UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA DE RECURSOS
NATURAIS

IVANICE BEZERRA DA SILVA

CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DE UMA LECTINA NOCICEPTIVA OBTIDA
DE SEMENTES DA ESPECIE Platypodium elegans VOG.

FORTALEZA
2017



IVANICE BEZERRA DA SILVA

CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DE UMA LECTINA NOCICEPTIVA OBTIDA DE
SEMENTES DA ESPECIE Platypodium elegans VOG.

Tese apresentada ao Programa Pos-
graduagao em Biotecnologia de Recursos
Naturais da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial a obtengao
do titulo de Doutora em Biotecnologia de

Recursos Naturais.

Orientador: Prof. Dr. Benildo Sousa
Cavada

Co-orientador: Prof. Dra. Kyria Santiago
do Nascimento

FORTALEZA

2017



Dados Internacionais de Catalogagio na Publicaggo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelofa) autor(a)

S558¢c Silva, lvanice Bezerra da.
Caracterizagfo estrutural de uma lectina nociceptiva obtida de sementes da espécie
Platypodium elegans VOG. [ Ivanice Bezerra da Silva. — 2017.
109 £. - il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias,
Pragrama de Pds-Graduacao em Biotecnologia de Recursos Maturais, Fortaleza, 2017,

Crientagdo: Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada.

Coorientagao: Profa. Dra. Kyria Santiago do Nascimento.

1. Platypodium elegans; . 2. cristalografia de raios X. 3. docking molecular. 4. dindmica
molecular. |. Titulo.

CDD 660.6




IVANICE BEZERRA DA SILVA

CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DE UMA LECTINA NOCICEPTIVA OBTIDA DE
SEMENTES DA ESPECIE Platypodium elegans VOG.

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacgao em Biotecnologia de Recursos
Naturais da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial a obtengao
do titulo de Doutora em Biotecnologia de
Recursos Naturais.

Aprovadaem: [/ /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Kyria Santiago do Nascimento (Co-orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Jodo Batista Cajazeiras (Examinador)
Instituto Superior de Teologia Aplicada (INTA)

Prof. Dr. Francisco Nascimento Pereira Junior
Universidade Federal do Cariri (UFCA)

Profa. Dra. Cintia Renata Costa Rocha
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Dr. Jorge Luis Almeida Correia
Universidade Federal do Ceara (UFC)



Aos meus pais Joado e Yvana;
Ao meu irmao Jodo Maria;
A minha familia;

Ao meu noivo Joao Paulo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por sempre iluminar os meus caminhos,
me concedendo inumeras bengaos, como este dia.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada, por me acolher em
seu grupo e por ter compartiihado comigo conhecimentos que ultrapassam a
trajetéria académica, que levarei por toda a vida.

A Profa. Dra. Kyria Santiago do Nascimento, por todos os ensinamentos e
demonstracdes de amizade, cuidado, paciéncia e pela confianga em meu potencial.

Ao Prof. Dr. Jodo Paulo Matos Santos Lima, pelos incansaveis
ensinamentos, estimulos e por ter me apresentado ao Biomol.

Aos professores Dr. Jodo Batista Cajazeiras e Dr. Jorge Luis Correia, por
todos os ensinamentos, inestimavel amizade e aceite em compor a banca.

Aos professores participantes da banca, Prof. Dr. Francisco Nascimento
Pereira Junior e Prof. Dra. Cintia Renata Costa Rocha, meus sinceros
agradecimentos.

A professora Dra. Ana Maria Sampaio Assreuy e laboratério LAFFIN por
permitir a realizagdo dos experimentos de atividade biolégica apresentados neste
trabalho.

A todos os participantes do Laboratério de Moléculas Biologicamente
Ativas (Biomol-Lab), que compartilharam sem medidas os seus conhecimentos € me
ajudaram em todas as etapas para a conclusdo deste doutorado (Alfa, Neto,
Hadson, William, Messias, Larissa, Morgana).

Em especial, a Vanir Reis, Vinicius Osterne, David Araripe e Mayara
Queiroz pela contribuigado crucial para a produgao desta tese.

Aos amigos da pds-graduacado, Cleane, Mayara T., Clareane, Claudia,
Gleiciane, Raulzito e André, obrigada por todos os momentos compartilhados, todo o
apoio e amizade.

As minhas irmds de moradia, Simoni e Soraya, meus sinceros
agradecimentos, vocés fazem toda a diferenca nos meus dias, as levarei para
sempre no coragao.

A amizade que Fortaleza meu deu pra vida inteira, Luciana Andrade, os

seus dias aqui foram imprescindiveis para a mim.



Aos amigos da UFRN e de Natal, que sempre fizeram parte dos meus
dias, suportando meus medos e apoiando a minha jornada, meu muito obrigada.

A minha familia, em especial a meus pais, pelo apoio imensuravel, por
todo o amor, pelo exemplo de simplicidade e humildade, por ndo terem medido
esforgos para que eu tenha chegado até aqui, meu muito obrigada. Todos os dias do
meu sucesso, sempre serdo dedicados a vocés. Ao meu irmao, obrigada por me
aturar e também fazer tanto por mim. Amo voceés.

Ao meu noivo, Jodo Paulo de Freitas por todo o amor, paciéncia e
amizade por todos esses anos. O seu apoio para que eu continuasse esta trajetoria
foi fundamental. Obrigada por fazer parte dos meus dias. Amo vocé.

A Coordenagcao de Aperfeicoamento de pessoal de Nivel Superior —

CAPES, pelo apoio financeiro durante todo o periodo de doutoramento.



“Que os vossos esforcos desafiem as
impossibilidades, lembrai-vos de que as
grandes coisas do homem foram
conquistadas do que parecia impossivel.”

(Charles Chaplin)



RESUMO

Uma lectina nativa (nPELa), purificada a partir de sementes da espécie Platypodium
elegans, tribo Dalbergieae, foi cristalizada e estruturalmente caracterizada, através
de metodologias como a cristalografia por difragdo de raios X e ferramentas de
bioinformatica. Os cristais obtidos (do tipo ortorrdbmbico) foram difratados com
qualidade e a estrutura de nPELa foi resolvida com exceléncia através de
substituicdo molecular, em uma resolucdo de 1,6 A. O monédmero de nPELa
apresentou um sitio de N-glicosilagdo no residuo Asn119, assim confirmando a
predicao da literatura, antes baseada apenas em dados de sequéncia primaria. Além
deste, nPELa apresenta um sitio de ligagdo a metais e um dominio de
reconhecimento a carboidratos conservados, semelhantes ao demonstrado para
outras lectinas da tribo Dalbergieae, como PAL (Pterocarpus angolensis) e CTL
(Centrolobium tomentosum). As analises de docking molecular sugerem a alta
afinidade desta lectina por diferentes manosideos, principalmente trimanosideos,
formados por ligagdes do tipo a-1,3 ou a-1,6, evidenciado através dos escores
obtidos. Além disso, simulagbes de dinamica molecular foram realizadas, como
forma de demonstrar o comportamento estrutural de nPELa em solugcdo aquosa,
sendo a lectina isolada ou associada a ligantes especificos. Os resultados obtidos
demonstraram a alta estabilidade de nPELa em solucdo e as modificacbes
estruturais apresentadas em seu sitio de reconhecimento a carboidratos permitem a
interacdo entre a lectina e os diferentes ligantes testados. Diferentes modificagbes
foram observadas durante as simulagbes para cada um dos glicanos testados, que
incluiram variagdes no numero de pontes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas,
através de mudancas nos residuos envolvidos. Além disso, nPELa foi avaliada
quanto a sua agao nociceptiva em ratos, sendo relatada como a primeira lectina da
tribo Dalbergieae que apresentou atividade hipernociceptiva, de uma maneira

dependente do sitio de reconhecimento a carboidratos.

Palavras-chave: Platypodium elegans. Cristalografia de raios X. Docking. Dindmica.



ABSTRACT

A native lectin (nPELa), purified from seeds of the species Platypodium elegans,
Dalbergieae tribes, was crystallized and structurally characterized by methodologies
such as X-ray diffraction crystallography and bioinformatics tools. The obtained
crystals (of orthorhombic type) were diffracted with quality and nPELa structure was
solved with excellence through molecular substitution, with resolution of 1.6 A. The
nPELa monomer showed an N-glycosylation site at the Asn119 residue, therefore,
confirming the literature prediction. In addition, nPELa has a metal binding site and a
conserved carbohydrate recognition domain, in a similar way to what was shown by
other Dalbergieae tribe lectins, such as PAL (Pterocarpus angolensis) and CTL
(Centrolobium tomentosum). As molecular docking analysis suggests high affinity of
this lectin for different mannosides, mainly trimanosides, formed by a-1,3 or a-1,6
glycosidic bond, as evidenced by the obtained scores. In addition, molecular
dynamics simulations were performed as a way of demonstrating the structural
behavior of nPELa in aqueous solution, as isolated lectin or associated with specific
ligands. The results demonstrated a high stability of nPELa in solution, and structural
modifications presented at its carbohydrate recognition site allow the interaction
between the lectin and the different ligands tested. Different modifications were
observed during simulations for each one of the glycans tested, which included
different number of hydrogen bonds and hydrophobic interactions, through changes
in residues involved. In addition, nPELa was evaluated for its nociceptive activity in
rats and was reported as a first lectin of the Dalbergieae tribe which exhibited
hypernociceptive activity in a manner dependent on the carbohydrate recognition

site.

Keywords: Platypodium elegans. X-ray crystallography. Docking. Dynamics.
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1 INTRODUGAO

A capacidade das células em receber e responder a sinais externos é
fundamental a vida, seja em organismos unicelulares, por meio da percepgao das
variagbes nas condi¢des do meio extracelular ou em organismos multicelulares,
através da comunicagéo entre diferentes tipos de células (NELSON; COX, 2014). O
reconhecimento proteina-carboidrato compreende uma das principais formas de
comunicagao intercelular, sendo importante em diversos processos bioldgicos
(LORIS et al., 2004).

Os glicanos presentes nas superficies celulares podem desempenhar
fungbes como moléculas sinalizadoras, de reconhecimento e adesdo (ALENCAR et
al., 2007; SILVA et al., 2012). Estudos de glicobiologia tém revelado a importancia
de cadeias de agucares associadas a glicoproteinas, glicolipideos e proteoglicanos
presentes em superficies celulares, como moléculas envolvidas na biossinalizagao,
comunicagao entre células e controle de rotas intracelulares (GONCALVES et al.,
2013).

De maneira geral, os carboidratos estdo envolvidos em diferentes fungbes
biolégicas além do fornecimento e armazenamento de energia, como em
mecanismos de defesa, no desenvolvimento embrionario, diferenciagcdo e
crescimento celular, reconhecimento célula-célula, interagdo hospedeiro-patégeno,
resposta imune, dentre outros (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011;
TAYLOR, DRICKAMER, 2003).

O potencial dos carboidratos como moléculas codificantes se deve a sua
alta variabilidade estrutural e complexidade, quando comparados a nucleotideos e
aminoacidos, incluindo pontos de ramificacdo a partir de mondmeros simples e
principalmente devido a presenga de varios grupos hidroxila em sua estrutura
(ANDRE et al., 2015; GABIUS, 2008; GABIUS et al., 2011).

Um monossacarideo simples, como a glicose, pode se ligar com o seu
carbono anomeérico (a ou ) a cinco hidroxilas presentes em uma segunda glicose,
dando origem a até onze isdbmeros estruturais. Além de formar ligagbes em
diferentes posigdes (1 -> 1, 2, 3, 4, 6 para hexopiranoses), 0os agucares podem ter
até duas configuragbes andmericas (a/B), apresentar variagdo quanto ao tamanho
do anel (piranose/furanose), bem como possiveis ramificagdes e substituigdes sitio

especificas, como acetilagéo, fosforilagao ou sulfatagcao (GABIUS et al., 2011), o que
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permite que estas moléculas apresentem um enorme numero de variacdes
estruturais (SHARON; LIS, 1993).

As informacgdes sinalizadas pelos diferentes tipos de carboidratos podem
ser decodificadas por diversas proteinas, dentre estas, as lectinas (GONCALVES et
al., 2013). Estas moléculas desempenham um papel fundamental em muitos
processos biologicos conhecidos, tais como comunicagdo, adesdo e interagao
celular, mecanismos de defesa, resposta imunoldgica, fertilizagao e desenvolvimento
(OLIVEIRA et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2012; GABIUS; GABIUS, 1997).

Amplamente distribuidas na natureza, as lectinas podem ser encontradas
desde virus a plantas, animais e humanos e compreendem um grupo heterogéneo
de proteinas de origem nao imune, que possuem pelo menos um dominio n&o
catalitico e seletivamente reconhecem carboidratos, se ligando de maneira
reversivel a agucares livres ou glicanos presentes em glicoproteinas ou glicolipideos,
sem alterar suas estruturas (OLIVEIRA et al., 2013; PEUMANS; VAN DAMME,
1995).

As lectinas tém sido utilizadas por décadas como modelos de estudo das
bases moleculares de interagdo e especificidade entre proteina-carboidrato (SILVA
et al., 2012). No entanto, embora estas proteinas apresentem a propriedade comum
de se ligar a carboidratos, cada uma delas possui caracteristicas estruturais
proprias, compreendendo proteinas com diferentes potencialidades e aplicagoes.

Diversos estudos estruturais com lectinas tém sido conduzidos, como
forma de aprofundar a compreensao das interagcbes entre essas proteinas e seus
ligantes. Das 1569 estruturas tridimensionais de lectinas atualmente solucionadas e
depositadas no Protein Data Bank (PDB), 1520 foram obtidas por meio da
cristalografia de raios X, o que demonstra a relevancia desta metodologia.

A cristalografia de raios X permite a elucidagdo de estruturas
tridimensionais de moléculas de alto peso molecular, como proteinas e acidos
nucléicos, bem como a obtengcdo de estruturas oligoméricas (BLUNDELL;
JONHSON, 1976). Além disso, esta técnica permite ndo somente a obtencdo de
estruturas de lectinas isoladas, assim como complexadas a seus glicanos
especificos, tornando-a ainda mais determinante para a compreenséo da interagao
entre essas moléculas.

Diversas lectinas tém sido isoladas e caracterizadas de acordo com suas

propriedades quimicas, fisico-quimicas e biolégicas, obtendo importéncia cientifica e
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pratica em diversos campos do conhecimento (POVINELI, KLFILHO, 2002), sendo
utilizadas por exemplo, como ferramentas na tipagem sanguinea, diagndstico
médico, marcagao histoquimica, fracionamento de glicoproteinas, biosensores,
biomarcadores e microarray (DAN; LIU; NG, 2016; MISLOVICOVA et al., 2009).
Portanto, a investigagao e caracterizagado de novas lectinas tém atraido um interesse
crescente pela biotecnologia, com o objetivo de se obter novas ferramentas
biotecnoldgicas.

A maioria das lectinas de leguminosas isoladas e estudadas séao
pertencentes a subfamilia Papilionoideae. Dentre estas, diversas lectinas da tribo
Dalbergieae foram purificadas e caracterizadas quanto a suas especificidades. Além
de apresentar diferentes especificidades, as lectinas de Dalbergieae compreendem
isoformas e glicoformas provenientes de um complexo processamento pos-
traducional. Diversos trabalhos tém demonstrado a atuagdo dessas proteinas em
diferentes atividades biologicas, o que amplia a possibilidade de uso dessas
moléculas como ferramentas biotecnoldgicas

Tendo em vista que estudos estruturais com estas lectinas ainda séo
escassos, com apenas cinco exemplares com estrutura tridimensional resolvida por
cristalografia de raios X, o presente trabalho se propde a determinar a estrutura
tridimensional a partir de difragdo de cristais da lectina nativa extraida de sementes
da espécie Platypodium elegans (Dalbergieae), bem como estudar a afinidade e as
interacdes desta lectina por diferentes glicanos a partir de técnicas de bioinformatica,

como docking e dindmica molecular, além de investigar o seu efeito nociceptivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo determinar e caracterizar a estrutura
tridimensional de uma lectina nociceptiva obtida de sementes de Platypodium
elegans (PELa) atraves de ferramentas de cristalografia de raios X e de

bioinformatica.

2.2 Objetivos especificos

e Cristalizar a lectina em complexo a ligantes especificos;

e Difratar os cristais obtidos e obter o conjunto dos padrbes de
difracao;

e Resolver a estrutura cristalografica de nPELa;

e Simular interagbes de docking molecular com nPELa e diferentes
carboidratos;

e Realizar simulagbes de dindmica molecular com nPELa e
diferentes carboidratos especificos;

e Determinar o efeito nociceptivo de nPELa em ratos utilizando o
método de von Frey;
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Lectinas vegetais

3.1.1 Historico e definicao de lectinas

A capacidade de algumas proteinas em aglutinar eritrécitos foi
primeiramente evidenciada no século XIX. Essas proteinas foram denominadas de
hemaglutininas ou fitoaglutininas, por terem sido originalmente encontradas em
plantas (SHARON; LIS, 2004).

Stillmark foi um dos primeiros pesquisadores a demonstrar
experimentalmente a capacidade de uma fragdo proteica, obtida a partir de
sementes de mamoma (Ricinus communis L.), em aglutinar eritrécitos e a nomeou
de ricina (SINGH; SARATHI, 2012). Posteriormente, Hellin também demonstrou a
presenca de uma hemaglutinina téxica, denominada abrina, obtida a partir de
extratos de sementes de Abrus precatorius L.. Estas proteinas foram empregadas
em diversos estudos imunolégicos importantes, como a transferéncia da imunidade
humoral de mae para filho (SHARON; LIS, 2004).

Poucos anos depois, diferengcas na capacidade de aglutinagao de varios
extratos de sementes contra eritrocitos de diferentes animais foram relatadas por
Landsteiner (1907), dentre outros pesquisadores, que tornaram evidente a vasta
distribuicdo destas moléculas no reino vegetal.

A primeira lectina purificada, denominada de concanavalina A, foi isolada
por James Sumner (1919) a partir de sementes de Canavalia ensiformes L. DC,
utilizando a técnica de cristalizagdo. Esta lectina foi co-purificada com a enzima
urease e sua capacidade em aglutinar eritrocitos sé foi demonstrada em 1936 por
Sumner e Howell. Posteriormente, estes mesmos pesquisadores utilizaram a
sacarose da cana-de-acucar para demonstrar pela primeira vez a inibicdo da
hemaglutinagdo causada por agucares (SHARON; LIS, 2004).

Um dos principais marcos no estudo das lectinas foi registrado na metade
do século XX, no qual foi demonstrado que algumas proteinas vegetais obtidas de
sementes de plantas exibiam uma preferéncia por determinados tipos de hemacias
do grupo sanguineo humano do sistema ABO (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Boyd e Shapleigh (1954) foram responsaveis pela investigagcdo da especificidade
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dessas proteinas por eritrocitos especificos, definindo-as posteriormente como
lectinas, palavra derivada do latim “legere”, que significa escolher ou selecionar
(SHARON; LIS, 2004; SINGH; SARATHI, 2012).

Um segundo marco na histéria das lectinas ocorreu em 1960, quando
Peter C. Nowell demonstrou que a lectina de Phaseolus vulgaris L. (PHA) possuia
atividade mitogénica sobre linfocitos. Até este momento, acreditava-se que os
linfocitos eram células incapazes de se dividirem ou diferenciarem em outros tipos
de células. Ainda na década de 60, Joseph Aub demonstrou que a aglutinina de
gérmen de trigo (WGA) apresentava habilidade em aglutinar preferencialmente
células malignas (SHARON; LIS, 2004).

Em meados da década de 70, diversas lectinas ja haviam sido relatadas
nos diferentes organismos, com apenas algumas destas proteinas de fato
purificadas através de técnicas convencionais, que incluiam a cristalizagdo induzida
por sal, a precipitacdo com etanol, além de cromatografias de troca i6nica e gel
fitracdo (SHARON; LIS, 2004). O posterior surgimento da cromatografia de
afinidade por Irwin J. Goldstein e Bipin B. L. Agrawal (1967) possibilitou um aumento
exponencial no numero de lectinas isoladas em um curto espagco de tempo
(SHARON, LIS, 2004; SINGH; SARATHI, 2012), assim como a elucidagdo das
funcdes e especificidades dessas proteinas, bem como sua definigao.

A primeira definicdo de lectinas foi proposta por Goldstein e
colaboradores (1980), que as definiu como proteinas ou glicoproteinas de origem
nao-imune capazes de se ligarem a carboidratos e aglutinarem células e/ou
precipitar polissacarideos ou glicoconjugados. No entanto, a definicdo mais aceita
atualmente foi apresentada por PEUMANS e VAN DAMME (1995), que define as
lectinas como proteinas de origem nao-imune, capazes de aglutinar células e
glicoconjugados, incluindo proteinas que possuem pelo menos um dominio n&o
catalitico e se ligam de maneira reversivel e especifica a agucares livres ou glicanos

presentes em glicoproteinas ou glicolipideos, sem alterar suas estruturas.
3.1.2 Generalidades sobre lectinas vegetais
O avanco nos estudos bioquimicos de lectinas vegetais foi acentuado nas

ultimas décadas, com novas lectinas com propriedades interessantes sendo isoladas

e caracterizadas, suas sequéncias primarias e estruturas tridimensionais
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estabelecidas, além de lectinas recombinantes e mutantes produzidas, como forma
de aumentar a compreensao da fungado dessas moléculas (GOLDSTEIN, 2002), bem
como suas possiveis aplicagoes.

Durante muito tempo, as pesquisas com lectinas vegetais tém focado na
purificacdo e caracterizacdo de lectinas presentes em sementes e tecidos
vegetativos de armazenamento, devido principalmente a sua quantidade elevada
(LANNOO; VAN DAMME, 2010). Cerca de 1 a 10% do conteudo total de proteinas
de extratos de sementes maduras pode corresponder a lectinas (PEUMANS; VAN
DAMME,1995). Uma vez que a maioria das lectinas vegetais foram isoladas a partir
desses tecidos, tém-se especulado que a principal fungdo destas moléculas seria a
de atuar como proteinas de reserva (KOMATH; KAVITHA; SWAMY, 2006).

No entanto, embora predominantemente encontrada em sementes, as
lectinas podem ser encontradas em diversos tecidos vegetais, como folhas, frutos,
raizes e tubérculos (PEUMANS; VAN DAMME, 1998; POVINELI, KLFILHO, 2002;
VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011), o que amplia a especulagao
dos possiveis papéis fisiolégicos desempenhados por essas moléculas.

Muitas fungdes tém sido propostas para as lectinas vegetais, tais como o
transporte e armazenamento de carboidratos, elongagcdo da parede celular e
regulacdo do crescimento, reconhecimento celular, protegdo contra patdégenos e
insetos, dentre outras (PUSZTAI, 1991; POVINELI, KLFILHO, 2002).

Estudos tém demonstrado o envolvimento de lectinas vegetais na
simbiose entre leguminosas e bactérias nitrificantes do género Rhizobium e
Bradyrhizobium, por meio da adesao destes microorganismos as raizes da planta
mediante a interagdo da lectina com glicoconjugados presentes na parede celular
bacteriana (VAN EIJSDEN et al., 1995; TEIXEIRA et al., 2012).

As lectinas vegetais também podem promover a protegao da planta contra
patdbgenos como fungos e bactérias, bem como contra herbivoria e ataque de
insetos. Esta protecao ocorre principalmente devido a capacidade dessas proteinas
de interagir com glicanos presentes na superficie celular destes organismos ou
receptores celulares, impedindo o seu desenvolvimento.

As lectinas s&o incapazes de se ligar aos glicoconjugados presentes nas
membranas dos fungos ou penetrar em seus citoplasmas, devido a parede celular
presente nesses organismos (YAN et al., 2015). No entanto, essas moléculas podem

atuar indiretamente por meio da ligacdo aos carboidratos presentes na superficie
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das paredes celulares dos fungos (WONG et al., 2010), como a quitina, afetando o
seu crescimento.

Vaérias lectinas vegetais possuem atividade antifungica, compreendendo
dois grupos principais: um grupo de merolectinas que possui um simples dominio de
ligacdo a quitina e um um segundo grupo formado por quimerolectinas compostas
por um dominio de quitinase de classe |, além do dominio de reconhecimento a
carboidratos (CRD) (WONG et al., 2010). Como exemplo, tém-se a lectina ligante a
quitina obtida de raizes da espécie Urtica dioica L., que impede o crescimento de
fungos das espécies Botrytis cinerea, Trickoderma hamatum e Pkycomyces
blakesleeanus (BROEKAERT et al., 1989).

Outro importante papel das lectinas esta associado a capacidade dessas
proteinas em atuar contra insetos e herbivoros, através da interagdo com glicanos
presentes no trato digestivo e exoesqueleto desses animais, influenciando em sua
sobrevivéncia e crescimento (POVINELI, KLFILHO, 2002; INGALE; HIVRALE, 2013).
As lectinas ligantes a quitina do arroz (Oryza sativa L.) e da urtiga (Urtica dioica L.)
inibem o crescimento larvario do caruncho do feijdo (Callosobruchus maculatus).
Muitas lectinas obtidas de diferentes fontes demonstram essa propriedade contra
uma grande variedade de pestes que afetam culturas vegetais como arroz, trigo,
tabaco e tomate (INGALE; HIVRALE, 2013).

O conhecimento das diferentes propriedades das lectinas vegetais
permitiu a aplicagdo destas moléculas em uma variedade de atividades bioldgicas,
que incluem desde atividade antiviral, inseticida, antimicrobiana, anti-tumoral,
atividade pro e anti-inflamatoria, tipagem sanguinea, estimulagdo mitogénica, dentre
outras, sendo utilizadas como valiosos instrumentos em pesquisas nas areas da
agricultura, médicas e bioldgicas (POVINELI, KLFILHO, 2002; INGALE; HIVRALE,
2013).

3.1.3 Classificagao estrutural de lectinas

A ampliacdo do conhecimento das sequéncias e estruturas dessas
proteinas tém revelado a existéncia de lectinas evolutivamente relacionadas ou néo,
que podem ser reunidas em diferentes grupos ou familias. De maneira mais
abrangente, as lectinas podem ser classificadas de acordo com sua especificidade a

carboidratos em dois grupos principais: aquelas que s&o capazes de reconhecer



25

exclusivamente monossocarideos, categorizadas em seis grupos, como as ligantes
a (i) glicose/manose (Man/Glc), (ii) N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc), (iii) L-fucose (L-
Fuc), (iv) galactose (Gal), (v) N-acetil-D-galactosamina (GalNac) e (vi) acido N-
acetilneuraminico ou acido sialico (NeuNAc) (SHARMA et al., 1998; KUMAR et al.,
2012). E um segundo tipo de lectinas que reconhece apenas oligossacarideos
especificos (SHARON; LIS, 2003; KUMAR et al., 2012), como por exemplo glicanos
do tipo oligomanose presentes em glicoproteinas, como na glicoproteina gp120 do
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (BOTOS et al., 2002).

Uma segunda classificag&o utilizada também agrupa essas moléculas em
dois tipos: as lectinas do tipo | sdo categorizadas de acordo com as semelhancgas
estruturais e evolutivas de suas sequéncias, como por exemplo as dependentes de
célcio (tipo C) e as de leguminosas (tipo L). As do tipo Il compreendem proteinas
semelhantes a lectina, com relacdo evolutiva ausente, como as anexinas e
pentraxinas (KUMAR et al., 2012).

Independetemente de sua classificagcdo, a especificidade das lectinas é
determinada a partir de uma pequena sequéncia de aminoacidos presente em suas
cadeias polipeptidicas, denominada de dominio de reconhecimento a carboidratos
(CRD). A habilidade de algumas lectinas em aglutinar eritrocitos ou de interagir com
carboidratos complexos resulta da presenga de dois ou mais CRDs em sua estrutura
(KUMAR et al., 2012). Este dominio permite que a ligagdo dessas moléculas com
carboidratos simples ou complexos ocorra de maneira reversivel e ndo covalente
(SINGH; SARATHI, 2012).

O vasto conhecimento de numerosas lectinas vegetais permitiu a
categorizagdo destas proteinas em quatro grupos principais de acordo com seus
CRDs em: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (FIGURA 1)
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995). As merolectinas apresentam um unico CRD que
reconhece agucares simples e ndo sdo capazes de causar hemaglutinagdo ou
precipitar gliconjugados, como por exemplo, a proteina heveina presente no latex da
seringueira (Hevea brasiliensis Willd. Ex A. Juss), ligante a quitina (VAN PARJIS et
al., 1991).
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Figura 1 — Classificacdo estrutural de lectinas vegetais de acordo com seus sitios cataliticos.
Representacdo esquematica de merolectinas (Heveina PDB: 1Q9B), hololectinas (ConBr PDB: 3JU9),
quimerolectinas (PPL-2 PDB: 2GJS) e superlectinas.

Merolectina Hololectina Quimerolectina

ss §§

Superlectina
@ = Dominios de ligagio a carboidratos

e

== = Dominio catalitico

Fonte: PEREIRA-JUNIOR, 2011.

As hololectinas apresentam dois ou mais dominios de ligagdo a
carboidratos idénticos ou parecidos e s&o capazes de aglutinar células e/ou
precipitar glicoconjugados. Essas lectinas s&o conhecidas como aglutininas
verdadeiras, sendo encontradas principalmente em lectinas obtidas de sementes de
leguminosas, como as pertencentes aos géneros Canavalia e Dioclea.

As quimerolectinas sao compostas por pelo menos um dominio de
reconhecimento a carboidratos e outro dominio com atividade bioldgica distinta, e
sua capacidade de hemaglutinacdo depende do numero de CRDs encontrados em
sua sequéncia. Como exemplo, a lectina obtida a partir de sementes de Parkia
platycephala Benth possui um sitio catalitico com atividade endoquitinasica, além do
dominio de ligagao a carboidratos (CAVADA et al., 2006).

Por fim, as superlectinas sdo compostas por dois dominios ou mais de
reconhecimento a carboidratos, capazes de reconhecer agucares estrutural e
funcionalmente diferentes. Sdo exemplo de superlectinas, a lectina do bulbo de
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tulipa (TxLC1), que reconhece manose e N-acetil-D-galactosamina (VAN DAMME et
al., 1996) e a lectina BC2L-C obtida a partir de Burkholderia cenocepacia, que se
liga de maneira independente a gliconjungados de manose/heptose e epitopos de
eritrécitos humanos fucosilados (SULAK et al., 2011).

Van Damme e colaboradores (1998) também propuseram um segundo
sistema de classificagcdo para as lectinas vegetais, baseado em estudos de
semelhancgas estruturais e evolutivas, que as subdivide em sete principais familias:
lectinas de leguminosas; lectinas de monocotiledéneas ligantes a manose; lectinas
ligantes a quitina contendo dominios heveinicos; proteinas inativadoras de
ribossomos tipo Il (RIP tipo 2); lectinas relacionadas a jacalina; lectinas de floema de

Curcubitaceae e lectinas de Amaranthaceae (FIGURA 2).

Figura 2 — Classificagdo das lectinas vegetais em familias evolutivamente relacionadas. A: Lectinas
de leguminosas (ConBr, cédigo PDB 3JU9); B- Lectina ligante a quitina composta por dominios
heveinicos (Heveina, cdédigo PDB 1HEV); C- Lectinas de monocotiledoneas ligantes a manose (GNA,
coédigo PDB 1NIV); D- RIP do tipo Il (Abrina, cédigo PDB 2ZR1), E- Lectinas relacionadas a jacalina
(PPL-1, cédigo PDB 1ZGR), F- Lectina da familia da Amarantina (ACA, cédigo PDB 1JLY).

Fonte: ALMEIDA, 2016.

Como exemplos de lectinas incluidas nessa classificacdo, tém-se: a

lectina Concanavalina A (ConA) de leguminosa (Canavalia ensiformis), que se liga a
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residuos de glicose/manose; a aglutinina de soja (Glycine max) (SBA), também
conhecida como lectina de soja (SBL), que se liga a N-acetil-D-
galactosamina/galactose; a lectina de tojo (Ulex europaeus) que se liga a L-fucose; e
a aglutinina de gérmen de trigo com dominio heveina (WGA) que se liga a N-acetil-
D-glicosamina (DE HOFF; BRILL; HIRSCH, 2009).

3.2 Lectinas de leguminosas

As leguminosas (Fabaceae) compreendem a terceira maior familia de
angiospermas, formada por cerca de 751 géneros e 19.500 espécies, dividida em
trés subfamilias denominadas de Papilionoideae (Faboideae), Caesalpinoideae e
Mimosoideae (BRUNEAU et al., 2013). Dentre estas, a subfamilia Papilionoideae é
a mais diversa, formada por aproximadamente 13.800 espécies, 478 géneros e 28
tribos, distribuidas amplamente pelo mundo, como florestas tropicais, savanas,
florestas sazonalmente secas e regides temperadas (WOJCIECHOWSKI, 2013).
Esta subfamilia inclui representantes herbaceos, arbustivos, lianescentes ou
arboreos, com a presenca de flores papilionadas e diferentes tipos de frutos
(legume, lomento, sdmara ou dupra) e sementes (SAO-MATEUS et al., 2013).

As espécies pertencentes a este grupo se destacam também devido a
sua importancia econOmica para a agricultura e industria alimenticia, como por
exemplo, a soja (Glycine max (L.) Merr.), o feijao culinario (Phaseolus L. spp. e Vicia
faba L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), lentilha (Lens culinaris Medik.), grdo de
bico (Cicer arietinum L.), ervilha (Pisum sativum L.), bem como culturas forrageiras
como alfafa (Medicago sativa L.), trevo (Trifolium L.) e leucena (Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit) (BRUNEAU et al., 2013; CARDOSO et al., 2012; 2013).

Dentre as lectinas vegetais, as lectinas de leguminosas compreendem a
familia de proteinas mais bem estudadas até o presente momento, com o maior
numero de proteinas ja isoladas (NASCIMENTO et al., 2012), devido principalmente
a abundancia e importdncia econOmica dessas espécies. Estas lectinas
compartilham um alto grau de similaridade estrutural com distintas especificidades a
carboidratos (TEIXEIRA et al., 2012).

A maioria das lectinas de leguminosas sao sintetizadas com um peptideo
sinal e direcionadas para a via de secreg¢ao para os compartimentos vacuolar e
extracelular (LANNOO; VAN DAMME, 2010). A sintese destas proteinas,
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especialmente as lectinas da subtribo Diocleinae, inicia no reticulo endoplasmatico
rugoso na forma de pré-pro-lectina, compreendendo uma proteina precursora
composta por um peptideo sinal (20 a 30 residuos de aminoacidos) localizado na
regido N-terminal, duas cadeias polipetidicas (B e y), uma cadeia intermediaria que
sera glicosilada ainda no reticulo endoplasmatico e um peptideo sinal na regido C-
terminal. Essa glicosilagdo corresponde a uma unidade oligomanose N-ligada a um
pentadecapeptideo interno, que é excisado durante a maturacéo.

Apds a clivagem do peptideo sinal N-terminal, a pré-proteina passa por
um novo processamento proteolitico no complexo de Golgi, em que uma
endopeptidase remove o peptideo sinal na regido C-terminal e da cadeia
intermediaria, tornando-a deglicosilada e ativa. As cadeias B e y livres sdo entao
religadas em uma posigao invertida em relagdo ao precursor inicial, formando a
cadeia a madura, processo conhecido como permutacdo circular (CARRINGTON;
AUFFRET; HANKE, 1985; SHARON; LIS, 2007) (FIGURA 3).

Figura 3 — Processamento pds traducional durante a biossintese da lectina de Canavalia ensiformis e
de outras lectinas da subtribo Diocleinae.
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Fonte: SANTIAGO et al., 2014.

As lectinas de leguminosas sdo geralmente compostas por subunidades,
idénticas ou ndo, que variam de 2 a 4 monémeros, com massa molecular em torno
de 25 a 30 kDa, compostas por uma cadeia polipeptidica simples com cerca de 250

aminoacidos, cuja unido é estabelecida por interagdes n&o covalentes como pontes



30

de hidrogénio, interagcdes hidrofobicas e eletrostaticas (ALMEIDA, 2016). Cada
subunidade apresenta um unico sitio de ligacdo a carboidratos e pequenas
alteragcdes em suas sequéncias de aminoacidos podem dar a origem a modos
variados de associagdo quartenaria, embora as suas estruturas terciarias sejam
praticamente idénticas (SINHA et al., 2007).

As estruturas dos monbémeros de diferentes lectinas vegetais sao
extremamente similares, constituidos principalmente de folhas B (SINHA et al.,
2007). Essa estrutura foi primeiramente demonstrada em lectinas de Concanavalina
A, em que cada mondmero é formado por duas folhas 3 antiparalelas, uma com seis
fitas B (atras) e outra com sete fitas B (frente), conectadas por uma outra folha de
cinco fitas B (superior), gerando uma estrutura conhecida como B-sanduiche ou
motivo “jellyroll’, também referido como ‘“lectin fold” (SRINIVAS et al., 1996;
HAMELRYCK, 1998) (FIGURA 4).

Figura 4 — Estrutura de um mondmero das lectinas de leguminosas. A esquerda tém-se a estrutura
esquematica de um mondémero, composto por duas folhas principais antiparalelas, uma com seis fitas
B (folha traseira) e outra com sete fitas 3 (folha frontal), conectadas por uma outra folha de cinco fitas
B (folha superior), gerando uma estrutura conhecida como B-sanduiche ou motivo “jellyroll’. A direita,
demonstra-se os dois sitios hidrofébicos que estabilizam a estrutura da lectina de Centrolobium
tomentosum (CTL) complexada com metil-dimanosideo (PDB 5EYX).
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Fonte: ALMEIDA, 2016.

Em sua maioria, as lectinas de leguminosas sdo formadas por dimeros
candnicos ou por tetrAmeros formados pela unido de dimeros, com os tetrdmeros

apresentando duas interfaces semelhantes as interfaces dos dimeros. Algumas



31

lectinas de leguminosas exibem uma oligomerizagdo dependente de pH (CALVETE
et al., 1999; NAGANO et al., 2008).

A dimerizagao inicial ocorre pela associagao lado a lado das seis 3 folhas
traseiras para formar uma folha contigua de 12 fitas (SINHA et al., 2007).
Aminoacidos como aspartato e asparagina sao altamente conservados nas folhas 3,
apresentando importante papel no reconhecimento a carboidratos e participando nas
ligagdes de hidrogénio com o agucar (INGALE; HIVRALE, 2013).

O sitio de ligagdo a carboidratos esta localizado no lado céncavo do B-
sanduiche, compreendendo residuos de aminoacidos altamente conservados,
formando varios “loops” com diferentes graus de variabilidade (SHARMA; SUROLIA,
1997). As conformagdes destes loops sdo determinadas pela presencga de ions de
metais, como o calcio e o manganés, ambos coordenados por cadeias laterais de
pelo menos quatro aminoacidos e duas moléculas de agua (BOUCKAERT et al.,
2000; LORIS et al., 1998).

O reconhecimento das lectinas vegetais por carboidratos € reversivel e a
remocao dos ions metalicos resulta em importantes mudancas conformacionais, até
mesmo a perda da capacidade da lectina de se ligar a carboidratos. A ligagdo dos
acgucares aos CRDs de lectinas ocorre portanto através de ligagdes de hidrogénio,
ligagcdes coordenadas por metais, ligagdo de van der Waals, além de interagbes
hidrofébicas (KOMATH, 2006).

Além do sitio de ligacdo a carboidratos, as lectinas de leguminosas
possuem uma regido estrutural hidrofébica altamente conservada, que permite a
interacdo dessas proteinas com outros tipos de moléculas, tais como auxina,
fitohormbnios (KOMATH, 2006), adenina (HAMELRYCK et al., 1998) e &cido a-
aminobutirico (DELATORRE et al., 2007), o que reforca o envolvimento dessas

proteinas em diferentes papéis bioldgicos importantes.

3.2.1 Lectinas da tribo Dalbergieae

A maioria das lectinas de leguminosas ja isoladas e estudadas s&o
membros da subfamilia Papilionoideae (MANN et al.,, 2001). Esta subfamilia
apresentou uma recente reorganizacdao em diversos clados de acordo com estudos
de filogenia molecular, sendo a tribo Dalbergieae correspondente a um clado

monofilético denominado de Dalbergioide, no qual foram incluidos alguns géneros,
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como Arachis, Adesmia e Aeschynomene (BRUNEAU et al., 2013; CARDOSO et al.,
2013; LAVIN et al., 2001).

As espécies pertencentes ao clado Dalbergidide apresentam como
principal caracteristica morfolégica a presenga de nddulos radiculares do tipo
aeschynomenoides (BRUNEAU et al., 2013), que s&o ausentes em espécies do
género Andira e Vatairea, permitindo a reorganizagdo destas em clados externos,
como sugerido por CARDOSO e colaboradores (2013). Entretanto, a relacéo entre
estes géneros ainda permanece obscura em estudos de filogenia molecular
(BRUNEAU et al.,, 2013), levando diversos autores a considerarem os géneros
Andira e Vatairea ainda como pertencentes a tribo Dalbergieae. Diversas lectinas de
exemplares da tribo Dalbergieae foram purificadas e caracterizadas quanto a suas
especificidades, bem como quanto a suas possiveis atividades bioldgicas,
exemplificadas na tabela a seguir (TABELA 01).

Os resultados até entdo obtidos para a tribo Dalbergieae sugerem a
existéncia de pelo menos dois grupos de lectinas, que podem ser categorizados de
acordo com suas diferentes especificidades. Em sua maioria, as lectinas da tribo
Dalbergieae apresentam especificidade pelos agucares glicose/manose e sao
constituidas por uma unica cadeia polipeptidica, contendo um sitio Unico de
glicosilagédo e um peptideo sinal, sem evidente existéncia de processamento pods-
traducional. Ja o segundo grupo € formado por lectinas que compartilham
caracteristicas como a especificidade por galactose e seus derivados, como as do
género Vatairea, proteinas estas constituidas por pelo menos trés cadeias
polipeptidicas (a, B e y) e dois sitios de glicosilacdo (VASCONCELOQOS et al, 2015).
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Tabela 01 — Lectinas de Dalbergieae e suas especificidades. A tabela demonstra uma lista de
espécies pertencentes a tribo Dalbergieae que ja tiveram suas lectinas isoladas e caracterizadas
quanto a sua especificidade. Os agucares listados foram abreviados em: Man/Glc (glicose/manose);
Gal (galactose); Alpha MM (metil a- manosideo); Lac (lactose); Celo (celobiose); GIcNAc (N-
acetilglicosamina); GalNAc (N-acetilgalactosamina).

Espécie Especificidade | Referéncia

Andira fraxinifolia (Benth.) Man/Glc RANGEL et al., 2009
Andira surinamensis (Bondt.) Man/Glc NOBRE, 2012

Andira anthelmia (Vell.) Benth Man/Glc NASCIMENTO et al., 2015
Arachis hypogaea L. Gal LOTAN et al., 1975
Arachis hypogaea L. Alpha MM SINGH; DAS, 1994
Arachis hypogaea L. Lac/ Celo SINGH; DAS, 1994
Lonchocarpus araripensis GIcNAc PIRES et al., 2008
Lonchocarpus capassa Gal/GalNAc JOUBERT et al., 1986
Lonchocarpus sericeus GIcNAc ALENCAR et al., 1999
Centrolobium microchaete (Mart. ex Man/Glc VASCONCELOS et al, 2015
Benth.)

Centrolobium tomentosum Man/Glc ALMEIDA et al., 2016
(Guillem.ex. Benth)

Machaerium acutifolium Benth GIcNAc BEZERRA et al., 2003
Platymiscium floribundum Vogel Man/GIcNAc PEREIRA-JUNIOR et al., 2012
Platypodium elegans Vogel Man/Glc BENEVIDES et al., 2012
Pterocarpus angolensis Man/Glc LORIS et al., 2003
Pterocarpus rotundifolius Man/Glc MARONDEDZE et al., 2004
Vatairea guianensis Aubl. Gal/GalNAc SILVA et al., 2012

Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke | Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998

Além das lectinas do género Vatairea, uma lectina obtida da espécie
Arachis hypogeae (LOTAN et al., 1995) pode também ser inserida nesse grupo,
embora apresente caracteristicas diferenciadas, como a presenca de apenas duas
cadeias polipeptidicas (a e B) e um processamento pds-traducional semelhante a
lectina convanavalina A, como demonstrado por YOUNG e colaboradores (1991).

E importante destacar a possivel existéncia de um terceiro grupo ainda

nao bem caracterizado, que inclui lectinas que apresentam especificidade por N-
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acetilglicosamina (GIcNAc), como demonstrado para a lectina de Machaerium
acutifolium, Lonchocarpus araripensis, Lonchocarpus sericeus e Platysmicium
floribundum.

As lectinas de Arachis hypogaea foram uma das primeiras relatadas na
literatura para a tribo Dalbergieae. Nesta espécie é possivel isolar mais de um tipo
de lectina, dependendo do tecido/orgado escolhido, sendo uma lectina especifica a
galactose e seus derivados (PNA) encontrada nas sementes (LOTAN et al., 1995) e
duas lectinas especificas respectivamente a metil a-manosideo (SL-lI) e
lactose/celobiose (SL-1l) encontradas no caule (SINGH; DAS, 1994).

A PNA é a lectina mais bem estudada e de maior apelo biotecnoldgico
dentre as lectinas isoladas de Arachis. Esta proteina corresponde a um
homotetramero de 110 kDa, formado por 4 subunidades de aproximadamente 27-28
kDa, sendo cada uma constituida de um sitio de ligacdo a carboidratos especifico
para derivados de D-galactose, sejam estes a ou B galactosideos (LOTAN et al.,
1975). No entanto, ensaios de inibicdo com a lectina PNA nativa, bem como com o
seu precursor expresso em Escherichia coli, demonstraram a maior afinidade desta
lectina pelo dissacarideo Gal(B1-3)GalNAc, principal constituinte dos antigenos T e
Tn (LOTAN et al., 1975; RODRIGUEZ-ARANGO et al., 1992).

A especificidade de PNA pelo antigeno T também pdde ser evidenciada
através da obtencdo da estrutura tridimensional desta lectina em complexagao com
o referido antigeno (RAVISHANKAR et al.,, 1997). Os antigenos T/Tn estéo
principalmente presentes na superficie de células tumorais malignas e timdcitos
imaturos (SHARMA,; VIJAYAN; SUROLIA, 1996), o que torna a PNA uma potencial
ferramenta utilizada como marcador para a histoquimica do cancer (SOUSA et al,
2015), como demonstrado pela sua atual comercializagdo em complexagédo com
diferentes corantes por diferentes empresas (GeneTex®; Sigma-Aldrich®; Vector
Laboratories®).

Dentre as lectinas do género Vatairea, a lectina de sementes de Vatairea
macrocarpa (VML) € a mais bem estudada, correspondendo a uma proteina ligante
a galactose/N-Acetilgalactosamina, formada por 4 subunidades, sendo duas maiores
de 34 e 32 kDa e duas menores de 22 e 13 kDa, que formam um tetramero em
solugao independente do pH (CALVETE et al., 1998; RAMOS et al., 2000).

Diversos trabalhos tém demonstrado os diferentes efeitos bioldgicos

causados por VML, que incluem a indug¢ao de infiltragdo de leucdcitos em edema de
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pata (ALENCAR et al., 2007), liberagdo de mediadores quimiotaticos por macréfagos
(ALENCAR et al., 2007), aumento da resisténcia vascular renal, filtragdo glomerular
e fluxo urinario (MARTINS et al., 2005) e migragao de neutrofilos in vivo (ALENCAR
et al., 2007). Além disso, VML se destaca devido a sua notavel capacidade de
reconhecer antigenos Tn (DAM et al., 2007), demonstrada através da resolugao de
sua estrutura tridimensional em complexagao com este ligante (SOUSA et al., 2015).

Do mesmo modo que a VML, a lectina de Vatairea guianensis (VGL)
apresenta especificidade a galactose/N-Acetil-galactosamina, sendo diferenciada de
acordo com seu perfil eletroforético em uma proteina composta por uma dupla
banda de 30-32 kDa, denominada de cadeia a, e duas bandas menores de 18 e 15
kDa respectivamente correspondentes a cadeia B e y (SILVA et al., 2012).

Estudos com a VGL demonstraram a capacidade desta lectina em induzir
a inflamagcdo de maneira aguda em ensaios de edema de pata e peritonite,
associada a elevagdo da migragcdo de leucocitos para a cavidade peritonial
(DOMINGOS, 2014), sua potencial atividade neuroprotetora frente a neurotoxicidade
glutamatérgica in vitro em hipocampos de ratos (JACQUES, 2012), bem como seu
efeito relaxante in vitro em aortas endotelizadas de ratos, envolvendo a participagao
do oxido nitrico e do CRD da lectina (SILVA et al., 2012).

Lectinas da tribo Dalbergieae ligantes a N-acetilglicosamina também
tiveram suas atividades biolégicas demonstradas, como a lectina de Lonchocarpus
sericeus (LSL), que desencadeou uma diminuigdo na resposta inflamatéria e na
colonizagao bacteriana em um quadro de peritonite infecciosa em ratos (ALENCAR
et al., 2005) e diminuicdo da migragao leucocitaria e hipernocicepgdo mecanica
(NAPIMOGA et al., 2007). Uma outra lectina deste género ligante a GIcNAc, obtida
de sementes de Lonchocarpus araripensis (LAL), demonstrou possuir agéo
antinociceptiva em camundongos (AMORIM, 2013) e antiinflamatéria em modelos de
edema de pata e peritonite em ratos (PIRES et al., 2016).

Outras lectinas da tribo ligantes a manose também foram caracterizadas e
tiveram suas atividades biolégicas demonstradas, como a lectina de Centrolobium
tomentosum (CTL), que apresentou um efeito inflamatério agudo em modelos de
edema de pata em ratos (ALMEIDA et al., 2016) e a lectina de Andira anthelmia
(AAL), que demonstrou um efeito analgésico envolvendo o dominio de
reconhecimento a carboidratos (NASCIMENTO et al., 2015).
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Apenas algumas lectinas da tribo Dalbergieae tiveram suas estruturas
tridimensionais determinadas: como exemplos de lectinas ligantes a manose, a
lectina de Pterocarpus angolensis (PAL) (LORIS et al., 2003, 2004); Platypodium
elegans recombinante (PELa) (BENEVIDES et al., 2012), Centrolobium tomentosum
(CTL) (ALMEIDA et al., 2016) e a lectina de Vatairea macrocarpa (VML) (SOUSA et
al., 2015). Estas proteinas compartilham caracteristicas que sdo conservadas entre
as demais lectinas de leguminosas, embora pertengcam a uma tribo considerada
como uma das mais primitivas dentre as Papilionoideae.

O conhecimento do perfil estrutural dessas proteinas permitiu a
proposi¢cao de um modelo de processamento pds-traducional peculiar, que difere da
permutacdo circular demonstrada para a subtribo Diocleinae. Este modelo foi
proposto por Calvete e colaboradores (1998), utilizando como exemplo a lectina de
Vatairea macrocarpa, no qual foi demonstrado o envolvimento de uma aspariginil-
endopeptidase, responsavel pela geracdo de cadeias polipeptidicas que n&o sofrem
religagdo, mas que interagem entre si e sdo co-purificadas por cromatografia de
afinidade.

O processamento da lectina VML inicia com a cadeia a sofrendo uma
clivagem entre os residuos Asni14 e Lys11s, clivagem esta diretamente dependente
da deglicosilagdo do residuo Asni11. A partir dessa clivagem sdo gerados os
fragmentos y (N-terminal deglicosilado) e B (C-terminal glicosilado), com a possivel
formacdo de isoformas a partir do fragmento B, que pode ainda sofrer uma
deglicosilagdo no residuo Asniss seguido de um processamento N e C-terminal.
Esses fragmentos sédo reunidos por ligagdes ndo covalentes, gerando uma cadeia a
praticamente idéntica a ndo processada (FIGURA 5). Este tipo de processamento
ocorre de maneira semelhante em lectinas de uma tribo relacionada, denominada de
Sophoreae.

Portanto, estudos estruturais com lectinas da subtribo Dalbergieae séo
ainda necessarios, para permitir uma melhor compreensdo desse complexo
processamento, bem como das possiveis implicacbes na especificidade e funcao

das diferentes isoformas e glicoformas dessas lectinas.
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Figura 5 — Processamento pds traducional proposto para a lectina de Vatairea macrocarpa. Os pontos
de glicosilagao e clivagem sao simbolizados respectivamente pelo circulo preenchido e tesoura.
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3.2.3 Lectina de Platypodium elegans

O género Platypodium, compreende duas espécies de arvores
leguminosas de grande porte, sendo a Platypodium elegans Vogel conhecida
popularmente como uruvalheira, amendoim do mato ou faveiro. Esta espécie foi
registrada em todas as regides do Brasil, sendo nativa do cerrado e de areas de
transicdo entre cerrado e floresta estacional, encontradas em terrenos bem
drenados (LORENZI, 1998; FLORA DO BRASIL 2020).

Trabalhos anteriores realizados por BENEVIDES (2008) demonstraram a
existéncia de uma lectina especifica a manose/glicose em fragdes de sementes de
Platypodium elegans, bem como seu potencial fungicida e termiticida. No entanto, a
existéncia de diferentes isoformas nesta fracao lectinica desencadeava dificuldades

na caracterizagao funcional e estrutural de uma lectina para esta espécie.
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Para tanto, métodos alternativos de biologia molecular foram utilizados
por BENEVIDES (2012), como forma de produzir uma lectina recombinante em
sistemas heterdlogos. A estratégia adotada neste trabalho incluiu o isolamento do
gene a partir de RNAs mensageiros presentes em sementes de Platypodium
elegans, utilizando iniciadores desenhados a partir da sequéncia primaria de uma
lectina de uma espécie relacionada, a PAL de Pterocarpus angolensis. O gene
isolado de PELa foi ligado a um vetor do tipo pET e a transformagdo em cepas
bacterianas de expressao realizada, como forma de produzir esta proteina, seguida
de seu isolamento e caracterizagao.

A lectina de Platypodium elegans recombinante (rPELa), assim como
outras lectinas similares, demonstrou especificidade aos agucares glicose/manose,
no entanto diferentemente das demais, esta lectina apresentou afinidade também
por glicanos assimétricos demonstrado por métodos de glycan array e cristalografia
de raio X. A sequéncia de aminoacidos de rPELa foi deduzida a partir do cDNA
obtido, sendo composta por 261 aminoacidos e dois sitios preditos de N-glicosilagéo
(Asn-7 e Asn-127).

A lectina nativa de Platypodium elegans (PELa) foi posteriomente
purificada e caracterizada por ARARIPE e colaboradores (2017), compreendendo
uma lectina formada por 3 duplas bandas de 30, 19 e 10 kDa respectivamente, com
a notavel presenca de glicosilacdo. PELa demonstrou especificidade pelos agucares
glicose/manose, N-acetilglicosamina, a-metil-D-manopiranosideo e glicopiranosideo,
além da glicoproteina fetuina. Neste trabalho também foram demonstradas as
condi¢des oOtimas para a manutencao da atividade de PELa, que inclui temperaturas
de até no maximo 60 °C, bem como uma faixa de pH em torno de 6-10, com a
necessaria presenca de cations divalentes como Ca?* e Mn?*,

Assim como para outras lectinas da tribo, o efeito de PELa sob a
inflamacéo foi avaliado, no qual foi demonstrado que tanto a proteina nativa como a
recombinante podem induzir a um quadro proinflamatério, com a ativagcao de
macrofagos e liberacdo de mediadores inflamatdrios. No entanto, a lectina nativa
nao apresentou o mesmo efeito anti-edematogénico demonstrado pela rPELa, que
pode ser justificado pela presenga de residuos glicosilados na proteina nativa.

A presenca de glicosilagdo em lectinas pode causar modificagbes na
estrutura dos seus dominios de reconhecimento a carboidratos, assim influenciando

na acdo da mesma, bem como na sua capacidade de ativar a resposta imune em
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ratos de maneira diferenciada. Portanto, estudos adicionais com a lectina nativa de
Platypodium elegans sao necessarios, como forma de compreender a influéncia da
glicosilagdo sobre a estrutura e funcédo desta lectina. Para tanto, técnicas para a
obtencdo de modelos tridimensionais de proteinas podem ser utilizadas, como a

cristalografia de raios X.

3.3 Cristalografia de raios X

A analise de estruturas cristalinas utilizando a difragdo de raios X é um
dos métodos disponiveis mais avangados para obter informagdes estruturais de alta
resolucdo de macromoléculas biolégicas (ACHARYA; LLOYD, 2005). Esta técnica
permite a determinacdo espacial de todos os atomos que constituem uma
macromolécula, servindo como uma ferramenta fundamental no estudo estrutural de
proteinas (VERLI, 2014).

A cristalizacdo de proteinas surgiu na metade do século XIX, como uma
técnica inicialmente desenvolvida para o isolamento e determinagdo do grau de
pureza de proteinas, bem como para estudos das propriedades cataliticas de
enzimas. Apenas em 1958, com o trabalho de MaxPerutz e John Kendrew,
pesquisadores estes que receberam o prémio Nobel em Quimica em 1962 pela
determinacgao da estrutura tridimensional da mioglobina, a cristalografia passou a ser
reconhecida como uma ferramenta que tem como objetivo principal a determinagao
de estruturas tridimensionais de proteinas e seus complexos (MCPHERSON;
GAVIRA, 2004).

Atualmente, esta técnica é bastante robusta e composta por métodos
experimentais e computacionais bem desenvolvidos, que englobam o uso de
metodologias avangadas, como a expressao e purificacdo de proteinas, sistemas
automatizados e poderosas fontes de radiagdo sincroton, que permitiram a
determinacgao de estruturas de alto rendimento (ACHARYA; LLOYD, 2005).

A primeira e mais importante etapa da cristalizagao consiste na obtencéao
da proteina de interesse em quantidade e pureza suficientes para a realizacdo dos
ensaios. O teor de pureza recomendado para cristalografia de proteinas é superior a
95%. Portanto, a escolha adequada da fonte de proteinas (natural ou heterdéloga) e

das estratégias de purificagdo sdo determinantes.
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O isolamento de proteinas a partir de suas fontes naturais ainda é
bastante utilizado, embora dificuldades como a baixa concentracdo da proteina de
interesse nas células ou tecidos de escolha, além da presenca de isoformas ou
proteinas com modificagcdes pos-traducionais que podem ser encontradas e
implicam no aumento da heterogeneidade da amostra e consequentemente na nao
formacgao ou formagé&o de cristais de baixa qualidade (VERLI, 2014).

Dessa forma, a maioria das proteinas cristalizadas na atualidade sao
provenientes de fontes recombinantes, sendo obtidas a partir de diferentes sistemas
de expressdo (MCPHERSON; GAVIRA, 2004). Para tanto, o fragmento de DNA
responsavel pela codificagdo da proteina em estudo deve ser conhecido, adicionado
a vetores de expressédo e clonado em organismos hospedeiros que cedem suas
maquinarias celulares para a producao da proteina de interesse, incluindo bactérias,
fungos, plantas, células de insetos e de mamiferos. Além destes, sistemas de
expressao independentes de células hospedeiras (cell-free) também podem ser
utilizados (VERLI, 2014).

Apods a obtencdo da proteina pura, inicia-se a determinagdao das
condicdes ideais de cristalizacdo. Estas condigcdes sao complexas e multifatoriais, e
englobam diferentes parametros fisicos e quimicos, como por exemplo, temperatura,
presséo, tempo, pH, agentes precipitantes, forga ibnica, grau de supersaturacéo e
pureza da amostra (VERLI, 2014). Assim sendo, cada proteina cristaliza sob
condicdes especificas, que dependem diretamente das propriedades da mesma,
como a distribuicdo de cargas na superficie, presenca de regides flexiveis e
distribuicdo de conformagdes.

Basicamente, os métodos de cristalizacdo envolvem a mistura da solugao
pura de proteinas com diferentes solugbes de cristalizagdo contendo agentes
tamponantes, aditivos e agentes precipitantes variados. O uso de agentes
precipitantes, associado a um aumento na concentragcdo da solugao protéica através
da remocgao do solvente promove o deslocamento das moléculas para um estado de
supersaturacao, no qual pode se desenvolver uma fase amorfa ou cristalina. Neste
momento, a solugdo de proteina alcanga a zona de nucleagdo, onde podem se
formar nucleos correspondentes a agregados ordenados de proteina, e com a
diminuicdo da solubilidade da proteina, os nucleos atingem a zona metaestavel,
onde ocorrera o crescimento do cristal (DUCRUIX;GIEGE, 1992; VERLI, 2014).
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Varias técnicas podem ser utilizadas para a cristalizagdo de
macromoléculas, sendo o método de difusdo a vapor mais utilizado para proteinas
(HAMPEL et al., 1968). Este método baseia-se no equilibrio entre duas solugdes
através da fase de vapor em um sistema fechado (VERLI, 2014). Sendo assim,
primeiramente uma gota contendo a proteina a ser cristalizada € adicionada a uma
solugdo que contenha os componentes ideias para a cristalizagdo. Esta mesma gota
€ equilibrada contra um reservatério contendo a solucao ideal de cristalizacdo, a
uma concentragdo mais alta que na gota. Desta forma, o equilibrio prossegue por
meio da difusdo das espécies volateis (agua e solventes organicos), até que a
presséo de vapor na gota seja igual a pressédo de vapor no reservatorio.

Uma vez alcangado o equilibrio, com a troca do vapor de agua da gota
para o reservatorio, o volume da gota diminui € ha um aumento da concentracéo de
todos os constituintes da gota de cristalizacdo. As principais metodologia de
cristalizagdo por difusdo a vapor envolvem o uso de gotas suspensas, gotas

sentadas e em menor grau, gotas sanduiche (FIGURA 6).

Figura 6 — Métodos de cristalizagdo por difusdo a vapor. Uma gota (representada em azul claro)
contendo a proteina a ser cristalizada é adicionada a uma solugao ideal de cristalizagdo. No caso da
gota sentada ou assentada, esta é posicionada em suporte presente no reservatorio, enquanto que
na gota supensa, esta € mantida na parte superior do pogo. Estas gotas sdo equilibradas contra um
reservatorio contendo a solugdo do agente de cristalizacdo a uma concentragdo mais alta que na
gota. O equilibrio prossegue por meio da difusdo das espécies volateis (setas pontilhadas), até que a
pressao de vapor na gota se igual a pressdo de vapor no reservatério e a partir de entdo os cristais
sejam formados (representados em laranja).

Y Difusdo do
R i A<« GSolvente

- Reservatdrio

Gota Assentada Gota Suspensa

Fonte: VERLI, 2014.

Com o avanco do conhecimento das condicdes ideais de cristalizagao,
kits comerciais foram desenvolvidos, contendo numerosas condi¢oes com diferentes
tipos de agentes precipitantes em concentragbes variadas, tampdes, pHs e sais
(CARTER; CARTER, 1979). Uma vez determinada as condig¢des iniciais, € possivel
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otimizar as condi¢cdes de cristalizacdo para a obtengdo de melhores cristais, quanto
ao tamanho e forma (WOOH et al., 2003; JANCARIK; KIM, 1991). Os cristais ideais
apresentam um alto grau de ordenacéao interna, sendo compostos por repeticoes
translacionais de moléculas ou atomos em todas as diregdes.

Uma vez obtidos, os cristais serdo submetidos a difracdo de raios X e a
densidade eletrénica de cada atomo do cristal que interagir com a radiagdo sera
dispersada, gerando um padrao de difracdo caracteristico, que consiste em uma
série de reflexbes com diferentes intensidades (ACHARYA; LLOYD, 2005). A
posicdo de uma reflexdo contém as informacgdes sobre a geometria do grupo
espacial e da rede cristalina, enquanto que a intensidade (I) medida depende da
distribuicao da densidade eletrdonica na unidade assimétrica.

O padrao de difracdo de proteinas é tridimensional e reflete tanto a
simetria dos arranjos cristalinos quanto a organizag&o da proteina na célula unitaria,
que é definida como a unidade de repeticdo que constitui o cristal (VERLI, 2014). A
extensdo do padrdao de difracdo a partir de um cristal esta diretamente
correlacionada com seu grau de ordem interna e quanto maior a resolugéo a qual se
estende, mais estruturalmente uniformes sao as moléculas no cristal e mais precisa
€ a sua organizagao periédica (MCPHERSON; GAVIRA, 2004).

Para obter o padrao de difracdo, o cristal € girado em torno de um eixo
perpendicular ao feixe de raios X e os raios difratados sao coletados em um detector
capaz de gravar um grande numero de pontos (spots), com a geragado de varias
imagens, sendo cada uma delas correspondente a rotagdo de 0,2-1° grau. As
imagens obtidas sdo posteriormente indexadas e a determinag&o do grupo espacial,
dimensbdes e orientacdo da célula unitaria e mosaicidade estimados, através de
diferentes ferramentas de bioinformatica contidas em pacotes como o CCP4°. Esse
passo € importante para o planejamento de uma coleta de dados eficiente, que
minimiza o tempo e otimiza os resultados obtidos (SMYTH; MARTIN, 2000;
WLODAWER et al., 2013).

Algumas informagdes angulares sao inevitavelmente perdidas durante a
difracdo, caracterizando o chamado “problema da fase” (LI; HE; ZHANG, 2015;
WLODAWER et al.,, 2013). Para tanto, métodos como a substituicdo molecular
podem ser utilizados como forma de resolver o problema da fase, utilizando o
principio de que macromoléculas com alta homologia sequencial apresentem a

tendéncia de se enovelar de forma similar, servindo assim como modelo para a



43

obtenc&o de um conjunto de fases a ser refinado (ABERGEL, 2013; WLODAWER et
al., 2013).

Uma vez obtido o modelo preliminar, este deve ser refinado quanto as
posicdes atdmicas, de modo a encontrar uma melhor concordancia entre o modelo
proposto para a estrutura da molécula e a sua estrutural real. Todo o processamento
de refinamento € realizado com analises de correlacdo do Rractor, que € um fator de
correlagao entre o modelo atual e o real (HOLTON et al., 1992; MURSHDOQV et al.,
2011).

Estruturas com resolucdo menor que 2,0 A sdo consideradas resolvidas
quanto o valor do Rtactor atingir valores menores ou igual a 20%. Outro fator também
analisado, denominado de Rfee, corresponde a uma pequena porcentagem das
reflexdes que sio excluidas do refinamento e utilizadas como paradmetro de
comparagdo com O Riractor, € N&0 pode ultrapassar 5% (KARPLUS; DIEDERICHS,
2015; MORRIS et al., 2014).

Por fim, os modelos obtidos sdo validados quanto aos paradmetros
estruturais, como distancias ideais entre as ligagdes, angulos de ligagao, rotameros,
diagrama de Ramachandran, dentre outros. Apds esta etapa, os modelos finais s&o
depositados e disponibilizados nos bancos de dados, como o Protein Data Bank
(PDB).

A resolugao de estruturas tridimensionais tem gerado um grande impacto
em pesquisas na biologia, bioquimica e biotecnologia, possibilitando o conhecimento
evolutivo e funcional dessas moléculas, bem como fornecendo os conhecimentos
essenciais para aplicagcbes destas por exemplo, em desenhos racionais de
farmacos, na criagdo e descoberta de novas drogas e produtos farmacéuticos
(MCPHERSON; GAVIRA, 2004).

3.4 Dinamica molecular

Os estudos de cristalografia podem demonstrar de forma convincente o
importante papel que a flexibilidade de proteinas desempenha na interagdo com
seus ligantes, entretanto, isto pode requerer um alto custo e um trabalho extenso,
que podem ser substituidos por técnicas computacionais que possam prever 0s
movimentos das proteinas (DURRANT; MCCAMMON, 2011). Uma das principais

técnicas computacionais estabelecidas na atualidade para o estudo de farmacos e
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proteinas compreende a simulagdo de sistemas moleculares através da dinamica
molecular (HARVEY; DE FABRITIIS, 2012; NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008).

As simulagdes por dindmica foram inicialmente aplicadas na década de
80, em associacdo ao surgimento emergente de computadores potentes, para o
estudo da movimentagdo de proteinas e outros biopolimeros (SALSBURY, 2010).
Desde entdo, esta técnica tem-se desenvolvido, possibilitando a analise do
dobramento de proteinas na escala de microsegundos, bem como estudos de
predicdo de interagdes entre receptor ligante, dentre outros (PRONK et al., 2013).

Por definicdo, a dinamica molecular € um procedimento de simulagao que
consiste na computagdo da movimentagdo dos atomos em uma molécula ou de
atomos individuais em sodlidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de
movimento de Newton (VERLI, 2014). Esta técnica permite a visualizagdo do
comportamento molecular de uma determinada molécula, englobando propriedades
como conteudo de estrutura secundaria, orientacdo das cadeias laterais,
conformacéao de algas, bem como a energia de interagao entre diferentes moléculas,
em fungédo do tempo e da solugdo biolégica a qual ela se encontra (VERLI, 2014;
KARPLUS; MCCAMMON, 2002).

Em resumo, as simulagdes sdo uma maneira poderosa para fornecer
informagbes em resolugdo atdbmica sobre a forma como as moléculas de uma
proteina se movem e interagem com seus ambientes (VENDRUSCOLO; DOBSON,
2011). Atualmente, diversos programas estdo disponiveis para a realizagdo de
simulagdes de dinamica molecular, bem como diferentes campos de for¢ca. Cada
campo de forga corresponde a uma fungdo matematica que objetiva reproduzir
aspectos do comportamento molecular, que por sua vez sao calibrados (ou seja,
parametrizadas) para reproduzir o comportamento dos compostos de interesse.

No caso de sistemas biomoleculares, os campos de forca comumente
utilizados sdo o AMBER, CHARMM e GROMOS, que embora diferentes na forma de
parametrizagdo, geram resultados similares (SALSBURY, 2010; DURRANT,;
MCCAMMON, 2011). No entanto, o GROMACS compreende um dos pacotes de
programas mais utilizados, pois permite alcancar a maior eficiéncia de simulagao
possivel para pequenos e médios clusters que estao disponiveis em laboratérios de
pesquisa (PRONK et al., 2013).

Uma vez escolhido o campo de forga, € preciso determinar a estrutura

que sera utilizada durante as simulagdes, seja esta oriunda de modelagens teodricas,
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experimentos de cristalografia de raios X ou de ressonancia magnética nuclear, bem
como o solvente a ser utilizado (SALSBURY, 2010). Em todo caso, as interagdes
entre a estrutura e o solvente utilizados podem promover um aumento consideravel
nas repulsdes eletrostaticas entre os atomos, sendo necessaria a realizacdo de uma
minimizacdo de energia do sistema, para que haja uma diminuicdo da energia
potencial do mesmo e a conformagdo da molécula permaneca estavel durante toda
a simulagdo (NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008).

Outros aspectos como as condicdes periddicas de contorno, a
equilibragdo, amostragem, o tempo de integracdo e o calculo de interagbes né&o
ligadas devem ser considerados nas simulagbes de dinamica (VERLI, 2014).
Basicamente as condig¢des periddicas de contorno equivalem a formas geométricas
(geralmente cubicas) que mantém os atomos do sistema inseridos, sendo replicados
em todas as direcbes. Assim, o numero total de atomos na caixa central e no
sistema como um todo é conservado. Ja o periodo de equilibragdo, equivale ao
tempo gasto para o alcance do equilibrio termodinamico pelo sistema, sendo este
variavel e dependente do sistema em estudo (VERLI, 2014; NAMBA,; DA SILVA; DA
SILVA, 2008).

Apoés o alcance do equilibrio, é possivel entdo gerar as trajetérias da
dindmica molecular e calcular as diferentes propriedades para o sistema de
interesse (SALSBURY, 2010). O comportamento de uma proteina ao longo de uma
simulagcdo pode ser analisado atraves de diferentes ferramentas, que incluem o
RMSD, o RMSF, o raio de giro, distancias entre atomos ou grupamentos e a
evolucao do conteudo de estrutura secundaria em fungéo do tempo (VERLI, 2014).

O RMSD (desvio quadratico médio) € o principal indicador das
modificagdes de uma proteina ao longo da simulagao, que calcula a distancia média
entre os atomos de proteinas sobrepostas. Este pode ser calculado para todos os
atomos que compdem uma proteina, no entanto, geralmente se utiliza na avaliagéo
das modificacbes dos esqueletos peptidicos. Como demonstrado na FIGURA 7, os
valores de RMSD tendem a aumentar durante a simulacdo até o alcance do

equilibrio.
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Figura 7 — Representacdo grafica do desvio médio quadratico (RMSD) de uma proteina (lisozima) em
agua. O desvio quadratico médio (nm) & demonstrado em funcdo do tempo (ns) e expressa as
modificagdes sofridas pela proteina ao longo do tempo de simulacdo em relagdo a estrutura de
partida.
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Fonte: Adaptado de http://www.bevanlab.biochem.vt.edu/Pages/Personal/justin/gmx-

tutorials/lysozyme/lmages/rmsd_0_1.jpg

Em contrapartida, o RMSF (flutuagdo quadratica meédia) calcula a
variagao da posicdo dos atomos ou de residuos de aminoacidos individualmente
durante a simulacéo, indicando a flexibilidade do sistema. Portanto, é esperado que

valores maiores sejam observados para regides de algas e menores para hélices
(FIGURA 8).

Figura 8 — Representagido grafica da flutuacdo quadratica média (RMSF). A flutuagdo quadratica
média (nm) é demonstrada em fungao do tempo (ns) e expressa as variagdes de posi¢cao para cada
um dos residuos de aminoacidos que compdem a proteina em estudo.
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Fonte: Adaptado de http://ringo.ams.sunysb.edu/images/1/1b/Ubqg_rmsf_plot.jpg.



47

Além dos calculos citados, outras analises podem ser realizadas, como as
interagcbes das proteinas em complexo com seus ligantes, através do
acompanhamento do numero de ligagbes de pontes de hidrogénio entre estes ao
longo da simulagdo. As simulagbes por dinamica molecular assim permitem a
investigacao da estrutura e fungédo de biomoléculas e seus complexos, ao incorporar
flexibilidade a ambos, como ligantes e receptores, permitindo a compreensao da
interacédo entre eles (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008). Além disso, a redugao
nos custos e aumento do processamento computacional, bem como o melhoramento
dos programas e campos de forga disponiveis torna possivel a aproximagédo das
analises de dinamica por experimentos de bancada convencionais (VERLI, 2014).

3.5 Docking molecular

Uma segunda ferramenta computacional que tém recebido grande
destaque em pesquisas associadas a saude e a biotecnologia, como também na
descoberta de farmacos, € o atracamento molecular ou docking molecular. O
docking molecular pode ser definido como um método computacional que realiza a
predicdo da conformacédo e orientagdo de uma molécula ligante dentro do sitio alvo
de um receptor (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006; KITCHEN et al., 2004;
YURIEV; HOLIEN; RAMSLAND, 2015).

De maneira geral, as moléculas receptoras utilizadas nas simulagdes por
docking correspondem a proteinas isoladas ou oligbmeros protéicos e os ligantes a
pequenas moléculas ou outras proteinas (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003). Embora as
proteinas sejam os receptores mais comuns, moléculas como o DNA podem ser
moduladas por farmacos e também utilizadas como alvos de interesse (VERLI,
2014).

Os algoritmos do docking e as fungdes de pontuagdo sdo capazes de
gerar estruturas complexas de receptor-ligante (YURIEV; HOLIEN; RAMSLAND,
2015), possibilitando assim a predicdo do modo de ligagdo entre estes, além de
também estimar a afinidade entre um ligante e um receptor alvo (ALMEIDA, 2016;
VERLI, 2014). O grau de afinidade e de especificidade do ligante pela proteina sédo
definidos pelas caracteristicas fisico-quimicas e interagdes intermoleculares
existentes entre eles, que incluem as ligagdes de hidrogénio, as interagdes

provenientes do efeito hidrofébico, interagdes de van der Waals, interagdes
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eletrostaticas e ligagdes covalentes que podem ser formadas durante o processo de
interacao receptor-ligante (VERLI, 2014).

Em simulagbes de docking rigido, o algoritmo de pesquisa explora
diferentes posigdes para o ligante no local ativo do receptor, utilizando os graus de
liberdade de translagdo e de rotacdo (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003). O alto
desempenho dos algoritmos, associado ao aumento na poténcia dos computadores
possibilitou o ancoramento de milhares de ligantes de maneira simultdnea em uma
simulagédo por docking, o que o tornou extremamente util para a industria
farmacéutica, por permitir um screening de moléculas alvo de maneira efetiva e com
baixo custo (MENG et al., 2011; TAYLOR; JEWSBURY; ESSEX, 2002).

Atualmente existem diversos programas de docking molecular
disponiveis, de forma gratuita ou paga, que se diferenciam principalmente pelo
método de busca e pela fungdo de avaliagdo de afinidade empregada (VERLI,
2014). Independente do programa escolhido, é preciso primeiramente obter as
coordenadas das estruturas tridimensionais tanto do receptor quanto do ligante.

Para tanto, as estruturas das proteinas podem ser obtidas através de
técnicas de predicdo, como a modelagem molecular por homologia ou threading
(ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006), ou diretamente de bancos de dados como
o Protein Data Bank (PDB). Este banco é atualmente a maior fonte de estruturas de
proteinas resolvidas por metodologias experimentais como a cristalografia de raios X
e a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Assim como as proteinas, as estruturas
dos ligantes podem ser obtidos em diferentes bancos de dados, como o PUBCHEM.

Uma vez que se obtenha as estruturas dos receptores, € importante o
reconhecimento de seus sitios ativos, para o correto direcionamento da molécula
ligante e um docking eficiente. De maneira ideal, os algoritmos de amostragem
devem ser capazes de reproduzir interagdes entre o receptor-ligante de maneira
aproximada ao modo de ligagdo encontrado em condigdes experimentais (MENG et
al., 2011).

Durante a execugéo do docking, os receptores e ligantes sdo encaixados
e 0os complexos formados sao analisados por meio de calculos estatisticos e fungdes
de pontuacao, sendo estas pontuag¢des mais altas entre os complexos que mais se
aproximam das condi¢cbes experimentais. O objetivo da fungdo de pontuacédo é
delinear as posi¢des corretas das incorretas em um tempo de computacao razoavel

(MENG et al., 2011). Portanto, o docking molecular pode ser utilizado como uma
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ferramenta eficiente na compreensdo da afinidade entre lectinas e diferentes
agucares, bem como na exploragao de novos ligantes que possam ser reconhecidos
por estas proteinas.

Diversos trabalhos envolvendo lectinas e docking molecular sao
encontrados na literatura, como o realizado por POL-FACHIN (2017), que utilizou o
docking juntamente com simulagées de dindmica molecular para determinar a
especificidade, localizacado do sitio de reconhecimento a carboidratos e conformagao
das lectinas glicosilada e nao glicosilada da espécie Crataeva tapia (CrataBL).

NGUYEN e colaboradores (2016) demonstraram que a porgéo lectinica
de um recetor vegetal denominado DORN1 possuia capacidade de se ligar ao ATP
com alta afinidade. Além destes, a predicdo de afinidade entre lectinas e
carboidratos foi realizada em diversos trabalhos, como por exemplo, para a lectina
SSGL de Swartzia simplex (MARANHAO et al., 2017), DrfL de Dioclea reflexa
(PINTO-JUNIOR et al., 2017a), DIyL de Dioclea lasiophylla (PINTO-JUNIOR et al.,
2017b) e PBL de Parkia biglobosa e PPL de Parkia platycephala (BARI et al., 2016).

3.6 Nocicepgao

A dor é uma experiéncia complexa, que envolve nao somente a
transducao de estimulos ambientais nocivos, assim como também o processamento
cognitivo e emocional pelo cérebro (JULIUS; BASBAUM, 2001). Segundo a
Associacao Internacional para Estudo da Dor (IASP), a dor é definida como uma
experiéncia emocional, com sensacao desagradavel, associada a uma lesao tecidual
real ou potencial ou descrita em termo de tal les&o, que provoca reacdes protetoras
motoras que geram comportamento evasivo (MELZACK; LOESER, 1999; ALMEIDA,;
ROINZENBLATT; TUFIK, 2004; ZIMMERMAN, 2001).

Ao contrario de outros sinais sensoriais, a dor ndo é a expressao direta de
um unico sinal sensorial, mas sim o produto de um processamento elaborado pelo
cérebro de uma variedade de sinais neurais (VERMA; SHEIKH; AHMED, 2014).
Estes sinais desencadeiam comportamentos protetores e estimulos sensoriais que
chegam ao cérebro e assim podem ser percebidos como dolorosos (TRACEY,
2017).

Os mecanismos moleculares pelos quais os neurbnios sensoriais

primarios detectam estimulos que produzem a dor corresponde a um processo



50

conhecido como nocicepg¢do. A nocicepg¢ao € um mecanismo sensorial que permite
aos animais perceber e evitar estimulos prejudiciais aos tecidos, sendo fundamental
para a sobrevivéncia (TRACEY, 2017). A dor e a nocicepg¢ao tém pelo menos trés
funcdes definidas, que incluem: 1 - avisar o individuo da existéncia de uma lesao
tecidual real; 2 - avisar o individuo da probabilidade de que um dano tecidual esteja
prestes a ocorrer, através da percepcédo do estimulo potencialmente danoso e 3 -
advertir um grupo social do perigo, assim que este existir, para qualquer um de seus
membros (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

No entanto, a nocicepcdo e a dor compreendem diferentes processos,
sendo o primeiro referente a manifestagdes neurofisiologicas, geradas por estimulos
nocivos, enquanto que a dor envolve a percepcao de um estimulo aversivo e requer
a capacidade de abstracao e elaboragao do impulso sensorial (MELZACK; LOESER,
1999; ALMEIDA; ROINZENBLATT; TUFIK, 2004).

O mecanismo da nocicepcdo € baseado em neurbnios especializados,
chamados nociceptores, que detectam e respondem a formas prejudiciais de
estimulos presentes no ambiente, sendo excitados por calor, pressao intensa ou
substancias quimicas irritantes (JULIUS; BASBAUM, 2001; TRACEY, 2017). Estes
nociceptores podem ser classificados de acordo com a sua velocidade de condugéao
(rapida ou lenta), pelo diametro, quantidade de mielinizacao e tipos de estimulos que
eles respondem, podendo apresentar um carater polimodal (respondem a mais de
um estimulo) ou especializado em suas respostas (TRACEY, 2017).

Os nociceptores correspondem a terminagdes nervosas livres e
representam a parte mais distal dos neurdnios aferentes de primeira ordem, que
constituem fibras do tipo Ad e C. Os terminais nociceptivos de fibras C na pele tém
vesiculas contendo neuropeptideos tais como a substdncia P e o peptideo
relacionado com o gene