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RESUMO

Swartzia grandiflora € uma leguminosa da tribo Swartzieae, um taxon basal da subfamilia
Papilionoideae, ainda pouco estudada em relacdo a ocorréncia e caracterizacdo de lectinas. O
objetivo principal do presente trabalho foi obter sequéncias de cDNA, codificando lectinas de
S. grandiflora e caracterizar as estruturas codificadas. Como resultado, foram obtidas seis
sequéncias Unicas de cDNA, codificando seis cadeias polipeptidicas distintas, denominadas de
SGL-A a SGL-F. As estruturas primarias das proteinas deduzidas das sequéncias de cDNA
possuiam 240 (SGL-A a SGL-D) e 244 (SGL-E e SGL-F) residuos de aminoécidos. A massa
molecular calculada variou de ~26.6 (SGL-A) a ~26.9 kDa (SGL-F), enquanto que o pl
predito a partir das sequéncias de aminoacidos variou de 5.22 (SGL-B) a 5.37 (SGL-A, -C e -
D). Quando as sequéncias de aminoacidos foram alinhadas e comparadas, entre si, por meio
de uma matriz de identidade, foi possivel agrupa-las em dois grupos, contendo 4 (de SGL-A a
SGL-D; identidade média = 99,1%) e 2 (SGL-E e SGL-F; identidade média = 99,5%)
sequéncias, respectivamente. A identidade média entre as sequéncias dos dois grupos foi
153,2%. Considerando a grande identidade entre as sequéncias de aminoacidos de um mesmo
grupo, uma sequéncia representativa de cada um deles foi escolhida (SGL-A e SGL-E) para
analises posteriores. Buscas por sequéncias homdlogas no banco de proteinas do NCBI
revelaram que SGL-A e SGL-E apresentam similaridade com lectinas de Fabaceae, porém
com percentuais de identidade nunca superiores a 50-51%. Isso sugere que as lectinas de S.
grandiflora identificadas na presente investigacdo, constituem um grupo distinto dentre as
lectinas de leguminosas caracterizadas até o momento. Compara¢fes com o banco de
proteinas com estruturas tridimensionais conhecidas (PDB), demonstraram uma maior
identidade de SGL-A (Bit score = 196, E-value = 7e-61, identidade = 44%) com uma lectina
(PELa) de Platypodiumelegans (tribo Dalbergieae) e de SGL-E (Bit score = 179, E-value =
1e-54, identidade = 47%) com a aglutinina (BMA) de Leucomphalos (Bowringia) mildbraedii
(tribo Sophoreae). O alinhamento das sequéncias de aminoacidos de SGL-A e SGL-E com
essas estruturas permitiu que os residuos de aminoéacidos, hipoteticamente envolvidos na
ligagdo a cations divalentes e na formagdo do sitio de interacdo com carboidratos, fossem
mapeados nas respectivas estruturas primarias. Modelos das estruturas tridimensionais de
SGL-A e SGL-E foram gerados por modelagem comparativa, usando o método MA4T, e
validados em relacdo a pardmetros estereoquimicos. Os modelos estruturais de ambas as
proteinas apresentaram um dobramento em barril beta, compreendendo duas folhas

antiparalelas, uma com sete fitas e outra com cinco fitas. Este dobramento é caracteristico das



lectinas de leguminosas. Docking molecular sitio dirigido sugeriu que D-Galactose é um
ligante provavel de SGL-A, a julgar pela energia de interagdo total favoravel (—76,2 kcal/mol)
estimada para o complexo proteina-ligante.

Palavras-chave: Swartzieae. Fabaceae. Clonagem. Docking molecular.



ABSTRACT

Swartzia grandiflora is a legume Swartzieae tribe, a basal taxon of Papilionoideae subfamily,
poorly studied in relation to the occurrence and characterization of lectins. The main objective
of this study was to obtain cDNA sequences encoding S. grandiflora lectins and characterize
the encoded structures. As a result, there were obtained six unique cDNA sequences, encoding
six distinct polypeptide chains, termed SGL-A and SGL-F. The primary structures of the
proteins deduced from the cDNA sequence had 240 (SGL-A to D) and 244 (SGL-E and -F)
amino acid residues. The calculated molecular weight ranged from ~ 26.6 (SGL-A) to ~ 26.9
kDa (SGL-F), whilst the pl predicted from the amino acid sequences varied from 5.22 (SGL-
B) to 5.37 (SGL-A,- C and D). When the amino acid sequences were aligned and compared to
each other by means of an identity matrix, it was possible to group them into two groups
containing 4 (SGL-A to SGL-D, identity = 99.1%) and 2 ( SGL-E and SGL-F; identity =
99.5%) sequences, respectively. The average identity between the sequences of two groups
was [153.2%. Considering the great identity between the amino acid sequences of a same
group a representative sequence of each was chosen (SGL-A and SGL-E) for further analysis.
Search for homologous sequences in the NCBI protein database revealed that SGL-A and
SGL-E have similarity with lectins Fabaceae, but with ever higher percentage of identity to
50-51%. This suggests that lectins of S. grandiflora identified in this study constitute a
distinct group from the legume lectins characterized to date. Comparisons with the bank of
proteins with known three-dimensional structures (PDB) showed greater SGL-A identity (Bit
score = 196, E-value = 7e-61, ID = 44%) with a lectin from Platypodiumelegans (tribe
Dalbergieae) and SGL-E (Bit score = 179, E-value = le-54 = 47% identity) with the
agglutinin (BMA) of Leucomphalos (Bowringia) mildbraedii (Sophoreae tribe). The
alignment of the amino acids sequences SGL-A and SGL-E with such structures has allowed
the hypothetical amino acid residues involved in binding divalent cations and the formation of
the interaction site with carbohydrates were mapped in their primary structures. Models of
three-dimensional structures of SGL-A and SGL-E were generated by comparative modeling
using M4T method, and validated against stereo chemical parameters. Structural models of
both proteins presented in a folding beta barrel, comprising two antiparallel sheets, one with
seven tapes and other tapes of five. This folding is characteristic of legume lectins. Molecular
docking site directed suggested that D-galactose is a likely binder SGL-A, judging by the
favorable total interaction energy (-76.2 kcal / mol) estimated for the protein-ligand complex.

Keywords: Swartzieae. Fabaceae. Cloning. Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

A prospeccao de diferentes biomoléculas é fundamental para a integridade dos
ecossistemas nacionais, para as ciéncias basicas e para o fornecimento de produtos
biotecnoldgicos para empresas especializadas (COUTINHO, 2006). Neste sentido, a obtencéo
de proteinas é de grande proveito, devido a sua ampla utilizacdo em diferentes segmentos da
sociedade (FERNANDES et al., 2011). Porém, nem sempre, a purificacdo de determinados
grupos de proteinas ocorre de uma maneira facil. Deste modo, sdo necessarios estudos mais
especificos no sentido de facilitar a compreensdo das propriedades estruturais e, até mesmo,
das caracteristicas evolutivas de uma proteina especifica.

As lectinas, proteinas amplamente distribuidas na natureza, sdo encontradas em
maultiplas formas moleculares, sendo que grande maioria delas podem ser obtidas em elevadas
proporcdes e com alto grau de pureza pela utilizacdo de diferentes etapas cromatogréficas
(KENNEDY et al., 1995; LORIS, 2002). Assim, centenas de moléculas desta classe proteica
ja foram isoladas de virus, bactérias, fungos, invertebrados, vertebrados e de plantas
(NASCIMENTO et al., 2012).

Dentre todas as lectinas isoladas, as obtidas da familia boténica Fabaceae séo
uma das mais bem estudadas até o momento (RIBEIRO et al., 2014; SHARON; LIS, 1990).
As lectinas de Fabaceae sdo conservadas evolutivamente e formam um grupo de proteinas
estruturalmente semelhantes. Estas ja foram relatadas em diferentes Orgdos vegetais,
entretanto, as lectinas dessa familia sdo purificadas com mais facilidade a partir de sementes,
que compdem cerca de 10% do contetdo total de proteinas (LAM; NG, 2011; LORIS et al.,
1998).

Algumas das tribos que integram a familia Fabaceae possuem poucas lectinas
estudadas, principalmente em grupos mais primitivos, como por exemplo, a tribo Sophoreae e
a Swartzieae, ambas da subfamilia Papilionoideae. Atualmente, apenas a SLL (Swartzia
laevicarpa Lectin), do género Swartzia, pertencente a subtribo Swartzieae, foi purificada. O
estudo deste género taxondmico pode contribuir para o entendimento das relacbes
evolucionérias das lectinas, provenientes da familia Fabaceae, no que diz respeito ao
processamento proteico e as variagoes estruturais (FERNANDES et al., 2011).

Uma das espécies que integra o género e a subtribo acima mencionados € a
Swartzia grandiflora Bong. (CARDOSO et al., 2012). Contudo, até 0 momento, a presenca de
lectinas nas sementes desta espécie nao pdde ser comprovada devido o processo de hemolise

dos eritrocitos de coelho, visto quando realizado o ensaio de atividade hemaglutinante em seu
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extrato proteico. Tal fato deve-se, provavelmente, devido a grande presenca de metabolitos
secundarios, como isoflavonoides, saponinas triterpénicas e diterpenos aromaticos em suas
sementes (MARQUI et al., 2008).

A analise in silico das sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos dessas lectinas
de dificil purificagdo pode ser realizada com a ajuda de técnicas de biologia molecular e
bioinformética, podendo-se inferir dados de fundamental importancia para o seu posterior
isolamento, tais como: os sitios de ligacdo a carboidratos e metais, a presenca de N-
glicosilacdes, o pl aproximado da lectina, a presenca e a quantidade de pontes dissulfeto, as
proteinas de outras espécies que apresentam similaridades evolutivas entre suas sequéncias,
podendo-se, inclusive, realizar uma modelagem tridimensional para a estrutura da lectina a ser
purificada.

Neste sentido, o presente estudo foi elaborado, baseando-se no seguinte
questionamento: A andlise do fragmento nucleotidico que codifica a lectina de S. grandiflora
possibilitard uma melhor compreensédo desta proteina, tais como os sitios de interagdo a outras
moléculas e caracteristicas evolutivas, fornecendo dados que facilitardo a purificacdo de sua
forma nativa?

Desta forma, diante deste questionamento, formulamos a seguinte hipdtese: “A
clonagem molecular dos produtos obtidos da RACE, bem como as analises de bioinformética
possibilitardo a caracterizacdo in silico da sequéncia codificadora dessa lectina, fornecendo
dados sobre sua estrutura, funcdo e contribuindo para o posterior processo de purificacdo da
mesma. ”

Diante de todas as informacdes ja expostas, compreendemos que a analise das
sequéncias que codificam a lectina da semente de Swartzia grandiflora, aqui denominada
SGL, é de consideravel importancia para o meio académico. Isto se justifica pelo fato de que
esta pesquisa poderd fornecer a primeira modelagem molecular feita para uma lectina do
género Swartzia, além de aprimorar o entendimento das relagdes filogenéticas entre as
lectinas de Fabaceae, obtendo dados que contribuam para a purificacdo de sua lectina e,

consequentemente, o fornecimento de uma molécula de alto valor biotecnolégico agregado.
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2 FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae é constituida por, aproximadamente, 19.500 espécies e 751
géneros, sendo considerada a terceira maior familia, em namero de espécies, do grupo das
Angiospermas. Adicionalmente, esta familia representa um dos maiores exemplos de
manipulagéo e utilizacdo vegetal pela cultura humana, podendo ser utilizada na alimentacéo
humana e de animais domésticos, na utilizacdo da madeira, em ornamentacdes e obtencdo de
farmacos de conhecimento tradicional ou para industrias farmacéuticas (BRUNEAU et al.,
2013).

Até o presente momento, a familia Fabaceae encontra-se dividida em trés
subfamilias (Caesalpinioideae, Papilionoideae e Mimosoideae), apresentando uma
distribuicdo cosmopolita, que comporta uma rica diversidade de espécies, habitos e ambientes
de ocorréncia (BRUNEAU et al., 2013; KOENEN et al., 2013). A utilizacdo de técnicas de
biologia molecular vem contribuindo, consideravelmente, para a compreensdo da sistematica
e da evolucao dessas subfamilias (CARDOSO et al., 2012, 2013).

2.1 Subfamilia Caesalpinioideae

A subfamilia Caesalpinioideae é um grupo parafilético que compbe a base da
familia Fabaceaee a qual foi derivada das subfamilias monofiléticas Mimosoideae e
Papilionoideae. As espécies desta diversificada subfamilia ocorrem, principalmente, nas
regides tropicais e subtropicais da América do Sul, Africa e Sudoeste da Asia. Esta subfamilia
inclui, aproximadamente, 2250 espécies em 171 géneros, podendo ser dividida em quatro
tribos: Cercideae, Detarieae, Cassieae e Caesalpinieae (BRUNEAU et al., 2013).

2.2 Subfamilia Papilionoideae

A espetacular radiagdo de espécies de Fabaceae, da subfamilia Papilionoideae,
que pode ser estimada em 13.800 espeécies, ¢ um legado da sua ampla variagdo ecoldgica e
biogeogréfica, associada a uma larga diversificacdo nas florestas tropicais, savanas, florestas
sazonais e regides temperadas de todo o planeta. As especies que compdem a subfamilia
Papilionoideae sdo bem conhecidas pela sua importancia econdmica para a agricultura e para
a industria alimenticia, como por exemplo, a soja [Glycine max (L.) Merr.], feijoes (Phaseolus

L. spp. e Vicia faba L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), lentilha (Lens culinarius Medik.),
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ervilha (Pisum sativum L.) e alfalfa (Medicago sativa L.), uma importante cultura forrageira
(BRUNEAU et al., 2013).

Recentemente, as sequéncias de 668 genes que codificam a matK de espécies que
compdem a subfamilia Papilionoideae foram realinhadas e uma nova arvore filogenética foi
resolvida, com foco na compreensdo das relagcdes evolutivas das espécies basais desse grupo
taxondmico. A Figura 1 mostra a arvore filogenética das tribos basais da subfamilia
Papilionoideae. Dentre as subtribos que constituem essas espécies basais, encontram-se a
Sophoreae e a Swartzieae, cuja subtribo desta ultima é formada por oito géneros, a saber:
Ateleia, Bobgunia, Bocoa, Candolleodendron, Cyathostegia, Fairchildia, Swartzia e
Trischidium (CARDOSO et al., 2013)

Swartzia Schereb é da tribo Swartzieae, o0 género de Papilionoideae mais diverso
e rico em espécies. Este género compreende cerca de 213 espécies amplamente distribuidas
nos mais diversos biomas, porém sdo sobretudo comuns e diversas nas florestas de terras
baixas do norte da América do Sul, especialmente na Bacia Amaz6nica e Escudo das Guianas.
No Brasil, o género ocorre principalmente na Floresta Amazonica, possuindo, contudo,
representantes na Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (TORKE; SCHAAL, 2008).
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Figura 1 — Arvore filogenética das tribos basais da subfamilia Papilionoideae

matK

Fonte: CARDOSO et al., 2013.

2.3 Subfamilia Mimosoideae

A subfamilia Mimosoideae possui uma distribuicdo pantropical e é a segunda
maior subfamilia de Fabaceae, composta por, aproximadamente, 3.271 espécies. Embora a
subfamilia Caesalpinioideae possua mais géneros que a Mimosoideae, o0 amplo numero de
especies desse grupo reflete uma elevada riqueza de espécies na maioria dos seus 83 géneros,

especificamente nos géneros Acacia e Mimosa (BRUNEAU et al., 2013).

3 LECTINAS

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunologica que possuem
pelo menos um dominio ndo catalitico que interage de forma reversivel e especifica a
diferentes tipos de glicoconjugados (HE et al., 2015; NASI; PICARIELLO; FERRANTI,
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2009). Essa interacdo entre lectinas e carboidratos ocorre através do Dominio de
Reconhecimento a Carboidratos (CRD, sigla proveniente do termo em inglés “Carbohydrate -
Recognition Domain”), um dominio representativo desse grupo de proteinas (ROCHA et al.,
2015). A propriedade de ligacdo a mono ou oligossacarideos confere as lectinas uma grande
atividade em processos celulares, como por exemplo, aglutinacdo, adesdo, reconhecimento,
sinalizacdo, fertilizagdo, opsonizacdo, mitogénese e apoptose (SINGHA et al., 2015). A Figura
2 mostra os processos de interacdo entre lectinas e carboidratos da superficie celular
(SHARON; LIS, 2004).

Figura 2 — Exemplificacdo do processo de interacdo entre lectinas e carboidratos da superficie

celular

Fonte: SHARON; LIS, 2004.
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3.1 Breve Historico da Lectina

Em 1888, Hermann Stillmark descreveu, pela primeira vez, a atividade de
proteinas com propriedades hemaglutinantes em extratos vegetais de Ricinus comunis e, desde
entdo, diversas destas proteinas foram isoladas e caracterizadas, no que diz respeito a sua
estrutura molecular, especificidade por carboidratos e propriedades bioquimicas. As lectinas
foram, inicialmente, designadas como “hemaglutininas” ou, mais comumente,
“fitohemaglutininas”, visto que sdo detectadas pela aglutinacéo de eritrocitos, além de serem,
majoritariamente, encontradas em plantas. A capacidade das aglutininas vegetais de distinguir
entre eritrocitos de diferentes grupos sanguineos fez Boyd e Elizabeth Shapley propor, em
1954, o termo lectina, que advém do termo, em Latim, legere. Landsteiner & Raubitschek
(1908) discutiram, pela primeira vez, a especificidade das lectinas e observaram que varios
extratos de sementes de Fabaceae apresentavam diferentes propriedades de hemaglutinacéo,
quando analisados com eritrécitos de diferentes espécies animais, provavelmente, porque as
lectinas de diferentes espécies vegetais, frequentemente, diferem na sua estrutura molecular e
na sua especificidade. A descoberta da especificidade das lectinas por acucares foi atribuida a
James B. Sumner, que isolou, por precipitagdo salina, e cristalizou uma lectina de sementes de
Canavalia ensiformis (Con A), sendo esta a primeira até o presente momento (KENNEDY et
al., 1995; SHARON; LIS, 2004).

3.2 Lectinas de Fabaceae

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza. Estudos j& citaram sua
presenca em virus, bactérias, fungos, plantas e animais (FERNANDES et al., 2015; LI et al.,
2012). As sementes da familia botanica Fabaceae sdo uma das principais fontes de busca
deste grupo de proteinas, chegando a compor até 10% do contetdo total de proteinas. A
familia das lectinas de Fabaceae constituem, aproximadamente, 60% das 361 estruturas
depositadas no banco Glyco3D. Este grupo, em particular das lectinas, na maioria das vezes,
consiste de duas ou quatro subunidades (25-30 kDa), cada qual com um CRD. A interacao
entre 0 CRD e o carboidrato requer a presenca de Ca2+ e Mn2+ (ou outro metal de transicéo).
A estrutura primaria das lectinas de sementes de Fabaceae apresenta uma notavel homologia,
demonstrando que estas proteinas foram, evolutivamente, conservadas. A estrutura
tridimensional dessa familia de lectinas € similar e caracterizada pelo elevado conteddo de
folhas B em relagdo & presenca de o hélices (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; CARVALHO
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et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014).

3.3 Classificacdo das Lectinas de Fabaceae

A elucidagdo da estrutura tridimensional de grande parte das lectinas da familia
Fabaceae contribui para a classificagdo deste grupo proteico quanto ao nimero de dominios
de ligacdes a carboidratos, sendo estas agrupadas da seguinte maneira:

a) merolectinas: apresentam um Unico dominio de ligacdo a carboidrato e sdo

incapazes de promover aglutinacao celular;

b) hololectinas: apresentam dois dominios de ligac&o a carboidratos, idénticos ou
homologos, e sdo capazes de promover aglutinacéo celular;

c) quimerolectinas: sdo constituidas por um ou mais dominios de ligacdo a
carboidratos e um dominio de funcéo distinta;

d) superlectinas: sdo constituidas de, no minimo, dois dominios de ligacdo a
carboidratos, porém, cada dominio reconhece carboidratos estruturalmente
diferentes.

As lectinas de sementes de Fabaceae também podem ser classificadas de acordo
com a sua especificidade de ligagdo a carboidratos, compreendendo aquelas ligantes de
manose, manose/glicose, manose/maltose, galactose/N-acetilgalactosamina, fucose e &cido
sidlico (KENNEDY et al., 1995; LORIS, 2002; PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

3.4 Funcéo

Lectinas de plantas sdo consideradas proteinas de reserva que podem apresentar
propriedades biologicas associadas a protecdo do tecido vegetal contra pestes e patdgenos,
como também a estresses abidticos (DE SOUZA CANDIDO et al., 2011). Tal caracteristica
ocorre, principalmente, devido a sua propriedade de interacdo com glicoconjugados ou a
superficie de células patogénicas em solucdo. Atualmente, é sugerido que as lectinas adquirem
sua fungdo de estoque como funcdo secundaria, com a atividade de defesa, comegando a se
tornar a caracteristica principal para este grupo de proteinas. Adicionalmente, as lectinas
vegetais tém sido caracterizadas por possuirem uma importante funcéo sobre fungos, bacterias
e insetos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

A membrana celular destes organismos, normalmente, apresenta glicoconjugados

de diferentes naturezas, como por exemplo, as glicoproteinas, os glicolipideos e os
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polissacarideos, que podem possuir uma estrutura similar aos carboidratos, os quais interagem
com as lectinas. Desta forma, pode-se inferir que as lectinas sé&o capazes de atuarem como
proteinas de defesa, por meio da interacdo aos glicoconjugados destes microrganismos. Além
disso, as lectinas de plantas também possuem a caracteristica de serem estaveis as variacoes
de pH e temperatura, bem como apresentarem resisténcia a proteases de animais e de insetos.
Estas caracteristicas fazem das lectinas de leguminosas uma potencial fonte de inibicdo de
microrganismos patogénicos (DE SOUZA CANDIDO et al., 2011).

As possiveis aplicacdes biotecnoldgicas para as fungdes e caracteristicas ja citadas
das lectinas sé&o diversas e de grande importéncia, tais como os efeitos antitumoral e antiviral,
além da deteccdo, isolamento e estudo de glicoconjugados (LAM; NG, 2011; UNITT;
HORNIGOLD, 2011). Outras aplicacbes para 0 grupo proteico em questdo encontram-se

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Aplicacdes biotecnoldgicas relatadas na literatura cientifica para algumas lectinas

Lectina Aplicacao biotecnoldgica Referéncias cientificas

ASAleASA|l ~ Alividadeinseticidacontra o iropies o a1 2008)
Acyrthosiphon pisum
MUBL Atividade |nset|C|da_ contra (SA et al., 2009)
Aedes aegypti
Inibidora do fungo
Microsporum canis
Inibidora do fungo

Aspergillus flavus

TEL (PINHEIRO et al., 2009)

ZmCORp (BAKER et al., 2009)

Fonte: elaborada pelo autor.

3.5 Caracteristicas moleculares

A presenca de isolectinas em uma Unica planta ja foi relatada na literatura
cientifica. Esta caracteristica deve-se, provavelmente, ao fato das lectinas de leguminosas
comporem uma familia multigénica, podendo assim ser expressas em diferentes tecidos ou
estagios de desenvolvimento. Outra justificativa para a presenca de multiplas formas de uma
mesma lectina pode ser atribuida as modificacbes de cadeias durante o isolamento da
proteina, como por exemplo, a hidrélise do grupamento amida da glutamina ou asparagina.
Desta maneira, o termo isoforma é o mais adequado, quando distintas formas moleculares de

uma lectina ocorrem na mesma espécie (KENNEDY et al., 1995).
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As lectinas de Fabaceae séo, geralmente, sintetizadas como um precursor, que
subsequentemente (ap6s a remocdo inicial do peptideo sinal da regido N-terminal) sofrem um
processamento pds-traducional para, entdo, transformarem-se na proteina madura. Este
processamento pode consistir na clivagem proteolitica da cadeia precursora, corte da regido C
- terminal, remogdo de carboidratos covalentes e, até mesmo, a liga¢do da regido N - e C -
terminal original (LORIS et al., 1998).

3.6 Clonagem molecular

O estudo das duas lectinas de Robinia pseudoacacia (RPbAI e RPbAII) é um
exemplo que pode ser citado a fim de exemplificarmos a importancia destas anélises
moleculares das lectinas (VAN DAMME et al., 1995). Trés classes de clones de cDNA
correspondentes aos polipeptidios a (31.5 kDa) e b (29 kDa) da RPbAI e o polipeptidio ¢ (26
kDa) da RPbAII foram identificadas. O clone LECRPA1 codifica uma sequéncia com 285
aminoéacidos, contendo uma regido idéntica ao N - terminal do polipeptidio a. O pl estimado
para o polipeptidio codificado pela LECRPAL1 € 5.04. A sequéncia de aminoacidos que
codifica a LECRPAL possui dois possiveis sitios de glicosilagdo nas posicBes 147 e 188. A
LECRPA2 codifica uma sequéncia com 286 aminoécidos com uma regido idéntica ao N -
terminal do polipeptidio b, possui pl estimado em 4.95 e um possivel sitio de glicosilacdo que
coincide com o primeiro possivel sitio de glicosilacdo da LECRPAL. O terceiro clone de
cDNA, LECRPAZ3, codifica uma sequéncia contendo 272 aminoacidos com um possivel sitio
de iniciacdo na posicdo 13. Apesar da sequéncia N - terminal determinada para o polipeptidio
C e a sequéncia deduzida para o clone de cDNA da LECRPAS3 ndo serem idénticas, acredita-se
gue a LECRPAS3 codifica um polipeptidio de lectina, j& que é visto uma elevada homologia
com as sequéncias da LECRPA1 e LECRPA2 (RABIJNS et al., 2000).

3.7 Lectinas da tribo Swartzieae

A primeira descricdo para uma lectina desta tribo foi relatada em sementes de
Swartzia pickelli (CAVALCANTI; COELHO, 1990), nas quais foram descritas a presenca de
atividade hemaglutinante no extrato destas sementes quando testadas com sangue de
diferentes animais. Ja no estudo desenvolvido por FERNANDES et al., 2011, foi demonstrado
evidéncias da presenca de uma lectina em extratos de sementes de Swartzia laevicarpa, apos

cromatografia de troca ionica. Tal lectina foi purificada por cromatografia de afinidade em



30

matriz, contendo lactose imobilizada. A SLL (Swartzia laevicarpa Lectin) apresentou
afinidade a lactose, a galactose e ao N-acetil-D-galactosamina. Além disso, a mesma
demonstrou, também, estabilidade a elevadas temperaturas e uma massa molecular de,
aproximadamente, 29 kDa. Adicionalmente, foi comprovado que essa lectina € uma
glicoproteina. Isto porque quando submetida ao sequenciamento da regido N-terminal por
degradacdo de Edman, a SLL apresentou similaridade com as lectinas pertencentes as tribos
primitivas da subfamilia Papilionoideae, a saber, a Dalbergieae e a Sophoreae
(FERNANDES et al., 2012).

4 OBJETIVOS

A presente dissertacdo de Mestrado foi desenvolvida com o intuito de serem

alcancados os objetivos das subsecdes abaixo descritas.

4.1 Obijetivo geral

Caracterizar, por analises de biologia molecular e bioinformaética, as sequéncias de

cDNA, obtidas a partir das sementes de Swartzia grandiflora que codificam lectinas.

4.2 Objetivos especificos

o Amplificar as regides que codificam as Unidades de Término de Replicagdo da
porcdo (UTR) 3'e 5' de lectinas do RNA total das sementes de Swartzia grandiflora;

e Clonar os fragmentos descritos acima em devidos vetores de clonagem, bem

como sequenciar suas respectivas bases nucleotidicas;

e Analisar as caracteristicas das sequéncias obtidas por meio de ferramentas de

bioinformaética, gerarando um modelo tridimensional para a SGL, a partir dos dados obtidos.

5 MATERIAL

O material utilizado no decorrer desta pesquisa cientifica encontra-se descrito nas

subsecdes abaixo.
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5.1 Sementes de Swartzia grandiflora

As sementes foram coletadas no primeiro semestre de 2014, advindas de uma
arvore que se encontra localizada no Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara,
sendo reconhecida pelo Herbario Prisco Bezerra (numero de voucher: 54159). A flor, a
vagem, e a semente de Swartzia grandiflora estdo representadas na Figura 3.

Figura 3 — Ramo de Swartzia grandiflora com botéo floral em desenvolvimento (A); ramo de

Swartzia grandiflora com flor desenvolvida (B) e semente de Swartzia grandiflora

Fonte: José Edvar (2014).

5.2 Microrganismos

A clonagem da lectina de Swartzia grandiflora foi realizada utilizando-se como
hospedeiro células de Escherichia coli (E. coli) TOP10F’ (Invitrogen).
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5.3 Plasmideos

O pGEM — T (Promega) foi utilizado como vetor em células de E. coli para a
clonagem dos fragmentos de interesse desta pesquisa. O mapa do vetor de clonagem encontra-
se representado no ANEXO A.

5.4 Enzimas

As enzimas RQ1 RNase-FreeDNase 1 U/pL da Promega, Taqg DNA polimerase 5
U/puL da GE HealthCare, Improm — Il Reverse Transcriptase 5 U/uL da Promega, a T4 DNA
ligase 3 U/uL da Promega, a Pvull 10 U/uL da ThermoScientific, e as enzimas CIP (Fosfatase
Alcalina do Intestino do Bezerro), TAP (Pirofosfatase Acida do Tabaco), T4 RNA ligase e a
M-MLV RT (MoloneyMurineLeukemiaVirus Reverse Transcriptase) foram provenientes do
Kit FirstChoice RLM-RACE da Ambion.

5.5 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos usados como iniciadores nas reacdes de PCR-RACE foram
sintetizados pela Eurofins MWG/Operon, a saber: SGLForward (5 - CAR GAR GAY YTN
YTNYTN CAR GGN GAY GC-3'), SGLReverse (5' - GAAACCAACTCTAACCCACTC
NGG - 3"), 0 3' RACE Outer Primer (5'- GCGAGCACAGAATTAATACGACT-3) e 3' RACE
Adapter (5'-GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGGT12VN-3'). Além destes,
foram utilizados os oligonucleotideos presentes no Kit FirstChoice RLM-RACE (Ambion),
sendo eles: 5' RACE Outer Primer (5'-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3), 05' RACE
Adapter (5'- GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA-

3") e os RandomDecamers.

5.6 Kits e reagentes

Os meios de cultura solido e liquido para crescimento de E. coli foram preparados
segundo SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989. Os kits ImProm-II"™ Reverse
Transcription System e NucleoSpinPlasmid (NoLid) foram adquiridos da Promega e
Macherey-Nagel, respectivamente. O marcador molecularScada DNA Ladder 1 kb foi
proveniente da Ludwig Biotec. O kit FirstChoice® RLM-RACE e o inibidor de RNase foram
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provenientes da Ambion. Antibioticos (estreptomicina e carbenicilina), IPTG (isopropil - B -
D - tiogalactopiranosideo), X — GAL (5 - bromo - 4 - chloro - 3 - indolyl - beta - D - galacto -

pyranoside) e demais reagentes foram todos de grau analitico.

6 METODOS

As metodologias utilizadas no decorrer desta pesquisa cientifica encontram-se

descritas nas subsecdes abaixo.

6.1 Desenho e obtencéo dos iniciadores

A regido N-terminal da SLL, constituida pelos seguintes aminoacidos:
1ADIVSFTYTKFRPNQEDLLLQGDAEVVSSGKLQLTAVDD39, foi utilizada como
modelo para o desenho dos iniciadores SgLFoward e SgLReverse, por ser a Unica lectina do
género Swartzia com a regidao N-terminal obtida (FERNANDES et al., 2012). Neste sentido, a
sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal dessa lectina foi submetida ao programa
tblastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) do NCBI, o qual faz uma busca por nucleotideos,
utilizando uma sequéncia proteica como fonte de busca. Os genes codificadores de
Sophorajaponica clone LECSJAsglectin precursor mRNA (U63011), Sophorajaponica clone
LECSJAbmlllectin precursor mRNA (U63012), Sophorajaponica clone LECSJAbmllectin
precursor mRNA (U63013), Sophorajaponica clone LECSJAbglectin precursor mRNA
(U63014), SophorajaponicalectinproteinmRNA (KC140286), SophoraflavescenslectinmRNA
(AF285121), SophoraalopecuroideslectinmRNA (DQO011517) e
CladrastisluteastorageproteinmRNA (U21940) foram escolhidos dentre todas as sequéncias
que apresentaram similaridade a regido N-terminal da SLL e por serem de um grupo
taxonémico filogeneticamente proximo ao género Swartzia. Posteriormente, estas sequéncias
foram convertidas para aminoacidos pelo programa Translate Tools (www.expasy.org), que
indica qual dos frames codifica uma proteina funcional. As regifes nucleotidicas,
aproximadamente, correspondentes ao inicio e ao término de cada uma das sequéncias obtidas
foram pareadas manualmente. Os iniciadores foram, entdo, montados, levando em
consideracdo o grau de conservacdo e degeneracdo de cada um dos nucleotideos que
compdem o inicio e o fim da proteina madura. A Figura 4 mostra os alinhamentos para

elaboracdo dos iniciadores utilizados.
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Figura 4 — Representacéo do desenho dos iniciadores SGLFoward e SGLReverse

Alinhamento para elaboragico do iniciador SgLlFoward

UEI011:

UE3014:

AFZB5121:

DQDL1517: «

UEIN13:

U21240:

UEI012:

EC140286: ¢

SglFoward:

Alinhamento para elaboragico do iniciador SglReverse

RN R E R
UE3I011:

UE3014:

AF2B5121:

DEOL1517:

UEI013:

UZ1940:

UE3I012:

EC140286 -

SglRsverse:

Fonte: elaborada pelo autor.

6.2 Maceracao das sementes de Swartzia grandiflora

Sementes de Swartzia grandiflora foram coletadas de suas vagens e,
imediatamente, submetidas a um processo de macera¢do em almofariz com pistilo, utilizando-
se nitrogénio liquido. Apds este processo, obtivemos um material finamente pulverizado, o
qual foi armazenado em fracbes de 1g cada, em tubos de 15 mL, que foram conservados em

ultrafreezer a -80°C, até 0 momento da extracdo do RNA total.
6.3 Extracao de RNA total
O RNA total das sementes de Swartzia grandiflora foi extraido com base na

metodologia descrita por CHANG; PURYEAR; CAIRNEY, 1993, com pequenas

modificagdes. A Figura 5 demonstra o passo a passo da referida metodologia.
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Figura 5 — Representacdo esquemaética da extracdo de RNA das sementes de Swartzia
grandiflora, utilizando a metodologia de precipitacdo por Cloreto de Litio 10M (CHANG;
PURYEAR; CAIRNEY, 1993)

Adicicao de 0,5 mL de
tampao CTAB pré-
aquecido a 65 °C

Maceracao das

Adicicdo de 100 pL de 2

sementes em N, - mercaptoetanol

Adicdo de 1 volume de
cloroférmio/IAA (24:1) e Centrifugacdo a 2.800 x
leve homogeneizacao g por 10 minutos
por 10 minutos

Incubagao do material
em banho-maria a 65 °C [
por 1 hora

Adicdo de 1/3 do
volume de cloreto de
lit o 10 M a fase aquosa

Precipitacao overnight a Centrifugacao a 8.000 x
4°C g por 45 minutos a4 °C

O pellet foi lavado com
Etanol 70% e
centrifugado a 8.000 x g
por 10 minutos a 4 °C

O pellet foi seco a Ressuspendido em 250
temperatura ambiente uL de dgua deionizada

Fonte: Paulo Abrado (2014).

Como vimos acima, o tampdo CTAB foi pré-aquecido a 65°C e, em seguida, este
foi adicionado a 1g de amostra previamente pulverizada, na propor¢do de 0,5mL de tampdao
para cada 0,1g de semente pulverizada. Logo apds, foram adicionados 100uL de 2-
mercaptoetanol e a amostra foi incubada em banho-maria a 65°C, por 1 hora, sob leve
agitacdo, a cada 10 minutos. Passado este periodo, foi adicionado 1 volume (cerca de 5mL) de
cloroférmio/IAA (24:1) e, em seguida, a amostra foi, suavemente, homogeneizada por 10
minutos, a temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugada a 2.800 x g por 10 minutos.

O sobrenadante obtido do passo anterior foi transferido para um novo recipiente contendo
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5mL de cloroférmio/lAA (24:1), agitado por mais 5 minutos e centrifugado a 2.800 x g por 10
minutos. A fase aquosa superior foi transferida para um novo tubo, ao qual foram adicionados,
aproximadamente, 1/3 de volume de cloreto de litio, a partir de um estoque a 10M. Este
material foi deixado em repouso (overnight) a 4°C, para precipitacdo. No dia seguinte, o
material foi submetido a centrifugagéo a 4°C, por 45 minutos a 8.000 x g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado (pellet) foi lavado com etanol 70%, por meio de centrifugacéo a
8.000 x g por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, o pellet foi seco a temperatura ambiente por,
aproximadamente, 30 minutos e ressuspendido em 250 pL de agua livre de RNases. O RNA
total foi, entdo, quantificado por espectrofotometria no aparelho GeneQuantda
AmershamBiosciences, sendo considerada uma unidade de DO260nm equivalente a 40
pg/mL de RNA. O grau de pureza foi determinado com base na relacdo de absorbéancia
A260nm/A280nm. Para esta analise, foi diluido 2uL da amostra do RNA total em 98uL de

agua deionizada. Logo ap06s, a amostra foi armazenada a -80°C.

6.4 Analise da integridade do RNA total

O RNA total extraido das sementes de Swartzia grandiflora teve sua integridade
avaliada por eletroforese. Inicialmente, antes da eletroforese, foi preparada a reacdo para um
volume de 10puL, adicionando-se 60% (v/v) de azul de bromofenol [0,25% (m/v), glicerol
30% (v/v), preparados com tampdo TE (Tris-EDTA)], 1uL de brometo de etidio (Img/mL) e
3uL da amostra de RNA (aproximadamente 1ug). Em seguida, a amostra foi aplicada em gel
de agarose 1,5% preparado com tampao TAE (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 1 mM) 10% e
submetidas a uma corrida eletroforética a 63 volts. A presenca de bandas foi visualizada por
meio de um transiluminador (VilberLourmat) de UV e uma cédmera acoplada ao

microcomputador dotado de software de captura e analise de imagens.

6.5 Tratamento do RNA com a DNase

Amostras de 10ug de RNA total foram padronizadas para um volume final de
30uL com agua livre de nuclease, no intuito de diminuir a presenca de DNA genémico. Cada
aliquota de RNA foi tratada com 10U da enzima DNase (RQ1 DNase, Promega) e 3uL de
tampéo da enzima 10 X, a 37°C, durante 30 minutos. A inativagdo da DNase foi alcangcada
apos a adicdo de 3uL de RQ1 DNase Stop Solution e, posteriormente, uma incubacéo a 65°C

por 10 minutos foi realizada. O RNA total tratado foi, em seguida, estocado a -20°C.
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6.6 Amplificacdo rapida das extremidades do cDNA (RACE)

Os procedimentos descritos nas subsecOes, a seguir, descrevem como foram

realizadas as amplificacOes das regides 5' UTR e 3' UTR da SgL.

6.6.1 Amplificaciio da regido 5> UTR

Os procedimentos descritos nas subsecdes, a seguir, descrevem como foi realizada

a amplificacdo da regido 5' UTR da SgL.

6.6.1.1 Tratamento do RNA total com a enzima CIP

Inicialmente, ao RNA total purificado (10pg) foram adicionados 2uL de tampéo
CIP 10 X, 2uL da enzima CIP e agua livre de RNase para um volume final de 20pL. A
mistura foi homogeneizada, suavemente, e incubada a 37°C, durante 1 hora. Em seguida,
foram acrescentados a mistura 15uL de solucdo de acetato de amoénio, 150uL de
fenol:cloroférmio (1:1) e 115puL de &gua livre de RNase. Posteriormente, a mistura foi
homogeneizada e centrifugada a 10.000 x g, a temperatura ambiente, durante 5 minutos. A
fase aquosa foi transferida para um microtubo de 1,5mL, livre de RNase, e adicionou-se
150uL de cloroférmio P.A. Depois, a mistura foi homogeneizada e centrifugada nas mesmas
condicdes anteriores. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foram adicionados 150uL de
isopropanol P.A. Apos agitacdo em vortex, a mistura foi incubada em banho de gelo, durante
10 minutos. Depois de incubada, a amostra foi, imediatamente, centrifugada a 13.500 x g, por
20 minutos, a temperatura ambiente. ApOs o descarte do sobrenadante, o pellet formado foi
lavado com 500uL de uma solucdo de etanol 70% e centrifugado na mesma velocidade
anterior, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado. Finalmente, o pellet de RNA tratado
com a enzima CIP foi eluido em 11uL de agua livre de RNase e estocado a -20°C, ate o

momento do tratamento com a enzima TAP.
6.6.1.2 Tratamento do RNA total com TAP
Apbs o tratamento do RNA total com a enzima CIP, sucedeu-se ao tratamento com

a enzima TAP, de acordo com o protocolo descrito a seguir. Inicialmente, a 5uL do RNA total

tratado com CIP foram adicionados 1uL de tampdo TAP 10 X, 2uL da enzima TAP e agua
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livre de RNase para um volume final de 10uL. A mistura foi homogeneizada, suavemente, e
incubada a 37°C, durante 1 hora. Em seguida, foi estocada a -20°C, até a realizacdo da reacdo
de ligacéo do adaptador (oligonucleotideo 5 RACE Adapter) ao RNA tratado com as enzimas
CIP e TAP.

6.6.1.3 Reacao de ligacao do RNA tratado ao iniciador 5> RACE Adapter

Previamente, a 2uL de RNA total tratado com as enzimas CIP e TAP, foram
adicionados 1pL do iniciador 5° RACE Adapter (0,3ug), 1uL de tampdo RNA ligase 10 X,
2uL da enzima T4 RNA ligase e agua livre de RNase para um volume final de 10uL. A
mistura foi homogeneizada, suavemente, e incuba a 37°C, durante 1 hora. Em seguida, foi

estocada a -20°C, até o momento da reacdo com a transcriptase reversa (RT-PCR).

6.6.1.4 Transcricao reversa do material ligado ao iniciador 5> RACE Adapter

O cDNA foi sintetizado por meio de uma reacdo de polimerizacdo, catalisada pela
M-MLV RT, conforme protocolo descrito a seguir. Inicialmente, a 2uL de RNA ligado ao
adaptador 5 RACE foram adicionados 4L de dNTPs 10mM, 2uL de RandomDecamers
(primersconstituidos de 10pb), 2uL de tampdo da transcriptase reversa 10 X, 2uL de inibidor
de RNase, 1pL de enzima M-MLV RT e 4gua livre de RNase para um volume final de 20pL.
A mistura foi homogeneizada, suavemente, e incubada a 50°C, durante 1 hora. Em seguida,
uma aliquota de cDNA sintetizado foi analisado através de eletroforese em gel de agarose a
1,2% em tampéo TAE, nas mesmas condicOes do item 4.4, seguida da visualiza¢do por meio
de um transiluminador de UV e uma camera acoplada ao microcomputador, dotado de
software de captura e analise de imagens. Os cDNAs foram estocados a -20°C, até o momento
da reacdo de Nested PCR para 5° RLM-RACE.

6.6.1.5 Reacdo Nested PCR para obtencéo da regido 5' UTR

A 1pg do cDNA anteriormente obtido, foram adicionados 2,5uL de tampéo 10 X
da enzima Taq DNA polimerase (GE Healthcare), 0,5uL de dNTP 10mM, 1,25uL do iniciador
foward 5' RACE Outer primer 10uM, 5uL do iniciador SGLReverse 5uM, 1,5uL de cloreto
de magnésio 256mM, 0,4uL de Tag DNA polimerase (2U) e agua livre de RNase para um

volume final de 25uL (Tabela 2). A amplificagcdo foi realizada nas mesmas condicgdes
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apresentadas na Tabela 3. Aliquotas dos produtos obtidos foram corados com azul de
bromofenol, assim como no item 4.4, e analisados através de eletroforese em gel de agarose
1,2% e visualizados com brometo de etidio. A captura da imagem foi realizada com o auxilio

de luz UV (302nm) em um transiluminador (MacrovueTMTransluminator, Pharmacia Biotec).

Tabela 2 — Componentes utilizados na amplificacdo da regido 5 UTR da SgL, por Nested
PCR

Reagentes Volumes (uL) Concentracao final
Tampéo 10 X 2,5 1X
dNTPs 10 mM 0,5 200 uM
5'RACE O;ljlt\(jlr Primer10 1,25 0,5 UM
SgLReverse 5 uM 2,5 0,5 uM

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 3 — Condicdes utilizadas para a amplificagéo das regides 5' UTR e 3' UTR SgL, por
PCR

Estagio Repeticdo  Temperatura (°C) Tempo

Desnaturacéao

L 1 1 95 3 minutos
inicial
95 45 segundos
Amplificacdo 2 32 49 45 segundos
72 1,5 minutos
Extensao final 3 1 72 8 minutos

Fonte: elaborada pelo autor.

6.6.2 Amplificaciio da regido 3’ UTR

Os procedimentos descritos nas subsecdes, a seguir, descrevem como foi realizada
a amplificacdo da regido 3' UTR da SgL.

6.6.2.1 Transcricdo reversa do RNA de S. grandiflora para a obtencéo da regido 3' UTR

A obtencdo do cDNA utilizado para a amplificacdo da regido 3" UTR foi realizada
combinando, inicialmente, 3uL de RNA de S. grandiflora (~800ng) com 2uL de 3" RACE
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Adapter (0,5u9) e 6,6uL de &gua livre de RNase. Esse mix reacional foi submetido a 70°C por
5 minutos e, entdo, a 4°C por 5 minutos. Aliquotas de 4pL de tamp&o Improm-I1 5X, 2,4uL de
MgCI2 25mM, 1uL de dNTP 10mM e 1uL da transcriptase reversa da Improm-1lI foram
acrescentados ao microtubo, contendo o mix reacional. Logo apoés, este mix foi submetido a
determinado periodo de tempo em termociclador, onde realizou-se o anelamento a 25°C por 5
minutos, extensdo a 42°C por 60 minutos e inativacdo da transcriptase reversa a 70°C por 15

minutos.

6.6.2.2 Race 3’

A amplificacdo da regido 3° UTR da SgL foi, entdo, realizada por PCR
convencional. Uma quantidade de 980ng de cDNA, obtido do procedimento descrito
anteriormente, foi adicionada a um microtubo estéril contendo 2,5uL de tampdo da enzima
Tagq DNA polimerase (GE Healthcare), 1,5uL de cloreto de magnésio 25mM, 0,5uL de dNTP
10mM, 2,5uL de primer foward 5uM (SgLFoward), 1,25uL de primer reverse 10uM
(3’RACE Outer primer), 0,4uL de Tag DNA polimerase (2U) e agua (g.s.p.) livre de RNase,
para um volume final de 25uL (Tabela 4). As condicGes de amplificacdo foram as mesmas da
Tabela 3. O produto de PCR obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% a fim
de averiguar a eficiéncia da amplificacdo realizada. Para tanto, uma aliquota desta amostra foi
corada com azul de bromofenol, assim como no item 4.4. A presenca de banda foi avaliada
por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% e visualizada com ajuda de um

transiluminador de UV apds a corrida eletroforética.

Tabela 4 — Componentes utilizados na amplificacdo da regido 3' UTR da SgL, por PCR

Reagentes Volumes (uL) Con(;e_:ntragao

inal

Tampao 10 X 2,5 1X
dNTPs 10 mM 0,5 200 uM
SgLFoward 5 uM 2,5 0,5 uM
3’RACE Outer Primer10 uM 1,25 0,5 uM
cDNA 2,0 980 ng
MgCl> 25 mM 15 1,5 mM

Fonte: elaborada pelo autor.
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6.7 Clonagem

As metodologias utilizadas para a clonagem encontram-se descritas nas subsecoes

abaixo.

6.8 Ligagao

A ligacdo do produto obtido foi realizada em vetor plasmidial, utilizando o
sistema pGEM-T. Inicialmente, um spin foi realizado no tubo contendo o plasmideo e, entdo,
2uL (100ng) do pGEM-T foram adicionados a 10pL de tampéo de ligagcdo 2 X, 2uL das
amostras obtidas da PCR-RACE (~1ug) e 2L da enzima T4 DNA ligase (6U). Logo apos, o
mix da ligacdo foi incubado por 16 horas a 4°C. O produto da ligacdo foi utilizado para

transformacéo das células de E. coli TOP10F’.

6.9 Transformacao

As células de E. coli da cepa TOPIOF’ foram, primeiramente, tornadas
competentes através do método de eletroporacdo. Para tanto, 100uL de uma cultura estoque
mantida em glicerol, a -80°C, foram inoculados em uma placa de petri, contendo 25mL de LB
agar (peptona de caseina 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, pH 7,2), contendo
estreptomicina (50 pg/mL) e carbenicilina (100 pg/mL). As bactérias foram incubadas a 37°C
por 16 horas. As col6nias isoladas foram, entdo, inoculadas em 10mL de caldo LB, contendo
estreptomicina (50 pg/mL), com auxilio de ponteiras estéreis. As bactérias (pré-indculo)
contidas em erlenmeyers foram cultivadas a 37°C, durante 16 horas, sob agitacdo orbital
constante, a 200 rpm (Certomat® IS, Sartorius). Apds este tempo, 5mL do pré-indculo foram
transferidos para 500mL de meio YT (peptona de caseina 1,6%, estrato de levedura 1,0%,
NaCl 0,5%, pH 7,2), 2X, onde as células bacterianas foram, novamente, cultivadas sob
agitacdo nas mesmas condicdes. Passado este tempo, as células foram incubadas em banho de
gelo durante 30 minutos, em seguida, transferidas para tubos de centrifuga de 50mL,
previamente, resfriados e submetidos a centrifugacdo a 6.000 x g, a 4°C, por 10 minutos
(Centrifuga Sorvall RC5B Plus, Rotor SS-34). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
celular lavado trés vezes com glicerol 10% gelado, sendo que os volumes de glicerol
utilizados foram de 40mL, 40mL e 30mL, respectivamente. As culturas foram centrifugadas

nas mesmas condi¢Ges anteriores, ap0s cada lavagem. Depois de lavadas, as células
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bacterianas foram ressuspendidas, suavemente, em 200uL de meio liquido GYT (glicerol
10%, extrato de levedura 0,125%, triptona 0,25%, pH 7,0). Aliquotas de 50uL de células
eletrocompetentes foram distribuidas em microtubos (gelados) estéreis de 1,5mL e
armazenadas a -80°C, até a etapa de eletroporacdo. O controle positivo do método foi obtido
através de uma reacdo de transformacdo de bactérias competentes, utilizando uma solucéo
contendo plasmideos circulares (pGEM-T) purificados e de concentracdo, previamente,
estabelecida.

Aliquotas de 50uL das células TOP10 F’ e 10pL de cada ligagdo foram usadas
para a transformacdo das células bacterianas competentes. Os componentes foram
homogeneizados, suavemente, e incubados no gelo por 10 minutos. Em seguida, as
suspensdes bacterianas foram transferidas para cubetas de 2mm e eletroporadas
(Electroporator 2510, Eppendorf) sob tensdo de 2.500V, durante 15 segundos. Imediatamente
apos, foi adicionado as cubetas 1mL de meio SOC [1mL de meio SOB (triptona 2%, m/v;
extrato de levedura 0,5%, m/v; cloreto de sédio 10mM, cloreto de potassio 2,5mM, cloreto de
magnésio 10mM, glucose 20mM, pH 7,0), 40uL de glicose 20%, 40uL de cloreto de
magnésio 1M], previamente aquecido a 37°C, e homogeneizado, suavemente. As suspensdes
foram, entdo, transferidas para tubos falcon (15mL) estéreis e cultivadas sob agitacdo orbital a
150 rpm, durante 1 hora a 37°C.

Aliquotas de 50uL da cultura de bactérias foram plaqueadas em meio LB agar,
contendo estreptomicina (50uL/mL), carbenicilina (100uL/mL), IPTG (100uL/mL) e X-GAL
(80uL/mL) e incubadas a 37°C, durante 16 horas. Somente as coldnias transformadas,
visualmente, de cor branca, foram cultivadas em 5mL de caldo LB, contendo estreptomicina
(100pg/mL) e carbenicilina (50ug/mL), sob agitacdo a 180rpm, por 12 horas a 37°C.

6.10 Extracdo de DNA plasmidial

Os plasmideos transformados foram extraidos e purificados do cultivo bacteriano
usando o kit NoLid para extracdo de DNA plasmidial da Macherey-Nagel, apo6s a
transformacéo bacteriana ser realizada. Para tanto, foram centrifugados 4mL de cada cultura
selecionada, durante 30 segundos a 11.000 x g, a temperatura ambiente (Eppendorf®
MiniSpin, Model 533). O sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em 250uL
de tampdo Al e homogeneizado com o uso de um vortex. Em seguida, 250uL de tampéo de
lise A2 foram adicionados, invertidos cuidadosamente, e incubados por 5 minutos a

temperatura ambiente. Uma quantidade de 350uL de tampdo A3 foi adicionada e os
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microtubos foram suavemente invertidos (6 e 8 vezes). As amostras foram centrifugadas a
11.000 x g, durante 5 minutos, & temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram
transferidas para colunas [NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid)], previamente acopladas a
microtubos de 2mL, e centrifugadas a 11.000 x g, durante 1 minuto, a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado. Logo apos esta etapa, 600uL de tampéo de dessalinizagdo A4
(que continha etanol 100%) foram adicionados as colunas, contendo as amostras de
plasmideos e estas foram centrifugadas nas mesmas condicGes anteriores. As colunas foram,
entdo, recolocadas em seus devidos microtubos e centrifugadas a 11.000 x g por 2 minutos a
temperatura ambiente. O DNA plasmidial foi eluido com tampdo AE (em aproximadamente
50pL). Em seguida, as amostras foram armazenadas a -20°C para uso posterior.

6.11 Digestdo enzimatica com Pvull

A comprovacdo da eficiéncia da transformacgdo foi realizada através da digestdo
do DNA plasmidial utilizando-se a enzima Pvull. Para tanto, foram misturados 11,5uL de
agua livre de nuclease, 2L de tampédo G 10 X, 6uL de DNA (1pg) e 0,5uL de Pvull (10U)
dentro de um microtubo estéril. O material a ser digerido foi submetido a uma temperatura de
37°C por 16 horas, ap6s uma leve homogeneizacdo e centrifugacdo. Posteriormente, o padrédo

de bandas foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

6.12 Sequenciamento nucleotidico

Esta analise foi realizada, utilizando por base 0 método de terminacdo de cadeia
(método de Sanger), através do sequenciador AppliedBiosystems 3730xlI DNA Analyzer. O
processo de sequenciamento foi feito, inteiramente, pela Macrogen Inc. Os iniciadores
“universais” T7 promoter (5-TAATACGACTCA CTATAGGG-3') e SP6 downstream (5'-
ATTTAGGTGACACTATAG- 3") foram empregados para a amplificacdo dos reads de cada

um dos clones.
6.13 Eletroforese em gel de poliacrilamida
O perfil proteico da farinha das sementes de S. grandiflora foi realizado por

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE), onde os géis de concentracdo e

separacao foram obtidos a partir de uma solucéo estoque de acrilamida a 30% p/v e de N-N’-
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metilenobis-acrilamida 0,8% p/v (LAEMMLI, 1970). O gel de concentracdo a 5% p/v foi
preparado em tampéo Tris-HCI 0,5M, pH 6,8, e 0 gel de separacdo 15% p/v, em tampé&o Tris-
HCI 1,5M, pH 8,8, sendo acrescentado, em ambos, SDS 20% p/v. A polimerizacdo foi
conseguida pela adicdo de TEMED e PSA 10% p/v.
A amostra proteica (20ug) foi dissolvida em tampéo Tris-HCI 0,0625M, pH
6,0, contendo 1% p/v de SDS, 10% v/v de glicerol ¢ 1% v/v de B-mercaptoetanol e,
posteriormente, imersas em agua em ebulicdo durante 10 minutos. A eletroforese foi realizada
em tampao de corrida Tris-HCI 0,025M, glicina 0,192M e SDS 0,1%, a 120 volts, 15mA,
durante 2 horas.
Apos a eletroforese, os géis foram corados com CoomassieBrilliant Blue R-250
com &cido acético 0,1% v/v, metanol e agua deionizada, na proporcdo de 1:4:5, durante 2
horas e, entdo, descorados em solucdo de acido acético glacial, metanol e agua deionizada, na

proporcéo de 1:4:5.

6.14 Sequenciamento da regido N - terminal

A banda referente a SgL foi transferida do gel de poliacrilamida 15% para uma
membrana de PVDF, segundo TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979, com adaptacdes, e
a obtencdo dos aminoacidos que compdem a regido NH2 -terminal da lectina de S.
grandiflora foi realizada pelo sequenciador automatico de proteinas (Shimadzu PPSQ-23A),
baseado no principio da degradacdo de Edman. Os derivados feniltioidantoina dos
aminoacidos (PTH-aminoacidos) foram detectados a 269nm, apds separacdo em coluna de
fase reversa C18 (4,6 x 2,5mm), conduzida sob condicBes isocraticas, de acordo com as
instrucdes do fabricante. A sequéncia de aminoacidos obtida foi submetida ao alinhamento

automatico através do sistema NCBI-BLAST.

6.15 Espectrometria de massas

A banda referente a lectina de S. grandiflora foi recortada do gel de poliacrilamida
15% e, entdo, descorada com acetronitrila 50% em bicarbonato de aménia 25mM, pH 8,8 e,
posteriormente, submetidas a lavagens em agua deionizada estéril. Logo apos, o gel foi
desidratado com 200uL de acetonitrila 100%. A acetonitrila foi removida e o gel foi
completamente seco por liofilizagdo. As bandas do gel foram reduzidas com 100uL de DDT

65mM em bicarbonato de aménia 100mM, por 30 minutos, a 56°C, em banho-maria. Uma
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alquilacéo do gel com 100uL de lodoacetamida 200 mM em bicarbonato de aménio 100mM,
por 30 minutos, a temperatura ambiente, foi realizada no escuro. Depois de removida a
solucdo anterior, os pedacos de gel foram lavados com 200uL de bicarbonato de amoénio
100mM, por 10 minutos. A solucdo anterior foi removida e os pedacos de gel, desidratados
com 200uL de acetonitrila 100mM. Removida a ultima solucdo, os pedagos de gel foram
reidratados com 200uL de bicarbonato de amonio 100mM, por 10 minutos. Posteriormente,
o0s pedacos do gel foram desidratados por mais duas vezes com 200uL de acetonitrila 100% e
secos por liofilizacdo. Adicionou- se, entdo, 20uL de solucdo de tripsina diluida (25ng/uL) e
incubada, durante 45 minutos, para que fosse dado inicio a digestdo. Decorrida a incubagédo
anterior, adicionou-se 50puL de bicarbonato de amoénia 40mM em acetonitrila 10% e, enté&o,
realizou-se a incubacdo do material por 24 horas a 37°C. Apo6s dado periodo de incubacéo, o
material foi submetido a ultrassom por 10 minutos e, em seguida, colocado no vortex por 20
segundos e, entdo, toda a solugdo foi removida para um outro microtubo, limpo. Ao gel
restante, adicionou-se 30uL de éacido formico 5% em acetonitrila 50%, quando, entdo, o0
material foi submetido a vortex, por 20 segundos e, em seguida, deixado por 15 minutos em
repouso em temperatura ambiente, depois 2 minutos no ultrassom e, novamente, 20 segundos
no vortex. Posteriormente, removeu-se a solu¢do com os peptideos, juntando-a a solugdo do
tubo limpo. O passo anterior foi repetido e centrifugado por 30 segundos a 14.000rpm. As
amostras foram concentradas até cerca de 10uL e, em seguida, aplicadas ao espectrometro de
massas atraves do sistema de UPLC-ESI-Q-TOF, em um aparelho da Waters (Synapt,
Manchester, UK). O resultado obtido da espectrometria foi analisado pelo programa Mascot, a

fim de identificar os peptideos de lectinas.

6.16 Analises de bioinforméatica

Os reads obtidos do sequenciamento foram, inicialmente, processados através dos
programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDON;
ABAJIAN; GREEN, 1998), onde a porg¢do da sequéncia referente ao plasmideo pGEM -T foi
eliminada e os contigs de cada clone foram montados. Os contigs foram analisados com o
auxilio do programa BioEdit (HALL, 1999) e BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), além de
outras ferramentas de bioinformatica disponiveis online, que se encontram nos sites do
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools) e do
Swiss Institute of Bioinformatics (http://www.expasy.ch/tools), entre outros. Os alinhamentos

maltiplos das sequéncias de amino&cidos e de DNA foram realizados com o0 programa



46

ClustalW?2 (BROOKSBANK et al., 2003) e, posteriormente, corrigidos manualmente. Para a
obtencdo da sequéncia deduzida de aminoécidos, foram utilizadas as ferramentas de traducéo
disponiveis no banco de dados publico Expert Protein Analysis System
(http://www.expasy.org/tools/dna/html).

As sequéncias deduzidas de aminodcidos, no formato fasta, foram comparadas
com as proteinas j& depositadas no banco de dados genémicos do NCBI (GenBank), através
do programa BLASTp, que alinha sequéncias de proteinas fornecidas em relacdo as
sequéncias de proteinas ja catalogadas pelo GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast/cgi).

6.17 Modelagem computacional

Os modelos tridimensionais (3D) para as sequéncias deduzidas de aminoacidos
foram calculados através de modelagem por homologia estrutural, usando os programas M4T
(FERNANDEZ-FUENTES et al., 2007a, 2007b; RYKUNOQOV et al., 2009) e Phyre 2.0
(KELLEY et al., 2015). Os modelos gerados para a SgL foram validados pelo software
MolProbity e os parametros utilizados foram escolhidos por default (CHEN et al., 2010).

6.18 Docking molecular

O docking molecular foi realizado utilizando-se o software Molegro Virtual
Docking, usando-se o método Moldock. A estrutura dos glicanos foi obtida em banco de
dados PDB. O Moldock é baseado em uma pesquisa algoritmica que € combinada com a
evolucdo diferencial e um algoritmo de predicdo de cavidades. Um procedimento de re-
docking foi adicionado para aumentar a precisao de encaixe nos sitios de ligacao detectados.
O MolDock Score (MDS) foi calculado usando funcbes de pontuagGes. Inicialmente, foram
realizadas 10 corridas com o GRID de resolucio de 0,20A, no qual o nimero maximo de
interacdes foi de 2.000, bem como o tamanho da populacdo de 500 e 10 poses. A energia de
interacdo proteina-ligante foi expressa em uma unidade arbitréria na forma de MolDock score
(MDS), onde a valores mais negativos refletem interagcdes mais fortes. O MDS foi calculado
conforme a equagéo abaixo, MDS = Einter + Eintra, onde Einter € a energia de interacéo entre
proteina e ligante (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast/cgi
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7 RESULTADOS

No transcorrer dos proximos paragrafos se encontram os resultados obtidos dos

experimentos j& descritos.
7.1 Extracdo do RNA total das sementes de Swartzia grandiflora

A concentracdo média de RNA das sementes de Swartzia grandiflora obtida foi de
1pg/uL. O perfil eletroforético para esta amostra de RNA demonstrou a presenca de duas
bandas (APENDICE A). A banda de maior tamanho possui 1,5kb, sendo referente a0 RNA
ribossomal 28S. Ja a banda de tamanho igual a 1kb é referente ao RNA ribossomal 18S.
Depois do tratamento com a enzima DNase, 0 RNA apresentou concentracdo média,

aproximada, de 0,25ug/pL.
7.2 Amplificacéo rapida das extremidades do cDNA (RACE)

No sentido de se compreender as caracteristicas do gene da SGL, esta pesquisa
cientifica, inicialmente, planejou amplificar as regifes 5' UTR e 3' UTR, pela técnica RACE.
Porém, a amplificacdo da regido 5 UTR ndo foi eficiente, ndo havendo amplificacdo de
nenhum produto de PCR. Na tentativa de obter a sequéncia inicial da lectina em estudo, a
banda proteica de aproximadamente 30kDa (por ser o peso molecular caracteristico das
lectinas da familia Fabaceae), vista apds uma corrida eletroforética de 20ug da farinha das
sementes de Swartzia grandiflora em gel de poliacrilamida 15% (Figura 6) foi transportada
para uma membrana de PVDF e alguns residuos de aminoacidos que compdem a regido
inicial da lectina foram obtidos por sequenciamento da regido N-terminal, gerando um
fragmento formado por 17 residuos de aminoacidos, que a saber séo: Thr, Lys, Phe, Val, Asp,
Asn, GIn, Glu, Asp, Leu, Leu, Leu, Gln, Gly, Asp, Glu e Val. A similaridade desse fragmento
com a de outras sequéncias do banco de proteinas ndo-redundantes, realizada por BLAST, foi
demonstrada na Tabela 5. As maiores similaridades desse fragmento foram vistas,

respectivamente, para as sequéncias de Sophora japonica, Cladrastis kentukea, Robinia
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pseudoacacia e Glycine max. Adicionalmente, os dados da espectrometria de massas para 0s
peptideos, extraidos da banda de 30kDa, ndo foram satisfatorios, visto a auséncia de peptideos

de lectinas quando feito a analise pelo programa Mascot.

Figura 6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% da farinha de sementes de Swartzia
grandiflora. A letra M indica o pogo contendo o marcador molecular Low Molecular Weight
Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare). A letra A indica o po¢o no qual foi
aplicado 20ug da farinha de Swartzia grandiflora diluida em tampéao da amostra contendo f3-

mercaptoetanol 1%

14.4 >

Fonte: Paulo Abrado (2015).



Tabela 5 — Sequéncias de aminoacidos com maior similaridade a regido N-terminal da lectina de Swartzia grandiflora pelo programa BLASTp do
NCBI, utilizando as sequéncias de proteinas ndo-redundantes como banco de dados (Ultimo acesso em 29 de agosto de 2015)

Espécie Cobertura (%) E-value Identidade (%) N° de acesso
Sophora japonica 83 5e-04 93 P93538.1
Cladrastiskentukea 88 0,002 81 Q39527.1
Sophora japonica 83 0,008 87 P93535.1
Robinia pseudoacacia 100 2,4 61 BAA36415.1
Glycine max 77 3,3 71 KHN10471.1

Fonte: elaborada pelo autor.

49
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7.3 Caracterizagao in silico da regido codificadora da SGL

Duas sequéncias nucleotidicas (reads) foram obtidas para cada um dos quinze
clones recombinantes sequenciados, com a utilizacdo dos iniciadores SP6 e T7promoter. Os
contigs, sequéncias consenso dos reads, das 15 amostras foram montados com a ajuda do
pacote Phred/Phrap/Consed, utilizado para leitura dos dados brutos em ambiente operacional
Linux. Os resultados gerados mostraram quais dos contigsse apresentavam-se no sentido
correto (5' [1 3'). Para aqueles que se encontravam dispostos no sentido 3'C]5', foi necessario
realizar a conversdo da sequéncia para o sentido correto pelo programa Reverse Complement
(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html). Apo6s este processo, foram obtidas
quinze sequéncias nucleotidicas, denominadas da seguinte forma: SG1, SG2, SG3, SG4, SG5,
SG6, SG6, SG7, SG8, SG9, SG11, SG12, SG13, SG14 e SG15. Posteriormente, todas estas
sequéncias foram alinhadas como sequéncias contidas no banco de dados do NCBI pelo
algoritmo do programa BLASTX, que utiliza uma sequéncia de nucleotideos como fonte de
busca para proteinas similares.

As sequéncias que ndo apresentaram similaridades com a classe das lectinas (SG8,
SG11, SG12, SG13 e SG15) ndo foram utilizadas em analises posteriores deste estudo. Para
as sequéncias restantes, foi visto uma grande similaridade com o dominio das lectinas de

leguminosas, quando submetidas ao banco de dominios do NCBI (Figura 7 e Figura 8).
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Figura 7 — Identificagdo dos dominios conservados das sequéncias pelo banco de dados do
NCBI. O dominio encontrado para cada uma das sequéncias esta descrito na tarja azul. O

valor +1 indica o frame de leitura da sequéncia

SG1

1 125 2510

375 S00 625 750 B03
metal binding site Sl Y
H-linked glycosylation site J§

RF +1

“arer interaction site

Specific hits [ lectin_legume_LecRK_Arcel in_ConA
Superfanilies lectin_L-type superfamily

SG2

|

1 125 50 375 500 625 750 B05
RF +1

metal binding site Sl Y

H-linked glycosylation site J§

~amer interaction site

Specific hits lectin_legume_LecRK_Arcel in_ConA
Superfanilies lectin_L-type superfamily

SG3

1 125 250 375 S00 625 750 75 azn
RF +1
metal binding site i A
N-linked glycosylation site
amer inberaction site

Specific hits [ lectin_legume_LecRK_Arcel in_ConA
Superfanilies lectin_L-type superfamily

SG4

-

1 125 250

375 S00 625 750 75 azn
metal binding site i A
H-linked glucosulation site Jy

RF +1

amer interaction site

Specific hits [ lectin_legume_LecRK_Arcel in_ConA
Superfanilies lectin_L—type superfamily

SGS

-

250 375 S00 625 750 75 903

1 125
RF +1 L =
metal binding sitel ‘

H-linked glucosylation site Jf

amer interaction site

Specific hits lectin_legume_LecRK_Arcel in_ConA
Superfanilies lectin_L-type superfamily

Fonte: Fornecida pelo autor.
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Figura 8 — Identificagdo dos dominios conservados das sequéncias pelo banco de dados do

NCBI. O dominio encontrado para cada uma das sequéncias esta descrito na tarja azul. O

valor +1 indica o frame de leitura da sequéncia

1 125 250 375 S00 625 750 75 903

RF +1 L =

metal binding site Jify k
W-linked glucosulation site J
amer interaction site

\ - "
Specific hits [ lectin_legume_LecRK_Arcel in_ConA N
Superfanilies lectin_L-type superfamily

SG7

1 125 250 375 s00 625 TS0 776
\
RF +1 I ——
metal binding site
carbohydrate bindina site

Specific hits ¢ Lectin_legB )
Superfanilies lectin_L—type superfamily

1 125 250 375 s00 625 750 &75 az0
RF +1 L R e

metal binding site Sy b
H-linked glucosylation site Jf
carer interaction site

A A& 0000 OA A SN S A
Specific hits [ lectin_legume_LecRK_Arcel in_ConA N
Superfanilies lectin_L—type superfamily

1 125 250 375 son 625 750 &30
. .
RF +1 eseses—— | S ————— W
rmetal binding site
carbohydrate binding site

Specific hits ¢ Lectin_legB 7
Superfanilies lectin_L—type superfamily

i 125 250 G375 S00 625 750 &7 azn
RF +1 A

metal binding site Sy b
H-linked glucosylation site Jf
carer interaction site

Specific hits g

lectin_legume_LecRK_Arcel in_ConA
Superfanilies lectin_L-type superfamily

Fonte: Fornecida pelo autor.

Uma matriz de diferenca foi gerada com a intencdo de descobrir se as sequéncias

obtidas eram redundantes entre si (Tabela 6). A partir destes resultados observamos a presenca

de seis sequéncias nucleotidicas redundantes, denominadas da seguinte forma: SGL-A
(referentes a SG1 e SG2), SGL-B (referentes a SG3 e SG4), SGL-C (referentes a SG5 e SG6),
SGL-D (referentes a SG9 e SG14), SGL-E (referente a SG7) e SGL-F (referente a SG10).

Para uma melhor interpretacdo deste resultado, na referida tabela, as sequéncias que compdem

0 grupo SGL-A foram tarjadas de amarelo; as do grupo SGL-B, de verde; as do grupo SGL-C,

de azul; as do grupo SGL-D, de vermelho; a SGL-E, de roxo e a SGL-F, de rosa.
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Tabela 6 — Matriz de diferenca, realizada pelo programa BioEdit, das sequéncias

nucleotidicas que codificam lectinas da semente de S. grandiflora

SG1 SG2 5G3 5G4 SG5 sSG6 [N P68 BGI0 sG14
sl D 0 131 131 114 114 521 130 580 130
sé2 0 D 131 131 114 114 521 130 580 130
sG3 131 131 D 0 29 29 634 11 597 11
§64 131 131 @ D 29 29 634 11 597 11
G5 114 114 29 29 D 0 617 28 581 28
sG6 114 114 29 29 0 D 617 28 581 28
BB 521 521 634 634 617 617 D 635 117 635
SG9 130 130 11 11 28 28 635 ID 598 0
B8 s5s0 580 597 597 581 581 117 598  ID 598
B8 130 130 11 11 28 28 635 ff 598 ID

Fonte: elaborada pelo autor.

As sequéncias destes seis grupos foram alinhadas pelo ClustalW para melhor

visualizar a regido em que o iniciador ligou a sequéncia (demarcada com retangulo) e as

regides conservadas (demarcadas com *), resultando na Figura 9. Em seguida, todas as

sequéncias de nucleotideos foram convertidas em aminoéacidos pelo software livre Translate

Tool (http://web.expasy.org/translate/), resultando em seis sequéncias de aminoacidos (Figura

10 - 15). A partir dessas andlises, foi possivel determinar, com exatiddo, o codon de

terminacdo e o sitio de poliadenilacdo para cada uma das seis sequéncias obtidas. Estas

sequéncias, por conseguinte, foram alinhadas com o auxilio do software ClustalW, contido no

programa BioEdit (Figura 16).
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Figura 9 — Alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas da RACE 3’ que codificam para lectinas da Swartzia grandiflora. O nimero para o
ultimo nucleotideo encontra-se descrito na margem direita do alinhamento. Os residuos de aminoécidos conservados nas sequéncias alinhadas estdo

demarcados com um asterisco (*)

P O I T I | I | S | S | I | R | S | PO O I I
5 15

25 35 45 55 65 75 85 95 10 11

SGL-A CAAGAGGATC TACTCCT{JCA AGGTGATGCC TACGCTCTAG AAAATGGG-- -ATCCTACGT CTCACCAAAA CAGACGCTTC GGGTACTGTC CCACAGAAAA ACAGCGTTGG CCGTGTCTTA 117
SGL-B CAAGAGGATC TACTCCT{JCA AGGTGATGCC TACGCTCTAG AAAATGGG-- -ATCCTACGT CTTACCAAAA CAGACGCTTC GGGTACTGTC CCACAGAAAA ACAGCGTTGG CCGTGTCTTA 117
SGL-C CAAGAGGATC TACTCCT(GCA AGGTGATGCC TACGCTCTAG AAAATGGG-- -ATCCTACGT CTTACCAAAA CAGACGCTTC GGGTACTGTC CCACAGAAAA ACAGCGTTGG CCGTGTCTTA 117
SGL-D AeAeeAEe—FeFEACTEICA GGGTGATGCC TACGCTCTAG AAAATGGG-- —-ATCCTACGT CTTACCAAAA CAGACGCTTC GGGTACTGTC CCACAGAAAA ACAGCGTTGG CCGTGTCTTA 117
SGL-F CAAGAGGATC TACTCCTCCA AGGTGATGCC ACAGTTGTAG CAACTACCCG AAAAATCCGT CTTACCAATC TAGACAGTTC AGGTACC--- CCTCTGATAG ACAGGGTTGG CCGAGTCCTG 117
SGL-E CAAGAGGATC TACTCCTCCA AGGTGATGCC ACAGTTGTAG CAACTACCCG AAAAATCCGT CTTACCAATC TAGACAGTTC AGGTACC--- CCTCTGATAG ACAGGGTTGG CCGAGTCCTG 117
ER R R R I S Kk Kk Kk k Kk k ok * kK k% **x X * Kk kK * kk Kk kKk kkk kK * * * * k% *hkkkk kkk kk ok Kkk Xk *hkkk khkkkk kkk kkk Kk
e e e e e e e e T e I Y
125 135 145 155 165 175 185 195 205 215 225 235
SGL-A TACTCTGCCC CAGTTCACCT CTGG--—---- GACTCATCGA GGCTTGCAAC CTTTGAAACT ACCATCAGAT TTGCCATCAC ACACACTAAT AACAATCCAG CTGATGGCAT AGCCTTCTTC 231
SGL-B TACTCTGCCC CAGTTCACCT CTGG--—---- GACTCATCGA GGCTTGCAAC CTTTGAAACT ACCATCAGAT TTGCCATCAC ACACACTAAT AACAATCCAG CTGATGGCAT AGCCTTCTTC 231
SGL-C TACTCTGCCC CAGTTCACCT CTGG-——---- GACTCATCGA GGCTTGCAAC CTTTGAAACT ACCATCAGAT TTGCCATCAC ACACACTAAT AACAATCCAG CTGATGGCAT AGCCTTCTTC 231
SGL-D TACTCTGCCC CAGTTCACCT CTGG-——---- GACTCATCGA GGCTTGCAAC CTTTGAAACT ACCATCAGAT TTGCCATCAC ACACACTAAT AACAATCCAG CTGATGGCAT AGCCTTCTTC 231
SGL-F TACTCTTCCC CTATCCACCT GTGGGGCACT GACCCAAGCA GGCTCTTAAG CTTTGAAACC TCATTCACCT TTACAATCAC ACATTATCCT ---ACCCCGG CTGCTGGCAT TGCCTTCTTC 234
SGL-E TGCTCTTCCC CTATCCACCT GTGGGGCACT GACCCAAGCA GGCTCTTAAG CTTTGAAACC TCATTCACCT TTACAATCAC ACATTATCCT ---ACCCCGG CTGCTGGCAT TGCCTTCTTC 234
Rk kS O S * KKK KK KAXXKKAKKAKAKAKAKX KAk k% E i *Kx KAKKKKK KKK * * KK * kK KKK KK KKK R i KKk kK KKk Kk KKK KKK KKK K KKK KK
B e e e e T o T e T e L T e
245 255 265 275 285 295 305 315 325 335 345 355
SGL-A CTTGCACCAC AAGACACTAC CATCCCAAGT GGTTCTCAAG GAGGGAACCT GGGGATCTTT CCT---ACTA GCGGTTCCCA GGAC-——-——= —————— CATG TTGTTGCCGT TGAATTCGAC 336
SGL-B CTTGCACCAC AAGACACTAC CATCCCAAGT GGTTCTCAAG GAGGGGACCT GGGGATCTTT CCT---ACTA GCGGTTCCCA GGAC-——-—-—= —————— CATG TTGTTGCCGT TGAATTCGAC 336
SGL-C CTTGCACCAC AAGACACTAC CATCCCAAGT GGTTCTCAAG GAGGGAACCT GGGGATCTTT CCT---ACTA GCGGTTCCCA GGAC-—----= ————---— CATG TTGTTGCCGT TGAATTCGAC 336
SGL-D CTTGCACCAC AAGACACTAC CATCCCAAGT GGTTCTCAAG GAGGGAACCT GGGGATCTTT CCT---ACTA GCGGTTCCCA GGAC-—----= ————---— CATG TTGTTGCCGT TGAATTCGAC 336
SGL-F ATCGCACCGC CGGACACTAC CCCT-—----- GGTGTTTCCG GAGGCCTGAT GGGACTCTTT AATAGTACAT CGGCTGCTCA AGACCCAAGC AGGAACCGAA TTGTTTTTGT TGAATTTGAC 348
SGL-E ATCGCACCGC CGGACACTAC CCCT-—----- GGTGTTTCCG GAGGCCTGAT GGGACTCTTT AATAGTACAT CGGCTGCTCA AGACCCAAGC AGGAACCGAA TTGTTTTTGT TGAATTTGAC 348
* kkKkkk Kk RaR R R R I S Kk kkkk Kk kk * *  kkk Kk * Kk k Kk * Kk Kk Kk Kk * Kk k Kk k Kk k * X x x % R R R R R I R * Kk kK x Kk Ak kKKK Kk Kk
B e e e S e e e L T I
365 375 385 395 405 415 425 435 445 455 465 475
SGL-A GTCTACGTTA ACGGTCAATG GGATCCGAGT TACCGTCATA TTGGAATTGA TATCGAATCT AGGGATTCCA AAAAAACTAC CGAGTGGGAG AGCGTAAGTG GGCAAGTTGT GACTGCACGC 456
SGL-B GTCTACGTTA ACGGTCAATG GGATCCGAGT TACCGTCATA TTGGAATTGA TATCGAATCT AGGGATTCCA AAAAAACTAC CGAGTGGGAG AGCGTAAGTG GGCAAGTTGT GACTGCACGC 456
SGL-C GTCTACGTTA ACGGTCAATG GGATCCGAGT TACCGTCATA TTGGAATTGA TATCGAATCT AGGGATTCCA AAAAAACTAC CGAGTGGGAG AGCGTAAGTG GGCAAGTTGT GACTGCACGC 456
SGL-D GTCTACGTTA ACGGTCAATG GGATCCGAGT TACCGTCATA TTGGAATTGA TATCGAATCT AGGGATTCCA AAAAAACTAC CGAGTGGGAG AGCGTAAGTG GGCAAGTTGT GACTGCACGC 456
SGL-F ACCTACGTTA ACGGAGCGTG GGACCCAAAT TATCATCATA TCGGAATTAA TGTCAACCAG ATAAGGTCGT CGGCGGATAC GCCATGGGAG ACCATAAGTG GCGCGGTGGT GAACGTGACC 468
SGL-E ACCTACGTTA ACGGAGCGTG GGACCCAAAT TATCATCATA TCGGAATTAA TGTCAACCAG ATAAGGTCGT CGGCGGATAC GCCATGGGAG ACCATAAGTG GCGCGGTGGT GAACGTGACC 468
kkkkkkkk kkkk *k kkk k% * kk Kk Kkkkkk Kk kkkkkk K* *k *kk * * *% *kk khkkkkk Kk Kk kkkkkk * *k kk kk  * *

Fonte: elaborada pelo autor.



55

Figura 10 — Alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas da RACE 3’ que codificam para lectinas da Swartzia grandiflora. O nimero para o
ultimo nucleotideo encontra-se descrito na margem direita do alinhamento. Os nucleotideos conservados nas sequéncias alinhadas estdo demarcados

com um asterisco (*)

P O I T I | I | S | S | I | R | S | PO e I
5 15

25 35 45 55 65 75 85 95 10 11

SGL-A CAAGAGGATC TACTCCTEJCA AGGTGATGCC TACGCTCTAG AAAATGGG-- -ATCCTACGT CTCACCAAAA CAGACGCTTC GGGTACTGTC CCACAGAAAA ACAGCGTTGG CCGTGTCTTA 117
SGL-B CAAGAGGATC TACTCCT{JCA AGGTGATGCC TACGCTCTAG AAAATGGG-- -ATCCTACGT CTTACCAAAA CAGACGCTTC GGGTACTGTC CCACAGAAAA ACAGCGTTGG CCGTGTCTTA 117
SGL-C CAAGAGGATC TACTCCT(GCA AGGTGATGCC TACGCTCTAG AAAATGGG-- -ATCCTACGT CTTACCAAAA CAGACGCTTC GGGTACTGTC CCACAGAAAA ACAGCGTTGG CCGTGTCTTA 117
SGL-D AeAeeAFe—FeFEACTEICA GGGTGATGCC TACGCTCTAG AAAATGGG-- —-ATCCTACGT CTTACCAAAA CAGACGCTTC GGGTACTGTC CCACAGAAAA ACAGCGTTGG CCGTGTCTTA 117
SGL-F CAAGAGGATC TACTCCTCCA AGGTGATGCC ACAGTTGTAG CAACTACCCG AAAAATCCGT CTTACCAATC TAGACAGTTC AGGTACC--- CCTCTGATAG ACAGGGTTGG CCGAGTCCTG 117
SGL-E CAAGAGGATC TACTCCTCCA AGGTGATGCC ACAGTTGTAG CAACTACCCG AAAAATCCGT CTTACCAATC TAGACAGTTC AGGTACC--- CCTCTGATAG ACAGGGTTGG CCGAGTCCTG 117
ER R R R I S Kk Kk Kk k Kk k ok * kK k% **x X * Kk kK * kk Kk kKk kkk kK * * * * k% *hkkkk kkk kk ok Kkk Xk *hkkk khkkkk kkk kkk Kk
e e e e e e e O T e o e S
125 135 145 155 165 175 185 195 205 215 225 235
SGL-A TACTCTGCCC CAGTTCACCT CTGG--—---- GACTCATCGA GGCTTGCAAC CTTTGAAACT ACCATCAGAT TTGCCATCAC ACACACTAAT AACAATCCAG CTGATGGCAT AGCCTTCTTC 231
SGL-B TACTCTGCCC CAGTTCACCT CTGG--—---- GACTCATCGA GGCTTGCAAC CTTTGAAACT ACCATCAGAT TTGCCATCAC ACACACTAAT AACAATCCAG CTGATGGCAT AGCCTTCTTC 231
SGL-C TACTCTGCCC CAGTTCACCT CTGG-——---- GACTCATCGA GGCTTGCAAC CTTTGAAACT ACCATCAGAT TTGCCATCAC ACACACTAAT AACAATCCAG CTGATGGCAT AGCCTTCTTC 231
SGL-D TACTCTGCCC CAGTTCACCT CTGG-——---- GACTCATCGA GGCTTGCAAC CTTTGAAACT ACCATCAGAT TTGCCATCAC ACACACTAAT AACAATCCAG CTGATGGCAT AGCCTTCTTC 231
SGL-F TACTCTTCCC CTATCCACCT GTGGGGCACT GACCCAAGCA GGCTCTTAAG CTTTGAAACC TCATTCACCT TTACAATCAC ACATTATCCT ---ACCCCGG CTGCTGGCAT TGCCTTCTTC 234
SGL-E TGCTCTTCCC CTATCCACCT GTGGGGCACT GACCCAAGCA GGCTCTTAAG CTTTGAAACC TCATTCACCT TTACAATCAC ACATTATCCT ---ACCCCGG CTGCTGGCAT TGCCTTCTTC 234
Rk kS O S * KKK KK KAXXKKAKKAKAKAKAKX KAk k% E i *Kx KAKKKKK KKK * * KK * kK KKK KK KKK R i KKk kK KKk Kk KKK KKK KKK K KKK KK
B e e e e T o e e
245 255 265 275 285 295 305 315 325 335 345 355
SGL-A CTTGCACCAC AAGACACTAC CATCCCAAGT GGTTCTCAAG GAGGGAACCT GGGGATCTTT CCT---ACTA GCGGTTCCCA GGAC-——-——= —————— CATG TTGTTGCCGT TGAATTCGAC 336
SGL-B CTTGCACCAC AAGACACTAC CATCCCAAGT GGTTCTCAAG GAGGGGACCT GGGGATCTTT CCT---ACTA GCGGTTCCCA GGAC-————= —————— CATG TTGTTGCCGT TGAATTCGAC 336
SGL-C CTTGCACCAC AAGACACTAC CATCCCAAGT GGTTCTCAAG GAGGGAACCT GGGGATCTTT CCT---ACTA GCGGTTCCCA GGAC-—----= ————---— CATG TTGTTGCCGT TGAATTCGAC 336
SGL-D CTTGCACCAC AAGACACTAC CATCCCAAGT GGTTCTCAAG GAGGGAACCT GGGGATCTTT CCT---ACTA GCGGTTCCCA GGAC-—----= ————---— CATG TTGTTGCCGT TGAATTCGAC 336
SGL-F ATCGCACCGC CGGACACTAC CCCT-—----- GGTGTTTCCG GAGGCCTGAT GGGACTCTTT AATAGTACAT CGGCTGCTCA AGACCCAAGC AGGAACCGAA TTGTTTTTGT TGAATTTGAC 348
SGL-E ATCGCACCGC CGGACACTAC CCCT-—----- GGTGTTTCCG GAGGCCTGAT GGGACTCTTT AATAGTACAT CGGCTGCTCA AGACCCAAGC AGGAACCGAA TTGTTTTTGT TGAATTTGAC 348
* kkKkkk Kk RaR R R R I S Kk kkkk Kk kk * *  kkk Kk * Kk k Kk * Kk Kk Kk Kk * Kk k Kk k Kk k * X x x % R R R R R R * Kk Kk Kk Kk * Kk kkkkkk Kk Kk
B e e e S e e e L T I
365 375 385 395 405 415 425 435 445 455 465 475
SGL-A GTCTACGTTA ACGGTCAATG GGATCCGAGT TACCGTCATA TTGGAATTGA TATCGAATCT AGGGATTCCA AAAAAACTAC CGAGTGGGAG AGCGTAAGTG GGCAAGTTGT GACTGCACGC 456
SGL-B GTCTACGTTA ACGGTCAATG GGATCCGAGT TACCGTCATA TTGGAATTGA TATCGAATCT AGGGATTCCA AAAAAACTAC CGAGTGGGAG AGCGTAAGTG GGCAAGTTGT GACTGCACGC 456
SGL-C GTCTACGTTA ACGGTCAATG GGATCCGAGT TACCGTCATA TTGGAATTGA TATCGAATCT AGGGATTCCA AAAAAACTAC CGAGTGGGAG AGCGTAAGTG GGCAAGTTGT GACTGCACGC 456
SGL-D GTCTACGTTA ACGGTCAATG GGATCCGAGT TACCGTCATA TTGGAATTGA TATCGAATCT AGGGATTCCA AAAAAACTAC CGAGTGGGAG AGCGTAAGTG GGCAAGTTGT GACTGCACGC 456
SGL-F ACCTACGTTA ACGGAGCGTG GGACCCAAAT TATCATCATA TCGGAATTAA TGTCAACCAG ATAAGGTCGT CGGCGGATAC GCCATGGGAG ACCATAAGTG GCGCGGTGGT GAACGTGACC 468
SGL-E ACCTACGTTA ACGGAGCGTG GGACCCAAAT TATCATCATA TCGGAATTAA TGTCAACCAG ATAAGGTCGT CGGCGGATAC GCCATGGGAG ACCATAAGTG GCGCGGTGGT GAACGTGACC 468
kkkkkkkk kkkk *k kkk k% * kk Kk Kkkkkk Kk kkkkkk K* *k *kk * * *k *kk khkkkkk Kk Kk kkkkkk * *k kk kk  * *

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 11 — Sequéncia SGL-A, codificando uma lectina de Swartzia grandiflora. O iniciador
utilizado na RACE 3’ encontra-se sublinhado. O cdédon de parada estd indicado por um
asterisco (*). O sitio de poliadenilacdo do peptideo esta sublinhado por uma linha solida. Os
numeros para 0 primeiro nucleotideo e o ultimo residuo de aminoacido estdo marcados em

cada linha, na esquerda e na direita, respectivamente.

1 CAAGAGGATCTACTCCTCCAAGGTGATGCCTACGCTCTAGAAAATGGGATCCTACGTCTC

© £E D L LL Q G DAY AL E DN G I L R L 20

61 ACCAAAACAGACGCTTCGGGTACTGTCCCACAGAAAAACAGCGTTGGCCGTGTCTTATAC
T K T b A s G T Vv P QO K N S V G R V L Y 40

121 TCTGCCCCAGTTCACCTCTGGGACTCATCGAGGCTTGCAACCTTTGAAACTACCATCAGA
S AP V H L W D S S R L A T F E T T I R 60

181 TTTGCCATCACACACACTAATAACAATCCAGCTGATGGCATAGCCTTCTTCCTTGCACCA
F A I T H T N NN P A D G I A F F L A P 80

241 CAAGACACTACCATCCCAAGTGGTTCTCAAGGAGGGAACCTGGGGATCTTTCCTACTAGC
b T T I P S G S QO G G N L G I F P T S 100

301 GGTTCCCAGGACCATGTTGTTGCCGTTGAATTCGACGTCTACGTTAACGGTCAATGGGAT
G s 9 b H VYV AV E F DV Y V N G Q W D 120

361 CCGAGTTACCGTCATATTGGAATTGATATCGAATCTAGGGATTCCAAAAAAACTACCGAG
p s Yy R H I 6 I D I E S R D S K K T T E 140

421 TGGGAGAGCGTAAGTGGGCAAGTTGTGACTGCACGCATAAACTATGACGCCAACCTTAAA
w E s v s G g v v T A R I N Y D A N L K 160

481 AGGCTAAGTGTTTCTGCTACTGCTTCTCCTCAAGGTCGTCGAGTCAATCAAGAAACTTAC
R L. s vs A T A S P Q G R R V N Q E T Y 180

541 ACTGTCACTTATGACAATGTTAACTTGAAGACTCTTCTTCCTGAATATGTTAGAGTTGGA
T v T Yy D N V N L K T L L P E Y V R V G 200

601 ATCTCTGGTGCCACAGGACAAGAGGTTGCCATACATGACATTCGCTCCTGGTATTTCTCT
I s 6 A T G o E Vv A I H DI R S W Y F S 220

661 TCATACCTGGTGAATATCGCCAAGAAGGAGAAGGAGGACATGTATATGGCACAGTATGTG
s Yy L v. N I A K K E K E D M Y M A Q Y V 240

721 TGATTTTGGATCAAGGACTTCAATTTCCATCTATCTCTGTGATATACCAATAAGGACAAG

*
781 TGTGCTCTATAGTCTAAAAAAAAAAAA
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 12 — Sequéncia SGL-B, codificando uma lectina de Swartzia grandiflora. O iniciador
utilizado na RACE 3’ encontra-se sublinhado. O codon de parada esta indicado por um
asterisco (*). O sitio de poliadenilacdo do peptideo esta sublinhado por uma linha solida. Os
numeros para 0 primeiro nucleotideo e o Gltimo residuo de aminoacido estdo marcados em

cada linha, na esquerda e na direita, respectivamente

1 CAAGAGGATCTACTCCTCCAAGGTGATGCCTACGCTCTAGAAAATGGGATCCTACGTCTT

© £E D L LL Q G D A Y A L E DN G I L R L 20

61 ACCAAAACAGACGCTTCGGGTACTGTCCCACAGAAAAACAGCGTTGGCCGTGTCTTATAC
T K T b A s G T Vv P O K N S V G R V L Y 40

121 TCTGCCCCAGTTCACCTCTGGGACTCATCGAGGCTTGCAACCTTTGAAACTACCATCAGA
S AP V H L W D S S R L A T F E T T I R 60

181 TTTGCCATCACACACACTAATAACAATCCAGCTGATGGCATAGCCTTCTTCCTTGCACCA
F A I T H T N NN P A D G I A F F L A P 80

241 CAAGACACTACCATCCCAAGTGGTTCTCAAGGAGGGGACCTGGGGATCTTTCCTACTAGC
b T T I P S G S O G G D L G I F P T S 100

301 GGTTCCCAGGACCATGTTGTTGCCGTTGAATTCGACGTCTACGTTAACGGTCAATGGGAT
G s 9 b H VYV AV E F DV Y V N G Q W D 120

361 CCGAGTTACCGTCATATTGGAATTGATATCGAATCTAGGGATTCCAAAAAAACTACCGAG
p s Yy R H I 6 I D I E S R D S K K T T E 140

421 TGGGAGAGCGTAAGTGGGCAAGTTGTGACTGCACGCATAAACTATGACGCCAACCTTAAA
w E s v s G g v v T A R I N Y D A N L K 160

481 AGGCTAAGTGTTTCTGCTACTGCTTCTCCTCAAGGTCGTCGAGTCAATCAAGAAACTTAC
R L. s vs A T A S P Q0 G R R V N QO E T Y 180

541 ACTGTCACTTATGACAATGTTAACTTGAAGACTCTTCTTCCTGAATATGTTAGAGTTGGA
T v T Yy D N V N L K T L L P E Y V R V G 200

601 ATCTCTGGTGCCACAGGACAAGAGGTTGCCATACATGACATTCGCTCCTGGTATTTCTTT
I s 6 A T G Q E Vv A I H DI R S W Y F F 220

661 TCATACCTGGTGAACATCGCCAAGAAGGAGAAGGAGGACATGTATATTGCACAGTATGTA
s Yy L v. N I A K K E K E D M Y I A Q Y V 240

721 TGATTTTGGATCAAGGACTTCAATTTCCATCTATCTCTGTGATATACCAATAAGGACAAG
*

781 TGTGCTCTATAGTCCATTGTGTTGTTGCTAACAACGTCCCATCTTATGTTAATTATATGG

841 CCATCTATGGTCTATGTACCAAAACTTTTAAGCATGAGAGATAAGATGTATCGATTAAGT

901 GGTTGCGTAAAAAAAAAAA

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 13 — Sequéncia SGL-C, codificando uma lectina de Swartzia grandiflora. O iniciador
utilizado na RACE 3’ encontra-se sublinhado. O cdédon de parada estd indicado por um
asterisco (*). O sitio de poliadenilacdo do peptideo esta sublinhado por uma linha solida. Os
numeros para 0 primeiro nucleotideo e o ultimo residuo de aminoacido estdo marcados em

cada linha, na esquerda e na direita, respectivamente

1 CAAGAGGATCTACTCCTCCAAGGTGATGCCTACGCTCTAGAAAATGGGATCCTACGTCTT

© £E D L LL Q G D A Y A L E N G I L R L 20

61 ACCAAAACAGACGCTTCGGGTACTGTCCCACAGAAAAACAGCGTTGGCCGTGTCTTATAC
T K T b A s G T V P O K N S V G R V L Y 40

121 TCTGCCCCAGTTCACCTCTGGGACTCATCGAGGCTTGCAACCTTTGAAACTACCATCAGA
S AP V H L W D S S R L A T F E T T I R 60

181 TTTGCCATCACACACACTAATAACAATCCAGCTGATGGCATAGCCTTCTTCCTTGCACCA
F A I T H T N NN P A D G I A F F L A P 80

241 CAAGACACTACCATCCCAAGTGGTTCTCAAGGAGGGAACCTGGGGATCTTTCCTACTAGC
b T T I P S G S QO G G N L G I F P T S 100

301 GGTTCCCAGGACCATGTTGTTGCCGTTGAATTCGACGTCTACGTTAACGGTCAATGGGAT
G s ¢ b H VYV AV E F DV Y V N G Q W D 120

361 CCGAGTTACCGTCATATTGGAATTGATATCGAATCTAGGGATTCCAAAAAAACTACCGAG
p s Yy R H I 6 I D I E S R D S K K T T E 140

421 TGGGAGAGCGTAAGTGGGCAAGTTGTGACTGCACGCATAAACTATGACGCCAACTTTAAA
w E s v s G o v v T A R I N Y D A N F K 160

481 AGGCTAAGTGTTTCTGCTACTGCTTCTCCTCAAGGTCGTCGAGTCAATCAAGAAACTTAC
R L. s vs A T A S P Q0 G R R V N QO E T Y 180

541 ACTGTCACTTATGACAATGTTAACTTGAAGACTCTTCTTCCTGAATATGTTAGAGTTGGA
T v T Yy D N V N L K T L L P E Y V R V G 200

601 ATCTCTGGTGCCACAGGACAAGAGGTTGCCATACATGACATTCGCTCCTGGTATTTCTCT
I s 6 A T G o E Vv A I H DI R S W Y F S 220

661 TCATACCTGGTGAACATCGCCAAGAAGGAGAAGGAGGACATGTATATTGCACAGTATGTG
s Yy L v. N I A K K E K E D M Y I A Q Y V 240

721 TGATTTTGGATCAAGGACTTCAATTTCCATCTATCTCTGTGATATACCAATAAGGACAAG
*

781 TGTGCTCTATAGTCCATTGTGTTGTTGCTAACAACGTCCCATCTTATGTTAATCATATGG

841 CCATCTATGGTCTATGTACCAAAACTTTTAAGCATGAGAGATAAGATGTATCGAAAAAAA

901 AAAAA

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 14 — Sequéncia sgl-d, codificando uma lectina de Swartzia grandiflora. O iniciador
utilizado na race 3’ encontra-se sublinhado. O cddon de parada esté indicado por um asterisco
(*). O sitio de poliadenilacdo do peptideo esta sublinhado por uma linha sélida. Os nimeros
para o primeiro nucleotideo e o ultimo residuo de aminoacido estdo marcados em cada linha,

na esquerda e na direita, respectivamente

1 CAAGAGGATCTGTTACTCCAGGGTGATGCCTACGCTCTAGAAAATGGGATCCTACGTCTT
Q E D L LL o 6 b A Y A L E N G I L R L 20

61 ACCAAAACAGACGCTTCGGGTACTGTCCCACAGAAAAACAGCGTTGGCCGTGTCTTATAC
T K T b A S G T V P Q K N S V G R V L Y 40

121 TCTGCCCCAGTTCACCTCTGGGACTCATCGAGGCTTGCAACCTTTGAAACTACCATCAGA
S AP V H L W D S S R L A T F E T T I R 60

181 TTTGCCATCACACACACTAATAACAATCCAGCTGATGGCATAGCCTTCTTCCTTGCACCA
F A I T H T N NN P A D G I A F F L A P 80

241 CAAGACACTACCATCCCAAGTGGTTCTCAAGGAGGGAACCTGGGGATCTTTCCTACTAGC
c bp T TTI P S G S Q G GG N L G I F P T S 100

301 GGTTCCCAGGACCATGTTGTTGCCGTTGAATTCGACGTCTACGTTAACGGTCAATGGGAT
G s ¢ b H VYV AV E F DV Y V N G Q W D 120

361 CCGAGTTACCGTCATATTGGAATTGATATCGAATCTAGGGATTCCAAAAAAACTACCGAG
p s Yy R H I 6 I D I E S R D S K K T T E 140

421 TGGGAGAGCGTAAGTGGGCAAGTTGTGACTGCACGCATAAACTATGACGCCAACCTTAAA
w BE S v S 6 ¢ v v T A R I N Y D A N L K 160

481 AGGCTAAGTGTTTCTGCTACTGCTTCTCCTCAAGGTCGTCGAGTCAATCAAGAAACTTAC
R L s v s A T A S P Q0 G R R V N Q E T Y 180

541 ACTGTCACTTATGACAATGTTAACTTGAAGACTCTTCTTCCTGAATATGTTAGAGTTGGA
T v T Yy D N V N L K T L L P E Y V R V G 200

601 ATCTCTGGTGCCACAGGACAAGAGGTTGCCATACATGACATTCGCTCCTGGTATTTCTCT
I s 6 A T G o E Vv A I H DI R S W Y F S 220

661 TCATACCTGGTGAACATCGCCAAGAAGGAGAAGGAGGACATGTATATTGCACAGTATGTG
s Yy L. v N I A K K E K E D M Y I A Q Y V 240

721 TGATTTTGGATCAAGGACTTCAATTTCCATCTATCTCTGTGATATACCAATAAGGACAAG
*

781 TGTGCTCTATAGTCCATTGTGTTGTTGCTAACAACGTCCCATCTTATGTTAATTATATGG

841 CCATCTATGGTCTATGTACCAAAACTTTTAAGCATGAGAGATAAGATGTATCGATTAAGT

901 GGTTGCTAAAAAAAAAAA

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 15 — Sequéncia SGL-E, codificando uma lectina de Swartzia grandiflora. O iniciador
utilizado na RACE 3’ encontra-se sublinhado. O c6don de parada estd indicado por um
asterisco (*). O sitio de poliadenilacdo do peptideo esta sublinhado por uma linha solida. Os
numeros para 0 primeiro nucleotideo e o ultimo residuo de aminoacido estdo marcados em

cada linha, na esquerda e na direita, respectivamente

1 CAAGAGGATCTACTCCTCCAAGGTGATGCCACAGTTGTAGCAACTACCCGAAAAATCCGT

 E D L LL Q G D ATV V A T T R K I R 20

61 CTTACCAATCTAGACAGTTCAGGTACCCCTCTGATAGACAGGGTTGGCCGAGTCCTGTGC
L T N L D Ss S GG T P L I D R V G R V L C 40

121 TCTTCCCCTATCCACCTGTGGGGCACTGACCCAAGCAGGCTCTTAAGCTTTGAAACCTCA
s s p I H L W G T D P S R L L S F E T S 60

181 TTCACCTTTACAATCACACATTATCCTACCCCGGCTGCTGGCATTGCCTTCTTCATCGCA
F T F T I T H Y P T P A A G I A F F I A 80

241 CCGCCGGACACTACCCCTGGTGTTTCCGGAGGCCTGATGGGACTCTTTAATAGTACATCG
p p DT T P GV S 6 G L. M G L F N S T S 100

301 GCTGCTCAAGACCCAAGCAGGAACCGAATTGTTTTTGTTGAATTTGACACCTACGTTAAC
A A Q D P S RN R I V F V E F D T Y V N 120

361 GGAGCGTGGGACCCAAATTATCATCATATCGGAATTAATGTCAACCAGATAAGGTCGTCG
G A W D P N Y H H I G I N V N O I R S S 140

421 GCGGATACGCCATGGGAGACCATAAGTGGCGCGGTGGTGAACGTGACCATAAGCTATGAC
A D T P W E T I S G A V V N V T I S Y D 160

481 AGTGAATCTAAGAAGCTAAGTGTTTCTTCTTTTTATCCGTGTTATCCATGCACTCATCAA
s E S K K L s v s s F Y P C Y P C T H O 180

541 GGACCTTACACCGTGAGTCTCGACGTTGACTTGTCGGAAGTCCGTCTTCCGGAATGGGTT
G p Yy TV S L DV D L S E V R L P E W V 200

601 AGAATTGGAATCTCGGGTACCAACGGAGCAAACAGGGCAAACTATGAGATTCTCTCATGG
R I 6 I s 6 T N GANIRANYE I L S W 220

661 TCTTTCAAGTCAACCTTAAAGAGCAACGCTGTCAACGAGGACAAGGAGAACATGCGTATT
s F K & T L K §S N A V N E D K E N M R I 240

721 GCGCAATATGTGTGATCATCATATATATGTACTACCATATAATCCCGCGGCCA
A Q Y VvV *
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 16 — Sequéncia SGL-F, codificando uma lectina de Swartzia grandiflora. O iniciador
utilizado na RACE 3’ encontra-se sublinhado. O c6don de parada estd indicado por um
asterisco (*). O sitio de poliadenilacdo do peptideo esta sublinhado por uma linha solida. Os
nmeros para o0 primeiro nucleotideo e o ultimo residuo de aminoacido estdo marcados em

cada linha, na esquerda e na direita, respectivamente

1 CAAGAGGATCTACTCCTCCAAGGTGATGCCACAGTTGTAGCAACTACCCGAAAAATCCGT

 E D L LL Q G D ATV V A T T R K I R 20

61 CTTACCAATCTAGACAGTTCAGGTACCCCTCTGATAGACAGGGTTGGCCGAGTCCTGTAC
L T N~ L. D §$s s G T Pp L I D R V G R V L Y 40

121 TCTTCCCCTATCCACCTGTGGGGCACTGACCCAAGCAGGCTCTTAAGCTTTGAAACCTCA
s s p I H L W G T D P S R L L S F E T S 60

181 TTCACCTTTACAATCACACATTATCCTACCCCGGCTGCTGGCATTGCCTTCTTCATCGCA
F T F T I T H Y P T P A A G I A F F I A 80

241 CCGCCGGACACTACCCCTGGTGTTTCCGGAGGCCTGATGGGACTCTTTAATAGTACATCG
p pPp DT T P G V S 6 G L. M G L F N S T S 100

301 GCTGCTCAAGACCCAAGCAGGAACCGAATTGTTTTTGTTGAATTTGACACCTACGTTAAC
A A Q D P S RN R I V F V E F D T Y V N 120

361 GGAGCGTGGGACCCAAATTATCATCATATCGGAATTAATGTCAACCAGATAAGGTCGTCG
G A W D P N Y H H I G I NV N O I R S S 140

421 GCGGATACGCCATGGGAGACCATAAGTGGCGCGGTGGTGAACGTGACCATAAGCTATGAC
A D T P W E T I S G A V V N V T I S Y D 160

481 AGTGAATCTAAGAAGCTAAGTGTTTCTTCTTTTTATCCGTGTTATCCATGCACTCATCAA
s E S K K L s vs S F Y P C Y P C T H O 180

541 GGACCTTACACCGTGAGTCTCGACGTTGACTTGTCGGAAGTCCGTCTTCCGGAATGGGTT
G p Yy TV S L DV D L S E V R L P E W V 200

601 AGAATTGGAATCTCGGGTACCAACGGAGCAAACAGGGCAAACTATGAGATTCTCTCATGG
R I 6 I s 6 T NG AN R ANY E I L S W 220

661 TCTTTCAAGTCAACCTTAAAGAGCAACGCTGTCAACGAGGACAAGGAGAACATGCGTATT
s F K s T L K S N A V N E D K E N M R I 240

721 GCGCAATATGTGTGATCATCATATATATGTACTACCATATGCCATATACATCCCAATAAG
A Q Y VvV ¥

781 GACTATGTTCCACTAAGTGTGTTGCATATGTACTATACATATGGATATCATATTATAAAC
841 TAATTATTATAAAAGATTAAGCTAGCAAAAAAAAAAA
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 17 — Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoécidos que codificam para lectinas da Swartzia grandiflora. O nimero para o ultimo
residuo de aminoacido encontra-se descrito na margem direita do alinhamento. Os residuos de aminoécidos conservados nas sequéncias

alinhadas estdo demarcados com um asterisco (*)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

B S O T e Y T T I
SGL-AQEDLLLQGDAYALENG-ILRLTKTDASGTVPQKNSVGRVLYSAPVHLW--DSSRLATFETTIRFAITHTNNNPADGIAFFLAPQDTTIPSGSQGGNLGIE 97
SGL-BQEDLLLQGDAYALENG-ILRLTKTDASGTVPQKNSVGRVLYSAPVHLW--DSSRLATFETTIRFAITHTNNNPADGIAFFLAPQDTTIPSGSQGGDLGIE 97
SGL-CQEDLLLQGDAYALENG-ILRLTKTDASGTVPQKNSVGRVLYSAPVHLW--DSSRLATFETTIRFAITHTNNNPADGIAFFLAPQDTTIPSGSQGGNLGIE 97
SGL-DQEDLLLQGDAYALENG-ILRLTKTDASGTVPQKNSVGRVLYSAPVHLW--DSSRLATFETTIRFAITHTNNNPADGIAFFLAPQDTTIPSGSQGGNLGIE 97
SGL-EQEDLLLQGDATVVATTRKIRLTNLDSSGT-PLIDRVGRVLCSSPITHLWGTDPSRLLSFETSFTFTITHYP-TPAAGIAFFIAPPDTTP--GVSGGLMGLE 96
SGL-FQEDLLLQGDATVVATTRKIRLTNLDSSGT-PLIDRVGRVLYSSPITHLWGTDPSRLLSFETSFTFTITHYP-TPAAGIAFFIAPPDTTP--GVSGGLMGLE 96

*kkkkkkhkkk kK * kK * kkk K *kkhkkk k Kk kk*k *  kk Kk * kK *  kk Kk Kk kkkkk kK kk*k * * x * %

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

B S O T e e e I T I T
SGL-AP-TSGSQD----HVVAVEFDVYVNGQWDPSYRHIGIDIESRDSKKTTEWESVSGQVVTARINYDANLKRLSVSATASPQGRRVNQETYTVTYDNVNLKTL 192
SGL-BP-TSGSQD----HVVAVEFDVYVNGQWDPSYRHIGIDIESRDSKKTTEWESVSGQVVTARINYDANLKRLSVSATASPQGRRVNQETYTVTYDNVNLKTL 192
SGL-CP-TSGSQD----HVVAVEFDVYVNGQWDPSYRHIGIDIESRDSKKTTEWESVSGQVVTARINYDANFKRLSVSATASPQGRRVNQETYTVTYDNVNLKTL 192
SGL-DP-TSGSQD----HVVAVEFDVYVNGQWDPSYRHIGIDIESRDSKKTTEWESVSGQVVTARINYDANLKRLSVSATASPQGRRVNQETYTVTYDNVNLKTL 192
SGL-ENSTSAAQDPSRNRIVEFVEFDTYVNGAWDPNYHHIGINVNQIRSSADTPWETISGAVVNVTISYDSESKKLSVSS-FYPCYPCTHQGPYTVSLDVDLSEVR 195
SGL-FNSTSAAQDPSRNRIVFVEFDTYVNGAWDPNYHHIGINVNQIRSSADTPWETISGAVVNVTISYDSESKKLSVSS-FYPCYPCTHQGPYTVSLDVDLSEVR 195

* * * * * kkkk kkhkkk Kkk*k * Kk Kk Kk * * kK *k kK * * * ok k kK * * * Kk *

210 220 230 240

D T T P O T e I
SGL-ALPEYVRVGISGATGQEVAIHDIRSWYFSSYLVNIA-KKEKEDMYMAQYV 240
SGL-BLPEYVRVGISGATGQEVAIHDIRSWYFESYLVNIA-KKEKEDMYIAQYV 240
SGL-CLPEYVRVGISGATGQEVAIHDIRSWYFSSYLVNIA-KKEKEDMYIAQYV 240
SGL-DLPEYVRVGISGATGQEVAIHDIRSWYFSSYLVNIA-KKEKEDMYIAQYV 240
SGL-ELPEWVRIGISGTNGANRANYEILSWSFKSTLKSNAVNEDKENMRIAQYV 244
SGL-FLPEWVRIGISGTNGANRANYEILSWSFKSTLKSNAVNEDKENMRIAQYV 244

*kk kk kkkk ok * * kk ok * * *k k  kkkk

Fonte: elaborada pelo autor.
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As analises comparativas, do tamanho das sequéncias obtidas nesta pesquisa,
demonstram que as sequéncias SGL-A, SGL-B, SGL-C e SGL-D possuem 240 amino&cidos.
Enquanto as sequéncias da SGL-E e SGL-F sdo compostas por 244 aminoacidos. O peso
molecular e pl, para as seis sequéncias em estudo, estimado pelo programa contido em
web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool foi, em media, 26.675,55 Da, de peso molecular e
5,328 de pl. Os valores individuais destas sequéncias estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Peso molecular e ponto isoelétrico estimado para as sequéncias de aminoacidos
deduzidas obtidos da RACE 3’ da S. grandiflora

Sequéncia Peso molecular (Da) pl
SGL-A 26587.58 5.37
SGL-B 26630.63 5.22
SGL-C 26603.56 5,37
SGL-D 26569.54 5.37
SGL-E 26800.99 5.32
SGL-F 26861.03 5.32

Fonte: elaborada pelo autor.

Uma comparacdo dessas seis sequéncias de aminoacidos de lectinas de S.
grandiflora (SGL), codificados pelos fragmentos de cDNA clonados, foi realizada através de
uma matriz de identidade e uma matriz de diferenca pelo BioEdit, podendo ser vizualizada na
Tabela 8. Esse resultado indica a presenca de dois grupos de sequéncias similares. Um dos
grupos é composto pelas sequéncias SGL-A, SGL-B, SGL-C e SGL-D e diferem entre si em,
no maximo, trés residuos de aminoacidos, a saber: 0 Asp-93 da SGL-B (nas outras sequéncias
é visto Asn), a Phe-167 da SGL-C (nas outras sequéncias é visto Leu) e Phe-220 (nas outras
sequéncias é visto Ser). O outro grupo visto na Tabela 8, € formado pelas sequéncias SGL-E e
SGL-F e diferem, entre si, apenas no residuo de posicao quarenta, onde na SGL-E € visto uma
Cys, enquanto que na SGL-F é visto um Tyr. Sabendo dessas diferencas, a sequéncia deduzida
de aminoacidos da SGL-A foi escolhida como representante para posteriores analises do

grupo um, enquanto que para o grupo dois foi escolhida a SGL-E como representante.
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Tabela 8 — Matriz de identidade (acima da diagonal) e matriz de diferenca (abaixo da
diagonal) para cada par de sequéncias comparadas. Estes nimeros foram calculados com base

no alinhamento multiplo de sequéncias, mostrado na figura 15

SGL-A SGL-B SGL-C SGL-D SGL-E SGL-F

SGL-A - 0.987 0.991 0.995 0.527 0.531
SGL-B 3 - 0.987 0.991 0.531 0.536
SGL-C 2 3 - 0.995 0.531 0.536
SGL-D 1 2 1 - 0.531 0.536
SGL-E 111 110 110 110 - 0.995
SGL-F 110 109 109 109 1 -

Fonte: elaborada pelo autor.

As sequéncias deduzidas para a SGL-A e SGL-E, quando alinhadas pelo programa
BLAST com o banco de proteinas ndo-redundantes e PDB (Protein Data Bank) do NCBI,
apresentaram similaridade com as sequéncias que codificam lectinas e com as sequéncias de
lectinas de estruturas tridimensionais ja resolvidas. Como podemos ver na Tabela 9, a SGL-A
apresentou alta similaridade com a lectina isolada de Cladratiskentukea, com lectinas do
género Sophorae e com a lectina de Apios americana. A sequéncia da SGL-E apresentou
similaridade com as lectinas de Phaseolusvulgarise Sesbaniabisponia (Tabela 10), além das
mesmas lectinas vistas para a SGL-A, com excecdo da Apios americana. Estes resultados
foram gerados pelo alinhamento de ambas as sequéncias com o banco de proteinas néo-

redundantes.

As similaridades mais expressivas do alinhamento da SGL-A e SGL-E, utilizando
0 PDB, foram dispostas nas Tabelas 11 e 12. As lectinas das espécies de Platypodium elegans,
Leucomphalos mildbraedii, Pterocarpos angolensis e Maackia amurensis foram as que
apresentaram maior identidade com a sequéncia da SGL-A. Ja para a sequéncia da SGL-E
foram Leucomphalos mildbraedii, Platypodium elegans, Vatairea macrocarpa, Phaseolus

vulgaris e Lablab purpureus, respectivamente.
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Tabela 9 — Sequéncias de aminoacidos com maior similaridade a estrutura primaria da SGL-A (bit score > 200), pelo programa BLASTp, do NCBI,
utilizando as sequéncias de proteinas ndo-redundantes como banco de dados (Ultimo acesso em 20 de agosto de 2015)

Espécie Cobertura (%) Bit score E-value Identidade (%) N° de acesso
Cladrastiskentukea 100 231 2e-71 51 Q39529
Sophoraalopecuroides 100 228 5e-70 49 AAY 68291

S. flavescens 99 228 5e-70 50 ACD13798
S. flavescens 99 224 2e-68 50 AAG00508
S. alopecuroides 100 223 4e-68 49 ACD39390
Apiosamericana 98 209 9e-63 50 BAN37442

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 10 — Sequéncias de aminoacidos com maior similaridade a estrutura primaria da SGL-E (bit score > 186), pelo programa BLASTp, do NCBI,

utilizando as sequéncias de proteinas ndo-redundantes como banco de dados (Ultimo acesso em 20 de agosto de 2015)

Espécie Cobertura (%) Bit score E-value Identidade (%) N° de acesso
Cladrastiskentukea 100 225 8e-69 50 Q39529
Sophoraalopecuroides 95 197 6e-58 48 AAY 68291
S. alopecuroides 100 191 7e-56 46 ACD39390
Phaseolus vulgaris 100 190 3e-55 45 XP_007143413
Sesbaniabispinosa 92 186 2e-54 46 ABX59683.1
S. flavescens 99 187 4e-54 47 AAG00508

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 11 — Lectinas com estrutura tridimensional conhecida e com maior similaridade a estrutura primaria da SGL-A (Bit score > 166), obtido pelo
BLASTDp, utilizando o banco Protein Data Bank (PDB) (tltimo acesso em 20 de agosto de 2015)

Espécie Cobertura (%) Bit score E-value Identidade (%) N° de acesso
Platypodiumelegans 99 196 7e-61 44 3ZVX_A
Leucomphalosmildbraedii 93 183 2e-56 47 2FMD_A
Pterocarpusangolensis 98 175 5e-53 43 1Q80_A
Pterocarpusangolensis 98 175 6e-53 43 1IN30_A
Maackiaamurensis 92 167 6e-50 45 1DBN A

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 12 — Lectinas com estrutura tridimensional conhecida e com maior similaridade & estrutura priméria da SGL-E (Bit score > 160), obtido pelo

BLASTDp, utilizando o banco Protein Data Bank (PDB) (tltimo acesso em 20 de agosto de 2015)

Espécie Cobertura (%) Bit score E-value Identidade (%) N° de acesso
Leucomphalosmildbraedii 95 179 le-54 a7 2FMD_A
Platypodiumelegans 96 174 le-52 42 3ZVX_A
Vataireamacrocarpa 93 171 2e-51 44 4U2A A
Phaseolus vulgaris 95 162 5e-48 41 1FAT_A
Lablab purpureus 97 162 le-47 40 3UJO_A

Fonte: elaborada pelo autor.
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As estruturas secundérias da SGL-A e SGL-E, analisadas pelo software ProFunc
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/profunc/), indicam que as sequéncias estdo
organizadas, predominantemente, como folhas-f. Esta analise apresentou, respectivamente,
quinze e dezessete regibes preditas de folha-p3 para a SGL-A e SGL-E (indicadas pelas setas
amarelas das Figuras 17 e 18. Esta analise também evidencia a presenca de poucas a-hélices,
cinco na SGL-A e apenas uma na SGL-E, como pode ser visto na topologia das estruturas,

como mostra a Figura 19.

Os melhores modelos tridimensionais das sequéncias deduzidas da SGL-A e SGL-
E foram deduzidos pelo programa M4T (Figura 20). Este programa utilizou como referéncia
modelos proteicos de estruturas resolvidas que apresentaram maior similaridade com as
sequéncias em estudo, por meio do algoritmo do préprio programa citado. As estruturas
resolvidas das lectinas de Lablab purpureus (3UJQ_A) e a de Vatairea macrocarpa foram
utilizadas para a elaboracdo dos modelos das sequéncias em estudo. A validacdo dos modelos
obtidos para a SGL-A e SGL-E foi realizada pelo software MolProbity, utilizando o grafico de
Ramachandran como parametro (Figuras 21 e 22). A estrutura obtida para a SGL-A ndo
apresentou nenhum aminoacido fora da regido delimitada permita. J& a estrutura
tridimensional gerada para a SGL-E apresentou trés residuos (His-67, Cys-174 e Tyr-175)
fora das delimitacGes, mas esta pode ser considerada aceitavel, pois o resultado apresentou

mais de 95% de confiabilidade.

Os sitios de ligacdo a Ca2+ e Mn2+, N-glicosilacdo, de formacdo de estruturas
homodiméricas e homotetraméricas, tanto da SGL-A quanto da SGL-E, deduzidos pelo
programa ConservadProtein Domain Family (presente no NCBI) foram representados, nas

Figuras 23, 24 e 25, respectivamente.

Os residuos de aminoacidos da SGL-A que interagem com Ca2+ e Mn2+ séo Glu-
110, Asp-112, Asn-116 e His-125. Ja para a SGL-E, os residuos responsaveis pela interacdo
com estes cations sdo Glu-114, Asp-116, Asn-120 e His-129. As medi¢des das distancias,
realizadas pelo programa PyMol, entre os atomos que formam esses residuos com os cations e
as moléculas de agua foi de, aproximadamente, 2,2A. O sitio de N-glicosilacdo predito das
sequéncias de SGL-A e SGL-E é composto, por Pro-98 e Asn-97, respectivamente.
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Figura 18 — Predicdo da estrutura secundéria da SGL-A, com a regido N-terminal inserida,
pelo programa ProFunc
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 19 — Predicdo da estrutura secundaria da SGL-E, com a regido N-terminal inserida,
pelo programa ProFunc

g P

TKEY UNQI:DLLLQGUAI VYATTRK TRLTNLDSSGTPL IDRVGRVLCSS P THLWGTDPSRL
i 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6i)

B ﬁ A

p e P BBr PP o
—  — Ly i

LSFETSFTFTITHYPTPAAGIAFFIAPPDTTPGYSGGLMGLFNS TSAAQDP SRNR IVFVE
6l @3 70 75 80 85 90 a5 0o 105 10 s 120

B A g A g B pp B
> ) —)—— )y ——y—

IFOTYVNGAWDPNYIIH TG IINY I\QIRSH ADTPWET I SGAVVNVT ISYDSESKKLSVSSTYPC
121 123 130 133 140) 145 150 155 160 165 170 175 180

pppy  ° ppp - B po B B

—_—  —

Y PO lHQ(TP"r IVSLDVDLSEYRLPEWVR TG SGTNGANRANYE T LSWSFRSTL K"sl\f-\'\- NEL}
181 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240

BB B

KENMR T AQYY
241 245 230

Fonte: elaborada pelo autor.



72

Figura 20 — Predicdo topoldgica da estrutura secundaria da SGL-A e SGL-E, com a regido N-
terminal inserida, pelo programa ProFunc
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 21 — Modelagem tridimensional das sequéncias deduzidas da SGL-A e SGL-E, pelo
programa M4T

SGL-A o

Fonte: elaborada pelo autor.

SGL-E

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 22 — Gréafico de Ramachandran, gerado pelo programa MolProbity, para validacdo da
modelagem tridimensional da SGL-A
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 23 — Gréfico de Ramachandran, gerado pelo programa MolProbity, para validacdo da

modelagem tridimensional da SGL-E

o
LWl
& i
S a—
i vr ! I #
18 1] i 18]
Trmm rolire:
il
oy
[
m £ .
=1kl 0 [ar] R ]

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 24 — Residuos de aminodcidos da SGL-A e SGL-E, possivelmente, envolvidos na

interagdo com Ca®* e Mn?*, pelo alinhamento com outras lectinas de leguminosas presentes
no NCBI

SGL-A

SGL-E

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 25 — Sitios de interaces preditos pelo CDD para a SGL-A. O residuo de cor verde
representa o sitio de N-glicosilagéo, os residuos de cor azul representam os sitios de interacdo
homodimérica e o0s residuos de cor amarela representam o0s sitios de interacfes

homotetraméricas

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 26 — Sitios de interacdes preditos pelo CDD para a SGL-E. O residuo de cor verde
representa o sitio de N-glicosilacéo, os residuos de cor azul representam os sitios de interagdo
homodimérica e o0s residuos de cor amarela representam o0s sitios de interagdes

homotetraméricas

Fonte: elaborada pelo autor.
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O sitio de interacdo homodimérica da SGL-A é formado por Asp-3, Tyr-40, Pro-
43 e Tyr-196. J& o sitio de interacdo homotetramérica desta mesma sequéncia € composto por
Lys-137, Arg-152, Ser-163, Thr-167, Ala-168, Ser-169, Thr-179, Tyr-180, Thr-181 e Thr-183.

Os residuos de aminoacidos envolvidos nos sitios de interaces homodiméricas da
SGL-E sdo Asp-3, Cys-40, Pro-43 e Trp-199. Quanto aos sitios de interacOes
homotetraméricas da SGL-E, verificamos que sdo compostos por Ala-141, Thr-156, Ser-167,
Ser-169, Ser-170, Phe-171, Pro-182, Tyr-183, Thr-184 e Ser-186.

O indice de hidrofobicidade gerado para as SGL-A e SGL-E foram,
respectivamente, -0,36 e -0,18. Estes resultados indicam que as lectinas codificadas por essas
sequéncias sdo hidrofébicas. Analises realizadas pelo programa Peptide 2.0 indicam que a
lectina deduzida para a SGL-A é composta por 38,3% de residuos hidrofobicos, 11,25% de
residuos acidos, 10,83% de residuos basicos e 39,58% de residuos neutros. Essas mesmas
andlises, quando realizadas para a lectina deduzida para a SGL-E, demonstraram a presenca
de 40,98% de residuos hidrofébicos, 9,84% de residuos &cidos, 9,43% de residuos basicos e
39,75% de residuos de carga neutra.

Os residuos da SGL-A preditos para fosforilacdo, obtidos pelo programa NetPhos
2.0 Server, sdo: Ser-26, Ser-89, Ser-100, Ser-122, Ser-135, Ser-143, Ser-163, Ser-165, Ser-
216, Tyr-11, Tyr-114, Tyr-123, Tyr-180, Tyr-184, Tyr-196, Tyr-235, Tyr-239, Thr-21, Thr-58,
Thr-83, Thr-138 e Thr-139. Ja os residuos preditos na fosforilacdo da SGL-E sdo: Ser-27, Ser-
56, Ser-139, Ser-161, Ser-163, Ser-167, Ser-192, Ser-221, Thr-16, Thr-66, Thr-84, Thr-85,
Thr-143, Thr-225, Tyr-118 e Tyr-127.

O modelo tridimensional, gerado para a SGL-A, foi escolhido para analise de
interacdo molecular sitio-dirigidas com carboidratos, pois foi o Unico que demonstrou a
presenca do residuo Asp-72 (um residuo conservado em lectinas de leguminosas e de
fundamental importancia para o0 CRD), quando alinhado com outras lectinas de Fabaceae.
Outros residuos de aminoécidos apresentaram indicios de que compbem o sitio de
reconhecimento a carboidrato da SGL-A, como por exemplo: Ala-71, Gly-91, Gly-98, Tyr-
114, Gly-206, GIn-207 e Glu-208.

O docking molecular apresentou uma interacdo energeticamente favoravel com
galactose (MDS = -76,24), sendo escolhido, ja que este é o carboidrato com o qual a lectina
de Lablabpurpureus apresenta afinidade. A imagem da interacdo dos residuos que formam o
CRD da SGL-A, evidenciando o Asp-72 e a Tyr-144 (possivel sitio hidrofébico), estdo
representados na Figura 26. A interacdo da SGL-A com N-acetil-D-galactosamina, escolhido

para a analise por ser o carboidrato que interage com a lectina de Vatairea macrocarpa, foi
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predita como sendo energeticamente desfavordvel. Esta interacdo encontra-se ilustrada na
Figura 27, na qual podemos perceber que a molécula em questdo ndo chega a adentrar na
regido composta pelos residuos de ligacdo a carboidratos. As distancias entre os atomos que
integram os residuos de aminoacidos da SGL-A e SGL-E que interagem com os carboidratos,
ja citados, foram indicadas pelo software ProFunc (Figura 28 e 29).

O resultado da Figura 28 mostra que a Ala-71, Gly-92, Tyr-114 e GIn-206 atuam
como estabilizadores da ligacdo da SGL-A com a galactose. Enquanto o NO2 da Asn-116, o
OD2 da Asp-72, 0 OE1 da GIn-208 e 0o OE1 da GIn-207 realizam uma interacao direta com o
monossacarideo. J& na Figura 29, o O2 da N-acetil-D-galactosamina interage com o O da Val-
113 e com o O da Pro-70. O O1 do mesmo monossacarideo interage com 0 ND2 da Asn-69,
enguanto que com o O da Asn-68 ndo € visto interacdo com o Asp-72. A Tyr-114, Val-115,
Tyr-123 e Arg-124 realizam interacbes fracas com parte dos atomos da N-acetil-D-

galactosamina.

Figura 27 — Interacdo entre a Galactose e o0 Dominio de Reconhecimento a Carboidrato da

SGL-A, obtida por docking molecular

Gly-91

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 28 — Interacéo entre o N-Acetil-D-Galactosamina e 0 Dominio de Reconhecimento a

Carboidrato da SGL-A, obtida por docking molecular

N-Acetil-D-Galactosamina

/ Tyr-144

Ala-T1

Gly-91
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 29 — Distancias entre os residuos de aminodcidos da SGL-A que realizam a interacdo

com a galactose, obtida pelo software ProFunc
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 30 — Distancia entre os residuos de aminoacidos da SGL-E que realizam a interacdo

com a galactose, obtida pelo software ProFunc

Fonte: elaborada pelo autor.
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8 DISCUSSAO

O ensaio de atividade hemaglutinante em extratos proteicos de sementes da
familia Fabaceae, realizado para deteccdo de lectinas, € pouco eficiente para espécies que
possuem alto conteldo de metabolitos secundarios, como por exemplo, espécies do género
Swartzia, pois causam o processo de hemolise dos eritrocitos. Porém, com as sequéncias
nucleotidicas e o0 uso da bioinformatica, o estudo dos genes de novas lectinas pode acrescentar
dados substanciais ao processo de prospeccao dessa classe proteica. Neste sentido, a presente
pesquisa cientifica trata da caracterizagdo in silico de sequéncias de cDNA, obtida das
sementes jovens de Swartzia grandiflora, que codificam lectinas. Esta caracterizacdo € de
fundamental importancia para a compreensdo estrutural das lectinas da subtribo Swartzieae,
além de contribuir para o entendimento das variacdes que ocorrem para as lectinas deste
grupo taxonémico.

Para tanto, 0 RNA total do material pesquisado foi, inicialmente, extraido com
cloreto de litio 10M. Este processo de extracdo rendeu grandes quantidades de RNA, porém
ndo apresentou um alto grau de pureza e integridade. A extracdo de RNA vegetal de alta
qualidade e quantidade é um fator limitante em experimentos de biologia molecular, tais como
a amplificacdo por PCR e sintese de cDNA. Algumas das causas das extracGes de RNA
tornarem-se pouco eficientes estdo relacionadas com as altas concentrac@es de polissacarideos
e compostos fendlicos nas amostras, 0s quais podem se co-precipitar ou se ligar ao RNA .
Desta forma, podemos especular que a qualidade da amostra de RNA obtido das sementes de
S. grandiflora tenha sido um dos possiveis motivos para que a amplificacdo da regido 5'UTR
ndo tenha ocorrido de forma eficiente.

O sequenciamento dos residuos que compdem a regido N-terminal da lectina da
espécie em estudo foi realizado com o intuito de suprir as informacdes que seriam obtidas
pela RACE 5'. Neste sentido, foi utilizada a banda de 30kDa obtida da eletroforese em gel de
poliacrilamida da farinha das sementes de S. grandiflora. A referida banda foi escolhida para
sequenciamento por apresentar uma massa molecular caracteristica das lectinas da familia
Fabaceae, além de ser a mesma massa visualizada para a SLL, quando purificada por
cromatografia de afinidade a lactose .

Os residuos de aminoacidos obtidos por sequenciamento apresentaram
similaridade, quando submetidos ao banco de sequéncias de proteinas ndo-redundantes, como
mostramos nas sequéncias vistas na Tabela 5. A sequéncia que apresentou maior similaridade

aos residuos obtidos foi com a SJAbg, uma lectina ligante a N-acetil-D-galactosamina, isolada
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das raizes de Sophora japonica. Além desta lectina, os residuos apresentaram similaridade
com lectinas de Cladrastis kentukea e Robinia pseudoacacia. Tal resultado demonstra que,
provavelmente, grande parte das proteinas presentes na banda de 30kDa, utilizada, sdo
lectinas.

Apenas dez das sequéncias obtidas pela amplificacdo da regido 3'UTR do cDNA
das sementes de S. grandiflora apresentaram o dominio conservado das lectinas de
leguminosas (L-type). Este compreende o maior dominio de lectinas e o0 mais bem
caracterizado, dentre outros, como o do tipo C- e tipo S-. A existéncia destes dominios
evidencia que este grupo de proteinas €, evolutivamente, conservado na natureza. Este fato
pode ser demonstrado quando foram alinhados cerca de 50 lectinas da familia Fabaceae,
sendo visto uma identidade maior de 35 % entre todos os alinhamentos.

Apbs a traducdo das sequéncias nucleotidicas ndo redundantes para aminoacidos,
foi visualizado, para as seis sequéncias resultantes, uma elevada similaridade entre seus
residuos (Figura 16). Os pesos moleculares estimados para cada uma dessas sequéncias sdo
préximos dos valores encontrados para a SLL, na qual se inferiu uma massa molecular de
26000Da estimada por eletroforese em gel de poliacrilamida e que, posteriormente, foi
confirmada como sendo de 29000Da por espectrometria de massas . Entretanto, os valores do
pl deduzidos para as sequéncias em estudo, contrastaram com o da SLL, mas apresentaram
valores aproximados com as lectinas de Luetzelburgia auriculata (5,8) e Vatairea macrocarpa
(4,95) .

As sequéncias deduzidas de aminoacidos da SGL-A e SGL-E, representativas de
cada um dos dois subgrupos evidenciados na Tabela 8, foram submetidas a alinhamento pelo
NCBI. A maior similaridade vista para as sequéncias em estudo, utilizando o banco de
proteinas ndo-redundantes, foi com a CLAII (51 %). Isto sugere que, por mais que sejam
conservadas, as lectinas de S. Grandiflora, identificadas no presente trabalho, constituem um
grupo distinto dentre as lectinas de leguminosas caracterizadas até o momento.
Adicionalmente, a respeito desta lectina que apresentou homologia de ~51%, é descrito que a
CLAII encontrada na espécie Cladratris kentukea apresenta outras lectinas, a saber: CLAI e
CLLRP, distinguidas entre si por processamentos pés-traducionais. Algumas das outras
lectinas que apresentaram maior similaridade com a SGL-A, nas condigfes ja citadas, séo
pertencentes a tribo Sophoreae, uma tribo filogeneticamente préxima a tribo Swartzieae.
Dentre essas espécies de Sophoreae, encontra-se a Lectina de Sophora alopecuroides (SAL).
Esta lectina é ligante a D-galactose e apresenta atividade hemaglutinante com eritrécitos

humanos e de coelho. Adicionalmente, pode-se dizer que a SAL apresenta atividade
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antifungica e antitumoral. Desta forma, podemos predizer que, possivelmente, a lectina deste
estudo possa apresentar alguma aplicacdo biotecnoldgica.

As lectinas de Phaseolus vulgaris e Sesbania bisponia foram algumas das que
também apresentaram similaridade com a SGL-E, utilizando o banco de proteinas nao-
redundantes (Tabela 10). As similaridades vistas para essas lectinas foram, 45 e 46 %,
respectivamente. Em relacdo a PHA (phytohemagglutinin), temos que esta é uma lectina
tetramérica composta por cinco isoformas dos polipeptideos PHA-E e PHA-L, em diferentes
combinacges. Tetrameros de PHA-E (34kDa) aglutinam eritrécitos, enquanto que tetrameros
de PHA-L (32kDa), além de aglutinarem leucécitos, também possuem atividade mitogénica.

As estruturas secundarias, visualizadas na Figura 19, ja eram esperadas para as
sequéncias deduzidas de aminoacidos da SGL-A e SGL-E, visto que é conhecido na literatura
cientifica para os mondmeros de lectinas de leguminosas, a presenca de duas folhas
antiparalelas, uma formada, geralmente, por 7 fitas e a outra, por 5, assim como foi visto neste
estudo, ao analisar os modelos tridimensionais gerados pelo MA4T server 3.0. A mesma
arquitetura e topologia é encontrada em uma grande variedade de proteinas que reconhecem
carboidratos, como as galectinas ¢ os “lectin-likedomains Wing-1 e Wing-2”. A topologia
estrutural das lectinas em estudo, demonstrada na Figura 19, é complexa e, estruturalmente,
relatada como “jelly-roll”. Para evidenciar esta caracteristica nas estruturas secundarias nas
lectinas de leguminosas, podemos citar a lectina de Luetzelburgia auriculata, uma espécie
também do grupo das Papilionoideae, encontrada no norte do Brasil, que apresenta 38% de
sua estrutura na forma de folhas § e apenas 5% como a-hélices .

O banco de dados do CDD indicou que os residuos responsaveis pela interacdo
com Ca?" e Mn? da SGL-A e SGL-E também sdo conservados nas suas estruturas primarias.
As Unicas excecOes conhecidas a esta regra nas lectinas dessa familia vegetal é a arcelina e o
inibidor de a-amilase (a-Al), ambas relatadas para Phaseolus vulgaris. Na familia das lectinas
de Fabaceae, ja se sabe que os residuos do sitio de interacdo a carboidratos adotam uma
conformacdo correta apenas quando na presenca dos ions acima citados. Estas interacdes a
metais de transi¢do foram, inicialmente, descritas detalhadamente, para a Con A, na qual é
vista a ligacdo com quatro residuos de aminodcido e duas ligaces com moléculas de agua,
sendo que uma destas ligacbes com a agua forma uma ponte com o grupo carboxilico do
residuo Asp-208. Entretanto, estes ions, ndo interagem, diretamente, com o sitio de ligagcdo ao
carboidrato. Os residuos que integram este sitio de interagdo na SGL-A e SGL-E
correspondem, especificamente, aos residuos Glu-137, Asp-139, Asn-147, Asp-150 e His-155
na PELa e aos residuos Glu-127, Asp-129 e His-143 da lectinas de Leucomphalos
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mildbraedii.

Lectinas de Fabaceae possuem mudltiplos sitios de interagdo e, adicionalmente,
alguns desses sitios sdo conhecidos na formacdo de dimeros e tetrameros. A oligomerizagéo
de todas as lectinas envolve, primariamente, interacdes das seis fitas que formam uma folha f.
Na Con A e outras lectinas de Fabaceae analisadas subsequentemente, a formacdo da
estrutura dimérica envolve o arranjo lado-a-lado dos dois monémeros, de tal maneira que as
duas estruturas formam uma folha B contigua, contendo 12 fitas. Esta estrutura é descrita na
literatura como o0 modo candnico de dimerizacdo das lectinas de Fabaceae. Assim sendo,
podemos afirmar que esta classe de lectinas formam uma interessante familia de proteinas, na
qual pequenas alteragbes na sua estrutura primaria geram variacbes na estrutura tercidria,
ocasionando, assim, largas variaces na estrutura quaternaria. Os residuos averiguados pelo
CDD na formacao das estruturas homodiméricas e homotetraméricas estdo representados nas
Figuras 24 e 25. Os residuos de aminoacidos que compdem esses sitios na SGL-A e SGL-E,
demonstram homologia com os residuos que formam as mesmas regides em outras lectinas.

O sitio de interacdo a carboidratos ou CRD das lectinas da familia Fabaceae séo
formados por quatro loops (A, B, C e D). Estes sdo compostos por um conjunto de residuos de
amino&cidos, fortemente, conservados. Os residuos invariantes sdo a Asp no loopA, Gly no
loop B, Asn e um residuo aromatico (Phe ou Tyr) no loop C interagem com o ligante
independentemente da configuragdo do &tomo C4. De estudos mutacionais, trés residuos
foram identificados como sendo essenciais na ligacdo ao carboidrato (independentemente de
qual seja), a saber: Asp, Asn e um residuo aromatico. Dentre os quatro loops envolvidos no
reconhecimento a carboidrato, o loop D é o mais variavel, em termos de tamanho e sequéncia.
Geralmente, um ou dois residuos de aminoécidos desse loop interagem com o ligante, mas 0s
residuos envolvidos nessa ligacdo variam de lectina para lectina. O residuo Asp-72 da SGL-A
foi visto por alinhamento estrutural, quando alinhado com outras lectinas de Fabaceae.
Dentre as lectinas alinhadas, encontra-se a PELa que possui 0 seu CRD composto por Asp-95,
Ala-113, Gly-115, Asn-145, Ser-146, Asn-147, Glu-230 e GIn-231. A ConA, uma lectina
ligante a manose assim como a PELa. J& para a SGL-E foi encontrada uma Ala-73 na posi¢éo
equivalente ao residuo fundamental (Asp) para a ligacéo ao carboidrato das outras lectinas.

O docking sitio-dirigido da SGL-A realizado com D-galactose, como ja
mencionado nos resultados, apresentou uma energia favoravel. J& 0 mesmo procedimento,
guando realizado com N-acetil-D-galactosamina, ndo mostrou indicios para uma possivel
afinidade com esse carboidrato. Todas as lectinas de Fabaceae que reconhecem a galactose ou

0 N-acetil-D-galactosamina no seu sitio de ligacdo tem, caracteristicamente, um longo loop D,
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comparado com as lectinas ligantes a manose, glicose ou fucose. Esse loop D na SGL-A é
correspondente a Gly-203, Ala-204, Thr-205, Gly-206, GIn-207, Glu-208, Val-209, Ala-210 e
lle-211, sendo diferente do encontrado na PELa.

As estruturas cristalograficas de quatro lectinas ligantes a Gal/GalNac séo
conhecidas, a saber: as lectinas de Erythrina corallodendron, Arachis hypogea, Grifonnia
simplicifolia e Glycine max. Em todas estas estruturas, o &cido aspartico, conservado no loop
A dessas lectinas, reconhece o C3-OH equatorial e 0 C4-OH axial da galactose. O C3-OH faz
pontes de hidrogénio adicionais com o NH da Gly no loop B e com o Asn no loop C,
enquanto que C4-OH faz outra ponte de hidrogénio com o loop D.

A afinidade relativa dessas lectinas a carboidratos com galactose e galactosamina
pode ser atribuida a variacdo do loop C. Um loop C longo e contendo residuos com cadeia
lateral grande, geralmente, limita grandes substituices para a galactose nesta posicdo. A
andlise das sequéncias do loop C revela que o seu tamanho influencia, significativamente, a
especificidade da ligacdo, como por exemplo, no caso das lectinas com um pequeno loop C
que interagem com GalNac melhor do que com Gal e lectinas com um grande loop C que
interagem melhor com Gal do que com GalNac. Adicionalmente, a presenca de residuos com
cadeia lateral curta, como Asp, Gly ou Ala, nesse loop nas lectinas ligantes a GalNac parece
facilitar a interacdo com o acucar. O loop A da SGL-A é idéntico ao da PELa, sendo formado
por Asn-69, Pro-70, Ala-71, Asp-72, Gly-73 e lle-74. O loop B da PELa é formado por Ala,
GIn e GIn. Esse loop na SGL-A ¢ formado por Gly-90, GIn-91 e GIn-92. Os loops C e D da
PELa e SGL-A sdo diferentes, sendo mais um indicio de que a SGL-A ndo seja ligante a

manose por ndo possuir uma composicdo de aminoacidos que a mesma.
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9 CONCLUSAO

As andlises das sequéncias de aminoacidos deduzidas de SGL-A e SGL-E
comprovam a presenca de lectinas em sementes de Swartzia grandiflora, possuindo um
dominio de reconhecimento a carboidrato que interage de forma, energeticamente, favoravel
com galactose. Pode-se concluir, também, que as lectinas de S. Grandiflora, identificadas no
presente trabalho, constituem um grupo distinto dentre as lectinas de leguminosas
caracterizadas até o momento, tendo em vista a identidade observada nos alinhamentos das

sequéncias em estudo.



89

REFERENCIAS

ALTSCHUL, S. F. et al. Basic local alignment search tool. Journal of Molecular Biology. [S.
I.]. v. 215. n. 3. p. 403-10. Out. 1990.

BAKER, R. L. et al. A maize trypsin inhibitor (ZmTIlp) with limited activity against
Aspergillus flavus. Journal of food protection. [S. I.]. v. 72. n. 1. p. 185-188. 20009.

BENEVIDES, R. G. et al. A lectin from Platypodium elegans with unusual specificity and
affinity for asymmetric complex N-glycans. The Journal of biological chemistry. [S.1.]. v.
287.n. 31. p. 26352-64. 27. Jul. 2012.

BROOKSBANK, C. et al. The European Bioinformatics Institute’s data resources. Nucleic
Acids Research. [S.1.]. v. 31. n. 1. p. 43-50. Jan. 2003.

BRUNEAU, A. et al. Legume phylogeny and classification in the 21st century: progress,
prospects and lessons for other species-rich clades. v. 62. p. 217-248. April, 2013.

CALVETE, J. J. et al. Amino acid sequence, glycan structure, and proteolytic processing of
the lectin of Vatairea macrocarpa seeds. FEBS Letters. [S.I.]. v. 425. n. 2. p. 286-292. 1998.

CARDOQOSO, D. et al. Revisiting the phylogeny of papilionoid legumes: New insights from
comprehensively sampled early-branching lineages. American Journal of Botany. [S.1.]. v.
99. n. 12. p. 1991-2013. 2012.

CARDOSO, D. et al. Reconstructing the deep-branching relationships of the papilionoid
legumes. South African Journal of Botany. [S.1.]. v. 89. p. 58-75. 2013.

CARLINI, C. R.; GROSSI-DE-SA, M. F. Plant toxic proteins with insecticidal properties. A
review on their potentialities as bioinsecticides. Toxicon. [S..]. v. 40. n. 11. p. 1515-15309.
2002.

CARVALHO, A. D. S. et al. Purification, characterization and antibacterial potential of a
lectin isolated from Apuleia leiocarpa seeds. International Journal of Biological
Macromolecules. [S.1.]. v. 75. p. 402—408. 2015.

CAVALCANTI, M. S. M.; COELHO, L. C. B. B. Isolation and partial purification of lectin
from Swartzia pickelli Killip (White Jacaranda). Mem. Inst. Oswaldo Cruz. [S.1.]. v. 85. n. 3.
p. 371-372. 1990.

CHANG, S.; PURYEAR, J.; CAIRNEY, J. A simple and efficient method for isolating RNA
from pine trees. Plant Molecular Biology Reporter. [S.I.]. v. 11. n. 2. p. 113-116. 1993.

CHEN, V. B. et al. MolProbity: All-atom structure validation for macromolecular
crystallography. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography. [S.I.]. v.
66. n. 1. p. 12-21. 2010.

CHRISPEELS, M. J.; RAIKHEL, N. V. Lectins, lectin genes, and their role in plant defense.
The Plant cell. [S.I.]. v. 3. n. 1. p. 1-9. 1991.



90

COUTINHO, L. M. O conceito de bioma. Acta Botanica Brasilica. [S.1.]. v. 20. n. 1. p. 13-
23. 2006.

DAMME, E. J. M. VAN et al. In the bark of yellow wood (Cladrastis lutea). p. 579-598.
1995.

DE SOUZA CANDIDO, E. et al. Plant storage proteins with antimicrobial activity: novel
insights into plant defense mechanisms. The FASEB Journal. [S.1.]. v. 25. n. 10. p. 3290-
3305. 2011.

EWING, B. et al. Base-calling of automated sequencer traces using phred. I. Accuracy
assessment. Genome Research. [S.1.]. v. 8. n. 3. p. 175-185. Mar. 1998.

EWING, B.; GREEN, P. Base-calling of automated sequencer traces using phred. Il. Error
probabilities. Genome Research. [S.1.]. v. 8. n. 3. p. 186-194. Mar. 1998.

FERNANDES, A. V. et al. Purification and Characterization of a Lectin of the Swartzieae
Legume Taxa. Protien & Peptide Letter. [S.I.]. v. 19. p. 1082-8. 2012.

FERNANDES, A. V. et al. Lectin genes and their mature proteins: Still an exciting matter, as
revealed by biochemistry and bioinformatics analyses of newly reported proteins.
Biochemical Systematics and Ecology. [S.1.]. v. 60. p. 46-55. 2015.

FERNANDES, A. V et al. Seeds of Amazonian Fabaceae as a source of new lectins.
Brazilian Journal of Plant Physiology. [S.I.]. v. 23. n. 3. p. 237-244. 2011.

FERNANDEZ-FUENTES, N. et al. M4T: A comparative protein structure modeling server.
Nucleic Acids Research. [S.I.]. v. 35. n. SUPPL. 2. p. 363-368. 2007a.

FERNANDEZ-FUENTES, N. et al. Comparative protein structure modeling by combining
multiple templates and optimizing sequence-to-structure alignments. Bioinformatics. [S.1.]. V.
23.n. 19. p. 2558-2565. 2007b.

FITCHES, E. et al. The insecticidal activity of recombinant garlic lectins towards aphids.
Insect Biochemistry and Molecular Biology. [S.1.]. v. 38. n. 10. p. 905-915. 2008.

GORDON, D.; ABAJIAN, C.; GREEN, P. Consed: a graphical tool for sequence finishing.
Genome Research. [S.1.]. v. 8. n. 3. p. 195-202. Mar. 1998.

HALL, T. A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series. [S.I.]. v. 41. p. 95-98.
1999.

HE, S. et al. Identification of a lectin protein from black turtle bean (Phaseolus vulgaris)
using LC-MS/MS and PCR method. LWT - Food Science and Technology. [S.1.]. v. 60. n. 2.
p. 1074-1079. 2015.

KELLEY, L. A et al. The Phyre2 web portal for protein modeling, prediction and analysis.
Nature Protocols. [S.I.]. v. 10. n. 6. p. 845-858. 2015.



91

KENNEDY, J. F. et al. Lectins, versatile proteins of recognition: a review. Carbohydrate
Polymers. [S.1.]. v. 26. n. 3. p. 219-230. 1995.

KOENEN, E. J. M. et al. Exploring the tempo of species diversification in legumes. South
African Journal of Botany. [S.I.]. v. 89. p. 19-30. 2013.

LAEMMLLI, U. K. Technique Electrophorése. Nature. [S.I.]. v. 227. p. 680-685. 1970.

LAM, S. K.; NG, T. B. Lectins: Production and practical applications. Applied Microbiology
and Biotechnology. [S.1.]. v. 89. n. 1. p. 45-55. 2011.

LI, T. et al. Isolation and characterization of a novel lectin with antifungal and
antiproliferative activities from Sophora alopecuroides seeds. p. 606-613. May. 2012.

LI, Y. et al. Molecular cloning, expression, and characterization of a Sophora
alopecuroides lectin from Escherichia coli. v. 46. n. 9. p. 749-756. 2014.

LORIS, R. et al. Legume lectin structure. Biochimica et Biophysica Acta - Protein Structure
and Molecular Enzymology. [S.1.]. v. 1383. n. 1. p. 9-36. 1998.

LORIS, R. Principles of structures of animal and plant lectins, Biochim. Biophys. Acta. [S.1.].
v. 1572. p. 198-208. 2002.

MARQUI, S. R. DE et al. Saponinas antifungicas de Swartzia langsdorffii. Quimica Nova.
[S.I.]. v. 31. n. 4. p. 828-831. 2008.

MORENO, F. B. M. B. et al. Identification of a new quaternary association for legume
lectins. Journal of Structural Biology. [S.1.]. v. 161. n. 2. p. 133-143. 2008.

NASCIMENTO, K. S. et al. An overview of lectins purification strategies. Journal of
Molecular Recognition. [S.1.]. v. 25. n. 11. p. 527-541. 2012.

NASI, A.; PICARIELLO, G; FERRANTI, P. Proteomic approaches to study structure,
functions and toxicity of legume seeds lectins. Perspectives for the assessment of food quality
and safety. Journal of Proteomics. [S.1.]. v. 72. n. 3. p. 527-538. 2009.

OLIVEIRA, J. T. Aet al. Purification and physicochemical characterization of a cotyledonary
lectin from Luetzelburgia auriculata. Phytochemistry. [S.I.]. v. 61. n. 3. p. 301-310, 2002.

PEUMANS, W. J.; VAN DAMME, E. J. Lectins as plant defense proteins. Plant physiology.
[S.1.]. v. 109. n. 2. p. 347-352. 1995.

PINHEIRO, A. Q. et al. Antifungal and marker effects of Talisia esculenta lectin on
Microsporum canis in vitro. Journal of Applied Microbiology. [S.I.]. v. 107. n. 6. p. 2063—
2069. 2009.

RABIJNS, A. et al. A legume lectin from the bark of Robinia pseudoacacia crystallizes in two
crystal forms: Preliminary diffraction analyses. Acta Crystallographica Section D: Biological
Crystallography. [S.1.]. v. 56. n. 12. p. 1638-1640. 2000.



92

RAO, V. S.; LAM, K.; QASBA, P. K. Architecture of the sugar binding sites in carbohydrate
binding proteins--a computer modeling study. International journal of biological
macromolecules. [S.I.]. v. 23. n. 4. p. 295-307. 1998.

RIBEIRO, A. et al. Are Vicilins Another Major Class of Legume Lectins? Molecules. [S.1.]. v.
19. n. 12. p. 20350-20373. 2014.

ROCHA, B. A. M. et al. CRLI induces vascular smooth muscle relaxation and suggests a dual
mechanism of eNOS activation by legume lectins via muscarinic receptors and shear stress.
Archives of Biochemistry and Biophysics. [S.1.]. v. 565. p. 32-39. 2015.

RYKUNOV, D. et al. Improved scoring function for comparative modeling using the M4T
method. Journal of Structural and Functional Genomics. [S.I.]. v. 10. n. 1. p. 95-99. 20009.

SA, R. A. et al. Larvicidal activity of lectins from Myracrodruon urundeuva on Aedes
aegypti. Comparative Biochemistry and Physiology — C. Toxicology and Pharmacology.
[S.L.]. v. 149. n. 3. p. 300-306. 20009.

SAH, S. K.; KAUR, G; KAUR, A. Rapid and Reliable Method of High-Quality RNA
Extraction from Diverse Plants. American Journal of Plant Sciences. [S.l.]. v. 5. n. 5. p.
3129-3139. 2014.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.; MANIATIS, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
2nd. ed. Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory Press. [S.1.]. 1989.

SHARMA, V.; SUROLLIA, A. Analyses of carbohydrate recognition by legume lectins: size of
the combining site loops and their primary specificity. Journal of molecular biology. [S.I.]. v.
267.n. 2. p. 433-445. 1997.

SHARON, N.; LIS, H. Legume lectins--a large family of homologous proteins. The FASEB
journal : official publication of the Federation of American Societies for Experimental
Biology. [S.1.]. 1990.

SHARON, N.; LIS, H. History of lectins: From hemagglutinins to biological recognition
molecules. Glycobiology. [S.1.]. v. 14. n. 11. p. 53-62. 2004.

SHETTY, K. N. et al. Affinity of a galactose-specific legume lectin from Dolichos lablab to
adenine revealed by X-ray cystallography. IUBMB Life. [S.1.]. v. 65. n. 7. p. 633-644. 2013.

SINGHA, S. et al. Comparison of the nature of interactions of two sialic acid specific lectins
Saraca indica and Sambucus nigra with N-acetylneuraminic acid by spectroscopic
techniques. Journal of Luminescence. [S.I.]. v. 160. p. 119-127. 2015.

THOMSEN, R.; CHRISTENSEN, M. H. MolDock: a new technique for high accuracy
molecular docking. J. Med. Chem. [S.1.]. v. 49. p. 3315-3321. 2006.

TORKE, B. M.; SCHAAL, B. A. Molecular phylogenetics of the species-rich neotropical
genus SWARTZIA (Leguminosae, Papilionoideae) and related genera of the swartzioid
clade 1. [S.I.]. v. 95. n. 2. p. 215-228. 2008.



93

TOWBIN, H.; STAEHELIN, T.; GORDON, J. Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America. [S.I.]. v. 76. n. 9. p.
4350-4354. 1979.

UNITT, J.; HORNIGOLD, D. Plant lectins are novel Toll-like receptor agonists. Biochemical
Pharmacology. [S.I.]. v. 81. n. 11. p. 1324-1328. 2011.

VAN DAMME, E. J. et al. The bark of Robinia pseudoacacia contains a complex mixture of
lectins. Characterization of the proteins and the cDNA clones. Plant physiology. [S.I.]. v. 107.
n. 3. p. 833-843. 1995.

VAN DAMME, E. J. M. et al. Molecular cloning of the bark and seed lectins from the
Japanese pagoda tree (Sophora japonica). Plant Molecular Biology. [S.1.]. v. 33. n. 3. p. 523~
536. 1997.

VIJAYAN, M.; CHANDRA, N. Lectins. Current opinion in structural biology. [S.l.]. v. 9.
n. 6. p. 707-714. 1999.

YU, D. et al. Comparison and Improvement of Different Methods of RNA Isolation from
Strawberry (Fragria * ananassa). Journal of Agricultural Science. [S.I.]. v. 4. n. 7. p. 51—
56. 2012.



APENDICES

APENDICE A - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1,5% DO RNA
EXTRAIDO DAS SEMENTES DE SWARTZIA GRANDIFLORA

Nota: Foi aplicado, aproximadamente, 1.000ng de RNA total, utilizando-se como marcador
(M) o DNA Scada Ladder 1 kb.

Kb M RNA

5.0
4.0
3.0

2.0

1.5

1.0
0.75
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APENDICE B — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DO PRODUTO DA
RACE 3' DO RNA EXTRAIDO DE SWARTZIA GRANDIFLORA

Nota: Foi aplicado, aproximadamente, 1.000ng de RNA. A letra M indica a posi¢do do
marcado molecular Scada Ladder 1 kb.

kb

1.0
0.75

0.5
0.25
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APENDICE C - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DO PRODUTO DA

RACE 3' DO RNA EXTRAIDO DE SWARTZIA GRANDIFLORA (A) E DESSE
MESMO PRODUTO LIGADO AO PGEM - T(B)

Nota: A letra M indica o pogo, contendo o marcado molecular Scada Ladder 1 kb.
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APENDICE D - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DO PRODUTO DA
DIGESTAO COM PVUIlI DOS CLONES TRANSFORMADOS COM OS PRODUTOS
DA RACE 3' DO RNA EXTRAIDO DE SWARTZIA GRANDIFLORA

Nota: A letra M indica o poco, contendo o marcado molecular Scada Ladder 1 kb.

CLONES DA RACE 3’

kb

-4 500 2500 2479 2459 2479 2459 2417 2417 55,
1.5 1.043
1 0.669 0.691 0.645 235
0.75 -
0.5
0.25

CLONES DA RACE 3’

kb
5
2.5 iy “ i L
1.5
1 | | 1 0 0.926
0.75 (?.674 ﬂw
0.5 0.345

0.25
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APENDICE E — FONTES DE AUXILIO E FINANCIAMENTO

Esta pesquisa cientifica foi realizada com o auxilio das seguintes instituicdes:

» Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), através do
Programa Reuni, de Orientacdo e Operacionalizacdo da Po6s-Graduacdo, articulada a

Graduacgdo (PROPAG), pela concesséo da bolsa de pds-graduacéo ao autor deste estudo;

» Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), através do
Projeto CNPg-Bionorte, N° 554307/2010-3, cujo titulo é “Moléculas com potencial
antifungico em sementes, folhas e casca de espécies arbdreas: bioprospeccdo, uso e

sustentabilidade da flora amazonica”;

» Universidade Federal do Ceara, Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular do
Centro de Ciéncias, que financiou as atividades de coleta e em cujos laboratérios foi

realizada esta pesquisa.
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ANEXO

ANEXO A - MAPA DO VETOR DE CLONAGEM PGEM -T, DESTACANDO OS
DIVERSOS SITIOS DE RESTRICAO DE DIFERENTES ENZIMAS, A REGIAO DO
GENE QUE CONFERE RESISTENCIA AAMPICILINAE O GENE LACZ

Xmnl 1994
Scal Nael
1875 \ 2692
) 17
f1 ori ! 1 start
Apal 14
Aatll 20
\ Sphzl ge
Amp' BsiZ| 1
pGEM=-T lac? MNeol 37
Vector T Sacll 46
(30C0bp)
Spel 55
Notl 62
g8stZ| 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
. Sacl 94
ori BstX| 103 p:3
Nsil 112 =
126 =
T sps g






