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RESUMO

Amplamente distribuidas na natureza, as lectinas compreendem um grupo heterogéneo de
proteinas de origem ndo imune, que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico capaz de
seletivamente reconhecer carboidratos, e interagir de maneira reversivel a aglcares livres ou
glicanos presentes em glicoproteinas ou glicolipideos, sem alterar suas estruturas. As lectinas
mais estudadas sdo de origem vegetal, principalmente da familia Leguminosae. Dentro desta
familia destacam-se as tribos Phaseoleae, Vicieae e Dalbergieae pertencentes a subfamilia
Papilionoideae. Dentre as lectinas da tribo Dalbergieae, podemos destacar uma lectina com
afinidade de ligacéo a N-acetil-o-galactosamina/p-galactose extraida de sementes de Vatairea
guianensis (VGL) que apresentou efeito vasodilatador in vitro com mecanismo envolvendo
oxido nitrico. Algumas lectinas desta mesmo tribo ja estdo caracterizadas bioquimicamente,
mas apenas as lectinas de Pterocarpus angolensis, Centrolobium tomentosum, Platypodium
elegans, Arachis hypogaea e Vatairea macrocarpa tém suas estruturas. Os estudos estruturais
de lectinas séo utilizados como ferramentas para compreender de que forma essas proteinas se
comportam nos varios processos fisiologicos. Para as lectinas que ainda ndo possuem suas
estruturas cristalograficas resolvidas, a Bioinformatica ganha destaque utilizando
metodologias que realizam uma predi¢cdo da estrutura tridimensional destas proteinas em
complexo com os seus ligantes. Considerando que estudos estruturais com estas proteinas
ainda sdo poucos, o presente trabalho teve por objetivo predizer a estrutura, estudar a
afinidade e as interacGes da lectina de sementes de Vatairea guianensis em complexo com
diferentes glicanos aplicando técnicas de bioinforméatica, como modelagem por homologia e
docking molecular, além de investigar o seu efeito inflamatério in vivo. O modelo de VGL foi
obtido por homologia com a lectina de Vatairea macrocarpa (VML) e demonstrou
caracteristicas comuns das lectinas de leguminosas e a analise da interacdo proteina-ligante
revelou interacdes favoraveis com N-acetil-o-galactosamina, bp-galactose e acUcares
relacionados, bem como varios N- e O-glicanos, biologicamente relevantes. O teste in vivo
edema de pata revelou que a VGL induz o efeito edematogénico envolvendo prostaglandinas,
interleucinas e o dominio de reconhecimento a carboidratos da lectina. Conjuntamente, esses
dados corroboram com trabalhos ja reportados em que VGL interage com N- ou O-glicanos
de moléculas alvo, particularmente nos que apresentam galactosideos em sua estrutura,

contribuindo para o efeito inflamatério da lectina.

Palavras-chave: Vatairea guianensis. Lectina. Modelagem molecular. Docking molecular.
Inflamacdo.



ABSTRACT

Widely distributed in nature, lectins comprise a heterogeneous group of proteins of
nonimmune origin, having at least one non-catalytic domain capable of selectively
recognizing carbohydrates, and interacting reversibly to free sugars or glycans present in
glycoproteins or glycolipids, without altering Structures. The most studied lectins are of
vegetable origin, mainly of the family Leguminosae. Within this family stand out the tribes
Phaseoleae, Vicieae and Dalbergieae belonging to the subfamily Papilionoideae. Among the
lectins of the Dalbergieae tribe, we can highlight a lectin with binding affinity to N-acetyl-D-
galactosamine / D-galactose extracted from Vatairea guianensis (VGL) seeds that presented
vasodilator effect in vitro with mechanism involving nitric oxide. Some lectins from this same
tribe are already characterized biochemically, but only the lectins of Pterocarpus angolensis,
Centrolobium tomentosum, Platypodium elegans, Arachis hypogaea and Vatairea macrocarpa
have their structures. Structural studies of lectins are used as tools to understand how these
proteins behave in the various physiological processes. For lectins that do not yet have their
crystallographic structures resolved, Bioinformatics is highlighted using methodologies that
predict the three-dimensional structure of these proteins in complex with their ligands.
Considering that structural studies with these proteins are still few, the present work had the
objective to predict the structure, to study the affinity and the interactions of the lectin of
Vatairea guianensis seeds in complex with different glycans applying techniques of
bioinformatics, like homology modeling and docking Molecular, in addition to investigating
its inflammatory effect in vivo. The VGL model was obtained by homology with Vatairea
macrocarpa (VML) lectin and demonstrated common characteristics of legume lectins and the
analysis of protein-linker interaction revealed favorable interactions with N-acetyl-D-
galactosamine, D-galactose and sugars. As well as various biologically relevant N- and O-
glycans. The in vivo paw edema test revealed that VGL induces the edematogenic effect
involving prostaglandins, interleukins and the lectin carbohydrate recognition domain.
Together, these data corroborate with work already reported in which VGL interacts with N-
or O-glycans of target molecules, particularly those with galactosides in their structure,

contributing to the inflammatory effect of the lectin.

Keywords: Vatairea guianensis. Lectin. Molecular modeling. Molecular docking.

Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Amplamente distribuidas na natureza, as lectinas podem ser encontradas em
plantas (inferiores e superiores), animais (invertebrados e vertebrados) microrganismos e até
mesmo em virus. Compreendem um grupo heterogéneo de proteinas de origem ndo imune,
que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico que seletivamente reconhece
carboidratos, se ligando de maneira reversivel a aclcares livres ou glicanos presentes em
glicoproteinas ou glicolipideos, sem alterar suas estruturas (PEUMANS; VAN DAMME,
1995 apud DA SILVA, 2017).

Os tipos de interacOes lectina/ligante s@o possiveis porque elas tém um dominio
de reconhecimento a carboidratos (CRD) dentro de sua estrutura que contribui para uma
caracteristica representativa da maioria das lectinas: a capacidade de aglutinar eritrdcitos.
Devido a esta capacidade, elas também sdo conhecidas como aglutininas (GAJBHIYE e
GONG, 2013) e sdo amplamente utilizadas em pesquisas, inclusive terapéuticas, pois
fornecem especificidade apropriada aos seus glicanos e mostram resisténcia a degradacédo
enzimatica.

Estas moléculas desempenham um papel fundamental em muitos processos
biolégicos conhecidos, tais como comunicacdo, adesdo e interacdo celular, mecanismos de
defesa, resposta imunoldgica, fertilizacdo e desenvolvimento (TEIXEIRA et al., 2014;
GABIUS, 1997), entre outros.

Sao bem descritas na literatura algumas propriedades dessas biomoléculas com
atividade inseticida (MACEDO et al., 2015; OHIZUMI et al., 2009; ATALAH et al., 2014),
atividade anti-inflamatéria e pro-inflamatéria (FREIRE et al. 2003, BENJAMIN et al., 1997,
ASSREUY et al., 1997, ALENCAR et al., 2005), efeito vasodilatador em anéis de aorta
(ASSEREUY et al., 2009), e inducdo de apoptose (BARBOSA et al., 2001), entre outros.
Assim, estas proteinas sdo consideradas ferramentas importantes na biotecnologia (DA
SILVA, 2015).

As lectinas mais estudadas sdo de origem vegetal, principalmente da familia
Leguminosae. Dentro desta familia destacam-se as tribos Phaseoleae, Vicieae e Dalbergieae
pertencentes a subfamilia Papilionoideae. Podemos citar dentre as lectinas da tribo
Dalbergieae as que tém afinidade com N-acetil-glicosamina e que apresentam importantes
atividades anti-inflamatorias como as extraidas de sementes de Lonchocarpus sericeus
(NAPIMOGA et al., 2007) e Lonchocarpus araripensis (PIRES et al., 2011). No entanto, as
que tém afinidade para galactose, como a de sementes de Vatairea macrocarpa (VML),
possui propriedade pré-inflamatéria. O efeito inflamatério dessa proteina ocorre por meio da

ativacdo de macrofagos com liberacdo de citocinas (ALENCAR et al., 2007). Lectinas do
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género Vatairea, como a VML, reconhecem também o antigeno Tn (Ser-GalNAc/Thr-
GalNAC) presentes em uma grande variedade das células neoplésicas. Estudos cristalograficos
estruturais dessa lectina, tanto na sua forma nativa (SOUSA et al., 2015) como recombinante
(SOUSA et al., 2016), demonstram a nivel molecular a alta afinidade dessas proteinas por
esse antigeno, candidatando-as como provaveis ferramentas para uso terapéutico ou em
diagnostico de varios tipos de cancer.

Outra lectina com afinidade de ligagéo por N-acetil-D-galactosamina/D-galactose
extraida de sementes de Vatairea guianensis (VGL) apresenta efeito vasodilatador in vitro,
em aorta endotelial via oxido nitrico (SILVA et al., 2012). Reportam-se algumas lectinas
caracterizadas bioguimicamente dentro da tribo Dalbergieae, mas apenas as de sementes de
Pterocarpus angolensis (LORIS, et al., 2004), Centrolobium tomentosum (ALMEIDA, et al.,
2016), Platypodium elegans (BENEVIDES et al., 2012), Arachis hypogaea (BANERJEE et
al., 1996) e Vatairea macrocarpa (SOUSA et al., 2015; SOUSA et al., 2016), tiveram suas
estruturas resolvidas e consequente entendimento da estrutura/funcao.

Os estudos estruturais das lectinas servem como ferramentas para compreender de
que forma essas proteinas comportam-se nos varios processos fisiologicos. Para as lectinas
que ainda ndo tenham suas estruturas cristalograficas resolvidas, a Bioinformatica ganha
destaque utilizando metodologias que simulam o comportamento tridimensional destas
lectinas com os seus ligantes relacionado diretamente com a atividade testada.

Considerando que estudos estruturais com estas lectinas ainda sdo poucos, 0
presente trabalho tem por objetivo estudar a afinidade e as interac6es da lectina de sementes
de Vatairea guianensis por diferentes glicanos a partir de técnicas de Bioinformatica, como

docking e dinamica molecular, além de investigar o seu efeito inflamatério.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo avaliar a estrutura/funcdo de uma lectina obtida de

sementes de Vatairea guianensis (VGL) atraves de ferramentas de bioinformatica bem como

em modelos de inflamacao.

2.2 Objetivos especificos

>
>
>

A\

Isolar a lectina VGL de sementes de Vatairea guianensis;

Determinar o efeito inflamatdrio da lectina em modelo de edema de pata;

Fazer Andlise Histologica e Imunohistoquimica dos tecidos testados contra o efeito
inflamatorio;

Determinar a estrutura secundaria da VGL;

Simular intera¢des por Dindmica Molecular da VGL com varios glicanos;

Simular interag6es por Docking Molecular da VGL com N e O-glicanos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Historico e Classificacdo de lectinas vegetais

Como ja citado, as lectinas sdo proteinas ubiquas e em sua grande maioria
isoladas a partir de plantas. As lectinas vegetais podem ser encontradas em qualquer parte das
plantas. Nas sementes, entretanto, é possivel encontrar em uma concentragdo maior: até 10%
do peso total da semente (LORIS, 2002; SHARON e LIS, 2004), o que torna vantajoso a sua
obtencdo para prosseguir com outros estudos como atividades bioldgicas e sua caracterizacao.

Reporta-se na literatura como primeiro caso de hemaglutinacdo de células causada
por lectinas o experimento de Silas Weir Mitchel em 1860, onde observou que uma gota do
veneno da cobra Crotalus durissus foi capaz de aglutinar sangue de pombo (PEUMANS;
VAN DAMME, 1998). Quanto as lectinas de plantas, o primeiro relato data de 1888 por Peter
Hermann Stillmark o qual descreveu as propriedades aglutinantes da ricina, uma lectina toxica
extraida de sementes da Ricinus communis (mamona). Em 1972, Sharon e Lis listaram
diferentes lectinas, iniciando a era moderna da lectinologia (BIES, LEHR, WOODLEY, 2004
apud OSTERNE, 2016).

Durante a Segunda Guerra Mundial, o interesse na tipagem de sangue para a
transfusdo de sangue resultou na descoberta de algumas lectinas especificas para varios tipos
de sangue. Essas aglutininas foram assim denominadas "lectinas”, um termo derivado da
palavra latina "legere", que significa "escolher”. As lectinas foram encontradas em quase
todas as espécies de plantas estudadas e sdo particularmente abundantes nas sementes de
leguminosas (VASCONCELOQOS; OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA, 2004).

Estas proteinas formam um grupo heterogéneo de proteinas por serem diferentes
entre si no que diz respeito as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas, relacdo
evolucionaria, estrutura molecular, especificidade e atividades bioldgicas. As lectinas vegetais
estdo divididas em quatro classes principais de acordo com a sua estrutura e seu sitio de
ligagéo a carboidratos (VAN DAMME et al., 1995; VAN DAMME et al., 1998). A Figura 1
ilustra cada classe e a descri¢do de cada uma delas.

A primeira classe é do tipo monovalente, apresentando um unico sitio de ligacdo a
carboidrato, sendo incapazes de causar aglutinacdo de células ou de precipitar
glicoconjugados. Sdo chamadas de Merolectinas e a heveina, obtida a partir do latex de
Hevea brasiliensis, € um exemplo classicamente citado. (VAN DAMME et al., 1998).

A segunda classe apresenta dois ou mais sitios idénticos de ligacdo a carboidratos,

podendo assim estabelecer ligagbes cruzadas entre células e glicoconjugados e,
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eventualmente, precipitando-os. Um exemplo dessa classe, denomidada de Hololectinas, é a
lectina de Dioclea wilsonii (DWL) (RANGEL et al., 2011).

Na terceira classe, além dos dominios de ligacdo a carboidrato, existe um ou mais
dominios independentes e de fungdo bioldgica distinta (ex: atividade enzimética). Essa classe
¢ denomindade de Quimerolectinas. Podemos citar como exemplo a PPL2, uma lectina
obtida a partir de sementes de Parkia platycephala, que apresenta de forma independente um
dominio ligante a quitina e outro com atividade endoquitinasica (CAVADA et al., 2006).

Por Gltimo temos a classe das proteinas que tém pelo menos dois dominios
distintos de ligacdo a carboidratos, entretanto, diferentemente das hololectinas essas proteinas
sdo héabeis a reconhecer diferentes sacarideos (VAN DAMME et al., 1998). Sdo chamadas de
Superlectinas e, como exemplo, podemos citar a lectina do bulbo da tulipa (Tulipa
gesneriana), TXLCI, que é formada por dois dominios de ligacdo a carboidrato, reconhecendo
manose e N-acetil-D-galactosamina, respectivamente; e a lectina da banana (Musa
acuminata), que possui dois sitios distintos de reconhecimento a laminaribiose e xilose-p1,3-
manose-a-O-metil em dominios distintos (MEAGHER et al., 2005 apud DE SOUSA, 2014).

Figura 1 - Classificacdo estrutural das lectinas de plantas.
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Fonte: Osterne (2016). Imagem adaptada

Reconhecimento a Carboidratos.

de VAN DAMME et al., 1998. DRC: Dominio de
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De acordo com Peumans e Van Damme (1998) apud OSTERNE (2016) é
conhecido outro tipo de divisdo das lectinas em familias baseando-se em suas relagcdes de
sequéncia e evolutivas, subdivididas em: lectinas de leguminosas, lectinas de
monocotileddneas ligantes a manose, lectinas ligantes a quitina contendo dominios
heveinicos, proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2, proteinas relacionadas a jacalina,
lectinas de Amaranthaceae e lectinas do floema de Cucurbitaceae.

O grupo das lectinas de leguminosas é as mais estudadas contendo alta
similaridade estrutural e de sequéncia. A estrutura da lectina manose especifica de
Cymbosema roseum (CRL I) € mostrada na Figura 2A (OSTERNE 2016).

Outro grupo de lectinas bastantes similares encontradas nas familias de
Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae, Orchidaceae, Liliaceae e Bromeliaceae sdo as Lectinas
de monocotileddneas ligantes a manose. Estruturalmente, essas lectinas séo formados por 1
a 4 subunidades de aproximadamente 12 kDa e séo especificas exclusivamente por manose
(PEREIRA et al., 2014; PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Algumas atividades bioldgicas
relatadas para esse grupo de proteinas sdo as atividades antiviral (KAUR et al., 2007) e
inseticida (DAS et al., 2013, MONDAL et al., 2012). Na figura 1B. tem-se a estrutura da
lectina manose-especifica de Gastrodia elata.

Quanto ao grupo de Lectinas ligantes a quitina homdloga a heveina possuem
especificidade por N-acetil-glicosamina e sua principal caracteristica € a presenca de
dominios heveinicos (referéncia a heveina, uma merolectina ligante a quitina extraida do latex
da Hevea brasiliensis) (VAN HOLLE; VAN DAMME, 2015). A Figura 2C mostra a lectina
de gérmen de trigo (WGA), a principal representante desse grupo possuindo quatro dominios
estruturalmente semelhante a Heveina (PORTILLO-TELLEZ et al., 2011).

Existe ainda uma classe de Proteinas inativadoras de ribossomo tipo 2 (As RIPs
tipo 2) formadas por duas cadeias polipeptidicas (cadeias A e B unidas por pontes dissulfeto).
A cadeia A possui um dominio adenosina glicosidase com forte atividade de inativacdo dos
ribossomos de procariotos e eucariotos animais. Ja a cadeia B permite a ligacdo dessas
proteinas aos carboidratos da superficie das células (SCHROT; WENG; MELZIG, 2015). Ja é
bem conhecido a Ricina e a Abrina (Figura 2D) extraidas de Ricinus communis e Abrus
precatorius, respectivamente como exemplos desse grupo.

Outra familia representante de lectinas sdo as relacionadas a jacalina presentes
em sementes de Artocarpus integrifolia (jaca), por isso o0 uso do nome. Baseado na
especificidade por carboidratos, essas lectinas sdo classificadas em dois grupos: as ligantes a
galactose e as ligantes a manose. Lectinas pertencentes a esse grupo (Figura 2E) séo
encontradas em espécies de Moraceae e Convovulaceae (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).
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Outro representante de lectinas classificada de acordo com a familia ndo se
assemelha com nenhuma outra proteina dos outros grupos, tanto para a sequéncia primaria de
aminoacidos como consequente estrutura tridimensional. S&o0 o grupo das Lectinas de
Amaranthaceae. Seu representante principal € a Amarantina (Figura 1E), lectina extraida de
Amaranthus caudatus. As lectinas extraidas de plantas desse género sdo todas ligantes a N-
acetil-galactosamina (KAUR et al., 2006; PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Por ultimo temos as Lectinas do floema de Cucurbitaceae uma pequena familia
de lectinas ligantes a quitina que ocorrem no floema de algumas plantas da familia
Cucurbitaceae. Estruturalmente esse grupo contém lectinas diméricas compostas de duas
subunidades idénticas de 24 kDa. Essas lectinas possuem grande similaridade sequencial entre
si mas sdo muito diferentes de outras lectinas de plantas (LANOO; VAN DAMME, 2014,
PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Até o momento ndo se tem estruturas resolvidas de

lectinas de floema de Cucurbitaceae.

Figura 2 - Classificacdo das lectinas quanto a familias.

Fonte: Osterne (2016). Estrutura tridimensional de lectinas de cada grupo. A) CRL | (PDB 3A0K), B) Lectina
manose-especifica de Gastrodia elata (PDB 1XDG), C) WGA (2UVO0), D) Abrina (PDB 2ZR1), E) Jacalina
(PDB 1UGW), F) Amarantina (PDB 1JLY).
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3.1.1 Lectinas de leguminosas

Dividida em trés subfamilias distintas, sendo elas: Papilionoideae,
Caesalpinioideae e Mimosoideae as leguminosas representam o grupo de plantas com suas
lectinas mais bem estudadas e reportadas na literatura. Dessas trés a que mais é reportada com
estudos de caracterizacao sao as da subfamilia Papilionoideae, em especial da tribo Phaseolae
(PINTO-JUNIOR 2016).

Estruturalmente as lectinas de leguminosas séo geralmente compostas por duas ou
quatro subunidades, iguais ou diferentes, com massa molecular em torno de 27 kDa,
compostas geralmente de uma cadeia polipeptidica simples com cerca de 250 aminoacidos.
Essas cadeias geralmente podem unem-se formando dimeros, combinando-se e formando
tetrameros mediados por ligagbes ndo covalentes como pontes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas e eletrostéticas (Figura 3). Cada uma destas subunidades apresenta um unico
sitio de ligacdo a carboidratos, além de um ou mais sitio de ligacdo a ions metélicos, podendo
ainda apresentar uma ou duas glicosilacbes (SHARON & LIS, 1989 apud DE SOUSA 2014).

Figura 3. Estrutura tridimensional da lectina recombinante de sementes de Dioclea
grandiflora (DGL).

A B

Fonte: DE SOUSA, 2014. (PDB ID 2JE9) (NAGANO et al., 2008). A — Estrutura monomérica da DGL
(sanduiche B / motivo jellyroll) representada em cartoon (azul). fons calcio e manganés estfo representados
como esferas (bege e verde, respectivamente), enquanto o ligante xman (5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-d-
manose) esta representado em sticks (amarelos). B — Estrutura tetramérica da DGL. Os dimeros candnicos
estdo diferencialmente representados em cinza e preto.
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A estrutura tridimensional das lectinas de leguminosas sdo caracterizadas pela
presenca do motivo proteico “jellyroll”, também encontrado em outras proteinas e
frequentemente associado ao processo de reconhecimento de carboidratos (KEITEL et al.,
1993; VARELA et al., 1997).

Esse motivo possui uma folha B (anterior) parcialmente estendida de seis fitas e
uma folha B curvada de sete fitas (posterior), antiparalelas e unidas entre si por al¢as de
tamanhos variados, formando um sanduiche B (LORIS et al., 1998), estabilizado pela
presenca de dois nucleos hidrofébicos (BANERJEE et al., 1996). A primeira observacdo deu-
se pela estrutura da lectina de Canavalia ensiformis (ConA), sendo a mais extensamente
observada dentre as lectinas. Mesmo com alta similaridade entre as lectinas de leguminosas,
pequenas alteracdes nas sequéncias de aminoécidos podem resultar em modificacdes
relevantes na forma de associagéo entre os monomeros (SINHA et al., 2007).

E bem relatado na literatura que algumas lectinas de leguminosas, como da
subtribo Diocleinae, exibem uma oligomerizacdo dependente de pH (CALVETE et al., 1999;
NAGANO et al., 2008), o que pode influenciar diretamente nas atividades bioldgicas dessas
lectinas, uma vez que essas proteinas sdo capazes de se ligar a receptores glicosilados
presentes na superficie das membranas de forma mais eficiente na forma tetramérica
(DELATORRE et al., 2006).

Pode-se acrescentar ainda que as lectinas desse grupo, quando sintetizadas no
reticulo endoplasmaético (RE), sdo produzidas na forma de pré-pro-lectinas, compostas por um
peptideo sinal (20 a 30 residuos de aminoacidos) na regido N-terminal, duas cadeias
peptidicas (B e Y), uma cadeia intermediaria que sera glicosilada no RE e um peptideo sinal
na regido C-terminal. Apos a clivagem do peptideo sinal na regido N-terminal, a pré-pro-
proteina é reprocessada no Complexo de Golgi, onde uma endopeptidase é responsavel pela
remocdo do peptideo sinal na regido C-terminal e da cadeia intermediaria, tornando-se
deglicosilada e funcionalmente ativa. As cadeias p e Y séo entdo religadas em uma posi¢do
invertida em relacdo ao precursor (Figura 4) (CARRINGTON et al., 1985 apud DA SILVA,
2015).
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Figura 4. Mecanismo representativo da Biossinte de Concanavalina A (ConA).
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Fonte: DA SILVA, 2015. Adaptado de CARRINGTON, 1985. Sumério dos eventos de processamento
convertendo a proconcanavalina A glicosilada (pré-pro-conA) em lectina madura. Extremidades amino e carboxi
terminal da lectina madura estdo indicados por N e C, respectivamente, e 0 nimero em parénteses refere-se a
residuos da concanavalina A madura. Durante o processamento na planta, a pro-proteina glicosilada inativa é
deglicosilada resultando no surgimento da atividade de ligacdo a carboidrato. A acdo de uma endopeptidase que
cliva o nonapeptidio carboxiterminal e o espacador da deglicosilagdo esta mostrado em verde e amarelo,
respectivamente. Residuos 118 e 119 sdo ligados enzimaticamente. Splicing entdo resulta em uma transposicao
do arranjo linear dos dominios protéicos Y e B. RE: reticulo endoplasmético, CG: complexo de golgi, V:
vacuolo.

3.1.2 Lectinas da tribo Dalberbieae

A tribo Dalbergieae, pertencente a familia Leguminosae (Fabaceae), subfamilia
Papilionoideae, compreende 48 géneros e 1.200 espécies aproximadamente. Esta subfamilia
recentemente foi reorganizada em diversos clados de acordo com os estudos de filogenia
molecular, sendo a tribo Dalbergieae correspondente a um clado monofilético denominado de
Dalbergidide, no qual foram incluidos alguns géneros, como Arachis, Adesmia e
Aeschynomene (BRUNEAU et al., 2013; CARDOSO et al., 2013; LAVIN et al., 2001 apud
DA SILVA, 2017).

As espécies pertencentes ao clado Dalbergidide tém nodulos radiculares do tipo
aeschynomenoides como principal caracteristica (BRUNEAU et al., 2013), que séo ausentes
em espécies do género Andira e Vatairea, permitindo a reorganizagdo destas em clados
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externos, como sugerido por CARDOSO e colaboradores (2013). Entretanto, a relacdo entre
estes géneros ainda permanece obscura em estudos de filogenia molecular (BRUNEAU et al.,
2013), levando diversos autores a considerarem 0s géneros Andira e Vatairea ainda como
pertencentes a tribo Dalbergieae.

Quanto as lectinas, é reportado na literatura 16 proteinas pertencentes a esta tribo,
sendo a maioria membros da subfamilia Papilionoideae (MANN et al., 2001). Os resultados
até entdo obtidos para a tribo Dabergieae sugerem a existéncia de pelo menos dois grupos de
lectinas, que podem ser categorizados de acordo com suas diferentes especificidades:
Primeiro, especificidade com glicose/manose (maioria), constituidas por uma Unica cadeia
polipeptidica, contendo um dnico sitio de glicosilacdo e um peptideo sinal, sem evidente
existéncia de processamento pdés-traducional; segundo, compartilham caracteristicas de
especificidade por galactose e seus derivados, como é o caso do género Vatairea, constituidas
pelo menos de trés cadeias polipeptidicas (o, B e y) e dois sitios de glicosilagdao
(VASCONCELOS et al, 2015).

Além das lectinas do género Vatairea, uma lectina obtida da espécie Arachis
hypogeae (LOTAN et al., 1975) pode também ser inserida nesse grupo, embora apresente
caracteristicas diferenciadas, como a presenca de apenas duas cadeias polipeptidicas (o ¢ B) e
um processamento pos-traducional semelhante a lectina convanavalina A, como demonstrado
por YOUNG e colaboradores (1991).

Lectinas de exemplares da tribo Dalbergieae foram purificadas e caracterizadas
guanto a sua especificidade e atividades bioldgicas. A Tabela 1 esta atualizada conforme Da
Silva (2017) e Almeida (2016).
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Tabela 1. Lectinas da tribo Dalbergieae.

Espécie Especificidade Referéncia

Andira fraxinifolia Man/Glc RANGEL et al., 2009
Andira Pisonis Man/Glc LOSSIO et al., 2014
Andira surinamensis Man/Glc NOBRE, 2012
Andira anthelmia 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
Centrolobium microchaete Man/Glc VASCONCELOQOS, 2015
Centrolobium tomentosum Man/Glc ALMEIDA et al., 2014
Lonchocarpus araripensis GlcNac PIRES et al., 2008
Lonchocarpus capassa Gal/GalNAc JOUBERT et al., 1986
Lonchocarpus. Sericeus GIcNAC ALENCAR et al., 1999
Machaerium acutifolium GIcNAC BEZERRA et al., 2003
Platymiscium floribundum Man/Glc 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 etal., 2012
Vatairea macrocarpa (Bent.) Ducke Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998

Fonte: Elaborado pelo autor. Man: manose; Glc: glicose; Gal: galactose; Alfa MM: Alfa Metil Manosideo;
Lac: Lactose; Celo: Celobiose; GlcNac: N-acetilglicosamino; GalNac: N-acetilgalactosamino.

Apesar da tribo Dalbergieae apresentar um numero consideravel de lectinas
caracterizadas, apenas quatro lectinas apresentam estruturas tridimensionais determinadas: a
lectina de Pterocarpus angolensis (PAL), Platypodium elegans recombinante (PELa)
(BENEVIDES et al., 2012; LORIS et al., 2003) e a lectina de Centrolobium tomentosum
(CTL), todas manose/glicose especificas; e a lectina de Vatairea macrocarpa (VML),
especifica a galactose e seus derivados (SOUSA et al., 2015).

Estudos relatam as lectinas do género Arachis, como as primeiras relatadas na
literatura para a tribo Dalbergieae. Na espécie Arachis hypogaea € possivel isolar uma lectina
das sementes especifica a galactose e seus derivados (PNA) (LOTAN et al.,, 1975) com
grande potencial biotecnoldgico. Ensaios de inibicdo com a lectina PNA nativa, bem como

com 0 Seu precursor expresso em Escherichia coli, demonstraram a maior afinidade desta
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lectina pelo dissacarideo Gal(B1-3) GalNAc, principal constituinte dos antigenos T e Tn
(LOTAN et al., 1975; RODRIGUEZ-ARANGO et al., 1992).

Os antigenos T/Tn estdo 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
complexacdo com diferentes corantes por diferentes empresas (GeneTex©; Sigma-Aldrich©;
Vector Laboratories®©).

Estudos apontam uma lectina de Lonchocarpus sericeus (LSL), capaz de diminuir
a resposta inflamatdria e a colonizacéo bacteriana em um quadro de peritonite infecciosa em
ratos (ALENCAR et al., 2005), além da diminuicdo da migracdo leucocitaria e
hipernocicep¢cdo mecénica (NAPIMOGA et al., 2007). Outra lectina deste género,
Lonchocarpus araripensis (LAL), demonstrou possuir acdo antinociceptiva em camundongos
(AMORIM, 2016), atividade anti-inflamatéria em modelos de edema de pata e peritonite em
ratos (PIRES et al., 2008).

Outras lectinas também foram caracterizadas e tiveram suas atividades bioldgicas
demonstradas, como a lectina de Centrolobium tomentosum (CTL), que apresentou um efeito
inflamatdrio agudo em modelos de edema de pata em ratos (ALMEIDA et al., 2016) e a
lectina de Andira anthelmia (AAL), que apresentou um efeito analgésico envolvendo o
dominio de reconhecimento a carboidratos (NASCIMENTO et al., 2015).

No género Vatairea, a lectina de sementes de Vatairea macrocarpa (VML) tém
demonstrado, em alguns trabalhos, os diferentes efeitos bioldgicos causados: inducdo de
infiltracdo de leucdcitos em edema de pata (ALENCAR et al., 2007), liberacdo de mediadores
quimiotéticos por macrofagos (ALENCAR et al., 2007), aumento da resisténcia vascular
renal, filtracdo glomerular e fluxo urinario (MARTINS et al., 2005), migracdo de neutréfilos
in vivo (ALENCAR et al., 2007) e inducdo de comportamento tipo depressivo, aumentando a
expressao de proteinas relacionadas & inflamacéo e reatividade glial (GONCALVES, 2013).
Além disso, VML se destaca devido a sua notavel capacidade de reconhecer antigenos Tn
(DAM et al., 2007), demonstrada através da resolucdo de sua estrutura tridimensional em
complexacdo com este ligante (SOUSA et al., 2015 apud DA SILVA, 2017) o que evidencia
mais estudos com especies desse mesmo género para efeito comparativo e producdo de

farmacos com potencial biotecnologico.
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3.1.3 Lectinas de sementes de Vatairea guianensis Aublet (VGL)

A espécie Vatairea guianensis Aublet (Figura 5) é nativa da regido amazonica,
conhecida como faveira, fava de empigem, faveira de empigem, fava bolacha, fava mutum,
faveiro e angelim do igap6. E uma arvore que mede em torno de 8 a 25 metros de altura,
comum em areas de florestas sazonalmente inundaveis, raramente encontrada em terra firme e

com frutificacdo geralmente no periodo de junho (SILVA, 2011).

Figura 5. Partes da Vatairea guianensis: flores, ramos e fruto.
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Fonte: La Chaussette Rouge, (2017) e TRAMIL (2017). A: Flores, folhas e ramos; B: Frutos secos e C:
Ramos com frutos.

FILOGENIA:
Familia Leguminosae (Fabaceae)
Subfamilia Papilionoideae
Tribo Dalbergieae DC.
Género Vatairea
Espécie Vatairea guianensis Aublet.

O conhecimento etnofarmacoldgicos relata que o suco do fruto (Figura 5B), assim
como a infusdo das cascas do caule e raiz sdo utilizados, pela medicina tradicional, para curar
empigem e outras dermatoses no Brasil, Venezuela e Guiana Francesa. J& conhecido em
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regibes do médio e baixo Amazonas que populacbes dessa regido usam a semente contra
diversos tipos de micoses superficiais (DA SILVA, 2013).

Estudos fitoquimicos relatam a presenca de classes bioativas no extrato etanolico
das sementes de V. guianensis: tanino, antocianinas, antocianidinas, flavandides, xantonas,
esteroides, triterpendides, saponinas e quinonas (FERREIRA, SANTOS e VIANA, 2004).

Quanto a presenca de lectina em sementes de Vatairea guianensis, 0 primeiro
estudo relata sua especificidade por D-galactose e derivados; nomeada de (VGL), é uma
glicoproteina capaz de reconhecer glicoconjugados da superficie de diferentes linhagens de
células cancerigenas do célon humano (ISIDRIO, 2002).

Estudos mais recente relatam a sua 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 o, e duas bandas
menores de 18 e 15 kDa respectivamente correspondentes a cadeia e y (SILVA et al., 2012).
Estudos com a VGL demonstraram a capacidade desta lectina em induzir a inflamacdo de
maneira aguda em ensaios de edema de pata e peritonite, associada a elevacao da migracdo de
leucécitos para a cavidade peritoneal, 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 participacdo

do Oxido nitrico e do sitio de reconhecimento a carboidratos da lectina (SILVA et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Purificacédo da Lectina (VGL) de sementes de Vatairea guianensis Aublet

O processo de purificagcdo procedeu-se de acordo com a metodologia de Silva et
al. (2012). As sementes maduras de V. guianensis (coletadas em Manaus, Amazonas-Brasil)
foram trituradas em moinho de café até a obtencdo de um po fino. As proteinas solveis foram
extraidas em tampdo glicina-HCI 100 mM, pH 2,6, contendo 150 mM de NaCl (1:10 p/v) a
temperatura ambiente sob agitagdo continua durante 4 horas. Posteriormente o extrato foi
centrifugado a 10 000 x g durante 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi precipitado com
sulfato de amonio para obtencdo da fracdo 0-60%. Apds 12 horas de contato em repouso, a
suspensdo foi centrifugada. O precipitado foi ressuspenso e dislisado contra NaCl 150 mM. A
fracdo foi submetida a cromatografia de afinidade em matriz de goma de guar previamente
equilibrada com NaCl 150 mM. Apds a remocdo do material ndo retido (P1) com a mesma
solucdo de equilibrio, a lectina foi eluida com 100 mM de D-galactose (P2). A cromatografia
foi realizada com fluxo de 1 mL/min e fragfes de 3 mL foram coletadas. A eluicdo foi
monitorada por espectrofotometria em comprimento de onda de 280. O P2, que corresponde a
lectina purificada (VGL) foi dialisado contra agua destilada, liofilizado e armazenado em

frascos hermeticamente fechados.

4.2 Avaliacdo da atividade inflamatdéria em modelo de edema de pata

Para avaliacdo do efeito inflatorio, a VGL foi administrada nas concentracdes de
0,01; 0,1 e 1 mg/kg em ratos Wistar (150 e 200 g) por administracdo subcutanea (s.c.). Os
controles receberam solucdo salina estéril (0,1 mL/100 g de massa corporal). Todos 0s
procedimentos experimentais foram realizados conforme os principios éticos e legais
aprovados pelo Comité de Etica para uso de animais da Universidade Estadual do Ceara
(CEUA No. 10130208-8 / 40).

O edema da pata foi medido em hidropletismdmetro imediatamente antes da
injecdo da lectina (tempo zero) e de 0,5 a 72 horas depois. Sendo expresso como a diferenca
entre o volume deslocado pelas patas imediatamente antes da inducdo (tempo zero) e nos
tempos de 30 min-24 h ap6s o estimulo e expresso em mL ou area sob a curva (ASC) pelo
método do trapézio (LANDUCCI et al., 1995).

A participagcdo de mediadores inflamatdrios no efeito da lectina foi avaliado
tratando os animais com o0s seguintes medicamentos farmacologicos Inibidores: éxido nitrico
sintase (N-Nitro-L-arginina Ester metilico / L-NAME; 25 mg / Kkg; Intravenosa),

ciclooxigenase (Indometacina, 5 mg/kg, subcutidneo) e interleucina-1p (Talidomida, 45
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mg/kg, intraperitoneal) 30 minutos antes da administracdo da VGL (1 mg/Kg; s.c.)
(FEITOSA et al., 2002).

A participacdo do dominio de reconhecimento de carboidratos da lectina (CRD)
foi avaliada pela injecdo da dose mais ativa da VGL (1 mg/kg) apds incubagéo (30 min/37 °C)
com acucar Galactose (0,1 M). A galactose foi individualmente incubada nas mesmas

condicdes que o controle.

4.2.1 Analise histolégica
Para averiguacdo das alteracOes fisioldgicas e/ou celulares, os tecidos da pata

foram removidos 6 horas apds a administracdo de VGL (1 mg/kg), fixados com 10% de
formalina tamponada durante 24 horas, incorporados em parafina, cortados em fatias de 5 um
de espessura, corados com hematoxilina & eosina (HE) e analisada por microscopia optica
acoplado com Sistemas de aquisi¢cdo de imagem (ScopePhoto; Image Manager 50).

A intensidade da inflamacgéo do tecido foi classificada de acordo com a seguinte
pontuacgdo: 0. Tecido normal (sem alteracéo distinta, 0%), auséncia de infiltrado inflamatorio;
1. Mudangas discretas nos tecidos (inicio de mudancas, até 30%), ligeiro infiltrado
inflamatdrio; 2. Mudanca moderada do tecido (alteracfes em partes, 31 e 60%), inflamacéo
moderada infiltrar; e 3. Mudancas no severa no tecido (mudancas generalizadas, 61 e 100%),

infiltrado inflamatério severo.

4.2.2 Imunohistoquimica
Quanto ao teste imunohistoquimico, fragmentos do tecido da pata foram

seccionados numa espessura de 3 um e colocados em laminas silanizadas e processados
conforme descrito no seguinte protocolo: as amostras foram desparafinadas, sujeitas para
reidratacdo e recuperacdo do antigeno usando tampdo citrato (pH 6,0), incubada (10 min; r.t.)
com 6% de H2O2 e metanol (1:1) e lavados com tampdo TRIS pH 7.6 para inativagdo dos
peroxidases enddgenas. As amostras foram re-incubadas durante 1 hora (temperatura
ambiente) com o anticorpo primario (Ab) contra IL-1f (monoclonal; Abcam "AB9787"; 1:
100), lavou-se e incubou-se novamente (30 min; r.T.) com Imunoglobulina biotinilada (lg;
DAKO EO0468) e estreptavidina (DAKO P0397). O cromdgeno de diaminobenzidina (DAKO
K3469) foi aplicado durante 10 minutos, e a hematoxilina de Mayer foi utilizada para contra-
coloragdo. As amostras foram desidratadas (etanol e xileno) e coberto com um suporte de
suporte permanente. Se¢des paralelas foram tratados com 1gG de controle em vez do

anticorpo primario.
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Para avaliacdo imunohistoquimica semi-quantitativa, se¢des foram selecionados
aleatoriamente em 5 campos (aumento de 400x) em areas de maior concentracdo de céelulas
imunomarcadas localizadas em tecido conectivo ou epitelial. A porcentagem de células com
expressdo citoplasmatica ou nuclear foi classificada da seguinte forma: (0) auséncia de células
positivas; (1 - leve) 1-33% de células positivas; (2 - moderado) 34-66% de células positivas;
(3 intensas) 67-100% de células positivas (adaptadas de CHAUDHARY et al., 2012).

4.2.3 Analise estatistica
Para a avaliacdo dos dados in vivo foram apresentados como media £ SEM,

determinadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Os
valores de p<0,05 foram considerados significativos. Os dados histopatolégicos e imuno-
histoquimicos foram expressos como mediana (maximo e minimo) e analisados pelo teste de
Mann-Whitney.

4.3 Determinacdo do template e predicdo da estrutura secundaria da VGL

A sequéncia VGL foi obtida do Universal Protein Resource (Uniprot) (ID:
P86893). O modelo para homologia foi obtido sob comparacdo utilizando a ferramenta
BLASTp com banco de dados Protein Data Bank (PDB) e parametros padrbes. As proteinas
mais similares com VGL foram escolhidos e classificados com base na sua resolucdo e
parametros geométricos. A predicdo da estrutura secundéria foi realizada usando servidor
PsiPro, um sistema automatizado para a previsao da estrutura secundaria (BUCHAN et al.,
2013). A estrutura secundaria foi aplicada como um dos fatores de validagédo para a selecdo do

modelo de homologia.

4.4 Homologia, modelagem e validacédo da VGL

A estrutura 3D de VML complexada com o antigeno Tn (PDB ID: 4U36) foi
obtida do PDB como a estrutura modelo. O modelo de homologia de VGL foi construido
utilizando o software MODELLER v.9.16 (WEBB, SALI, 2016). As estruturas da VGL e
VML foram alinhadas usando o modulo salign, seguido por otimizacdo manual. Inicialmente,
foram gerados cem modelos que foram classificados com base na fungdo de pontuagéo
objetiva do Modeller (Molpdf) e Discrete Optimized Protein Energy (DOPE). Varios modelos
com menor molpdf e DOPE foram selecionados e submetidos a validacdo de propriedades
estereoquimicas como diagrama de Ramachandran, sobreposicdes estéricas, parametros de
desvio do carbono beta, rotdmeros e desvios dos angulos de ligacdo usando a ferramenta
PROCHECK (LASKOWSKI, 1993). A aceitabilidade da cadeia lateral foi obtida pelo
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servidor Verify3D (LUTHY, BOWIE e EISENBERG, 1992). QMEAN e o0s escores-Z
também foram avaliados pela ferramenta Protein Structure and Assessment (BENKERT,
BIASINI e SCHWEDE, 2011; BENKERT, TOSATTO e SCOMBURG, 2008). O modelo
com os melhores valores em todas as validagBes foi selecionado e aplicado nas anélises

subsequentes. Os desenhos moleculares foram preparados com PyMol (Shrodinger, LLC).

4.5 Docking Molecular da VGL

O acoplamento ou docking molecular foi utilizado para verificar a capacidade de
interacdo da VGL com varios aclcares (N-acetyl-D-galactosamine, a-methyl-D-galactoside,
a-D-galactose, a-Lactose, a-D-glucose, N-acetyl-D-glucosamine, N-acetyl-D-mannosamine,
a-methyl-D-glucoside, Sucrose, a-methyl-D-mannoside, o -D-mannose e a-L-fucose). As
estruturas minimizadas dos sacarideos foram baixadas do banco de dados PubChem.
SimulacGes foram realizadas pelo software CLC Drug Discovery Workbench (CLC Bio;
Boston, MA, EUA), um software que usa um modo de precisdo padrdo para determinar a
ligacdo favoravel. A localizacdo do CRD da VGL foi obtida por superposi¢do com VML.

Como parametros de docking, o raio de ligacio ajustado para 10 A3 em torno do
CRD de VGL e o nimero de iteracdes definido para 5000. O algoritmo PLANTSPLP foi
aplicado para calcular o escore de ancoragem (KORB, STUTZLE e EXNER, 2009), de modo
que valores mais negativos indicam uma interacdo mais forte e as melhores posi¢Ges para
cada ligante foram selecionados com base em ligacGes de hidrogénio e interagdes
hidrofobicas. LIGPLUS (WALLACE, LASKOWSKI e THORNTON, 1995) e PyMol foram
aplicados para gerar diagramas de interacdo 2D e representacbes moleculares,
respectivamente. O resultado para a interagdo com o GalNAc foi comparado com o da
estrutura cristalografica de VML (PDB ID: 4U2A).

4.6 Docking de N- e O-glicanos com VGL

A estrutura VGL também foi submetida a docking molecular com varios N e O-
glicanos comumente encontrados em glicoproteinas. As estruturas dos glicanos foram obtidas
de varios trabalhos cientificos (BROCKHAUSEN, SCHACHTER e STANLEY, 2009;
PARKER et al., 2013) e construido com a ferramenta de criacdo de carboidratos Glycam-Web
(GLYCAN-WEB, 2017) onde todos os glicanos foram submetidos a minimizagdes de energia
usando o AMBER 12 (CASE et al.,, 2012) com o campo de forga GLYCAM_06j-1
(KIRSCHNER, 2008) via Glycam-Web incorporado em mddulos. Auséncia de ligacdo de
hidrogénio e suas correcBes foram realizadas pelo modulo de preparagdo de ligantes do

software Hermes V.1.8.2. As simulagOes de docking foram realizadas com o GOLD v. 5.5
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(CCDC, Cambridge, Inglaterra), que implementa um algoritmo genérico para encaixar
ligantes nos sitios de ligacéo das proteinas explorando uma grande variedade de ligantes com
flexibilidade parcial da proteina (JONES et al., 1997). VGL foi preparada para a simulacao
através da remogdo de moléculas de solvente e ligantes. O sitio de ligagdo foi definido no
centro do dominio de reconhecimento de carboidratos e todos os &tomos compreendendo 12 A
de raio. Os parametros de docking foram: tamanho da populacdo 100, pressdo de selecdo de
1.1, nimero de operacBes de 10.000, numero de ilhas de 5, tamanho de nicho de 2 e
frequéncia de cruzamento de 95. Para todos os ligantes, foram geradas 20 poses e filtradas
pelo ponto de ancoragem, geometria do oligossacarideo, ligacbes de hidrogénio e coeréncia
das interacbes hidrofdébicas. Foi realizada a validagdo comparando interagdes da VGL-
Galactose com complexo e remoc¢édo de poses com estirbes geométricos sérios. PLANTSPLP
foi escolhido como fungdo de pontuacdo (KORB, STUTZLE e EXNER, 2009) e VGL-
Galactose A pontuacao foi usada como comparacao. Todas as outras op¢des foram programa

padrdo. As figuras complexas de VGL-glicanos foram geradas em PyMol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da atividade inflamatdria em modelo de edema de pata

Os resultados da atividade inflamatoria de VGL em modelo de edema de pata em
ratos mostraram efeito dose dependente durante 48 horas (Figura 6A) nas concentracdes de
0,01 mg/Kg (0,21 + 0,03 ASC); 0,1 mg / Kg (0,42 + 0,06 ASC) e 1 mg/Kg (0,59 + 0,08 ASC)
em comparacdo com a solucdo salina (0,06 + 0,02 ASC) (Figura 6B). Entre 4 e 8 horas, VGL
mostrou méxima eficécia, iniciando o efeito edematogénico 30 minutos apds a administracdo
na dose de 1 mg/Kg. Nessa mesma concentracgdo, a lectina induziu infiltrado polimorfonuclear
ao longo do tempo, acentuando-se as 6 horas [VGL: mediana 3 (3,3) *; P ¥ 0,0022 vs.
solucéo salina: mediana 0 (0,1)] (Figura 7).

Figura 6. Indugio do edema de pata por VGL. A) Curso temporal e B) Area sob a curva.
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Fonte: Marques et al., 2017. Médias + S.E.M. (n =5 — 6). *p < 0.05 comparado com a salina. #p < 0.05
comparados entre as doses.

Estes resultados corroboram com o processo inflamatério agudo elicitado pela
lectina extraida de sementes do mesmo género, Vatairea macrocarpa (VML), uma proteina
homdloga que provocou efeito edematogénico agudo acompanhado de infiltracdo de
leucdcitos (ALENCAR et al., 2004). O tratamento prévio dos animais com inibidores e
mediadores inflamatorios (Figura 8) indicaram a participacdo de prostaglandinas visto que a
aplicacdo da indometacina (inibidor da enzima COX que catalisa a sintese de prostaglandinas)
reduziu por 37% o efeito edematogénico. Em contrapartida a aplicagédo do L-NAME (Inibidor
da enzima NOS que catalisa a sintese da NO) ndo foi capaz de alterar o efeito edematogénico
da lectina, apesar do importante efeito vasodilatador do NO. Esses dados contradizem o efeito
vasodilatador de VGL nos experimentos realizados in vitro, a qual se mostrou dependente de
NO para seu efeito vasorelaxante (SILVA et al., 2012). No entanto, isso pode ser explicado
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pelas diferentes isoformas de NOS expressas nos vasos ndo inflamados (NOS endoteliais) e
vasos inflamados da pata (NOS induziveis) (SALVEMINI et al., 1996). Ja a talidomida
inibiu 0 edema em 62%, corroborando com os resultados obtidos pela imunocoloracéo de IL-
1B, revelada as 6 horas nos tecidos epiteliais e conectivos: epitélio [solugdo salina: 2 (1,2) vs.
VGL: 3 (2,3) *]; tecido conjuntivo [Solucéo salina: 0 (0,1) vs. VGL.: 3 (2.3) *] (Figura 9).
Figura 7. Infiltrado de leucécitos polimorfonucleares induzidos por VGL. (A e C) salina, (B e
D) VGL.

Salina VGL 6h

Fonte: Marques et al., 2017. VGL (1 mg/kg, s.c.) e solucdo salina injetados intraplantar. Analise histoldgica
realizada as 6 horas ap6s inoculagéo de VGL.

Figura 8. Efeito dos diferentes inibidores/mediadores inflamatérios na atividade inflamatéria
de VGL.
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Fonte: Marques et al., 2017. VGL (1 mg/kg; s.c.). Indomethacin (5 mg/kg, s.c.). L-NAME (30 mg/kg; i.v.).
Talidomida (45 mg/kg; i.p.). *p < 0.05 comparado coma salina. #p < 0.05 comparado com VGL.
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Esses dados estdo de acordo com a funcdo das prostaglandinas e IL-1p, ambos
mediadores da inflamacdo aguda, que induzem a vasodilatacdo e consequentemente dano
tecidual (JONES et al., 1997). Foi observado o mesmo efeito com a VML em inflamacéo
aguda com a participacdo de prostaglandinas e interleucinas (ALENCAR et al., 2004).

Quanto a participacdo do Dominio de Reconhecimento a Carboidratos (CRD) no
efeito inflamatorio, a literatura mostra que lectinas de leguminosas isoladas das tribos
Phaseoleae (BROCKHAUSEN, SCHACHTER e STANLEY, 2009; PARKER et al., 2013) e
Dalbergieae (ALENCAR et al., 1999; PIRES et al., 2016 e ALENCAR et al., 2004), tém
demonstrado inibigdo parcial ou total da atividade da lectina quando aplicada juntamente com
0 aclcar apds incubacdo (ASSREUY et al., 1997) como discutido mais adiante.

Figura 9. Teste imunohistoquimico para averiguar a presenca de IL-1p induzida por VGL.

Salina VGL 6h

= —

Fonte: Marques et al., 2017. VGL (1 mg/kg; s.c.). Solucdo salina foi injetada intraplantar. Teste
imunohistoquimico de IL-1B do tecido conjuntivo coletado as 6 horas apds a aplicagdo de VGL.
5.2 Determinacado do template e predicdo da estrutura secundaria da VGL

A comparacdo da sequéncia por meio da ferramenta BLAST demonstrou que
VGL possui 93% de identidade com sequéncia da VML (4U36), por isso VML foi escolhida
como modelo para os testes de modelagem por homologia usando o MODELLER 9.16. A
predicdo da estrutura secundaria resultou em uma prevaléncia de estruturas de folhas-p e
loops com auséncia de a-hélices. Este resultado estd de acordo com dados previamente

relatados na literatura para outras lectinas (Figura 10).
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5.3 Homologia, modelagem e validacédo da VGL

As analises das ferramentas PROCHECK e Verify3D demonstraram que o
modelo da VGL estava compardvel com uma estrutura cristalografica e, desse modo,
adequada para os testes subsequentes. O monémero de VGL consistiu de um motivo [-
sanduiche (jellyroll), possuindo uma folha B (anterior) parcialmente estendida com seis fitas e
uma folha B (posterior) curvada de sete fitas, antiparalelas e unidas entre si por alcas de
tamanhos variados, caracteristico de uma lectina de leguminosa. O monémero apresenta ainda
um anico CRD estabilizado por dois cations divalentes, calcio e manganés, ambos 0s
presentes no sitio de ligacdo a metal (MBS) proximo ao CRD.

A oligomerizacdo tetramérica de VGL foi experimentalmente determinada por
Silva et al. (2012). O tetramero é composto de dois dimeros dispostos de forma oposta
formando uma grande cavidade central que é, por sua vez, formado por interacbes entre 0s
loops mais externos das seis folhas-p de cada monémero, gerando uma interface canonica.
Outras lectinas, como VLLB4, PHA e SBA, também apresentam este tipo de oligomerizacdo
(BRINDA, SUROLIA e VISHVESHWARA, 2005).

Semelhantemente a VML, o CRD e o MBS séo conservados em VGL. O CRD é
uma regido exposta a superficie proteica formada por quatro loops, enquanto que o MBS tem
o ion célcio coordenado por Phel27, Asp125, Aspl132, e o ion manganés por Glul123, Asp125,
Asp132 e His137.

Figura 10. Estrutura geral do monémero de VGL.

Fonte: Marques et al., 2017. As esferas representam ion célcio (em cinza) e ion manganés (em roxo).

5.4 Docking Molecular da VGL
Em relagdo ao docking molecular, verificou-se interagdes favoraveis de VGL com
GalNAc (-50.11), Gal (-42.80), o-metil-p-galactosideo (-43.11) e a-Lactose (-43.45)
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confirmando os ensaios de inibicdo por aclcar realizados por Silva et al. (2012). As
comparagOes experimentais e as pontuacdes dos dados sdo mostrados na Tabela 2. Assim
como em outras lectinas, a ligagdo com acucares é mediada por forgas de Van der Waals,
interacOes hidrofdbicas e pontes de hidrogénio.

As interacdes estabelecidas entre 0 modelo da VGL e a galactose (Figura 11A)
mostra que o acUcar foi estabilizado por pontes de hidrogénio entre os residuos de
aminoacidos Asn87, Asn129, Leu213 e Ser214 com os atomos de oxigénio 02, O3, O4 e 06
do carboidrato e por interagdes hidrofébicas com os residuos Gly104, Phel27, Gly212 e
His217 estabilizando o residuo de galactose no CRD. Ja a N-acetil-o-galactosamina
complexada no CRD foi estabilizada por uma rede de pontes de hidrogénio entre Asp87,
Gly105, Asn129, Leu213, Ser214 e His217 com os atomos de oxigénio O3, 04, O5 e 06
presentes no aglcar. Enquanto os residuos de aminoacidos Gly104, Phel106, Phe127, Trpl3le
Gly212 interagiram hidrofobicamente (Figura 11B).

Figura 11. Contribuicdo do CRD para o efeito edematogénico de VGL.
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Fonte: Marques et al., 2017. Representacdo do CRD de VGL em complexo com (a) D-galactose e (b) N-acetil-
D-galactosamina. Em azul, interacdes polares. (C) Inibicdo de VGL em edema de pata (1 mg/Kg; s.c.) por
galactose (0,1 M). Média + S.E.M. (N=5¢6). * P < 0,05 vs. solucdo salina #p < 0,05 vs. VGL.
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Tabela 2. Resultados da pontuacdo de Docking e concentracdo inibitdéria minima dos

carboidratos testados na Atividade hemaglutinante de VGL.

Pontuagao? MICP (mM)e
Carboidratos
N-acetil-D-galactosamina -50.11 1.0
a-metil-D-galactosideo -43.11 NT®
a-Lactose -43.45 2.0
a-D-galactose -42.80 8.2
a-D-glicose -39.26 NI¢
N-acetil-D-glicosamina -39.03 NI
N-acetil-D-manosamina -39.00 NT
a-metil-D-glicosideo -38.68 NT
Sacarose -38.01 NI
a-metil-D-manosideo -36.87 NT
a-D-manose -35.66 NI
a-L-fucose -34.03 NI
N-glicanos
CMPLX1 -53.65
CPLX2 -35.03
HBRD1 9.60
HBRD2 -52.28
MANS -33.06
MAN9 -39.03
O-glicanos
Antigeno Tn -52.00
Antigeno T -44.08
Excore 1 -50.85
Excore 2 -53.60
Excore 3 -32.00
Excore 4 -51.14

Fonte: Marques et al., 2017. @ Pontuacdo de Moldock (MDS) = Einter + Eintra, ONdE Einter € @
energia de interagio da proteina com o ligante. ® MIC: Minima Concentragdo Inibitoria. ©
NT: Ndo Testado. ¢ NI: N4o inibiu as concentragGes testadas. © Silva et al. (2012).

Um maior numero de interacdes da lectina com GalNAc em relacdo a Gal foi

sugerido em estudos anteriores (SILVA et al. 2012). Dados reportados na literatura mostram

uma forte ligacdo da lectina extraida de sementes de Vatairea macrocarpa (VML) com
galactosideos (SOUSA et al., 2015 e SOUSA et al.,, 2016). Quanto a sobreposi¢do da
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estrutura da VGL com a estrutura da VML, ambas, complexadas com GalNAc nédo se
verificou diferengas grandes no posicionamento dos ligantes no CRD.

Estes resultados demonstram a eficiéncia dos testes de Bioinformatica para VGL.
De fato, as experiéncias com animais indicaram inibicdo parcial (40%) da VGL, no efeito
edematogénico (0,35 + 0,05 AUC) quando associada com galactose (0,22 + 0,03 AUC)
(Figura 11C). Essa inibicdo parcial pode ser explicada pelo envolvimento de outros sitios da
lectina, como o sitio de ligacdo a metal ou a cavidade hidrofébica (DAM et al., 1998 e LORIS
et al., 1994). Alternativamente, a lectina pode ter afinidade maior para N- e O-glicanos,
presentes na membrana celular.

Também foi realizado docking com 13 glicanos: 6 N- e 7 O-glicanos, escolhidos
com base em sua relevancia e prevaléncia em glicoproteinas. Entre os N-glicanos complexos
que apresentam o grupo galactosil na porcdo terminal, VGL apresentou interacdes favoraveis
com o glicanos CPLX1 (Escore: -53.65) (Figura 12A), mas a adi¢cdo do acido sialico reduziu
drasticamente o escore (Escore: -35.03) devido ao capeamento do grupo galactosil. Da mesma
forma, N-glicanos hibridos que apresentam galactose na regido terminal interagiram
fortemente com VGL (HBRD2: -52.28) diferentemente do que ocorre com a sua contraparte
sializada (HBRD1: 9,60). Néo surpreendentemente, N-glicanos high-mannose néo interagiram
fortemente com VGL.

As sequéncias de agUcar encontradas em glicoproteinas geralmente compartilham
um nudcleo comum, no caso de N-glicanos Manal-6 (Manal-3) ManfB1-4GlcNAcBl-
4GIcNAcB1- Asn-X-Ser/Thr (PINHO e REIS, 2015) classificados em trés tipos: high-
mannose que contém apenas residuos de manose ligados ao nucleo, como os Man5 e Man9
usados no presente estudo. Man5 é precursor de varios glicanos, enquanto Man9 é encontrado
em varias glicoproteinas, incluindo receptores de insulina, HIV GP120 (STANLEY,
SCHACHTER e TANIGUCH, 2009; CORNFIELD, 2005 e MITOMA et al., 2006) e outros
possiveis alvos terapéuticos.

Em N-glicanos complexos, os quais comecam por N-acetilglicosamina (GICNAC),
ligados ao nucleo, é comum a subsequente adicdo de residuos de galactose com ligagao B1-4
denominada N-acetillactosamina (LacNAc). As cadeias Poli-LacNAc sdo encontradas em
glicanos de varios tipos de células e podem servir de alvo para inser¢do de porcdes especificas
de grupos glicosil (STANLEY, SCHACHTER e TANIGUCH, 2009). Por outro lado, a
formagdo de GalNAcP1-4GIcNAc também é presente em varias estruturas (GUZMAN-
ARANQUEZ, 2010). O Glicano complexo CPLX1 apresenta LacNAc e GaINAcPB1-4GIcNAC
fucosilados, enquanto CPLX2 possui estrutura semelhante ao CPLX1 com a porgéo terminal

galactosil coberto por &cido silico.
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N-glicanos hibridos possuem ramificagdes com residuos de manose e outros com
ligacdo GIcNAc (PINTO-JUNIOR et al., 2017). O glicano HBRD1 apresenta um ramo com
residuos de manose e outro ramo com acido sidlico ligado ao LacNAc, engquanto que o
HBRD2 possui estrutura similar com grupo galactosil ndo ligado por acido sialico.

Entre os O-glicanos, o docking revelou que, semelhante a VML (SOUSA et al.,
2015 e SOUSA et al., 2016), a VGL interage com 0s antigenos associados a tumor como T e
Tn (-52,00 e -44,08), como mostrado na figura 12B, indicando uma possivel aplicacdo na
pesquisa contra o cancer.

Figura 12. Melhores posi¢des de docking de VGL com os ligantes.

A) B)
2 -~
(433 C,/ L % | Pt
' ANGCa e A '5‘&
> - (& 8 ‘ ‘/
LA 3 ¢ 3
S (‘-‘; -

Fonte: Marques et al., 2017. VGL complexada com A) Glicol CPLX1 e B) Antigeno Tn.
O-glicanos estdo presentes em modificacdes pds-traducionais em de proteinas de

mamiferos. Normalmente, esses glicanos estdo ligados via N-acetilgalactosamina (GalNAc) a
um residuo serina ou treonina. Entre os glicanos testados, o antigeno Tn (GalNacaSer/Thr) ¢
T (Galpl-3GalNacaSer/Thr) foram escolhidos com base na sua importancia em estudos
contra o cancer e sua prevaléncia (BROCKHAUSEN, SCHACHTER e STANLEY, 2009;
YAO, XIE e LI, 2008; CROCI et al., 2014). Outros glicanos escolhidos como o Excorel pode
ser encontrado em muitas glicoproteinas e mucinas, Excore2 € encontrado em glicoproteinas
de células e tecidos especificos, Excore3 e Excore4 sdo encontrados em mucinas bem como
tecidos secretores de mucina (BEZERRA et al., 2014 e SPARROW et al., 2008).

A maioria das atividades bioldgicas desencadeadas por lectinas ocorrem devido a
interagio entre proteinas e alvos moleculares glicosilados (SIROIS et al., 2007 e MARINO et
al., 2010). Em conjunto, esses resultados sugerem que a VGL é capaz de se ligar a O-glicanos
como mostra as simulagbes de docking. Enquanto para N-glicanos, a lectina liga-se
preferencialmente aos que possuem galactose como residuo terminal. E provéavel que o alvo
molecular da VGL, a fim de provocar o efeito edematogénico, € uma proteina glicosilada com

galactosil em suas regides terminais ou tipos comuns de O-glicanos.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo a estrutura tridimensional da lectina extraida de sementes de
Vatairea guianensis (VGL) foi determinada e apresentou alta similaridade com a lectina de
Vatairea macrocarpa (VML). Os testes com VGL mostraram sua capacidade de provocar
efeito edematogénico, com envolvimento de mediadores inflamatdrios como prostaglandinas,
IL-1B ¢ o CRD. Testes in silico demonstraram a capacidade de ligacdo da VGL com
galactosideos e N- e O-glicanos relevantes, corroborando com a hipétese de que a interagdo da
VGL com alvos moleculares glicosilados é um dos principais fatores responsaveis por seus

efeitos in vivo.
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Viorairea guianensis lectin (WGL), Dalbergiae tribe, is a N-acetyl-galactosamine (GalMAc)/Galactose (Gal)
lectin previously purified and characterized. In this waork, we report its structural features, obtained from
biginformatics tools, and its inflam matory effect, obtained from a @t paw edema model The VGL model
was obtained by homology with the lectin of Varoinea macrocarpa (VML) as template, and we used it to
demonaate the common chamaceristics of legume lectins, such as the jellyml]l motif and presence of a

Mjons: metal-binding site in the vicinity of the carbohydmte-recognition domain (CRD). Protein-ligand docking
E‘::’” gulanems revealed favorable interactions with N-acetyl-n-galactommine, i-galactose and related sugars as well as

several biologically relevant N- and O-glycans. In vive testing of paw edema revealed that VGL induces
edematogenic effect involving pmstaglandins, interleukins and VGL CRD. Taken together, these data
cormborate with previous reports showing that VGL interacts with N- andjor O-glycans of molecular
targets, particularly in those presenting galactosides in their structure, contributing to the lectin in-

flammatory effect.
& 2017 Ekevier BV. and Société Frangaise de Biochimie et Biologie Moléoulaire (SFEEM). All rights
resered.
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1L Introduction

Widely distributed among living organisms and viruses, lectins
are proteins or glyoproteins capable of forming complexes with
molecules and biologial strucdures containing saccharides [1].
Since lectins can reversibly bind to carbohydrates, these molecules
ply major roles in cell communication, such as that ocourring in
the inflammatory process via glycocode decoding in the strudure
of soluble and integral a=ll membrane glyoconjugates [2].

Among lectins, those purified from leguminous plants are
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widely studied. This group comprises a large family of dosely
related lectins with similarity in physicochemical and structural
properties, but significant differences in their biological activities
[3]. Some lectins of the Dalbergieae tribe (Fabaceae, Papilionoideae)
have now been purified and characterized. Moreover, the structures
of Pterocarpus angolensts [4), Centrolobium tomentosum [5), Flaty-
podium elegans 6], Arachis hypogoea [7] and Vatairea macromrpa
[8.9] lectins have already been solved. Those lectins possessing
binding affinity for N-acetyl-glucosamine present  anti-
inflammatory property, such as the lectin of Lonchomrpus sericeus
[10-12] and Lonchocarpus araripensis | 13 ] However, those lectins
with binding affinity for galactose, such as Vatairea macrocrpa
lectin, present inflammatory property [14-16]. In addition, the
inflammatory effect of V. macrocma lectin occurs via activation of
macrophages with release of cytokines [16].

The N-acetyl-p-galactosamine/p-galactose-spedfic  ledtin of
Vatairea guignensis (VGL) is a homotetrameric glycoprotein with

300-9084 &2 2017 Heevier BV . and Société Frandise de Biochimie et Biologie Mal&oulaire (SFEEM ) All rights reserved.
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two N-glycosylations at Asnl11 and Asnl183. It was purified by af-
finity chromatography and possesses a molecular mass of 120 kDa.
VGL presents in witro wasodilator effect, indudng relaxaton in
endothelialized aorta via nitric oxide [ 17]. We aimed to gain a better
understanding of VGL-saccharide binding (CRD) in the context of
VGL biological effects, To accomplish this, we modeled the three-
dimensional structure of VGL and focused on its in vive vasodi-
lator effeds on a rat paw edema model.

2. Materals and methods
2. Lectin isolation

VGL was isolated from Vatairea guignensis seeds by ion exchange
chromatography (DEAE-Sephacel column), followed by affinity
chromatography {guar gum) [17]. The pure protein was diluted in
sterile saline {0.9% NaCl) before biological assays.

22 Rat paw edema model

VGL (0,01, 0.1 and 1 mg/kg) was administered by subcutaneous
(sc.) route in Wistar rats (150200 g} as inflammatory stimulus,
Controls received sterile saline (0.1 mL/100 g body mass). The
experimental protocols were approved by our Institutional Ethical
Committee (UECE No. 101 30208-8/40),

Paw edema was measured by hydroplethysmometry immedi-
ately before VGL injection (zero time ), and from 0.5 to 72 h there-
after and was expressed as the variation in pawvolume (mL)or area
under curve (arbitrary units) [18] compared to 2ero time.

The participation of inflammatory mediators in the lectin effect
was evaluated by treating the animals with the following phar-
macological inhibitors: nitric axide synthase |N-Nitro-i-arginine
methyl ester/i-MNAME, 25 mg/kg; intravenous), cyclooxygenase
(indomethacing 5 mglkg subcutaneous)  andinterleukin-1§
(thalidomide; 45 mg/kg; intraperitoneal) [19] 30 min before VGL
administration {1 mg(Kg; s.c.)

The partidpation of the kectin carbohydrate-recognition domain
{ CRDY) was evaluated by the injection of the most active dose af VGL
(1 mgfkg) after incubation (30 min/37 “C) with its binding sugar
galactose (0.1 M). Galactose was individually incubated at the same
conditions as control.

23 Histological analbysis

Paw tissues were removed 6 h after VGL (1 mgfkg) adminis-
tration, fixed with 10% buffered formalin for 24 h, embedded in
paraffin, cut into 5-pm thick slices, stained with hematoxylin &
eosin (HE) and analyzed by light microscopy coupled to image
acquisition systems (ScopePhoto; Image Manager 50). The intensity
of tssue inflammation was graded according to the following
scores: 0.normal tissue (no distinguishable change, 0%}, absence of
inflammatory infiltrate; 1. discrete tssue changes (initiation of
changes, up to 30%), slight inflammatory infiltrate; 2. moderate
tissue changes (patent changes, 31-60%), moderate inflammatory
infiltrate; and 3. severe tissue changes (widespread changes,
61=100%), severe inflammatory infiltrate.

2.4 Immunohistochemnistry

Fragments of paw tissue were sectioned to a thickness of 3 pm,
placed on silanized slides and processed as described in the
following protocol. Samples were deparaffinized, subjected to
rehydration and antigen-recovery using citrate buffer (pH G0},
incubated { 10min; r.t)with 6 Hz0z in methanol {1:1 )and washed
with TRIS pH 76 (TRIS) in order to inactvate endogenous

peraxidases. Samples were re-incubated for 1 h(ct) with the pri-
mary antibody (Ab) against [L-1§ (monoclonal; Abam “ABI787™;
1: 100}, washed and further incubated (30 min; r. ©.) with bio-
tinylated immunoglobulin (lg; DAKD BD468) and streptavidin
(DAKD PO397). Diaminobenadine chromogen (DAKD E3469) was
applied for 10 min, and Mayer's hematoxylin was used for coun-
terstaining. Samples were dehydrated (ethanol and xylene ) and
cover-slipped with permanent Mounting medium. Parallel sections
were treated with control IgG instead of the primary Ab.

For semi quantitative immunohistochemicl evaluation, sec-
tions were randomly selected in 5 felds (400x magnification) in
areas of greater concentration of immunostained cells loted in
connective or epithelial tissue. The percentage of cells with oeto-
plasmic or nuclear ex pression was scored as follows: (0} no positive
cells; (1 - mild) 1-33% positive cells; (2 - moderate) 34-66% pos-
itive cells; (3 - intense )67 —100% positive cells {adapted from Minal
Chaudhary et al. 2012} [20].

25, Statistical anaby sk

The in vivo data were presented as mean + SEM, and the sta-
tistical analysis was performed by AROVA, followed by Bonferroni's
test. P values < 0.05 were considered significant. Histopathological
and immunohistochemical data were expressed as median
(maximum and minimum) and anakyzed by Mann-Whitney test.

26, Template determination and secondary structure prediction

VGL sequence was downloaded from the Universal Protein
Resource (Uniprot) (ID: PB6893). The template for homology
modeling was obtained from BLASTp search on the Protein Data
Bank (PDB) with default parameters. Proteins most similar to WGL
were chosen and ranked based on their resolution and geometric
parameters.

Secondary structure prediction was carried out using PsiPro
server, an automated system for secondary structure prediction
[21]. The secondary structure was applied as one of the validation
factors for homology model selection,

27. Homology modeling and validation

The 30 structure of VML in complex with Tn antigen (PDB 1D:
4U36) was downloaded from PDB as the template structure. The
homology mode | of VGL was built with MODELLER v9.16 [ 22 ], VGL
and VML structures were aligned using salign module, followed by
manual optimization. Initially, a hundred models were generated
and ranked based on the Modeller objective score function
(molpdf) and Discrete Optimized Protein Energy (DOPE) scores.
Several models with lower molpdf and DOPE were selected and
submitted to validation of stereochemical properties like Ram-
athandran plot, steric overlaps, Cf deviation parameters, rotamers,
and bond angle deviations using PROCHE(K [23]. Side-chain
acceptability was obtained by the Verify3D server [24] QMEAN
and Z-scores were also assessed by Protein Structuns and Assess-
ment tools [25-27] The model having the best values in all vali-
dations was selected and applied in the subsequent anabyses.
Molkecular drawings were prepared with PyMol (Shrodinger, LLC)

28, Molecular docking

Molecular docking was applied to verify the VGL abiity to
interact with several sugars. In order to perform the dodkings, en-
ergy minimized saccharides structures were downloaded from
PubChem [28]. Simulations were crred out with O.C Drug Dis-
covery Workbench (CLC Bio; Boston, MA, USA), asoftware that uses
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a standard precision mode to determine the favorable binding
poses and detect several flexible ligand conformations, while
holding the protein as a rigid structure. The loation of WGL CRD
was obtained by superposiion with VML using. As docking pa-
rameters, the binding radius set to 10 A* around VGL CRIY and the
number of iterations set to 5000, The PLANTSPLF algorithm was
applied to calculate docking score [29], where more negative values
indicate stronger interaction, and the best poses for each ligand
were selected based on hydrogen bonds and hydrophobic in-
teractions, UGPLOT+ [30] and PyMal were applied to genemate the
20 interaction plots and molecular representations, respectively.
The result for GalNAC pose was compared to that in the VML crystal
structure (PDB [D: 4L12A),

29, N- and O-glycans docking

VGL structure was also submitted to molecular docking with
several N- and O-glycans commonly found in glycoproteins, Gly-
@ns structures were obtained from several sdentific works
[31-33] and built with the carbohydrate builder tool of Glycam-
Wb [34] All glyans were submitted to energy minimizations us-
ing AMBER 12 [ 35| with GLYCAM_06j-1 force field [36] via Glycam-
Wb built in modules. Missing hydrogen atoms and bond type
wrrectons were performed by ligand preparation module of Her-
mes v, LB2, Glycans structures representations are shown in Fig. 51
Docking simulations were performed with GOLD v, 5.5 (Genetic
Optimization for Ligand Docking — CCDC, Cambridge, England ).
GOLD implements a generic algorithm to dock ligands into protein
binding sites exploring a great range of ligands conformations with
partial protein flexibility [37]. WGL was prepared for docking by
removal of solvent and ligand molecules. Binding site was defined
in center of carbohydrate-recognition domain and all atoms
cmprising 12 A of radius. Docking parameters were: population
size of 100, selection pressure of 11, number of operations of
10,000, number of islands of 5, niche size of 2 and crossover fre-
quency of 95, For all ligands, 20 poses were generated and filtered
by dodking score, oligosaccharide geometry, hydrogen bonds and
hydrophobic interactions cherence. Further validation was per-
formed by comparing interactions with those from VGL-Galacose
wmplex and removing poses with seriows geometric strains.
PLANTSPLP was chosen as score function [29] and VGL-Galactose
score was used as comparison. All other options were program

A

29 =@ Salne

* =& VGL{0.00 mgiED)
=i VGL {01 mg'kg)
= YL {1 g

Paw edema (mL)

56 7 8
Time (h)

24 32 48 T2

1 2 3 4

default, VGL-glycans complexes figures were generated in PyMol,
3. Results and disoussion

VGL induced a time- and dose-dependent paw edema that las-
ted 48 h (Fig 1a) at 001 mgKg (021 + 003 AUC): 01 mgKg
{042 + 0.06 AUC) and 1 mg/Kg (059 + 0.08 AUC) mmpared to
saline (06 + 0,02 ALC) (Fig. 1b). At 1 mg/Kg, VGL showed maximal
ecffiacy (4-8 h), initiating edematogenic effect 30 min after
administration (Fig. la} WGL at 1 mg/Kg alko induced poly-
morphonuclear infiltr ate along the edema time-course, which was
accentuated at 6 h [VGL: median 3 (3.3)%; p = 0.0022 vs. saline:
median 0 {0.1)] (Fig. 2). These results corroborate the typical acute
inflammatory process demonstrated by the macoscopic eva luation
shown in Fig. 1 and are in accordance with previous studies per-
formed with the homologous lectin VML that elicited acute ede-
matogenic activity accompanied with leukooyte infiltration [ 15].

Pharmacological modulation, as performed by treating animals
with inhibitors of inflammatory mediators before VGL injection,
implied the participation of prostaglandins in the in vivo vasodi-
lator effect (edema) of VGL since indomethadn (inhibitor of the
enzyme cyclooxygenase that catalyzes the synthesis of prosta-
glandins caused moderate (37%) inhibitory effed. In contrast, 1-
NAME {inhibitor of the enzyme NOS that catalyaes the synthesis of
N} did not modify the lectin edematogenic effect, despite the
important vasodilator effed of NO. These data seem to contradict
the vasodilator effect of VGL as previously shown in vitro [17]
However, this could be explained by the different NOS isoforms
expressed in the noninflamed vessels (endothelial NOS) and the
vessels in inflamed paw tissues(indudble ROS) [38]. In addidon to
the implication of prostaglanding, also a vasodilator mediator, we
demonstrated an important participaton of interleukins sinoe
thalidomide inhibited the edema induced by VGL by 62%
(Fig. 3)Corroborating the results oblained by pharmacological
modulation, IL-1§ immunostaining was revealed at 6 h in the
epithelial and onnective tissues (fbroblasts and inflammatory
cells): epithelium [saline: 2 (1.2} vs. VGL: 3(237°]; connective tis-
sue [saline: O (0. Jws. VGL: 3 (2.3)7] (Fig. 4). These data are in line
with the role of prostaglandins and IL-1f, both mediators of cellular
origin, in acute inflammation inducing vasodilatation and tissue
damage [39], as well as the demonstrated effect of VML on acute
models of inflammation with the participation of prostaglandins

-
B Sabne

B VGL 001 mpkg) d
B VL 0.1 mgikgh

B VGL (1 mpHg)

AL (Arbitrary units)

Fig- 1. WoLinduces dase- and time-dependent paw edema WGL (001,01, 1 mgikg; 5. )or saline was injected intraplantat and edema was measured before | zero time) and from 0.5
o 72 h ater VCL (a) Time course and (b) area under curve (A0 Mean +5EM (n = 5-6) "p < Q05 ve saline; dp < LS ve VOL at dl doses
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VGL 6 h

Saline

Fig 2 VCL induces paw edema with paly h dear leukocyte infiltrate. VGL (1 mg kg ; s2.)or saline wa injectsd intrapl and histal

1

(ag) Saline, (b,d) VGL

3 Saline

100~ * _ - VGL _
s =] &3 hdomethacin
2 80- # cm L-NAME
2 Thalidomide
£ 60+
£ p
E 40
@
b
:

0- 1

Fig 3. The paw edema induced by VGL invalves prostaglandins and interleuking VGL
(1 mgikg: sc) was injected in the paw of naive or trested animals 30 min befare
indomethacin (5 mghkg e .- NAME (30 mg/kg; iv)or thalidomide (45 mg/kg: ip.}
Mean & SEM. (1 = 5-6)."p < 005 . safine; #p <0.05 vs VGL

and intedeukins | 15].

Importantly, classical literature has implicated the partiapation
of the carbohydrate-recognition domain (CRD) in the inflammatory
effects of leguminous lectins isolated from the tribes Phaseoleae
|32,33] and Dalbergieae [ 10,13,15], demonstrated by the partial or
total inhibition of the lectin activity by its binding sugar [40].

The protein BLAST analysis of VGL sequence demonstrated 93%
identity with VML sequence (4U36) and because of this, VML was
chaosen as the template for homology modeling of VGL using the
MODELLER 9.16 suite. Secondary structure prediction resulted in a

o) { o

prevalence of f-sheet structures and loops with absence of a-helix
(Fig. 52 ). This result agrees with previously reported data for other
lectins. VGL monomer is shown in Fig. 5.

Reliability of the VGL model obtained by homology modeling
was assessed by various validation parameters. For the chosen
model, PROCHECK analysis showed that local and global stereo-
chemical parameters had favorable values. Ramachandran plot
indicated that 100% of the residues are in favorable and allowed
regions of the graph. The QMEAN global and QMEAN z-score, as
obtained by the protein assessment tools, were 0.755 and —0.156,
both within the range of high-quality models. Compatibility of the
amino aad sequence and three-dimensional structure was ob-
tained by the Verify3D program, in which 92.89% of the residues
were compatible, suggesting that the side-chain environment &
acceptable. Also, the superposition between the best model and the
template resulted in a root mean square deviation (RMSD) of 0.143,
indicating reliable prediction. Altogether, these analyses demon-
strated that the VGL model was comparable to those of experi-
mental structures, indicating that the modeled strucdure was
adequate for the subsequent tests. VGL monomer was shown to be
typical of legume lectin fold, consisting of a f-sandwich presenting
the jellyroll motif with an antiparallel B-sheet of six strands
partially extended and another curved antiparallel f-sheet of seven
strands interconnected by loops of variable length. The monomer
presents a single CRD stabilized by two divalent cations: @lcium
and manganese, both present in the metal bind site (MBS) in the
vicinity of CRD.

Tetrameric biological assembly of VGL was experimentally
determined by Silva and colleagues [17]. Tetramer is composed of
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role in VGL-inch

Fig. 4. 111§ plays an imp
1 was performed at 6 h. (ag) Saline, (bd) VGL

paw tissues frag

Fg. 5 Overall structure of VGL manamer. VGL chain i shown in cartoon represen-
ttion mlared in blue. Spheres represent cakium ion (in gray) and manganese jon (in
purple}

two dimers oppositely arranged to form large centra cavity which
is, in turn, formed by interactions between the outermost loops of
the six-stranded B-sheets of each monomer, generating a type 2
canonical interface. Other ledtins, such as VLLB4, PHA and SBA, also
present this kind of oligomerization [41].

Similar to VML, CRD and metal binding sites (MBS )are conserved
in VGL. Carbohydrate-recognition domain is an exposed region in
protein surface formed by four loops (see more details in molecular
docking section), and for MBS, calcium ion is cordinated by
Phel27, Asp125, Asp132, while the manganese ion is cordinated
by Glu123, Asp125, Asp132 and His137 (Fig. S3).

d paw edema VGL (1 mg/kg: <) or saline was inj intrapl

istry for IL-1B in epithelial and

The results demonstrated that VGL presents favorable in-
teractions with GalNAc and p-galactose, corroborating previous
inhibition assays [17]. Like other lectins, the binding with sugars is
mediated by Van der Waals, hydrophobic and hydrogen in-
teractions |[4,5,8].

The results demonstrated that VGL presents favorable in-
teractions with GalNAc (Score: =50.11), Gal (Score: —42.80), a-
methyl-n-galactoside (—43.11) and a-Ladtose (—43.45) corrobo-
rating with previous sugar inhibition assays performed by Silva and
colleagues [17]. Comparison of scores and experimental data is
shown in Table 1, and indicates the lectin specifiaty for
galactasides.

The set of interactions established between the VGL model and
galactose is shown in Fig. 6a. The galactose residue was stabilized
by a network of H-bonds and hydrophobic interactions. The amino
acid residues Asn87, Asn129, Leu213 and Ser214 interact by H-
bonds with axygen atoms 02, 03, 04 and 06 from @arbohydrate
structure. Gly104, Phel27, Gly212 and His217 residues are
responsible for hydrophobic interactions which stabilize the
galactose residue in the CRD. The N-acetyl-p-galadtosamine residue
complexed in the CRD was stabilized by a network of H-bonds
connecting Asp87, Gly105, Asni129, Leu213, Ser214 and His217
residues to oxygen atoms 03, 04, 05 and 06 present in the mole-
cule. Hydmophobic interactions involving the amino aad residues
Gly 104, Phe 106, Phe127, Trp131 and Gly212 also contribute to the
binding of lectin with this carbohydrate (Fig. 6b). The larger num-
ber of interactions with GalNAc in relation to Gal was suggested in
previous study [17] and was confirmed here. Previous results
demonstrated the strong binding of Vatairea macrocarpa lectin
(VML) with galactosides [8,9]. As shown in Fig. 54, superposition of
VGL with the structure of VML complexed with GalNAc demon-
strated remarkable similarity of ligand binding validating the
docking experiments.

These results demonstrated the efficiency of homology
modeling and molecular docking for VGL. In fact, the animal
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Table 1
Docking score results and minimum inhibitory concentration of carbohydrates on
VGL hemagglutination activity.

Score* M= (mM)"
Carbohydrate
N-acetyl-o-galatoamine 5011 1.0
z-methyl-o-galacoside 4in NT
2-Lactose 43145 20
a-ogalactowe 4280 82
a-o-glumse 3926 NF
N-acetylo-glhicosamine 3903 NI
N-acetyl-o-mannasamine 39.00 NT
a-methyl-D-glucoside 3868 NT
Sucrase 3801 NI
z2-methyl-o-mannoside 3687 NT
2 -0~ mannase 3566 NI
a-fucase 3403 NI
Nglycans
CMPLX1 53165
CPAX2 3503
HBRD1 960
HBRD2 5228
MANS 3306
MANS 3903
O-gycans
Tn antigen 5200
T antigen 4408
Excore 1 5085
Excore2 5360
Excore3 3200
Excored 5114

* Maldodk scare (MDS) = Epoe | Epes Where Eoee is the ligand protin inter-
action energy: .

® MIC: minimum inhibitory concentration.

© NT: not tested.

4 NI: not inhibitory on tested conc ons.

* Data from Silva and colleagues |17

A) =

3 Asni29

Ser214

Leu213

AUC (Arbdtrary units)
-
o

o
=

experiments indicated partial inhibition (40%) of VGL edemato-
genic effect (035 + 0.05 AUC) in response to the association of VGL
and galactose (022 + 0.03 AUC) (Fig. 6¢). This partial inhibition
could be explained by the involvement of other binding sites on the
molecule, such as metal or hydrophobic cavity [42.43]. Alterna-
tively, the lectin would have high affinity for N- and O-glicans,
present in the cell membrane, despite of the high gakbdtose con-
centration used in the reversion assay. Attempting to confirm VGL
capacity of interactions with glycoproteins a total of 13 glycans, 6 N-
and 7 O-glycans, were chosen for dodking based primarily on its
relevance and relative high presence in glycoproteins. Best docking
poses and scores are shown in Fig. S5 and Table 1 respectively.
Among N-glyans, complex type presenting galactosyl terminal
moieties demonstrated favorable interactions with the lectin
(CPLX1 score: —=53.65) (Fig. 7A) but the addition of a sialic acid
moiety reduced the score drastically (CPLX2 Score: —35.03) due to
galactosylcapping. Similady, hybrid N-glycans presenting galactose
in terminal region interact strongly with VGL (HBRD2
Score: —52.28) differently to that occurs with its sialylated coun-
terpart { HBRD1 Score; 9.60). Unsurprisingly high-mannose type did
not show important interactions in CRD.

Sugar sequences found in glycoproteins normally share a com-
mon core, in case of N-glycans Manal-6 (Manal-3)Man-
B1-4GIcNACB1 ~4GIcNACf1-Asn-X-Ser/Thr [44] and are classified
in three types: high-mannaose, in which only mannose residues are
attached to the core, like man5 and man9 used in the present study.
Man5 is precursor of several high-mannaose glycans, while man9 is
found in a number of glycoproteins induding insulin receptor and
HIV gp120 | 31,45 46|, other potential therapeutical targets.

Complex type N-glyans, n which branches initiated by N-
acetylglucosamine (GIANAc) are attached to the core, being not
uncommon the subsequent addition of galactose residues in f1-4

B)
Asp87 |
(.lvlos Asnl29
HisZI'I =2
(.aL\Ac

£ Sakne

- Ol

8 VGL ¢+ Galactose

| Calictose

Fig & CRD medist=s VCL edematgenic effect. Representation of carbohyd rate-recognition domain of VGL in complex with (2) o-galactse and (b) N-acetyl-o-galactas amine. Blue
dahes represent polar contacts. () Inhibition of VCL-induced edema (1 mg Kg; <c) by galactose (01 ML Mean + SEM (n = 5-6) *p <0.05 vs sdine #p < Q05 vs. VGL
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B)

Fig 2 Best docking poses of VGL complexed with A) CPLX1 glycan and B) Tn antigen.

bond with GIcNAc, named N-acetyllactosamine (LacNAc). Poly-
LacNAc chains are found in glyans in various cell types and may
serve as saaffold for insertion of specific glycosyl moieties [31].
Alternatively, formation of GalNAcB 1-4GIcNAc branches are also
present in several structures [47 ). Complex glycan (PLX1 presents
LacNAc and fucosylated GalNAcf 1-4GkNAc branches, while
CPLX2 has similar structure to CPLX1 with LacNAc galactosyl ter-
minal apped by a sialic aad.

Hybrid N-glycans have branches with unsubstituted mannose
residues and others with GlcNAc linkage [48]. HBRD1 glyan pre-
sents the mannose residues branch and a sialic acid capped LacNAC
branch, while HBRD2 have similar structure with uncapped galac-
tosyl moiety.

Among O-glycans, dodcking revealed that, similar to VML [8.9],
VGL paossibly interacts with tumour-associated antigens T and Tn
(Scores: =52.00 and —44.08), best pose of Tn antigen is shown in
Fig. 7B, indicating a possible application in cancer research. Results
also revealed very favorable interactions with O-glycans extended
cores with exception of extended core 3.

O-glycans are important post-translational modification of
mammalian proteins. Usually these glyans are linked via N-ace-
tylgalactosamine (GalNAc) moiety to a serine or threonine residue
[32]. Among the tested glyans, Tn antigen (GalNAcaSer/Thr)and T
antigen (Galf1-3GalNAcaSer/Thr) were chosen based on its
importance in cancer studies and prevalence as cores of O-glyans
[32,49,50]. Other chosen sugars include Excorel that contains sialic
add capped LacNAc branch and are found in many glycoproteins
and muans, excore2 that contains a branching GlcNAc attached to
core 1 and are found in both glycoproteins in spedfic cells and
tissues, excore3 and excored that contains some LacNAc branches
and are found in muans of certain mucin-secreting tissues [51-53].

Most of biological activities triggered by lectins occur due to
interaction between proteins and molecular targets via glycosyl
residues [54-57] and together, these results suggest that VGL is
cpable of binding to O-glycans due to favorable docking scores and
interactions suggestive of high speaficity for this glycan type, while
for N-glycans, the lectin binds to preferentally those possessing
galactose as terminal residue. Itis likely that the molecular target of
VGL in order to elicit the edematogenic effect is a glycosylated
protein presenting galactosyl moieties on its terminal regions or
common types of O-glycans.

4 Conclusion

The theoretical three-dimensional structure of \Vatairea

guignensis ledtin (VGL) presents high similarity with Vatairea
macrocarpa lectin (VML). VGL elicited edematogenic activity,
involving prostaglandins, IL-1f and CRD. In silico tests demon-
strated the binding capaaty of VGL with galactosides and impor-
tant N- and O-glycans, corroborating with the hypothesis that VGL
interaction with glycosylated molecular targets are one of the main
factors responsible for its in vivo effects.
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