Outros exemplos temos a
lectina de Dioclea lasiophylla, que foi eficientemente imobilizada em CNBr-Sepharose 4B
(PINTO-JUNIOR et al., 2013) e a lectina de Clathrotropis nitida que foi ligada
covalentemente em matriz de quitosana (ALVES et al., 2015).

Alguns estudos relataram que lectinas sdo capazes de inibir o desenvolvimento de
fungos e bactérias, devido a ligacdo a carboidratos na superficie das células destes
microorganismos (GRAHAMSTOWN et al., 2002). Como também ha relatos de lectinas de
leguminosas que s3o capazes de estimular o crescimento de Rhizobium tropici
(VASCONCELOS et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2013).

Além disso, lectinas podem ser utilizadas em estudos de cicatrizagdo (SILVA,
2011; NASCIMENTO-NETO et al., 2012; CORIOLANO et al., 2014), nocicepgao
(BITTENCOURT et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009; HOLANDA et al., 2009; VIEIRA
et al., 2013), atividades antitumorais (XU et al., 2016; YAU et al., 2015), indugdo de
apoptose (BARBOSA et al., 2001; CHOI; LYU; PARK, 2004), atividade antiproliferativa
sobre células cancerigenas (CHOI et al., 2004; LIU et al., 2009; EL-AASSAR et al., 2014),
atividade anti (SANTI-GADELHA ef al., 2006; MOTA et al., 2006; BEZERRA et al., 2014)
ou pro-inflamatéria (SANTIAGO et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014; PINTO-JUNIOR et
al., 2016), atividade vasorelaxante (ROCHA et al., 2015; ALVES et al., 2015; BARROSO-
NETO et al., 2016), atividade antidepressiva (RIEGER et al., 2014), atividade neuroprotetora
(JACQUES et al., 2013), atividade inseticida (MACEDO ef al., 2015; OHIZUMI et al., 2009;
ATALAH et al., 2014), atividade antifingica (SOUZA ef al., 2011; KLAFKE et al., 2013),
atividade antiviral (FUQUA et al., 2015; SWANSON et al., 2010; FUJIMOTO; GREEN,
2012) e antibacteriana (COSTA et al., 2010; QADIR et al., 2013). Alguns exemplos

importantes advindos de lectinas extraidas de espécies da subtribo Diocleinae (TABELA 2).



Tabela 2- Exemplos de atividades biologicas de lectinas da subtribo Diocleinae.
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Lectina

Atividade Biologica

Referéncia

Dgui (Dioclea guianensis)

Atividade antifungica

ARAUJO-FILHO, et al., 2010

ConBr (Canavalia
brasiliensis), CFL (Cratylia
floribunda), Dgui, DGL (D.

Efeito toxico sobre

SANTOS et al., 2010

grandiflora), Dvir (Dioclea moluscos
virgata)

L - - Al
goGnB(c)(ljc(lZ’ccll‘i;chlllfclladlam), antiingZ$:?§ria e NUNES et al., 2009;

o (. BEZERRA et al., 2014
boliviana) analgésica
CoxyL (Canavalia . ]
oxyphylla): DrfL. (Dioclea Athldade _ SANTIAGO et al., 2014,

’ proinflamatéria PINTO-JUNIOR et al., 2016.
reflexa)
ConBol Atvidade FIGUEIREDO ef al.. 2009
antinociceptiva

ConBr, CGL, ConM
(Canavalia maritima), CRL-
1 (Cymbosema roseum)

Efeito vasodilatador

ASSREUY et al., 2009;
OSTERNE et al., 2014,
BARROSO-NETO et al.,
2016; ROCHA et al., 2015

ConM, ConV (Canavalia
virosa), DSL (Dioclea
sclerocarpa)

Relaxacdo da aorta e
liberagdo de 6xido
nitrico

GADELHA et al., 2005;
OSTERNE et al., 2014;
BARROSO-NETO et al.,
2016.

ConBr, DGL, DVL (D.
violacea)

Ativacdo de linfécitos

BARBOSA et al., 2001

ConBr

Atividade antidepressiva
€ neuroprotetora

BARAUNA et al., 20006;
RIEGER et al., 2014;
JACQUES et al., 2013

ConA, ConBr, CFL, DVL,
DGL

Interferéncias no
processo de formagdo de
biofilmes bacterianos

TEIXEIRA et al., 2006

Fonte: Adaptado de PEREIRA-JUNIOR, 2014.

1.3 Atividade vasorelaxante

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

conhecimento dos papéis funcionais, fisiologicos e fisiopatologicos do mesmo. O musculo

liso vascular opera em um estado de tensdo (causado pela pressdo que o sangue exerce nos

vasos), chamado de tonus, no qual o musculo pode sofre contracdo ou pode relaxar, o que

pode causar o aumento ou reducdo, respectivamente, da pressdo no interior dos vasos

(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1996).

O calcio livre, presente no citosol das células do musculo liso, € o responsavel por

regular o estado de tonus do mesmo, que pode ser estimulado por diversos fatores, como
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despolarizagdo da membrana, a-adrendrgicos, e agonistas muscarinicos, que ativam um
aumento no nivel de Ca>" (ALESSI et al., 1992; KARAKI et al., 1997; ROCHA et al., 2015).
Os niveis de calcio no citosol € de cerca de 120-170 nmol, que quando ocorre algum estimulo,
aumenta para 500-700 nmol.

Em concentracdes elevadas, o céalcio se liga a calmodulina, uma proteina
multifuncional. A interacdo da Ca*'-calmodulina, induz uma mudanca conformacional na
proteina e expde sitios para interacdes com outras proteinas, uma delas é a MLC quinase ou
MLCK. A interac¢do da calmodulina com a MLCK orienta a MCLK a fosforilar a miosina em
suas cadeias leves de 20 kDa, mais especificamente na Ser 19, que resulta em uma mudanca
conformacional da miosina, se tornando ativa. Esta fosforilagdo aciona as ciclicas ligagdes
cruzadas entre a miosina e os filamentos de actina, bem como o desenvolvimento de forca que
faz a miosina se deslocar sobre a actina, promovendo a contragdo muscular (WALSH, 1990).
A reversdo da contragdo ocorre com a diminui¢do na concentragdo de Ca?" livre, deste modo
levando a dissociag¢do entre a calmodulina ¢ a MCLK. Através da atividade da miosina
fosfatase de cadeia leve (MCLP), que ao ser ativada, desfosforila a miosina levando ao
relaxamento muscular. Deste modo pode-se afirmar que a modulagdo da contragdo ocorre por
uma série de fatores, sendo que os mais importantes sdo os que controlam a cdlcio e os que
modificam a relagdo MLCK/MLCP independente da concentracdo (ALESSI ef al., 1992;
KARAKI et al., 1997).

E possivel que a contragio também ocorra independente do aumento da
concentracdo de calcio na célula. O processo contratil pode ser ocorrer pela ativagdo direta
das proteinas responsaveis pela contra¢do por proteinas quinase, quanto pelo aumento da
sensibilidade da maquinaria contratil ao calcio intracelular, que em baixas concentragdes pode
estimular todo o processo de contragdo. Apesar do mecanismo mais amplamente aceito em
termos de regulacdo da contragcdo do musculo liso ser o da ativagdo da MCLK dependente de
calcio, evidéncias sugerem que esta relagdo ¢ variavel e que alguns outros estimulos podem
ativar a MCLK (FENG et al., 1999).

O endotélio tem funcdo de regular estado de tonus da musculatura lisa adjacente
em resposta a estimulos fisiologicos e farmacologicos. Esse processo envolve a ativagdo de
receptores presentes na membrana da célula endotelial por diferentes fatores (hormonios,
acidos graxos, proteinas, catecolaminas), que resulta na ativacdo de complexas vias de
sinalizacdo intracelular que promovem a sintese e liberagdo de substdncias vasoativas
(VANE; ANGGARD; BOTTING, 1990; LUSHER; BARTON, 1997; VAPAATALO;
MERVAALA, 2001; BEHRENDT; GANZ, 2002).
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Virias substincias vasoativas que sdo produzidas pelas células endoteliais
difundem-se ou sdo liberadas, tanto para o sangue como para as outras camadas do vaso,
atingindo células musculares lisas e as células que os circulam que participam das fungdes
regulatorias. Dentre os fatores produzidos, destacam-se o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina,
o tromboxano, as endotelinas, a angiotensina II, o fator hiperpolarizante do endotélio, a
bradicinina, a serotonina, a histamina e os radicais livres de oxigénio, dentre outros (VANE;
ANGGARD; BOTTING, 1990; LUSHER; BARTON, 1997; VAPAATALO; MERVAALA,
2001).

Uma dessas fungdes regulatdrias consiste no controle dos tonus da musculatura
lisa vascular pela producdo de mediadores que podem produzir vasodilatagdo ou
vasoconstricdo (CARVALHO et al., 2001). Dentre os fatores relaxantes, o NO é o mais
potente e sua sintese ocorre no endotélio através da atividade da enzima NO sintase, que
utiliza L-arginina como substrato, com formagéo de NO e L-citrulina. O NO difunde-se para o
interior das células musculares lisas, onde interage com o atomo de ferro do grupo heme da
molécula de guanilato ciclase, levando a ativagdo 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 concentragdo de GMPc nas células
musculares leva a diminuicdo da [Ca?*] e ao consequente relaxamento do vaso. Sob condi¢des
basais, o NO ¢é continuamente liberado pelas células endoteliais saudaveis (FIGURA 8)
(SILVA, 2006).

Virios trabalhos demonstram que lectinas de plantas sdo capazes de induzir o
relaxamento de aortas contraidas in vitro, com efeito dose-dependente, na superficie das
células, inclusive nas células endoteliais, existem glicoproteinas e podem funcionar como
receptores para lectinas. As lectinas do germe do trigo (WGA) e a Concanavalina A (ConA)
foram as primeiras a terem sua atividade vasorelaxante demonstrada, com efeito dependente

de endotélio em aorta de coelhos (KLEHA et al., 1991).
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Figura 8 - Liberagdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio
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Fonte: Adaptado de VANHOUTTE et al., 2005. Ativagdo do receptor endotelial (R) induz o fluxo de Ca?" para
o citoplasma e liberagdo de Ca?" do reticulo sarcoplasmético (SR). Seguido de interagdes com a calmodulina, o
Ca?" ativa a oxido nitrico sintase (NOS) ¢ a cicloxigenase (COX). NO e PGI, promovem aumento de GMPc e
AMPc que leva a diminuigdo da Ca®" intracelular e ao consequente relaxamento do vaso. EDHF causa
hiperpolarizagdo e relaxamento ao abrir canais de K+.

Trabalhos recentes mostram a potencialidade das lectinas da subtribo Diocleinae
em estudos in vitro de contratilidade de aorta. Este relaxamento mostrou ser estritamente
dependente de endotélios intactos, foi inibido pela incubagdo prévia da lectina com seus
acucares especificos, que ressaltam a importancia do sito de reconhecimento a carboidratos de
lectinas e ocorreu via a enzima 6xido nitrico sintase, responsavel pela sintese de 6xido nitrico
(NOBREGA et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2012; BEZERRA et al., 2013; OSTERNE et
al.,2014; BARROSO-NETO et al., 2016)

1.4 Inflamacio

A inflama¢do ¢ um evento de defesa local estimulado por traumas (injuria por
exemplo) que serve para destruir, diluir ou repelir tanto o agente nocivo quanto o tecido
injuriado. A resposta inflamatoria ¢ desencadeada por sinais de natureza quimica, liberados
por tecidos ou células do sistema imune (SHERWOOD; TOLIVER KINSKY, 2004). As
caracteristicas clinicas da inflamacgdo foram encontradas em papiros egipcios, datados de
aproximadamente 3000 a.C., mas foi Celsius o primeiro autor a listar os quatro sinais
cardinais da inflamacdo (rubor, dor, calor e tumor), um escritor romano do século I d.C., que

relatou o aumento no fluxo sanguineo e a dilatacdio dos pequenos vasos (rubor), a
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permeabilidade vascular aumentada (tumor), que levaria a um aumento na temperatura local
(calor) e a passagem de células do sangue circulante e dor local (PIRES, 2011).
Posteriormente, no século XIX, Virchow relatou o quinto sinal da inflamagéo, que ¢ a lesdo
aguda dos tecidos com perda de fungdo dos orgdos. Até fim do século XIX, o processo foi
visto como um efeito indesejavel, que prejudicava o individuo, mesmo muitos pesquisadores
ja considerarem como um processo de cura.

A resposta inflamatoria pode ser dividida em dois tipos, aguda e cronica, que
depende da duragdo e caracteristicas patologicas da reagdo inflamatoria. A inflamagdo aguda
tem curta duragdo (horas ou dias) e € caracterizada por vasodilatagdo (devido liberacdo de
fatores como NO, prostaglandinas), exsudagdo de fluido rico em proteinas, com formagdo de
edema, migracdo de células (primariamente neutréfilos) para o sitio lesado e, em alguns
casos, ativagdo da cascata de coagulagdo (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

O processo inflamatério compreende dois eventos que ocorrem simultaneamente
durante o curso evolutivo (eventos vasculares e celulares). (SHERWOOD; TOLIVER
KINSKY, 2004). Em situacdes de homeostase, normalmente as proteinas plasmaticas e as
células circulantes estdo contidas no interior dos vasos, em movimento no sentido do fluxo
sanguineo. Diante de um estado inflamatdrio, os vasos sanguineos sofrem alteragdes
(vasodilata¢do), que facilitam a passagem de proteinas plasmaticas e células da circulagdo
para o local da les@o ou da infecc¢do, deste modo, as células do endotélio funcionam como
barreira semipermedvel (ALLER et al., 2007; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Em
decorréncia das alteracdes no vaso sanguineo, ocorre aumento do leito dos capilares, que
aumenta o fluxo de sangue na regido, levando a vermelhidéo e ao calor locais, e aumento da
permeabilidade vascular dos capilares e vénulas, que ocorre por contracdo das células
endoteliais poéscapilares (MAJNO; PALADE, 1961) e pela abertura de canais intracelulares
nas proprias células endoteliais (LAMPUGNANI; DEJANA, 1997). Esses eventos sao
decorrentes a liberagdo substancias vasoativas como histamina, bradicinina, leucotrienos,
produtos da ativagdo do complemento e da coagulagdo, substancia P e fator de agregagdo
plaquetaria (PAF) no sitio inflamado (SHERWOOD; TOLIVER KINSKY, 2004) e
promovem o aumento do espago intercelular, que leva ao extravasamento de fluido rico em
proteinas, como a albumina, do compartimento intravascular para o intersticio, formando o
edema (FIGURA 9) (CARNEIRO, 2009; ALLER et al., 2007; KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2005).

Um dos objetivos fundamentais do processo inflamatorio ¢é facilitar a chegada de

células de defesa e fatores soluveis, como anticorpos e proteinas de fase aguda, ao sitio de
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les@o tecidual (ALLER et al., 2007; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Os agentes
agressores e restos celulares (tecido necrdtico) presentes no local da inflamagdo, sdo
fagocitados pelas células de defesa, que impedem o crescimento de um eventual
microorgamismo patogénico e estimulam o inicio do processo de reparacdo tecidual (FORD-
HUTCHINSON, 1992). A migracdo de neutrofilos, mondcitos e células “natural killer” é,
comumente, iniciada em respostas inatas, através da geracdo local de mediadores
inflamatorios, como quimiocinas e citocinas especificas (NOURSHARGH; MARELLI-
BERG, 2005).

Figura 9 - Evolucdo da inflamac&o aguda. Alteragdes vasculares e celulares induzidas pelo processo
inflamatorio.
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Fonte: Adaptado de ABBAS et al., 2010.

A migragdo de leucéceitos (FIGURA 10) do lumen vascular para o local da injuria
ocorre através de etapas, que sdo: rolamento dos leucocitos sobre a parede endotelial, adesdo
firme as células endoteliais, diapedese (passagem através das células endoteliais) e a
transmigragdo para o sitio de injuria (SPRINGER, 1995; WAGNER; ROTH, 2000).

O processo de recrutamento dos leucdcitos inicia-se pela ativagdo da monocamada
de células endoteliais por sinais quimicos teciduais (moléculas produzidas no local da injuria)
que estimula secre¢do de mediadores inflamatorios pelo endotélio e a expressdo de moléculas
de adesdo nas células endoteliais, como também nos leucocitos (VIDEM; STRAND, 2004;
WAGNER; ROTH, 2000). As etapas iniciais do processo, de rolamento a adesdo, sdo
mediadas por selectinas. Sdo proteinas que apresentam um numero variavel de repeti¢des

consenso de uma sequéncia encontrada em proteinas reguladoras do sistema complemento,
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um dominio transmembrana, um dominio semelhante ao fator de crescimento epidérmico e
um dominio N-terminal semelhante ao dominio lectinico que ¢ responsavel por sua
propriedade adesiva (ROSSITER; ALLON; KUPPER, 1997, CRONSTEIN; WEISSMAN,
1993).

Existe trés selectinas que se destacam no processo, a E-selectina e a P-selectina
presentes no endotélio ativado, e em plaquetas, e a L-selectina, presentes na superficie nos
leucdcitos. A funcdo destas proteinas € formar ligacdes de baixa afinidade entre os leucocitos
e a monocamada endotelial, diminuindo a velocidade destas células dentro das vénulas e
promover a sua captura e rolamento sobre a camada (SPRINGER, 1995, MULLER, 2002).
Durante a etapa de rolamento os leucdcitos sdo ativados por quimiocinas e outros fatores
atraentes, mudando seu padrdo de expressdo de receptores na superficie da célula,
expressando moléculas especificas para esses fatores, como para as moléculas de adesdo que
se encontram no endotélio (VIDEM; STRAND, 2004). Essa ativacdo promove a formacio e
distribuicdo das integrinas leucocitdrias, seguindo-se uma mudanga conformacional nas
mesmas, que facilita uma forte interacdo com moléculas expressas no endotélio ativado, um
tipo de imunoglobulina. O aumento da aderéncia leva a uma diminui¢cdo do rolamento dos
leucdcitos, fazendo com que os mesmos parem, apesar do fluxo sanguineo continuo
(DIAMOND; SPRINGER, 1993; MULLER, 2002).

A firme fixagdo do leucécito promove um achatamento celular que aumenta a area
de contato da célula com a superficie endotelial vascular, diminuindo a influéncia do fluxo
sanguineo. Firmemente aderidos ao endotélio, os leucocitos iniciam entdo o processo de
transmigrac¢do do espaco intra- para o extravascular através das jungdes endoteliais. Apds o
extravasamento os leucocitos emigram nos tecidos em dire¢do a regido injuriada através de
um processo denominado de quimiotaxia ou locomocdo através de um gradiente quimico. A
inflamacdo aguda finaliza-se com a resolucdo de todos os eventos do processo inflamatdrio e
retorno do tecido lesionado a normalidade ou sua substituicdo por tecido conjuntivo
(GILROY et al., 2004, ADEREM; SMITH, 2004. ABBAS et al. 2010).

E importante citar que a liberagdo de mediadores em tecidos inflamados pode
sensibilizar fibras nociceptivas periféricas, promovendo a facilitacdo central da transmissdo
nociceptiva (VANEGAS; SHAIBLE, 2004), levando a uma resposta dolorosa aumentada a
um estimulo, fenomeno chamado de hiperalgesia (SANDKUHLER, 2009).

Em geral, muitas lectinas de leguminosas possuem efeitos pré- e/ou anti-
inflamatorias dependendo da via de aplicagdo (local ou sistémica). Por exemplo, lectinas da

subtribo Diocleinae, quando aplicadas por via sist€mica, inibem o edema de pata induzido por
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carragenina, sendo, portanto, anti-inflamatorias por essa via (ASSREUY et al., 1997;

BEZERRA et al., 2014).

Figura 10 - Sequéncia de eventos no recrutamento leucocitario.
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Fonte: adaptado de WALZOG; GAEHTGENS, 2000. Sinais liberados por macréfagos teciduais ativam o

endotélio a expressar moléculas de adesdo e a secretar mediadores inflamatdrios, levando a captura de leucocitos

circulantes, rolamento, ativagdo, adesfo, extensdo, diapedese transendotelial e migragéo.

Quando as lectinas sdo aplicadas por via local a resposta tende a promover a
inflamacdo, tendo-se como exemplo algumas lectinas do género Canavalia, como a CoxyL,
lectina de Canavalia oxyphylla (SANTIAGO et al., 2014), a DrfL, lectina de Dioclea reflexa
(PINTO-JUNIOR et al., 2016), a CRL-I, lectina de Cymbosema roseum (ROCHA et al.,
2011), Todas essas sdo lectinas manose-especificas que induzem edema e/ou peritonite em
ratos, por esse motivo, elas sdo consideradas prd-inflamatorias por via local, esses efeitos
puderam ser parcialmente revertidos através do uso do agticar especificos dessas lectinas,

evidenciando a participag@o do sitio de reconhecimento a carboidrato.

1.5 Nocicepcio

A Associagdo Internacional para Estudo da Dor (IASP) define a dor como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano tecidual real ou potencial,
ou descrita em termo de tal lesdo, que provoca reagdes protetoras motoras que geram
comportamento evasivo (MELZACK; LOESER, 1999; RAINVILLE, 2002; ALMEIDA;
ROIZENBLATT, TUFIK, 2004; ZIMMERMAN, 2001). A diferenca entre os termos
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nocicepcdo e dor, € que o primeiro se refere a manifestagdes neurofisiologicas, geradas por
estimulos nocivos. A dor envolve a percep¢do de um estimulo aversivo e requer a capacidade
de abstragdo e elaboracdo do impulso sensorial (MELZACK; LOESER, 1999; ALMEIDA;
ROIZENBLATT, TUFIK, 2004).

De acordo com o tipo e/ou mediadores envolvidos, a dor pode ser classificada
como nociceptiva, neuropdtica e idiopatica, associadas a estimulagdo excessiva de
nociceptores, ao dano tecidual neural, a dano no sistema nervoso central ou periférico,
inespecifica de origem desconhecida, respectivamente (FURST, 1999; KLAUMANN;
WOUK; SILLAS, 2008). Somando-se a isso, alguns disturbios estdo relacionados com a
sensacdo dolorosa como a hiperalgesia, caracteristica principal da dor patologica e resulta de
alteragdes no sistema nervoso, que sdo denominadas plasticidades do sistema nervoso, ¢ um
fendmeno que acontece no sistema nervoso periférico (nervos), por redugdo do limiar de
ativagdo dos nociceptores, bem como no sistema nervoso central (medula e encéfalo), pela
resposta aumentada da medula espinhal aos estimulos sensoriais. Alodinia, que ¢ a dor em
resposta a um estimulo mecanico ou térmico, normalmente ndo doloroso e a hiperestesia,
sensibilidade anormal a um estimulo sensorial (BESSON, 1999; KLAUMANN; WOUK;
SILLAS, 2008).

Em termos de duracfo, a dor pode ser classificada como aguda ou cronica. A dor
aguda é caracterizada por ser pontualmente delimitada e desaparecer com a resolugdo do
processo patoldgico, sistema nervoso simpatico € ativado, causando aumento da frequéncia
cardiaca e respiratoria, elevagdo da pressdo arterial, dilatacdo pupilar e hiperglicemia. A dor
cronica persiste por um longo periodo, sendo associada a processos patoldgicos cronicos e
mudangas no padréo de transmissdo neuronal (ALMEIDA; ROIZENBLATT, TUFIK, 2004).
Em geral, processos inflamatorios podem estar relacionados aos mecanismos que envolvem a
nocicep¢do (LEVINE; REICHLING, 1999). A propagacdo da dor da regido lesionada até o
sistema nervoso central ¢ iniciada com a ativacdo de receptores sensiveis aos estimulos
nocivos, que podem ser encontrados na pele, membranas, tecidos conjuntivos de o6rgdos
viscerais, ligamentos, capsulas articulares, peridsteo, musculos, tenddes e vasos sanguineos
(JULIUS; BASBAUM, 2001; ALMEIDA; ROIZENBLATT, TUFIK, 2004). Os nociceptores
correspondem as terminagdes nervosas livres e representam a parte mais distal dos neurdnios
aferentes de primeira ordem, que consistem em fibras de pequeno didmetro (tipos Ad e C)
(JULIUS; BASBAUM, 2001; ALMEIDA; ROIZENBLATT, TUFIK, 2004).

Os neurdnios aferentes primarios sdo ativados por uma gama de mediadores,

liberados no tecido lesionado. A lesdo tecidual pode ser desencadeada por estimulos térmicos,
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traumas mecanicos, invasdo com agentes infecciosos e reagdes antigeno-anticorpo, existindo
nociceptores para cada tipo de estimulo (SAWYNOK, 2003).

Alguns mediadores como a colecistocinina, encefalinas, glutamato ¢ NO também
estdo envolvidos nesses processos (MILLAN, 1999; VANEGAS, 2004; VANEGAS;
SCHAIBLE, 2004). De maneira geral, os mediadores que participam da resposta nociceptiva
podem ser produzidos pelo sistema vascular, células imunes, tecido lesado, nervos sensoriais
(FIGURA 11). Dentre esses incluem-se: cininas, histamina, serotonina, adenosina trifosfato
(ATP), prétons, peptideos, prostaglandinas e citocinas (DRAY; BESSON; DICKENSON,
1997; JULIUS; BASBAUM, 2001; SAWYNOK, 2003).

Figura 11 - Transdug&o do estimulo doloroso ao Sistema Nervoso Central por nociceptores.
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mecanicos e quimicos intensos

A antinocicepg¢do é descrita como redugdo na capacidade de perceber a dor, isso
tem um importate efeito para o organismo, quando em situacdes de emergéncia. O efeito
contrario, ou seja, o aumento na capacidade de perceber a dor, gerando uma maior

sensibilidade, é chamado de hipernocicepgao.
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Diversas lectinas apresentaram atividade nociceptiva, muitos trabalhos
envolvendo lectinas de algas marinhas (NEVES et al., 2007; BITENCOURT et al., 2008,
FIGUEIREDO et al., 2010). Com relagdo a lectinas de leguminosas, foi demonstrado que as
lectinas de Lonchocarpus sericeus (NAPIMOGA et al., 2007), de Parkia platycephala
(BARI, 2015) e Parkia biglobosa (SILVA et al., 2013), inibem a hipernocicepgdo
inflamatoria.

Muitas lectinas de Diocleinae apresentaram atividade antinociceptiva, como a
ConBr (lectina de Canavalia brasiliensis), ConM (lectina de Canavalia maritima) ¢ CGL
(lectina de Canavalia gladiata) (PINTO et al., 2013), como também a ConBol (lectina de
Canavalia boliviana) (FIGUEIREDO et al., 2009) e ConGF (lectina de Canavalia
grandiflora) (NUNES et al., 2009). Todas lectinas tiveram sua atividade inibida pelo agtcar
especifico da lectina, mostrando a participagdo do sitio de reconhecimento a carboidrato no

mecanismo.

1.6 Espectrometria de massas

Espectrometria de massas ¢ uma técnica analitica capaz de fornecer informagdes
sobre composi¢do de amostras e dados estruturais de modo que possa a identificar moléculas.
Espectrometro de massas ¢ um equipamento composto por uma fonte de ionizagdo, um
analisador de massas, um detector e um sistema capaz de processar dados (FIGURA 12). Ao
injetar a amostra no equipamento, ela serd enderegada para fonte de ionizag¢do, onde sera
convertida em fons pela a¢do de um agente ionizante. Os ions gerados sfo acelerados em
dire¢do ao analisador de massas. A fun¢do do analisador de massas ¢ promover a separagio
desses ions de acordo com a sua relagdo massa-carga (m/z), que imediatamente serdo
encaminhados ao detector para andlise de intensidade.

Novas técnicas de ionizagdo foram desenvolvidas para manter integridade de
amostras, como a eletronebulizagdo (ElectroSpray Ionization ou ESI) (FENN et al., 2002) e a
ionizagdo/dessorcdo a laser assistida por matriz (Matrix Assisted Laser Desorption lonization,
MALDI) (HILLENKAMP et al., 1991). Desta maneira, a andlise de biomoléculas foi
impulsionada e a técnica de espectrometria de massas se tornou um dos principais métodos
para analise de peptideos e proteinas. Essa técnica é uma alternativa para superar limitagdes
existentes em outros métodos de sequenciamento de proteinas, como a Degradacdo de Edman.

Diferente da Espectrometria de massas, a Degradacdo de Edman ¢ uma técnica

que requer uma quantidade maior de proteina pura (SIMOES, 2011). Outra limitagdo é que o
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método de Edman normalmente ha falhas no sequenciamento de proteinas, pois este método
necessita que haja residuos amino-terminal livres para que ocorra a reacdo de Edman e alguns
aminoacidos podem ter seu N-terminal bloqueado por acetilagfo, fosforilacdo, entre outros. A
técnica de espectrometria vem sendo utilizada principalmente na protedmica para
identificacdo de proteinas, como também para sequenciamento da estrutura primaria de

proteinas e peptideos (SIMOES, 2011; PEREIRA-JUNIOR, 2014).

Figura 12 - Representagéio esquematica dos componentes de um espectrometro de massas.
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Fonte: PINTO-JUNIOR, 2013.

O método de ionizagdo por Electrospray ¢ adequado para substancias termolabeis,
pois é uma técnica de ionizacdo branda, possibilitando ionizacdo de moléculas sem
fragmentacdo. A solugdo percorre um capilar sobre um campo elétrico intenso, formando
goticulas altamente carregadas na ponta do capilar. Quando o solvente evapora por
nebulizacdo, ocorre a diminuig¢do do volume da gota e isso aumenta a repulsdo das moléculas
carregadas. Com aumento das taxas de repulsdo, ocorre o fendmeno chamado de explosdo
couldombica, liberando moléculas ionizadas para o analisador de massa. Esse processo ¢
auxiliado por um fluxo de gas nebulizador (geralmente nitrogénio) por fora do capilar. Este
gas auxilia o direcionamento do spray para o espectrometro de massas e a evaporagdo do
solvente (HOFFMAN; STROOTBART, 2007). Moléculas com varios sitios de ionizagao irdo
produzir um espectro de ions multicarregados (MORAES; LAGO, 2003). O ESI possui a
capacidade para analise de moléculas de 100 até 1.000.000 Daltons.
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Para ionizagdo de amostras por MALDI, o analito é misturado com uma matriz
(composto capaz de absorver luz UV), em um solvente especifico, e posteriormente colocados
em uma placa. Apos a evaporagdo do solvente a matriz cristaliza, juntamente com o analito.
Dentro da fonte e sob vacuo, o cristal (matriz e amostra) sera irradiado por um laser pulsado
durante um determinado periodo de tempo, que vai promover o processo de dessor¢do. O
mecanismo de ionizagdo por MALDI ndo € completamente elucidado, porém postula-se que a
irradiacdo pelo laser provoca um rapido aquecimento do cristal formado pela matriz através
do acumulo de uma grande quantidade de energia na fase condensada pela excitagdo da
matriz. Este rapido aquecimento causa a sublimag¢@o dos cristais da matriz, ablacdo de uma
porcdo da superficie cristalina e expansdo da matriz para a fase gasosa, levando o analito
intacto na pluma em expansdo. A transferéncia de elétrons da matriz para a amostra ocorre
durante o processo de dessor¢do, gerando ions monocarregados. (DREISEWERD, 2003). A
ionizagdo por MALDI possui caracteristicas muito importantes, como a necessidade de
baixissima concentra¢do de amostra, que € importante para proteinas com baixo rendimento
de purificacdo, a reprodutividade e tolerancia a contaminac¢do das amostras com sais, tampdes,
detergentes, que é de grande importancia para analises protedomicas (CHEN; CARROLL;
BEAVIS, 1998; STUMP et al., 2002).

Atualmente é possivel encontrar varios tipos de analisadores de massas. Cada um
possui sua vantagem e desvantagem ao analisar biomoléculas, porém, para superar essas
limitacdes, € possivel utiliza-los de forma combinada (hibrido) para uma melhor obtencdo de
dados. Tais equipamentos permitem que experimentos em sequéncia (fandem) sejam
realizados, isto €, sendo possivel detectar um determinado ion e posteriormente submeté-lo a
uma etapa de fragmentagdo. Uma vez separados, esses ions sdo detectados por
eletromultiplicadoras que constituem os detectores mais largamente usados (CANTU et al.,
2008). O Triplo Quadrupolo € o primeiro e mais conhecido aparelho a ser comercializado, que
¢ constituido de trés analisadores quadrupolo em sequéncia (FIGURA 13). Como exemplo de
outros analisadores de massas podemos citar os ion-trap (tridimensionais e lineares), Tempo
de voo (ToF), Ressonancia Ciclotrénica de fons com Transformada de Fourier (FT-ICR),
orbitrap (CANTU et al., 2008).

Os analisadores de massa em sequéncia tornaram possivel desvendar a estrutura
quimica de diversos compostos como peptideos e proteinas. Entre as diversas técnicas
utilizadas, a Dissociag@o Induzida por Colis@o (CID) € a que gera melhores resultados e € a

mais utilizada em trabalhos de caracterizagdo de estrutura priméria de proteinas.



Figura 13 - Esquema de um espectrometro de massa em tandem do tipo triplo quadrupolo.
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Fonte: Adaptado de HOFFMAN et al., 2007. Q1 € o quadrupolo responsavel por detectar o ion molecular ou
filtrar o ion precursor. Q2, pode ser um quadrupolo ou hexapolo, e ¢ responsavel pela colisdo das moléculas
contra um gas inerte (geralmente Argonio), fragmentando os ions provenientes de Q1. Q3 € o analisador que

separa os fragmentos gerados em Q2.

Essa técnica consiste em selecionar o ion (peptideo carregado) a ser fragmentado
({ion precursor) utilizando o primeiro analisador de massa (Q1) (atua como filtro de ions de
acordo com suas relagdes m/z), € em seguida envid-lo a uma célula de colisdo, um quadrupolo
adaptado, onde este ion ira colidir com um gas inerte, geralmente Argdnio. A energia cinética
gerada pela colisdo das moléculas sera transferida parcialmente em energia vibracional, que
promovera rompimento de ligagdes quimicas dos ions precursores. Os fragmentos resultantes
serdo analisados por um segundo analisador de massa (Q2), de forma que os fragmentos que
possuem mesma relacdo m/z cheguem ao mesmo tempo ao detector (HOFFMAN et al., 2007).

A clivagem pode acontecer em diferentes regides das ligagdes peptidicas, gerando
carga residual que pode permanecer na regido N-terminal (chamados ions-b), ou na C-
terminal (ions-y) do peptideo, sendo mais comum na ligag¢@o entre o nitrogénio da amida e o
carbono da carbonila. Tendo-se os valores de m/z e as intensidades dos fons b e y juntamente
com a m/z do ion precursor, a sequéncia do peptideo pode ser determinada (HOFFMAN et
al., 2007). A inserc¢do de reflectrons nos analisadores ToF foi um incremento significativo a
resolugdo desse analisador (FIGURA 14). O acoplamento de um analisador quadrupolo como
filtro de ions e um analisador do tipo ToF com reflectron (gerando os equipamentos do tipo
Q-ToF) foi um salto de qualidade nas analises de estrutura de peptideos, possibilitando
diferenciar aminoacidos que possuem diferencas de milidaltons em sua massa monoisotopica

(HOFFMAN et al., 2007; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).
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Figura 14 - Esquema de um espectrometro de massa hibrido Q-ToF.

ponade  direclonadores
amostragem  oplicos Analisador de Tempo de Vo
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Fonte: CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008.

Apds separacdo e andlise dos ions pelo analisador, o detector é capaz de
transformar os ions gerados em um sinal elétrico que sera interpretado em um computador,
utilizando softwares especificos (HOFFMAN et al., 2007). Esses dados podem ser utilizados
para determinar massa intacta de peptideos e proteinas, sequenciar estrutura primaria de
proteinas, como também obter informagdes sobre a estrutura tridimensional de proteinas
(SIMOES, 2011; SILVA, 2013; PEREIRA-JUNIOR, 2014).

Varias lectinas ja foram analisadas por espectrometria de massas e foram
depositadas em banco de dados, como o Protein Data Bank (PDB) e Uniprot Databank, entre
elas estdo as lectinas de Vatairea guianensis (SILVA et al., 2012), Canavalia bonariensis
(SILVA, 2013), Dioclea sclerocarpa (CORREIA et al., 2011), Haliclona caerulea
(CARNEIRO et al., 2013), Dioclea reflexa (PEREIRA-JUNIOR, 2014) e Centrolobium
microchaete (VASCONCELOS et al., 2015).

1.7 Sequenciamento de DNA por Sanger

O genoma do bacteriéfago phi-X174 (SANGER et al., 1977) foi o primeiro a ser
sequenciado, onde foi utilizado uma técnica chamada de plus-and-minus (SANGER &
COULSON, 1975). Apds o sucesso do primeiro sequenciamento, em 1977, dois novos
métodos de sequenciamento de DNA foram propostos: o método de terminagdo de cadeia
(SANGER et al., 1977) e o método de sequenciamento quimico (MAXAM & GILBERT,
1977).
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Devido a maior facilidade de execugdo, a metodologia abordada por Sanger foi a
mais utilizada na comunidade cientifica e tornou-se o método padrio de sequenciamento
(SCHUSTER, 2008).

O método de terminagdo de cadeia (ou método de Sanger) se baseia no uso de
dideoxinucletideos terminadores (2’3’-didesoxirribonucleotideos) durante a etapa de
polimerizacdo,  atuando  como  competidores dos  analogos  naturais  (2’-
desoxirribonucleotideos). Por ndo apresentarem a hidroxila no carbono 3°, os
dideoxinucletideos quando sdo inseridos da nova cadeia de DNA polimerizada, ndo permitem
a adicdo de novos nucleotideos, visto que se torna impossivel a formagdo de uma ligacdo
fosfodiéster pela DNA-polimerase.

Como a reagdo ocorre sob a presenca de ambos os tipos de nucleotideos, ¢ a
concentracdo de dideoxinucleotideos é relativamente menor que a de deoxinucletideos, a
sintese da nova fita de DNA durante a PCR ¢ imterrompida em diferentes pontos, de acordo
com a incorporacdo ou ndo dos terminadores. Deste modo, para determinar a sequéncia do
DNA ¢ necessaria uma corrida eletroforética dos produtos da PCR, que possuem diferentes
tamanhos de comprimento, de cada reacdo com um determinado terminador utilizado (T, C, G
ou A), totalizando 4 reagdes. Desse modo analisando o perfil eletroforetico de cada uma das
reagdes, e combinando-os, € possivel determinar a sequéncia do DNA estudado.

A técnica original utilizava uma marcagdo isotdépica de um dos
desoxirribonucleotideos (geralmente o [32P]dATP) e posteriormente utilizaram-se
terminadores marcados radioativamente.

Com a automatiza¢cdo do método, passou-se a empregar terminadores conjugados
com moléculas fluoroforas, que sob a incidéncia de um feixe de laser, emitem luz em
diferentes comprimentos de onda, correspondentes as cores vermelho, azul, verde e amarelo.
Todo o sistema de detec¢do passou a ser automatizado, a corrida eletroforética que era
realizada em géis muito finos de poliacrilamidada passou a ser feita por eletroforese capilar
empregando-se multiplos capilares, permitindo assim aumentar muito a quantidade de dados
gerados.

Apesar do método de Sanger ter sido amplamente utilizado para o
sequenciamento genomas, ele apresenta varias limitagdes:

1) ha necessidade de uma concentragdo elevada de amostra de DNA para realizar o
sequenciamento;
2) depende da clonagem e amplificacdo do material que se deseja sequenciar em

vetores, que podem ser susceptiveis a contaminagao;
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3) geracdo de dados € baixa;
4) custo elevado comparado a outras plataformas atuais, mais indicado para

sequenciamento de genes.

Utilizando-se o método de Sanger, muitos organismos tiveram o seu genoma
sequenciado. Entre os marcos do sequenciamento gendmico, podemos citar os seguintes: o
sequenciamento gendmico do primeiro organismo celular, a bactéria Haemophilus influenzae
(FLEISCHMANN et al., 1995), do primeiro eucarioto unicelular, a levedura Saccharomyces
cerevisae (GOFFEAU et al., 1996), do primeiro eucarioto multicelular, o helminto
Caenorhabditis elegans (C. elegans Sequencing Consortium, 1998), da mosca Drosophila
(ADAMS et al., 2000) e, finalmente, a publicagdo da versdo rascunho (draft) do genoma
humano (LANDER et al., 2001).

Novos equipamentos, denominados de sequenciadores de nova geragdo, estdo
revolucionando o campo do sequenciamento gendmico, permitindo explorar e responder
questdes biologicas com uma velocidade e precisdo nunca antes atingida, obtendo um maior

custo/beneficio em projetos de sequenciamento de genomas.

1.8 Modelagem molecular

O mecanismo evolutivo que ocorre ao longo do tempo, parte dele gragas as
mutagdes, leva a divergé€ncias génicas entre espécies, levando a formagdo de proteinas
homologas (que evoluiram a partir do mesmo ancestral), que possuem sequéncia de
aminodacidos e estrutura tridimensional similares, e podem exercer a mesma fungdo ou nio.
Duas proteinas homologas podem possuir alta similaridade, ou ser diferentes, devido ao
grande nimero de muta¢des. A grande vantagem da modelagem molecular baseado na
homologia é que, geralmente, a similaridade de estrutura terciaria é bem maior do que a
primaria, sendo possivel deduzir estruturas utilizando modelos de proteinas filogeneticamente
distantes (HOLTIE et al., 2003).

As estruturas tridimensionais de proteinas homoélogas sdo altamente conservadas,
principalmente as regides correspondentes aos dominios, pois sdo cruciais para o desempenho
de fungdes especificas. Os loops sdo as regides que apresentam as maiores diferengas de
aminodacidos entre proteinas homologas, principalmente os que estdo presentes nas areas mais

externas da molécula (superficie). De forma geral, a analise de diferentes familias de proteinas
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homologas demonstra que os aminoacidos localizados nas regides mais internas das proteinas
variam com menor frequéncia e com menor distingdo de propriedades fisico-quimicas
(SILVA; SILVA, 2007).

Modelos tridimensionais de proteinas podem ser construidos por comparagdo de
estruturas primdrias da proteina de interesse com as de proteinas homologas, ou outras
proteinas similares, com estruturas resolvidas em banco de dados. Temos por exemplo, o
Protein Data Bank (PDB), maior banco de dados de estrutura atualmente, com crescimento
rapido e continuo de novos depdsitos. Esse procedimento comparativo para construgdo de
modelos estruturais € conhecido como modelagem molecular por homologia estrutural ou
modelagem comparativa (DEANE; BLUNDELL, 2003).

Modelagem comparativa baseia-se no fato que a conformacgdo estrutural de uma
proteina ¢ mais conservada que sua sequéncia de aminoacidos, e que as diferengas que podem
ser encontradas na estrutura primaria, ndo vio gerar grandes diferencas na estrutura terciaria
(NAYEEM; SITKOFF; JUNIOR, 2006). E necessario apenas um modelo de proteina
homologa com estrutura resolvida para que seja possivel a utilizacdo do método de predi¢ao
por comparagdo (HOLTJE et al., 2003). Esse método utiliza o conjunto de coordenadas dos
aminoacidos da cadeia principal e laterais, e é capaz de informar quais as regides de maior e
menor resolu¢do de dados. Embora a modelagem por homologia gere modelos menos precisos
do que os métodos experimentais de alta resolucéo estrutural, como a cristalografia de raios-
X, a mesma pode ser utilizada para andlise de conservag¢do de dominios e na verificagdo de
hipoteses em biologia molecular (DEANE; BLUNDELL, 2003).

Para uma melhor resolugdo dos dados € necessario um soffware de alta
performance. A comparacdo de modelos de proteinas gerados por varios sofiwares
disponiveis atualmente, verificaram que na maioria dos casos, para obten¢do de modelos de
maior fidelidade € necessaria uma homologia de estrutura primaria maior que 40% e, se
possivel, as regides dos dominios estejam conservadas. Os modelos gerados através da
estratégia de modelagem comparativa estdo em alto nivel de exatiddo, ndo havendo diferengas
tao significativas quando comparados as estruturas cristalograficas, sendo possivel a aplicacio
de simulacdes de docking e screening virtual NAYEEM; SITKOFF; JUNIOR, 2006).

O primeiro passo na modelagem por homologia é a identificagdo de estruturas
tridimensionais em banco de dados. Esta identificagdo pode ser realizada levando-se em
consideragdo varios aspectos como: similaridade sequencial, conhecimento estrutural,
similaridade da funcdo e correlagdo filogenética (DEANE; BLUNDELL, 2003). A construgdo

das regides de loops estruturalmente varidveis ¢ uma tarefa desafiadora. Diferengas em
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relacdo ao numero de aminodcidos, causadas por inser¢des ou delecdes, sdo situacdes que
dificultam ainda mais o procedimento de modelagem, proteinas com alta homologia possui
resolugdo aceitdvel nessas regides, mas deve-se avaliar qual a melhor ferramenta para
construgio do modelo (HOLTJE et al., 2003).

Cadeias laterais adotam, geralmente, um numero reduzido de conformacdes
possiveis e através da andlise de trabalhos envolvendo resolugdo de estruturas tridimensionais
de proteinas, foi possivel criar pacotes de software que contem colegdes de rotameros. A
colegdo desenvolvida por Ponder & Richards é a mais utilizada por softwares de modelagem
por homologia para gerar as cadeias laterais de proteinas homoélogas, a qual contem 67
rotAmeros para 17 aminoacidos (HOLTIJE et al., 2003). O ambiente onde o aminoacido se
encontra na proteina real e o contato com outros residuos de aminoacidos sdo os dois fatores
que irdo influenciar as conformagdes das cadeias laterais. No interior das proteinas
globulares, interagdes hidrofobicas sdo predominantes e resultam em um enovelamento que
comprime os residuos de aminoacidos hidrofoébicos. Modifica¢des devem ser aplicadas, por
exemplo, quando aminoacidos estdo envolvidos em intera¢des especificas, como pontes
dissulfeto, pontes salinas, intera¢des eletrostaticas ou liga¢cdes de hidrogénio. Variagdes
também ocorrem quando os residuos de aminoécidos estdo localizados na superficie da
proteina. As excecdes apresentadas devem ser tratadas especificamente em cada caso
(HOLTIE et al., 2003).

Algumas lectinas tiveram sua estrutura tridimensional resolvida por modelagem
por homologia. A lectina de Acacia farnesiana teve sua estrutura tridimensional resolvida
utilizando o programa SWISS-MODEL, baseado na estrutura da lectina de Phaseolus
vulgaris, na qual possui 64% de similaridade de estrutura primaria, resultando em um modelo
com boa resolugdo (ABRANTES et al., 2013). A lectina de Viscum dlbum teve sua estrutura
resolvida utilizando também o programa SWISS-MODEL, baseado na estrutura da lectina de
Ricinus communis (ricina) que tinha 41% de homologia de estrutura primaria, resultando em
um modelo com resolug@o mediana, devido a ricina ser um heterodimero (ESCHENBURG et
al., 1998). A estrutura da lectina de ovos de Echinometra lucunter foi modelada utilizando o
programa [-TASSER, usando como modelo a estrutura da lectina de ovos de Oncorhynchus

keta, na qual possui 43% de identidade (CARNEIRO et al., 2015).



53

1.9 Lectina de Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth

Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth (FIGURA 15) é uma espécie trepadeira da
familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae e subtribo Diocleinae. De
maior ocorréncia na costa do Nordeste do Brasil, D. lasiophylla e outras onze espécies
pertencentes a esse género formam um grupo de plantas conhecidas popularmente como
“olho-de-boi” ou “mucund”. Essas plantas sdo utilizadas pela populagdo local como
analgésicos, para o tratamento de calculo renal, reumatismo e suas sementes como calmante
nervoso, tonico, parasiticida e formicida.

A lectina de sementes de Dioclea lasiophylla, nomeada de DIlyL, foi purificada
em uma Unica etapa através de cromatografia de afinidade em matriz Sephadex® G-50 e
demonstrou especificidade por a-metil-D-manosideo e D-manose, como também foi capaz de
interagir com as glicoproteinas, ovalbumina e fetuina. Semelhante a outras lectinas da
subtribo Diocleinae, DIyL possui trés cadeias (a, B e y) com massas de 25.417, 12.585 e
12.848 Da, respectivamente, e ndo possui ligagdes dissulfeto. DIyL foi caracterizada fisico
quimicamente, apresentando atividade 6tima em pH 8.0, estavel a uma temperatura de 70 °C e
mostrou-se ser dependente de metais bivalentes, como Ca*" e Mn?*. A lectina exibiu baixa
toxicidade contra nauplios de Artemia sp., sendo este efeito dependente da concentragdo da
lectina em solug#o, e foi imobilizada em Sepharose® 4B ativada com brometo de cianogénio

sendo capaz de capturar glicoproteinas em solugdo (PINTO-JUNIOR et al., 2013).

Figura 15 - Fotos da inflorescéncia e de sementes de Dioclea lasiophylla.

TAXONOMIA

Reino: Plantae

Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sub-classse: Rosidae
Ordem: Fabales

Familia: Leguminosae
SubFamilia: Papilionoideae
Tribo: Phaseoleae
Sub-tribo: Diocleainae
Género: Dioclea

Espécie: Dioclea lasiophylla

Fonte: PINTO-JUNIOR, 2013
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2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo Geral

Determinar estrutura primdria e tercidria da lectina de Dioclea lasiophylla (DlyL)

e analisar a resposta da lectina em ensiaos de atividade bioldgica.

2.3 Objetivos especificos

Purificar DIlyL por cromatografia de afinidade;

Extrair o DNA de sementes de Dioclea lasiophylla;
Amplificar o gene de DIyL (dlyll) por PCR;

YV V V V

Determinar a sequéncia de aminoacidos de DIyl por espectrometria de massas (MS/MS)
e sequenciamento do gene da lectina;

Determinar a estrutura terciaria de DIyL por modelagem molecular;

Caracterizar a estrutura terciaria de DIyL;

Determinar atividade vasorelaxante da lectina em modelo in vitro;

Determinar atividade inflamatoria da lectina em experimento de edema de pata em ratos;

Y V V V V

Determinar o efeito nociceptivo da lectina;



55

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

Sementes maduras de D. lasiophylla foram coletadas no Ceara (Brasil) e
identificado no Herbério Prisco Bezerra EAC no Departamento de Biologia da Universidade

Federal do Ceara (UFC).

3.2 Purificacio da lectina (DlyL) de sementes Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth

O protocolo de purificacdo de DlyL foi realizado de acordo com Pinto-Junior e
colaboradores (2013). As sementes foram descascadas e moidas até obtencdo de um pé fino
em um moinho de café (Cadence MDR301 Monovolt). As proteinas soluveis foram extraidas
em NaCl 0,15 M com CaCl, 5 mM e MnCl, 5 mM relagdo 1:10 (p/v), sob agitagdo constante
durante 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 10.000 x
g a 4 °C durante 20 minutos e o sobrenadante foi coletado e filtrado em um papel de filtro
(Whatman™). O sobrenadante resultante foi aplicado em coluna de afinidade Sephadex® G-
50 (6,5 x 1,8 cm) previamente equilibrada com solucdo de extragdo. O material ndo ligado
(P1), foi lavado com a mesma solugdo, e a lectina foi eluida com D-glucose 0,1 M na solugdo
de equilibrio. Fracdes eluidas foram monitoradas por absorbancia a 280 nm. O material eluido
foi recolhido, dialisado contra dgua destilada e liofilizado. A homogeneidade da amostra foi

monitorada por SDS-PAGE e a proteina pura foi utilizada para os demais ensaios.

3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

Uma amostra de DIyl foi submetida a SDS-PAGE em conformidade com o
procedimento descrito por Laemmli (1970) utilizando um Mini-Protean II aparelho (BioRad,
Milao, Italia), em placas de gel de 0.75 milimetros verticais que cont€ém o gel de
poliacrilamida de separacdo e o gel de poliacrilamida de empilhamento.

As amostras foram dissolvidas em tampao Tris-HCI1 0,88 M pH 6.8 com SDS 2%,
com azul de bromofenol 1% para monitorar a corrida e glicerol 12,5% para aumentar a

densidade da solucdo, seguido de aquecimento a 100 °C durante 5 minutos.
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O Gel de empilhamento (stacking gel) utilizado continha 4% de poliacrilamida e
foi preparado com Tris-HCI 0,5 M pH 6.8 contendo SDS 1%. O gel de separagdo (main gel)
continha 12,5% de poliacrilamida dissolvido em Tris-HCI 1 M pH 8.8 contendo 1% de SDS.
A corrida de eletroforese foi conduzida a corrente constante de 25 mA, durante 60 minutos,
com voltagem variando até 150 V. O tamp?ao de corrida utilizado continha Tris-HCI 0,025 M,
Glicina 0,192 M, SDS 0,1%, pH 8.8.

As bandas foram visualizadas por coloragdo com Azul Brilhante de Coomassie R-
250 a 0,05% dissolvido em metanol, acido acético e agua a uma proporg¢éo de 1:3,5:8 (v/v/v).
O gel foi descorado para a visualizagdo das bandas de proteinas por uma solu¢do descorante,
contendo metanol, acido acético e agua destilada a uma proporcdo de 4:1:5 (v/v/v).

Os marcadores moleculares foram fosforilase b (97 kDa), albumina de soro de
bovino (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (29 kDa), inibidor de tripsina
(20.1 kDa) e a-lactalbumina, (14 kDa). A presenca de ligacdes dissulfeto foi determinada por

adi¢do de B-mercaptoetanol 2% em tampao de amostra.

3.4 Digestiao em gel e sequenciamento dos peptideos por MS/MS

As bandas referentes a cadeia o de DIyl (em torno de 29 kDa) foram retiradas do
gel e recortadas com auxilio de uma ponteira plastica. A bandas de gel excisadas foram
transferidas para tubos de micro centrifuga, onde foram descoradas em uma solucdo de 50%
de acetonitrila contendo 25 mM de bicarbonato de amonio, desidratadas em 100% de
acetonitrila e secas em Speedvac (LabConco).

Os géis foram entdo reidratados em uma solugdo de 50 mM de bicarbonato de
amonio contendo a enzima tripsina (Promega) ou quimiotripsina (Sigma-Aldrich), cada
enzima em um tubo diferente, na proporcdo de 1:50 (peso/peso; enzima: substrato). A reagdo
de digestdo permaneceu 12 h a 37 °C, sendo interrompida com a adi¢do de acido férmico a
2%.

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

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

O espectrometro de massa operou em modo positivo, com a temperatura da fonte
de 90 °C e a voltagem do capilar de 3.0 kV. Os experimentos de LC-MS/MS foram realizados
de acordo com a fungdo DDA (Direct Data Acquisition — Aquisi¢do Direta de Dados) os ions
precursores com carga entre 2+ e 4+ foram selecionados para analise de MS/MS sendo
fragmentados através de CID (Collision Induced Decomposition — Decomposi¢do induzida
por colisdo), utilizando argdnio como gas de colisdo. Os dados foram coletados, processados e
analisados utilizando o programa MassLynx v4.1 (Waters Corp) e ProteinLynx v2.4 (Waters
Corp).

Os peptideos com sequéncia de aminoacidos comuns a outras proteinas foram
identificados por buscas em banco de dados utilizando ferramenta de pesquisa por padrio de
fragmentacdo dos peptideos. Foram utilizados os programas ProteinLynx 2.4 (Waters Corp) e
MASCOT (Matrix Science). Os demais peptideos tiveram suas sequéncias determinadas
através da interpretacdo manual dos espectros de fragmentacdo (sequenciamento de novo)

utilizando a ferramenta PepSeq.

3.5 Extracio de DNA genomico

O DNA genomico foi isolado a partir de folhas frescas da planta (Dioclea
lasiophylla) através do método CTAB (detergente brometo de cetiltrimetilamonio) (DOYLE;
DOYLE, 1987). As folhas foram congeladas e maceradas com nitrogénio liquido até a
obten¢do de um po6 fino (0,8 g) que foi transferido para um tubo falcon de 15 mL contendo 8
mL de tampao de extragdo CTAB (Tris 100 mM pH 8,0; CTAB 2%; NaCl 1,4 M; EDTA 20
mM; 2-mercaptoetanol 0,2% v/v) contendo de 1% de PVP (polivinilpirrolidona) (0,08
gramas, p/v) previamente aquecido a 60°C, o qual permaneceu em incubagio por 1 hora a 60
°C, sendo homogeneizado a cada 10 minutos. A emulsdo foi centrifugada por 20 minutos a
10.000 x g, a 4°C, o sobrenadante foi coletado e posteriormente transferido para um novo tubo
falcon onde foi adicionado 1 volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v), submetido
a agitagdo suave por 5 minutos.

A emulsdo foi novamente centrifugada, o sobrenadante foi coletado e transferido

para um novo tubo falcon e foi adicionada a este 0,3 volumes de isopropanol. O tubo foi
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invertido gentilmente e incubado no freezer -20°C por 30 minutos. O DNA genomico foi
precipitado por centrifugacdo por 10 minutos, a 10.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 1 mL de etanol 70%. O precipitado (DNA) foi recolhido e transferido
para um microtubo, para uma nova lavagem com etanol, e foi realizada outra centrifugagéo
por 10 minutos, a 10.000 x g e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi mantido
aberto a temperatura ambiente até total evaporacdo do dlcool. O DNA isolado foi
ressuspendido em 50 pL. de dgua ultrapura estéril e estocado a 4 °C.

Foi feito eletroforese em gel de agarose a 1% contendo 0,5 pg/mL de brometo de
etidio (EtBr) para andlise da integridade do DNA gendomico obtido. O gel foi submerso em
tampao de corrida TBE (Tris-Borato 90 mM, pH 8.8, contendo EDTA 2 mM) e foi submetida
a uma voltagem constante de 100 V. O DNA sera visualizado através de exposicdo do gel a
iluminacdo ultravioleta utilizando um transluminador. O DNA gendmico foi quantificado pelo
NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare Life Sciences) a partir da absorbéancia a

260 nm e contendo a razdo A260/A280 entre 1,8 ¢ 2,2.

3.6 Amplificacao do gene codificador da lectina

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um microtubo 0,2 mL
estéril Axygen Scientific Inc. (Union City — CA, EUA), usando 1 unidade da enzima Taq High
Fidelity DNA polymerase (Thermo Sientific). Os iniciadores DIylFW (5'-
CCATGGATGGGTATTTCAAAAAAATC-3") e DlylRV (5°-
TCAGACGACGGATGCAAT-3") foram desenhados especificamente para regides
conservadas das lectinas da subtribo Diocleinae. Ambos foram utilizados juntamente com o
tampao da Taq HF DNA polimerase e Cloreto de Magnesio (ambos fornecido pelo kit) mais o
DNA genomico da planta e INTP Mix. A reacdo de amplificagdo ocorreu no termociclador
Eppendorf MaxyGene gradient, programado para um passo inicial de desnaturacéo (5 min a
94°C), seguido por 45 ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturacdo), 30 segundos a uma
temperatura de 50°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensdo). No ultimo ciclo, foi
realizado uma ultima fase de extensdo prolongada (72°C por 7 min). Apos a reagdo de PCR o
termociclador foi programado a incubar as amostras a 4°C. Os produtos das reagdes foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% na presenga da um marcador de DNA.
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3.7 Ligacao do produto de amplificacido ao vetor pGEM-T-easy

O produto amplificado foi ligado ao plasmideo pGEM-T Easy Vector (Promega,
USA), de acordo com as especificagdes do fabricante. O inserto foi ligado na regido de
inser¢do do sitio multiplo de clonagem do tipo T/A. O vetor tem o marcador de sele¢do LacZ.
A formula fornecida pelo manual do fabricante foi utilizada para calcular a quantidade de

DNA necessaria para a reagdo de ligacdo com o vetor, com uma razdo de 10:1 (inserto: vetor).

[vetor (ng) x tamanho do inserto (pb)] x razdo = inserto (ng)
tamanho do vetor (pb)

Para a reacdo foi utilizado 25 ng do vetor de clonagem. Concentracdo de DNA
utilizado a equagéo 1:

(25ngx 500 pb) x 10
3000 pb

A ligacdo foi realizada usando 41,6 ng de DNA e com o vetor de clonagem

= 41,6 pb

pGEM-T-easy a 4°C por 16 horas em termociclador Eppendorf MaxyGene gradient.

3.8 Transformacao bacteriana

O método utilizado para transformacdo de cepas DH5a de Escherichia coli, com o
produto da reagéo de ligagdo, foi o choque térmico.

Uma coldnia de E. coli DH5a foi crescida em meio LB agar contendo produto da
rea¢do de ligacdo e 200 uL de CaCl, 200 mM, necessario para transformacdo por choque
térmico. Para submeter o choque térmico, a mistura foi incubada em banho de gelo por 30
minutos seguido de banho maria a 42°C, por 90 segundos, € novamente em banho de gelo por
2 minutos. Posteriormente as células foram transferidas para um tubo falcon contendo 8§00 ulL
de meio SOC (2% de triptona, 0,5 % de extrato de levedura, 0,05 % de NaCl, 2,5 mM de KClI,
10 mM de MgCl e 20 mM de glicose), previamente aquecido a 37°C, e foram incubadas por
1 hora a 37°C, com agitagdo de 200 rpm. Com o auxilio da alga de Drigalsk foram
incorporadas 200 pL das células transformadas com o produto da reacdo de ligacdo em placas
de petri contendo meio SOB (2% de triptona, 0,5 % de extrato de levedura, 0,05 % de NaCl,
2,5 mM de KCI e 10 mM de MgCl,) agar, ampicilina 100 ug/mL, IPTG 0,5 mM e X-Gal 40
pg/mL, sendo incubadas por 16 horas a 37°C. Foi utilizado o método de X-Gal para seleg¢ao
de colonias transformadas, onde as colOonias brancas foram consideradas transformadas

conforme o método de sele¢do LacZ do vetor pPGEM-T-easy.
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3.9 Purifica¢do dos plasmideos recombinantes e confirmacio da transformacio

As colonias de E. coli DHS5a transformadas foram submetidas a extragdo do DNA
plasmidial de acordo com o AxyPrep Plasmid Miniprep kit (Axygen biosciences) com
algumas modifica¢des. As coldnias brancas isoladas foram transferidas para 5 mL de meio LB
broth contendo ampicilina 100 pg/ul. e incubadas por 16 horas a 37°C, com agita¢do de 200
rpm.

A cultura foi centrifugada a 4.000 x g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado. Foram adicionados 250 pl. do tampdo S1 (tampdo de equilibrio) as células
precipitadas e foram ressuspendidas com um agitador. Em seguida, foram adicionados 250 pL
do tampdo S2 (tampdo de lise) e a mistura foi invertida cuidadosamente. Na mistura foram
adicionados 350 pl. do tampdo S3 (tampdo de neutralizagdo), novamente invertido
cuidadosamente e centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos e a 4°C.

O sobrenadante foi transferido para uma coluna de miniprep em um microtubo de
2 mL (fornecido), centrifugado a 12.000 x g por 1 minuto a 4°C ¢ o filtrado foi descartado. Na
coluna foi adicionado 700 pL. de tampao W2 (tampao de lavagem), centrifugado a 12.000 x g
por 1 minuto a 4°C e o filtrado novamente descartado. A coluna foi transferida para um
microtubo de 1,5 mL estéril e os plasmideos foram recuperados em 20 L. de agua ultrapura

estéril.

3.10 Analise da sequéncia dos fragmentos

Os plasmideos foram sequenciados em sequenciador automatico MegaBACE (GE
Healthcare) pelo método de Sanger (ou método dideoxi). Os oligonucleotideos iniciadores
usados foram promotor T7 (senso) e promotor SP6 (anti-senso) para realizacdo do
sequenciamento por ambos os sentidos do plasmideo. As reads foram analisadas pelo
programa Phred-Phrap-Consed (EWING et al., 1998).

As contigs formadas foram traduzidas em aminoacidos pelo programa Expasy

Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/) e as sequéncias de aminoacidos foram

comparadas com os dados obtidos por espectrometria de massas sequencial para determinagdo
de regides ndo determinadas por MS/MS e deduc¢éo das regides processadas na modificagdo

pos-traducional por permutagdo circular de lectinas de Diocleinae.
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3.11 Analises de bioinformatica da estrutura primaria de DlyL

Uma vez obtida a estrutura primaria completa de DlyL, foram utilizados
programas de bioinformatica para analise de similaridade e homologia, entre a sequéncia de
aminoacidos obtida e todo o banco nio redundante de proteinas depositadas no Nacional
Center of Biotechnology Information (NCBI). Primeiramente, foi utilizado o programa
pBLAST (ALTSCHUL et al., 1997) e as proteinas com maior identidade foram selecionados
para 0s alinhamentos de sequéncias utilizando 0 Clustal-Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (MCWILLIAM et al., 2013). As andlises do
alinhamento foram realizadas utilizando ESPript 3.0 (ROBERT; GOUET, 2014), para
determinar regides conservadas e predi¢do de estruturas secundarias (com base no modelo
PDB 4NOT).

As informagdes de ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular média tedrica da
sequéncia de aminoacidos da lectina foram calculadas usando a ferramenta PeptideMass
(http://web.expasy.org/peptide_mass/) e Compute pI/ MW (http://web.expasy.org/compute pi/)
(GASTEIGER et al., 2009). A presenca de sitios de N-glicosilagdo foi avaliada usando a
ferramenta  NetNGlyc  (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (GUPTA; JUNG;
BRUNAK, 2004). A sequéncia obtida por DNA foi submetida ao software SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para identificacdo do peptideo sinal (PETERSEN et
al.,2011).

3.12 Modelagem Molecular

A predicdo da estrutura tridimensional de DIlyL. foi realizada pelo programa
MODELLER v9.16, que é um programa que utiliza abordagem de modelagem por homologia
de proteinas (WEBB; SALI, 2014). Foram utilizados modelos cristalograficos do PDB que
possuem acima de 80% de similaridade com DIyL e resolucdo maior que 2.3 A. Para
modelagem dos metais (Ca>" e Mn?") e o carboidrato ligante (X-man), foi utilizado o modelo
da lectina de Dioclea virgata (PDB: 3RS6). Para avaliagdo da qualidade da estrutura
modelada foi utilizado a ferramenta SalilLab Model Evaluation Server, que indica valores de
z-DOPE (avalia qualidade geral da estrutura, deve ser menor que -1) ¢ GA341 (indica a
correlacdo entre estruturas e o modelo, deve ser maior que 0.8) e o programa Verify 3D, que

indica a correlacdo entre estrutura primdria e secundéria, cada aminoacido deve ter escore
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acima de 0.2 (ERAMIAN et al., 2008; BOWIE; LUTHY; EISENBERG, 1991). Parametros
geométricos foram avaliados pelo WINCOOT v0.8.2. Para andlise estrutural do modelo geral
e dos dominios da lectina, foi realizada sobreposicdo do modelo gerado com a estrutura
cristalografica de DvirL (PDB 3RS6). As imagens utilizadas neste trabalho e sobreposicdo de
estruturas foram realizadas pelo PyMOL v. 1.7.4.5.

3.13 Avaliacio do efeito vasorelaxante

Ratos Wistar machos (250-300 g), manipulados de acordo com os principios
estabelecidos pelo Comité de FEtica da UECE (CEUA N° 10.130.208-8/40), foram
sacrificados por atordoamento e a aorta toracica foi removida. Segmentos de anel de aorta (3-
5 mm) foram preparados, para gravacdo da tensdo (2 g), em banho para 6rgdos de 10 mL
preenchidos com solugdo de Tyrode modificada (136 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 0,98 mM
de MgCl,, 2 mM de CaCl,, 0,36 de NaH>PO4, 11,9 de mM NaHCOs3, e 5.5 mM de glicose)
em pH 7.4, 37 °C, 95 % de Oz2e 5 % de CO,. Apds um periodo de equilibrio de 40 minutos, os
anéis foram testados com 60 mM de KCl para assegurar a viabilidade do tecido. A resposta
contratil foi medida usando um transdutor de for¢a, ligado a um pré-amplificador e um
sistema de aquisi¢cdo de dados computadorizado (Chart 4.1; PowerLab ADInstruments, Inc.,
Australia).

DlyL foi adicionada em concentragdes cumulativas (1, 3, 10, 30 e 100 pg/mL) em
intervalos de 10 minutos nos tecidos, pré-contraidos com fenilefrina (0,1 pM), com endotélio
da aorta intacto ou retirado. A de-endotelizagdo foi avaliada por meio de fric¢do mecénica da
superficie interna da aorta e o endotélio intacto foi considerado para respostas relaxantes a
acetilcolina (1 uM) superior a 75 % (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

A participacdo do fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) de 6xido nitrico
no efeito relaxante de DlyL, foi avaliada por incubagdo da aorta endotelizada com metil éster
de N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; 100 mM), inibidor da enzima 6xido nitrico
sintase, ¢ 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ;10 uM), inibidor da guanilil
ciclase sensivel a NO, por 30 min antes da adi¢do da lectina no platd da contracdo induzida
pela fenilefrina. O envolvimento dominio de lectina foi avaliada por incubagéo, durante 1 h a
37 °C, de DIyL (30 ug /ml) com o seu agucar especifico (glicose, 0,1 M) antes da adig¢do aos

tecidos.
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3.14 Avaliacao da atividade inflamatéria em modelo de edema de pata

Foram utilizados ratos fémeas Wistar (150-200 g) obtidas do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara e acomodadas em condi¢des adequadas de luz (ciclo
claro/escuro de 12 h) com ragéo e dgua ad libitum. As ratas foram mantidas no laboratdrio por
um periodo de 1 h antes dos experimentos para a adaptagdo. Todos os experimentos foram
conduzidos em concordancia com os principios éticos e legais aprovados pelo Comité de
Etica para o uso de animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA n° 10130208-8/40).

O edema de pata foi induzido por administragdo subcutanea (s.c.) intraplantar da
DIyL (200 pg/pata). O edema foi mensurado por pletismometria (Panlab 7500), calculado
como a diferenca entre o volume deslocado pelas patas imediatamente antes da indugdo
(tempo zero) e nos tempos de 30 min-24 h apds o estimulo e expresso em mL ou area sob a
curva (ASC) pelo método do trapézio (LANDUCCI et al., 1995).

A participagdo do sitio de reconhecimento a carboidrato no efeito da lectina foi
avaliada pela administragdo s.c. de DIyl previamente incubada, por 1 h a 37 °C, com o
carboidrato especifico, a-metil-D-manosideo (0,1 M; a-CH3) (PINTO-JUNIOR et al., 2013).
A participacdo do 6xido nitrico no efeito inflamatério de DIyL foi avaliada pela administragéo
intravenosa (i.v.) de L-NAME (30 mg/kg) 30 min antes da lectina. O grupo controle recebeu
apenas salina estéril 0,9 % em substitui¢do a lectina. Os resultados foram expressos como
Média + E.P.M. (n=06) e as diferencas estatisticas determinadas utilizando-se analise de
varidancia (ANOVA), seguido do poés-teste corretivo de Bonferroni, considerando-se valores

de p<0,05 como significativos.

3.15 Avaliacao do efeito nociceptivo no teste Von Frey

A hipernocicepcdo foi induzida por administra¢do s.c. intraplantar da DIlyL e
avaliada em analgesimetro eletronico Von Frey (Insight Equipamentos LTDA, Brasil) apos
colocacdo dos animais individualmente em caixas de acrilico (12 x 10 x 17 cm) com
plataformas elevadas de malha de arame para permitir o acesso a face ventral das patas
traseiras. Os animais foram habituados nas caixas por 15 min antes do inicio da avaliag@o.

As patas dos animais foram estimuladas por um transdutor de forca (sustentado
pela mio do avaliador) contendo em sua extremidade uma ponta de polipropileno de 0,5 mm?

de didmetro colocada perpendicularmente a area central das patas posteriores com aumento
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gradual de pressdo, a fim de provocar movimento reflexo de retirada das patas. A
hipernocicepg¢do foi mensurada automaticamente pelo equipamento e expressa em gramas (g),
sendo realizadas 3 avaliagdes por pata. Os resultados foram expressos como Média + E.P.M.
(n=6) e as diferencas estatisticas determinadas utilizando-se andlise de variancia (ANOVA),
seguido do pos-teste corretivo de Bonferroni, considerando-se valores de p<0,05 como

significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacio da Lectina de sementes de Dioclea lasiophylla

DlyL foi purificada por um tnico passo de cromatografia de afinidade em coluna
de Sephadex G-50 (PINTO-JUNIOR et al., 2013). Em seguida, foi feita uma eletroforese em
SDS-PAGE, seguindo a metodologia de Laemmli (1970), para observar a pureza da amostra.
DlyL apresenta perfil cromatografico e eletroforético, com massas aparentes de 29 (cadeia-a),
14 (cadeia-fB) e 12 kDa (cadeia-y), semelhante a de outras lectinas manose/glicose da subtribo
Diocleinae (FIGURA 16), como as lectinas de Dioclea reflexa (PINTO-JUNIOR et al., 2016),
de Canavalia oxyphylla (SANTIAGO et al., 2014) e de Canavalia virosa (OSTERNE et al.,
2014).

Figura 16 - Perfil cromatografico e eletroforético (SDS-PAGE) de DlyL.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A) Extrato total (Vamostra = 15 mL) aplicado em uma coluna Sephadex G-50 (6.5 x
1.8 cm) previamente equilibrada com NaCl 0,15 M contendo MnCl, 5 mM e CaCl, 5 mM A fragéo ndo retida
(P1) foi eluida com o tampdo de equilibrio e a fragdo retida (P2) foi eluida com solugdo de NaCl 0,15 M
contendo glicose 0,1 M. Em cada tubo foram coletadas aliquotas de 2 mL com fluxo de 1 mL/min. Absorbéancia:
280 nm; B) No poco 1 se encontram os marcadores: Fosforilase b (97 kDa), Albumina sérica bovina (66 kDa)
Ovoalbumina (45 kDa) Anidrase carbonica (29 kDa), Inibidor de tripsina (20.1 kDa) e a-Lactalbumina (14 kDa);

Poco 2 se encontra extrato bruto; Poco 3 se encontra DIyL pura (30 pg).

4.2 Estrutura primaria de DlyL

DlyL foi digerida com as enzimas Tripsina e Quimiotripsina, e foram obtidos 12
peptideos tripticos e 13 quimiotripticos, em seguida foram sequenciados e totalizaram 230
aminoacidos, cerca de 97% de cobertura da sequéncia completa da lectina. Para obtengdo dos

peptideos restantes, primers de regides homologas (DIyLFW e DIyLRV) foram desenhados, a
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partir da sequéncia obtida por MS/MS, para amplificagdo do gene de DlyL a partir do DNA

gendmico extraido de sementes.

O DNA gendmico foi eficientemente extraido pelo método de CTAB, sem
degradacgdes e contaminacdes. O gene de DIyl (dly/l) foi amplificado eficientemente por
PCR com os primers desenhados, o DNA amplificado foi inserido em vetores de clonagem
pGEM-T-easy e utilizados para transformar cepas de E. coli DH5a. As cepas transformadas
foram selecionadas pelo método de X-Gal (colonias brancas), seus plasmideos purificados e
posteriormente sequenciados por um sequenciador MegaBACE (GE Healthcare), que tem

como base o método de Sanger automatizado.

A sequéncia de DNA obtida foi utilizada para deducdo da sequéncia de
aminodacidos utilizando a ferramenta Expasy translate tool, obtendo assim a sequéncia do
precursor da lectina (FIGURA 17A). O precursor de DlyL, como todas as outras lectinas da
subtribo Diocleinae, sofre processamento pos-traducional por permutagdo circular (HERMAN
et al., 1985, CHRISPEELS et al., 1986; FAYE & CHRISPEELS, 1987; BOWLES ef al.,
1986; BOWLES; PAPPIN, 1988), desse modo, para deduzir a sequéncia de DlyL. madura, a
sequéncia foi submetida a andlise pela ferramenta SignalP 4.1, indicando a sequéncia N¢-
MGISKKSQLVPLLAFITMFLMVVSRVSS-C; como peptideo sinal, e depois comparada
com a sequéncia obtida por MS/MS para deducdo de regides que sdo clivadas durante o
processamento (regido interna: NE-IIKNSTNLDFNAAYN-C;; regido C-terminal: Ni-
QLQDLRIASVV-Cy) e as sequéncias das cadeias fe vy .

Com os dados obtidos, foi possivel determinar a sequéncia de aminodcidos
completa da lectina, através da dedug¢do do processamento pds-traducional (retirada de
sequéncias clivadas e inversdo da cadeia-y e cadeia-B), utilizando a sequéncia de DNA e
MS/MS (FIGURA 17B). A sequéncia da proteina completa totalizou 237 aminoécidos com
uma massa de 25.399,15 Da, um pouco diferente da massa intacta medida por MS, que foi de
25.417 Da (PINTO-JUNIOR, 2013) e pl tedrico de 5,68, ndo possuindo sitios para

glicosilagdes.



Figura 17 - Sequéncia de aminoécidos do precursor e da proteina madura de DIyL.
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Fonte: elaborado pelo autor. A) Alinhamento da estrutura primaria do precursor de DIyL, obtido por dedugéo de

sequéncia de DNA, com a sequéncia de aminoéacidos de DlyL. madura, obtida por MS/MS. Em vermelho indica o

peptideo sinal, em amarelo uma regifio interna e em verde regifo C-terminal, todas clivadas durante o

processamento por permutagdo circular. B) Esttutura primaria de DlyL. madura, obtida por MS/MS e DNA.

A DIlyL possui alta similaridade, em relacdo a estrutura primaria, com outras

lectinas da subtribo Diocleinae (FIGURA 18). A sequéncia de DIyL apresentou 98% de

similaridade com a lectina de Dioclea virgata (DvirL, UniProt P58907.2), 96% com a lectina

de D. guianenis (Dguil., UniProt P81637.1), 95% com a lectina de D. rostrata (DRL, UniProt
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P58908.2), 95% com a lectina de D. sclerocarpa (DSL, UniProt PB3EW32.1), 94% com a
lectina de D. wilsoni (DWL, UniProt P86624.1), 94% com a lectina de D. grandflora (DGL,
UniProt P08902.2), 95% com a lectina de Cymbosema roseum (CRL-I, Uniprot P81517.1),
86% com a lectina de Cratylia floribunda (CFL, UniProt P81517.1), e 84% com as lectinas de
Canavalia ensiformes (ConA, UniProt P81461.1), Canavalia brasiliensis (ConBr, UniProt
P55915.1) e Canavalia maritima (ConM, UniProt P81364.1).

Figura 18 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da lectina de Dioclea lasiophylla (DlyL) com lectinas da
subtribo Diocleinae.

Dhm — 000 > 2 TT — —

0 . + " . . 3

D1yL ADTIVAVELDEYPNTDMGDPEYEHIGIBIKSHMRS KHTERIWNEONMGKVETEIHIFYNS VEIKR
S AR ADTIVAVELDEYPNTDMGD P YIIHIGIBIKSHYRSKETERAWNGONGEK VG TENH IBY NSVEIKR
L FER AR A DT IVAVELDEYPNTDHMGD P YIRHIGIBIKSHRS KN TESAWNGIOWGK VG TENH IF Y NS VKR
DRL ADTIVAVELDE|YPNTDMGDPRIYIFHIGIBIKSHRS KETESWNBIOMGKVGTIMHIBYNSVEAKR

DSL ADTIVAVELDEYPNTDMGDPRIYIQHIGIEBIKSHMRS KETERIWNGONGKVGTIHHEIEHYNS VEIKR
DWL ADTIVAVELDEYPNTDMGDPRIYIHHIGIMIKSHRS KETERIWNGIONGKVGTIHIEYNSVEIKR
DGL ADTIVAVELDEYPNTDMGDPYISHIGIBIKSHMRS KETERIWNLGIOMGCKVETIHHIBY NS VEIKR
[+ A DT IVAVELDEYPNTDMGDPEYIHIGIMIKSHMRS KR TESAWNGIOMGEK VG TEXHIE Y NSVEAKR

CFL ADTIVAVELDWYPNTDMGDPUY[SHIGI|WMIKSHIRS KEATHINAWNMOBCKVGTEIHINY NS VEIKR
ConA ADTIVAVELDWYPNTDMGDPHYIHHIGIBIKSHRS KIMTERAWNBIONGKVGTEIHIMY NS VKR
[ EADTIVAVELDYPNTDMGDPEYIJHIGIBIKSHR SKIATERSAWNEUONGEKVGTEIH IMYNS VKR

ConM ADTIVAVELDWYPNTDUGDPEIYISHIGIBIKSERS KJSTENAWNGIORNGKVGTEVH IEY NS VIEKR
e

L L ]

B5 B6 al B7 B8
nhm & TT - ﬂiﬂﬂ —f —_—
70 80 %0 100 110 120
D1lyL LEARV S YEENWESWTVSYDVD LN LPEWVRVGLSARTGLYKETNTILSWSFTSKLKRNSH
[ R SR LAY S Y e ST VS YDVD LN LPEWVRVGLSAMTGLYKETNTILSWSFTSKLKRIN S pd
o= PR PR L EIA MY S Y e S T VS YDVD LGN LPEWVRVGLSAMTGLYKETNTILSWSFTSKLKEIN Spi
DRL LEANVSYNEeRHHSHWTVSYDVDLRINMLPEWVRVGLSARMTGLYKETNTILSWSFTSKLEKRMN Sk
DSL LEANMVS YRERHSWTVSYDVDLERINLPEWVRVGLSAWTGLYKETNTILSWSFTSKLEKN S )i
DWL LEAGV S YRR ST VS YDVD LN LPEWVRVGLSANTGLYKETNTILSWSFTSKLEKRN Shd
DGL LEANVS YRIERHMSHWTVSYDVD LGN LPEWVRVGLSAMTGLYKETNTILSWSFTSKLKINS
(o1 0r O LAWY S Y e S SN T VS YD VD LN LPEWVRVGLSANMTGCLYKETNTILSWSFTSKLEKMNN Sh
CFL LSAIVSYEEG S TVSYDVDLBINMLPEWVRVGLSAMTGLYKETNTILSWSFTSKLKMN Shy
ConA LSAVVSYPHGlSATVSYDVBLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
ConBr LSAVVSYE“GMSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
ConM LEJAMV S YR En SIATVSYDVD LN LPEWVRVGLSAE TGLYKETNTILSWSFTSKLEKEN Sk

*ee

BY B10 B11 B13 B14
D1yL L e I ] — -
ll? 159 180
D1lyL
DvirL
Dguil
DRL
DSL
DWL
DGL
CRL-I
CFL
ConA
ConBr
ConM
D1yL
DlyL WIS ANMVARIESATFSYLIKS|GDEIADG I pyid A
o8 2 AR WIS S ANVARIFIMATFISIL IKS|SDEISBSAD G Iy F Tk
o 1. PR R AR WIHIN S ANV ACE AT FESEL I KSEDIMADG IpyiyF IE
DRL WIS ANVARIFISATFISILIKS|ZD|XdADG Iy F I
DSL IWIRIAS AMVARIFIRATFSSL IKSEHDEUNIADG Iy F TE
DWL WIS ANVARIEMATFeSa L I KS|EDIUSIA DG TpNIEF T
DGL MWIREIS ARVAREATFALIKSIHDEIUNIADGIpNIdF Tk
o123 P SR WIR I S ANVARIFRATFSILIKS|SDEIBSADG Ty F I
CFL MW S AMVARENATFISAL I KSpDE|ER{AD G IE\YF IE
ConA WIS ANV ARIF A TFESIL IKS|ZDELSSADGIEIYF I
ConBr IQJEISEFAVIFASIIELSSET FIRG.S1P 8lS|H PENeIeRgA ()3
ConM I WIEIS ApNVA[EFIBATFRS(LIKS|YDELGSADCIENGF I



69

Fonte: elaborado pelo autor. Alinhamento da sequéncia de aminoéacidos de Dioclea lasiophylla (DlyL) com
lectinas da subtribo Diocleinae usando o programa ESPript 3.0 (ROBERT; GOUET, 2014). DvirL. (UniProt
P58907.2), DguilL (UniProt P81637.1), DRL (UniProt P58908.2), DSL (UniProt PB3EW32.1), DWL (UniProt
P86624.1), DGL (UniProt P08902.2), CRL-I (Uniprot P81517.1), CFL (UniProt P81517.1), ConA (UniProt
P81461.1), ConBr (UniProt P55915.1) e ConM (UniProt P81364.1). Os circulos em verde correspondem aos
residuos referentes ao sitio de ligagdo ao Mn?*, os azuis ao sitio de ligagdo ao Ca’', os amarelos ao sitio

hidrofobico e os pretos ao sitio de reconhecimento a carboidrato.

O alinhamento das sequéncias mostrou que cerca de 157 residuos de aminoacidos
sdo conservados em todas as lectinas da subtribo Diocleinae alinhadas, em torno de 66,24%

dos residuos, 93 residuos na cadeia-f} (39,24%) e 64 residuos na cadeia- y (27%).

Entre os residuos conservados estdo os aminoacidos envolvidos no sitio de
reconhecimento a carboidratos (Tyri2, Asnis, Glyos, Leugo, Tyrigo, Alaze7, Aspaos € Argaosg),
sitio de ligacdio a metais (ion Mn?": Glus, Aspio, Aspio € Hisza; ion Ca?*: Aspio, Tyri2, Asnis e
Asp1o), indiretamente, moléculas de 4gua fazem ligagdes entre o Ca*" e os residuos Aspaos €
Argarg, como também, entre o Mn?" e o residuo Serss, 0 que torna esses residuos constituintes
deste sitio e que também sdo conservados. Os residuos da cavidade hidrofobica também sdo
conservados (Tyrs4, Leusi, Leugs, Valgo, Valoi, Phei1, Serii3, Valizo, Ileisi, Pheior, Pheain e
Ile214), exceto na lectina de Cratylia floribunda (CFL), que possui uma Valina na posi¢éo 181
e um Triptofano na posicdo 212 (CAVADA et al., 2001; BARROSO-NETO et al., 2016).

Todos os aminodcidos referentes a esses dominios estdo conservados em DIyL.

Outro fato importante é o equilibrio dimero-tetrdmero dependente de pH dessas
lectinas. A forma tetramérica é capaz de se ligar com maior afinidade a receptores da
membrana de células podendo desencadear uma série de processos de transdugéo de sinal. A
orientacdo dos residuos de aminoacidos no sitio de reconhecimento a carboidrato ¢ a
oligomerizacdo pH dependente, sdo os principais motivos das diferengas esncontradas em

atividades biologicas de lectinas de Diocleinae (SANZ-APARICIO, 1997; WAH, 2001).

A andlise estrutural de lectinas de Dioclea guianensis ¢ Dioclea grandiflora,
indicaram que a substitui¢do da histidina na posi¢do 131 por asparagina reduz drasticamente
os contatos interdiméricos e desordena a alca entes os residuos 117 e 123, que na forma
ordenada estabiliza a associagdo tetramérica independente de pH, propriedade encontrada na
lectina isolada de Dioclea grandiflora (WAH, 2001). DIyL possui uma Serina na posi¢do 131,

diferindo de todas as outras lectinas da subtribo alinhadas que possuem Asparagina ou
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Histidina, o que deve ser avaliado com andlise da estrutura tridimensional de DIyL nativa

posteriormente (WAH, 2001).

4.3 Estrutura terciaria de DlyL

A andlise de validacdo da estrutura modelada foi realizada pelo programa Salil.ab
Model Evaluation Server e demonstrou que o modelo estd com valores de z-DOPE =-1.87 e
GA341 = 1.0, valores se encontram em um padréo ideal para modelagem. A analise realizada
pelo Verify 3D informou que 100% dos residuos de aminoacidos da estrutura primaria estéo
correlacionando com a estrutura terciaria, todos estavam na conformagdo correta, com escore
acima de 0.2. A andlise estrutural através do WINCOOT relatou que modelo nio possui
problemas de geometria e nem de rotdmeros (cadeias laterais de aminoacidos). A qualidade
esterioquimica do modelo foi avaliada, baseada nas tor¢des psi (y) e phi (y) das liga¢des do
carbono-a, através do grafico de Ramachandran, informando que 99.15% dos residuos de
aminoacidos se encontram em regides favoraveis, 0.85% em regides parcialmente permitidas
e nenhum residuo em regides ndo permitidas (FIGURA 19). Todos os parametros avaliados

concluem que a modelagem de DIyL por homologia foi um sucesso.

Figura 19 - Grafico de Ramachandran das coordenadas da DlyL.
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Fonte: elaborado pelo autor. Nos graficos as regides em azul, verde e laranja, escuro e claro, representam regides
permitidas e generosamente permitidas de ocupagfio por residuos descriminados em cada grafico,

respectivamente.

A estrutura geral do mondmero de DIyL. complexado com X-Man (FIGURA 20)
foi modelada por homologia estrutural e apresentou o motivo jellyroll ou p-Sanduiche. DIyL
possui 237 residuos de aminoacidos, um sitio de ligacdo a metais, com um ion de calcio e um
fon de manganés, ¢ um sitio de reconhecimento a carboidratos por mondmero. Padréo
estrutural encontrado também em outras lectinas da subtribo Diocleinae (CAVADA et al.,
2001), como as lectinas de Dioclea sclerocarpa (BARROSO-NETO et al., 2016), Dioclea
virgata (NOBREGA et al., 2012), Cymbosema roseum (ROCHA et al., 2015) e Canavalia
grandflora (BARROSO-NETO et al., 2014).

Figura 20 - Representacdo do mondmero de DIyL complexado com X-Man, por modelagem estrutural.

Fonte: elaborado pelo autor. Estrutura do monoémero de DlyL, com vista lateral (esquerda), frontal (meio) e
traseira (direita). Em vermelho corresponde a parte protéica, a esfera rosa corresponde ao ion de Mn?", esfera

cinza ao ion de Ca?" e em amarelo o X-Man.

A sobreposi¢do do modelo de DIyl com a estrutura cristalografica da lectina de
Dioclea virgata (DvirL, PDB 3RS6) (FIGURA 21A), proteina com maior homologia de
estrutura primaria (98%), demonstra que as folhas-B de DIlyL seguem a mesma orientagdo
estrutural de outras lectinas do género Dioclea (NOBREGA et al., 2012; BARROSO-NETO
et al., 2016; PEREIRA-JUNIOR, 2014). Apesar disso, a analise de superficie das duas

estruturas sobrepostas sugere que as folhas-p de DIyL estdo mais contidas para o centro da
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molécula, de modo geral, visto que muitos aminoacidos de Dvirl. estdo mais expostos e

cobrindo superficie em uma area maior (FIGURA 21B).

Figura 21 - Sobreposi¢do das estruturas de DlyL-DvirL.

Fonte: elaborado pela autor. A) Sobreposi¢fo estrutural das lectinas DlyL, em vermelho e Dvirl. (PDB 3RS6),
em verde, em vista frontal (esquerda) e lateral (direita). B) Analise de superficie da sobreposi¢do de DIyL

(vermelho) e DvirL (verde), em vista frontal (esquerda) e lateral direita (direita).

O modelo de DlyL. possui um sitio de ligagdo a metal e de reconhecimento a
carboidratos contendo residuos conservados, e sdo semelhantes aos presentes nas outras
lectinas de leguminosas que fazem a coordenacéo dos ions Ca** e Mn?* (DELATORRE et al.,

2007; NOBREGA et al., 2012; BARROSO-NETO et al., 2016; PEREIRA-JUNIOR, 2014).



73

O sitio de ligagdo a metal presente na estrutura monomérica situa-se na
proximidade do CRD e a ligag@o aos ions favorecem interagdes que auxiliam na estabilizagdo
do sitio de ligacdo a carboidratos. Neste caso o Mn?* é coordenado pelos residuos Glus, Aspio,
Aspio e Hisza, e 0 Ca?" é coordenado pelos residuos Aspio. Tyria, Asnia e Aspio. Os metais
atuam estabilizando a ligag¢do peptidica ente os residuos Alazo7-Aspaos, para que permaneca
estavel na configuracdo cis, que € necessario para que o sitio de ligacdo a carboidrato interaja
com seu ligante, pois orienta o posicionamento dos residuos Asnis e Argxs. Os dois sitios e
todo o mecanismo citado, foi observado e descrito em diversas estruturas de lectinas do
género Dioclea e Canavalia, como as lectinas de Dioclea sclerocarpa (BARROSO-NETO et
al., 2016), de Dioclea reflexa (PEREIRA-JUNIOR, 2014), de Canavalia grandflora
(BARROSO-NETO et al., 2014) e Dioclea virgata NOBREGA et al., 2012).

Para verificacdo da orientagdo dos aminodcidos contidos no sitio de ligagdo a
metais e no sitio de reconhecimento a carboidratos, as regides dos dois sitios foram analisadas
através da sobreposi¢do do modelo de DIyL e a estrutura de DvirlL (PDB 3RS6) (FIGURA
22A-B). Foi obtido um RMSD geral de 0.075, os aminoacidos que constituem ambos os sitios
sdo conservados em termos de composi¢do e posicionamento, mas nio todos em termos de
conformacg@o. Analisando os residuos sobrepostos do sitio de ligagdo a metais, podemos
observar que os residuos Tyri2 e Asni4, de ambas estruturas, permanecem na mesma
conformag@o, ndo alterando o posicionamento do ion célcio. Porém os residuos Glug, Aspio,
Aspio e His4, ndo estdo totalmente alinhados, mostrando que ha diferencas de conformagao
nos residuos de DIyl em comparag¢do com DvirL, que faz com que o ion manganés sofra um
deslocamento para esquerda em DIyl (Mnl) em relagdo ao mesmo ion em DvirL. (Mn2)

(FIGURA 22A).

Em relacdo ao sitio de reconhecimento a carboidrato, os residuos Tyri2, Asnis,
Glyos, Leugs e Alay7, estdo alinhados ou ndo tiveram mudancas conformacionais
significativas na sobreposi¢do de DIlyL-Dvirl, ao contrario dos residuos Tyrigo, Asp2og €
Argag, que ha diferengas conformacionais, o que gera um posicionamento diferencial do X-

Man dentro do sitio em DIyL (FIGURA 22B).
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Figura 22 - Demonstragdo do sitio de ligagdo a metais e sitio de reconhecimento da sobreposi¢édo DlyL-DvirL.
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Fonte: elaborado pelo autor. A) Demonstragdo dos aminoacidos do sitio de ligagdo a metais da sobreposicdo do
modelo de DIyL, em vermelho, com a estrutura cristalografica de DvirL (PDB 3RS6), em verde escuro. A esfera
cinza corresponde ao Ca?", de ambas as estruturas, € a esfera rosa corresponde ao Mn?*, Mnl corresponde ao
modelo de DIyL e Mn2 ao da estrutura de DvirL. B) Demonstracéo dos aminoacidos do sitio de reconhecimento
a carboidratos da sobreposi¢do do modelo de DIlyL, em vermelho, com a estrutura cristalografica de DvirL (PDB
3RS6), em verde escuro. A estrutura quimica em amarelo corresponde ao X-Man do modelo de DIyL, e em

verde claro, o0 X-Man da estrutura de DvirL.
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Portanto, diferengas no posicionamento dos residuos podem significar interagdo
diferenciada com ligantes, incluindo diferenca na ligagdo a receptores celulares, contribuindo
para explicar como proteinas tdo homologas apresentam atividades biologicas diferentes
(SANZ-APARICIO, 1997, WAH, 2001; BARROSO-NETO, 2010; PEREIRA-JUNIOR,
2014). Todas as analises realizadas foram baseadas em estrutura modelada de DlyL, apesar da
modelagem ter obtido 6timos resultados de validacdo, a estrutura foi montada com base em
varias estruturas encontradas no PDB. Portanto, as analises devem ser confirmadas por
métodos de resolucdo de estrutura a partir da proteina nativa, como por exemplo, a

cristalografia de Raios-X.

4.4 Efeito vasorelaxante de DlyL

Fenilefrina induziu contragdes tonicas estaveis de 0,36 + 0,13 g em preparagdes
de anéis adrticos possuindo endotélio intacto (n = 8) e de 0,68 = 0,11 g em aqueles que o
endotélio foi removido mecanicamente (n = 6). Em preparagdes com endotélio preservado,
DlyL (ICs0 = 9.8 + 0,9 pg/mL) produziu relaxamento em 10, 30 e 100 pg/mL, de 42% + 5.3;
89.7% + 5.5 e 126,1 = 11,9%, respectivamente. Em contraste, em preparagdes de endotélio
desnudo, a adi¢do cumulativa de DIyL néo foi capaz de induzir o efeito relaxante (FIGURA
23A-C). Além disso, a L-NAME e ODQ bloqueou completamente o efeito de lectina,
enquanto que a associacdo de DIyL (30 pg/mL) com glicose, seu acucar especifico, reduziu o

relaxamento lectina em 40,9%.

Oxido nitrico (NO) € o principal mediador da relaxagdo dependente do endotélio
em musculos lisos vasculares (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980) e parece ser o fator
relaxante derivado de endotélio (EDRF) de 6xido nitrico responsavel pelo efeito da lectina.
De fato, os nossos resultados demonstraram que L-NAME e ODQ bloqueiam o efeito vasor-
relaxante de DIyL. Apds a sua sintese pela NOS (Oxido nitrico sintase), NO difunde-se para
cé¢lulas musculares lisas adjacentes e atua através da ativacdo da guanilato ciclase soluvel,
aumentando assim a concentracdo de GMPc intracelular e promover o relaxamento (BAUER;
SOTNIKOVA, 2010). Assim, o papel do 6xido nitrico pode ser determinante se as respostas
relaxantes s@o reduzidas na presen¢a de um inibidor de sintase de 6xido nitrico (HOGAN et
al., 2005) ou por inibi¢do da NOS por varios andlogos de L-arginina, por exemplo, o L-
NAME (MONCADA; HIGGS, 1993). A fim de verificar a participagdo da enzima e a via
NO/GMPc, incubamos as preparagdes com L-NAME, e um inibidor ndo-seletivo da NOS, o
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ODQ, um inibidor da guanilato sintase sensivel a NO (GARTHWAITE et al., 1995). Ambos

os inibidores bloquearam o efeito relaxante DIyL, confirmando a participagdo NO.

A literatura tem mostrado que outras lectinas da subtribo Diocleinae apresentam
efeitos relaxantes em aorta de ratos pré-contraidas com fenilefrina via NO e o dominio de
lectina, tanto no género Dioclea, como as lectinas de Dioclea rostrata (DRL; BEZERRA et
al., 2013), de Dioclea virgata (DvirL; NOBREGA et al., 2012), de Dioclea violacea (DVL;
BEZERRA et al., 2013) e de Dioclea sclerocarpa (DSL; BARROSO-NETO et al., 2016),
como também do género Canavalia, como as lectinas de Canavalia maritima, Canavalia
brasiliensis, Canavalia grandflora e Canavalia virosa (GADELHA et al., 2005; ASSREUY
et al.,2009; BARROSO-NETO et al., 2014; OSTERNE ef al., 2014).

Comparativamente, DIyL apresentou um maior efeito vasorelaxante do que outras
lectinas do género Dioclea, com 126,1% de relaxagdo (100 pg/mL), contra 96% de DRL, 70%
de DvirL, 43% de DVL e 36% de DSL, na mesma concentracdo. Em nosso estudo o
relaxamento induzido por DIyL ocorreu através do dominio de lectina, uma vez que a
associacdo com a glicose foi capaz de reverter esse efeito. Em conclusdo, a lectina
manose/glucose especifica de Dioclea lasiophylla relaxa aorta endotelizada de ratos, por meio

do NO e sitio de reconhecimento a carboidrato.

Figura 23 - DlyL induz relaxacdo em aorta endotelizada pré-contraida com fenilefrina via NO.
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Fonte: elaborado pelo autor. A) tragos tipicos que mostram o efeito DIyL na aorta com endotelio desnudo ou
preservado; B) Os dados comparando as respostas de DIyL. em compora¢do com grupo controle (TN) em aorta
com endotélio e desnuda; C) O papel da via do éxido nitrico e dominio de lectina no efeito relaxante do DIyL.
Percentagem de Média + S.E.M. (n = 4 - 6); p <0,05 em comparacio com Phe (*); para DIyL (#). TN: lavagem

com solugdo Tyrode. (E +): endotélio preservado; (E-): endotélio desnudo.

4.5 Efeito inflamatoério e hipernociceptivo de DlyL

DIyL (200 pg/pata; s.c.) induziu em ratas edema de pata que se iniciou aos 30
minutos, com efeito maximo aos 60 minutos (1,06 £ 0,08 mL) em relagdo aos animais
controle injetados com salina (0,12 £ 0,04 mL) (FIGURA 24A). O edema perdurou até a
quarta hora, desaparecendo na 24° h de avaliagdo. A administracdo de o-CH3 (0,1 M)
associado a DlyL ndo alterou o efeito edematogénico da lectina. Por outro lado, o pré-
tratamento com L-NAME inibiu o efeito edematogénico da lectina em 29% (DIyL: 137 + 5.3
vs. L-NAME: 96,5 £ 5.5) (FIGURA 24B).

Figura 24 - DlyL induz edema de pata de curta duragéo
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Fonte: elaborado pelo autor. DIyL foi administrada sozinha (200 pg/pata; s.c.) ou previamente incubada com a-
CH3 (0,1 M). L-NAME (30 mg/kg; i.v. foi administrado 30 minutos antes da lectina. O grupo controle recebeu
salina (0,9%). O edema foi avaliado antes (tempo zero) e apos o estimulo e expresso como a variacdo do
deslocamento volume das patas em mL: A) ou area sob a curva — ASC; B). Média = E.P.M (n=6/grupo).
ANOVA e pos teste de Bonferroni. #p<0,05 vs. Salina; *p<0,05 vs. DIyL.

DIyL. (200 pg/pata; s.c.) aumentou a resposta de retirada das patas frente ao
estimulo mecénico aplicado em gramas (g, teste de von Frey) a partir da segunda hora de
avalia¢do, com efeito maximo na terceira hora (32,8 £ 0,96 g vs. Salina: 56.8 + 0,6 g). A

administracdo de a-CH3 (0,1 M) associado a DIlyL ndo alterou o efeito nociceptivo da lectina.
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Entretanto, o pré-tratamento com L-NAME inibiu a resposta hipernociceptiva da lectina na

terceira hora avaliada (DlyL: 32,8 £ 0,96 g vs. L-NAME: 47,8 + 2,1 g) (FIGURA 25A-B).

Figura 25 - DlyL induz hipernocicepgéo plantar.
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Fonte: elaborado pelo autor. DIyL (200 pg/pata; s.c.) foi administrada sozinha ou previamente incubada (37°C;
60 min) com o-CH; (0,1 M). L-NAME (30 mg/kg; i.v.) foi administrado 30 min antes da lectina. O grupo
controle recebeu salina (0,9%). A hipernocicepgdo foi avaliada pela resposta de retirada da pata frente ao
aumento da pressdo (g). A) ou area sob a curva — ASC; B). Média = E.P.M (n=6/grupo). ANOVA e pds teste de
Bonferroni. #p<0,05 vs. Salina; *p<0,05 vs. DlyL

Os resultados desse estudo demonstram que DIlyl. apresenta atividade
edematogénica em ratas, de curta duracdo, semelhante a DvirL (DELATORRE ef al., 2011),
que possui pico de edema em 1h, e diferente das demais lectinas do género Dioclea, que
possuem pico de edema entre 4-5h (RANGEL er al., 2012; PEREIRA-JUNIOR, 2014;
PINTO-JUNIOR et al., 2016). DlyL. demontrou também atividade nociceptiva em fase mais
tardia, na terceira hora apds administragdo da lectina. Ambas atividades permaneceram
inalteradas pela associacdo da lectina ao agucar ligante a-CHs, que parecem ndo estar
relacionadas ao sitio de reconhecimento a carboidrato. Outra hipotese seria que os
glicoconjugados contendo manosideos, estdo envolvidos no efeito inflamatdrio de DIlyL, visto
que os N-glicanos principais envolvidos no reconhecimento molecular das células sdo os
esqueletos de high-manoses e carboidratos complexos, o que pode explicar uma forte
interacdo de DlyL com esses glicanos, esta ndo sendo inibida por a-CH3 (MITOMA et al.,
2007).

Este efeito contrasta com o de outras lectinas isoladas de plantas da subtribo
Diocleinae como a lectina Dioclea rostrata (FIGUEIREDO et al., 2009), a de Dioclea
wilsonii (RANGEL et al., 2012) e de Dioclea reflexa (PINTO-JUNIOR et al., 2016), cujo

efeito edematogénico foi inibido pelo agucar ligante.
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O edema ¢ um dos sinais clinicos da inflamac¢do e estd relacionado com o
extravasamento de fluido rico em proteinas do compartimento intravascular para o intersticio
em funcdo do aumento da permeabilidade vascular de capilares e vénulas resultante da
liberagdo de substancias vasoativas como histamina, bradicinina, substancia P,
prostaglandinas, 6xido nitrico (NO), produtos da ativagdo da cascata do complemento e da
coagulagdo no local inflamado (ALLER er al., 2007). O NO ¢ produzido a partir da
combinagdo da L-arginina e do oxigénio molecular pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS),
expressa em trés isoformas: neuronal (nNOS), indutiva (iNOS) e endotelial (eNOS). A nNOS
e eNOS sfo constitutivamente expressas ¢ a iNOS pode ser induzida durante eventos
imunoldgicos e inflamatdrios em resposta a diferentes estimulos (ALDERTON et al., 2001).
A atividade edematogénica da DIyL foi revertida parcialmente pelo inibidor ndo seletivo da
enzima o6xido nitrico sintase L-NAME, sugerindo que o NO possa ser um dos mediadores que
participam dessa atividade. Outras lectinas isoladas dos géneros Dioclea (FIGUEIREDO et
al., 2009; RANGEL et al., 2012; ASSREUY et al., 2009; PINTO-JUNIOR et al., 2016) e
Canavalia também estimulam a producdo de NO in vivo (KESHERWANI; SODHI, 2007;
SANTIAGO et al., 2014) e in vitro (ASSREUY et al., 2009).

O NO, além de promover vasodilatagdo estimula a produ¢@o de prostaglandinas
(SALVEMINI et al., 1993), que estdo envolvidas na génese da dor, reduzindo o limiar de
ativagdo dos nociceptores (FERREIRA, 1993), levando a um estado de hipernocicep¢do ou
hiperalgesia (MILLAN, 1999). Observou-se que o efeito nociceptivo elicitado pela DIyL foi
revertido parcialmente na terceira hora pelo L-NAME. Esse resultado indica que o mecanismo
utilizado pela lectina em induzir nocicepg¢do envolva a producgédo de prostaglandina a partir da
sintese de NO, o que explicaria também a resposta nociceptiva tardia em comparagdo ao

surgimento da resposta edematogénica.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados apresentados podemos concluir que uma lectina de sementes
de Dioclea lasiophylla (DlyL) teve sua estrutura priméria completamente sequenciada por
MS/MS e sequenciamento de DNA. DIyL apresentou grande similaridade com outras lectinas
de espécies da mesma subtribo, possuindo aminoécidos de dominios importantes conservados.
DIyL teve sua estrutura tridimensional determinada pela técnica de modelagem por
homologia, que mostrou ser uma técnica eficiente para estudos estruturais de proteinas. A
estrutura tercidria da lectina apresentou mesmo padrdo conformacional de outras lectinas do
género Dioclea. Os sitios de ligacdo a metais e de reconhecimento apresentaram a mesma
composi¢do e posicionamento de aminoacidos de outras lectinas do mesmo género, porém
possuiu diferengas conformacionais em alguns residuos, que devem ser avaliados por métodos
que analisem a estrutura da proteina nativa. DIyl apresentou efeito relaxante em musculo liso
de aortas endotelizadas de rato, apresentou também atividade inflamatoria no modelo de
edema de pata e efeito hipernociceptivo associado a dor inflamatdria determinado por teste de
Von Frey. Todas as respostas avaliadas mostraram a participagdo do 6xido nitrico no efeito
causado pela lectina, e no caso da atividade vasorelaxante, e esses sugerem a participacdo do

sitio lectinico.
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