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RESUMO

As lectinas s@o uma classe de proteinas ou glicoproteinas de ligacao a carboidratos com diversas
especificidades e fungdes. A determinacdo e caracterizagdo das estruturas tridimensionais
dessas proteinas sdo fundamentais para a compreensdo de seus efeitos biologicos. Estudos
recentes exploraram o potencial anticancer das lectinas de Diocleinae (da familia
Leguminoseae), avaliando seu efeito antiproliferativo e sua capacidade de induzir a morte das
células de glioma por apoptose e autofagia. Neste trabalho, a estrutura tridimensional da lectina
de sementes de Dioclea lasiophylla (DlyL) complexada com Xman (5-bromo-6-cloro-3-indolil-
a-D-manopiranosideo) foi determinada por cristalografia de raios-X. Além disso, as interacdes
com os N-glicanos relevantes foram avaliadas por docking molecular. DIyL apresentou o
motivo jellyroll, e o sitio de ligacdo & metais (MBS) e o dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD) foram determinados e caracterizados. As simulacdes de docking molecular
indicaram que o DIyL interage favoravelmente com os N-glicanos presentes na superficie de
células, especialmente os do tipo complexo e hibrido, diferentemente das lectinas de Diocleinae
estudadas anteriormente. DIyL também mostrou potencial antitumoral contra células de glioma
C6 de rato, prejudicando a migracgéo celular, induzindo autofagia e morte celular via ativacao
da caspase 3. Esses resultados indicam que pequenas diferencas estruturais entre as lectinas de
Diocleinae podem, por sua vez, resultar em modulacao diferencial dos processos de autofagia
e apoptose celular.

Palavras-chaves: DIyL. Estrutura tridimensional. Docking molecular. N-glicanos. Glioma.



ABSTRACT

Lectins are a class of carbohydrate-binding proteins or glycoproteins with diverse specificities
and functions. The determination and characterization of the three-dimensional structures of
these proteins are keys to understanding their biological effects. Recent studies have explored
the anticancer potential of Diocleinae lectins (from Leguminoseae family), evaluating their
antiproliferative effect and their ability to induce glioma cell death via apoptosis and autophagy.
In this work, the three-dimensional structure of Dioclea lasiophylla seed lectin (DIlyL)
complexed with Xman (5-bromo-6-chloro-3-indolyl-a-d-mannopyranoside) was determined by
X-ray crystallography. Moreover, interactions with relevant N-glycans were evaluated by
molecular docking. DIlyL presented the jellyroll motif, and both metal binding site (MBS) and
carbohydrate-recognition domain (CRD) were determined and characterized. Molecular
docking simulations indicated that DIyL interacts favorably with N-glycans present in cell
surfaces, especially those of the complex and hybrid types, unlike previously studied Diocleinae
lectins. DIlyL also showed antitumor potential against rat C6 glioma cells impairing cell
migration, inducing autophagy and cell death via activation of caspase 3. These results indicate
that small structural differences among Diocleinae lectins can, in turn, result in differential

modulation of autophagy and cell apoptosis processes.

Keywords: DIyL. Three-dimensional structure. Molecular docking. N-glycans. Glioma.
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1. INTRODUCAO

1.1 Considerac0es iniciais

Os carboidratos séo a classe de macromoléculas mais abundantes da natureza e mais
complexas, com grande variedade estrutural. Essa classe de moléculas pode ser encontrada na
sua forma mais simples, que sdo os monossacarideos (exemplos: glicose e galactose), como
também em suas formas mais complexas, como oligossacarideos (exemplo: glicanos) e
polissacarideos (exemplos: amido e glicogénio) (MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 2012).
As interacOes especificas que ocorrem nos seres vivos envolvendo proteinas e carboidratos
mediadas por proteinas que se ligam a glicanos (PLG), tem sido o foco de muitos estudos dentro
da area da glicobiologia para explicar eventos bioldgicos, como mecanismos de infec¢éo viral,
inflamacdo, imunidade, cancer, além de outros com importancia fisioldgica (CUMMINGS,
2019; MENDEZ-HUERGO; BLIDNER; RABINOVICH, 2017; THOMPSON; DE VRIES;
PAULSON, 2019). Em glicoproteinas, os glicanos tem duas fun¢des, sendo uma delas a de
guardar informag&o que é codificada por sua estrutura, que eventualmente sera lida por PLG’s
e é importante para mecanismos de sinalizacdo molecular. A outra fungdo é sua influéncia direta
na proteina na qual esta conjugada, que pode influenciar na conformacdo de sua estrutura
tridimensional, estabilidade e localizagdo celular, desse modo, regulando sua atividade
(CUMMINGS, 2019; CUMMINGS; PIERCE, 2014). Alteracdes nos padrdes de glicosilacao,
ou seja, modificacdes estruturais aberrantes ou ndo comuns, em algumas glicoproteinas
presentes na superficie de células, estdo relacionados a muitas doengas como fibrose hepatica,
imunodeficiéncia, anomalias cardiacas e o cancer (FREIRE-DE-LIMA; PREVIATO;
MENDONCA-PREVIATO, 2016; REILY et al., 2019).

Dentro do grupo das PLG’s estdo as lectinas, uma classe de proteinas capazes de se
ligar a carboidratos especificos e de decifrar o “glicocodigo”, que € a informacao contida nas
estruturas dos glicanos. Portanto, essas proteinas demonstram ser potenciais ferramentas
moleculares para estudo de eventos bioldgicos envolvendo processos de sinalizacdo molecular
mediados por carboidratos complexos. Essa propriedade permite a aplicacdo de lectinas em
diversas areas, como por exemplo, no diagnéstico de doengas via monitoramento das
modificagdes na estrutura de glicanos de glicoproteinas celulares (DE OLIVEIRA
FIGUEIROA et al., 2017; HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017). Desse modo, essas

moléculas podem ser empregadas em investigacdes de composi¢do glicosidica da superficie
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celular, podendo diferenciar tipos de células, como também atuar em processos de
diferenciacéo, crescimento e agregacéo celular (SHARON; LIS, 2004).

Muitos estudos também estdo relacionados a aplicacdo envolvendo lectinas em
ensaios de atividades bioldgicas, a maioria elicitadas por sua capacidade de interagir com
carboidratos, tais como: atividade cicatrizante, anti- ou pro-inflamatéria vasorelaxante,
nociceptiva, inseticida, antifungica e antiviral (CAVADA et al., 2018c; CORIOLANO et al.,
2014; FUJIMOTO; GREEN, 2012; FUQUA et al., 2015; MACEDQO; OLIVEIRA; OLIVEIRA,
2015). Devido a capacidade de lectinas de reconhecerem carboidratos especificos, elas tém
atraido grande interesse em estudos estruturais para compreensdo da sua especificidade com
carboidratos objetivando explora-las em vérias aplicacdes bioldgicas e biotecnolégicas. Alguns
produtos farmacoldgicos a base de lectinas ja estdo sendo disponibilizados comercialmente,
como pomada vaginal que previne infec¢bes contra o virus do HIV (BEAMAN et al., 1996) e
colunas que reduzem a carga viral de pacientes de Hepatite C (TULLIS et al., 2009). Nos
ultimos anos, muitos trabalhos vém demonstrando a capacidade dessas moléculas de
reconhecerem antigenos glicosilados especificos (biomarcadores) de células cancerigenas,
propriedade esta que as tornaram moléculas promissoras para diagnostico e terapia na area de
cancerologia (LUBKOWSKI et al., 2017).

Na literatura, ha trabalhos envolvendo a bioprospeccéo e caracterizacdo estrutural
dessas proteinas a partir de varias fontes bioldgicas, como virus, bactérias e animais, sendo as
mais estudadas as provindas de plantas (KUMAR et al., 2012). Dentro do reino vegetal,
podemos destacar as lectinas isoladas da familia das leguminosas, especialmente as da subtribo
Diocleinae. Ja foram relatados dados de procedimentos de purificacdo, caracterizacéo estrutural
e as potencialidades de aplicacdo em atividades bioldgicas e biotecnoldgica (CAVADA et al.,
2018c).

Desse modo, o isolamento e a caracterizacdo bioldgica e estrutural de novas lectinas
sempre ganham destaque por possibilitar a descoberta de novas propriedades funcionais. Além
disso, as bases moleculares de interacéo entre lectinas e glicoconjugados podem ser estudadas
mais detalhadamente. Ferramentas de simulac¢des de docking molecular podem enriquecer essas
andlises pois permitem analise de interacdo com varios ligantes, que provém mais detalhes das
interacdes entre os atomos do receptor e do ligante, conformacéo, estabilidade de ligacéo,
contribuicéo energética, entre outros (SALMASO; MORO, 2018).
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1.2 Carboidratos e o glicocddigo

Carboidratos sdo a classe de macromoléculas mais abundantes da natureza,
compostas principalmente por carbono, oxigénio e hidrogénio, e uma das mais complexas com
grande variedade estrutural, devido a inimeras possibilidades de interligac6es e alto nimero de
conformacdes que podem adotar (MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 2012; SHARON; LIS,
2004). Durante muito tempo essas moléculas foram associadas a duas funcdes, fonte energética
para 0S seres vivos e como componentes estruturais. Em relacdo a funcdo estrutural, os
carboidratos sdo moléculas altamente hidrofilicas e com alta carga eletrostatica. Estas
propriedades as permitem participar na estabilizac&o estrutural, solubiliza¢éo e na protecdo de
biomoléculas glicosiladas, como proteinas e lipidios, contra hidrolise enzimatica (MOREMEN,;
TIEMEYER; NAIRN, 2012; OHTSUBO; MARTH, 2006). Na década de 60, alguns trabalhos
demonstraram uma terceira fungdo dos carboidratos que é a sinalizacdo molecular. Devido a
complexidade estrutural, essas moléculas podem ser ricas em informacdo, até mais que 0s
acidos nucleicos e sdo de fundamental importancia em mecanismos de interacdo célula-célula
e sinalizacdo molecular intra e extracelular, sendo elementos determinantes em processos de
reconhecimento em varios processos bioldgicos (CUMMINGS, 2019; REILY et al., 2019).

Os carboidratos sdo covalentemente ligados a proteinas por um processo chamado
de glicosilacdo, que é uma modificacdo pds-traducional que ocorre comumente em proteinas.
No processo de N-glicosilacdo, um residuo de N-acetilglicosamina (GICNAC) é covalentemente
ligado por uma ligacdo do tipo amida a um residuo de asparagina em uma regido Asn-X-Ser/Thr
(X: qualquer aminoé&cido, exceto Prolina). A regido é necessaria para reconhecimento por
enzimas, porém uma proteina possuir essa sequéncia, indica que a mesma possui potencial ou
potenciais sitios de glicosilacdo, mas ndo significa que sera obrigatoriamente glicosilada. Para
glicanos N-ligados, quando a proteina recém-sintetizada entra no reticulo endoplasmatico (RE),
0 glicano é adicionado e processado, e posteriormente modificado no complexo de Golgi,
gerando um dos trés tipos de N-glicanos encontrados em proteinas maduras: complexo, hibrido
e ricos em manose. O-glicosila¢des sdo modificacdes pos-traducionais em que os glicanos sdo
ligados através de residuos de N-acetil-D-galactosamina a um residuo de serina ou treonina. O-
glicanos sdo muito importantes para processos de sinalizacdo em mamiferos. Padrdes incomuns
de glicosilacdo estdo relacionados a processos inflamatorios, cancer e algumas doencas
(MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 2012; REILY et al., 2019).
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Carboidratos podem estar ligados covalentemente a proteinas, como também em
lipidios, e estdo presentes na superficie de células formando o chamado glicocélice. Essa regido
€ muito importante para processos de sinalizacao celular e reconhecimento por outras células
(ex: linfdcitos), moléculas (ex: anticorpos, hormdnios) e microorganismos invasores (ex: virus
e bactérias) (OHTSUBO; MARTH, 2006). Dessa forma, os carboidratos atuam como
mensageiros entre células participando de fenémenos de proliferacdo, diferenciacdo e
interacdes celulares em diversas condicGes fisiopatologicas. Alguns estudos ja mostraram que
a identificacdo de padrdes anormais de glicosilacdo em células podem ser utilizados para
diagndstico de células cancerigenas (CUMMINGS, 2019; GABIUS et al., 2015; PINHO; REIS,
2015).

A glicobiologia é area que estuda a estrutura e a biossintese de carboidratos (cadeias
de acucar ou glicanos) que sdo amplamente distribuidos na natureza. A composicao, sequéncia
e organizacao estrutural desses glicanos ¢ chamado de “glicoc6digo”, no qual estdo associados
aum tipo de biomolécula ou célula (GABIUS et al., 2015; MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN,
2012; VARKI, 2017). As caracteristicas quimicas dos carboidratos sao ricas em informacéo.
Os mondmeros podem ser encontrados em duas formas enantioméricas, D- ou L, também
podem se apresentar na forma de furanosideos ou piranosideos, sdo capazes de ligarem um ao
outro por ligagdes a ou B-glicosidicas com diferentes combinacdes de atomos, além da sua
capacidade de incluir pontos de ramificacdo a partir de monémeros simples. Desse modo, ha
muitas possibilidades de associacdo desses monossacarideos quando formam oligossacarideos
ou polissacarideos, o0 que acarreta em uma grande variabilidade de moléculas
(WIEDERSCHAIN, 2013). Monitorar a distribuicdo e composicdo desses carboidratos em
células e organismos é uma tarefa dificil e novas estratégias para esse tipo de analise permitira
um avanco no estudo da relacdo entre glicoconjugados e diversos processos bioldgicos
complexos como mecanismos de sinalizacdo, efeitos bioldgicos e até mesmo detectar processos
patoldgicos de uma doenca, como nivel de estadiamento de células tumorais (PINHO; REIS,
2015; REILY etal., 2019; WU; WONG, 2011).

1.3 Historico das lectinas
A historia das lectinas comecou ja no seculo XIX em que houve o primeiro relato

sobre sua existéncia. Esse relato foi a tese de doutorado de Peter Hermann Stillmark,

apresentada em 1888, em que isolou uma proteina, na qual a descreveu como extremamente
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toxica, a partir de sementes de mamona (Ricinus communis) e a nomeou de Ricina. Ao testar a
reatividade de extratos dessa semente em eritrdcitos, observou a formacéo de coagulos (VAN
DAMME, 2014). Anteriormente a este trabalho, 0 mesmo grupo de Stillmark tinha avaliado a
toxicidade de extratos de sementes de Abrus precatorius, porém somente em 1890, foi relatado
por Hellin a capacidade desses extratos de aglutinar eritrocitos, determinando que era uma
proteina e a nomeou de Abrina (SHARON; LIS, 2004). Esse fendmeno foi analisado em mais
detalhes nos proximos anos.

O ano de 1891, foi um ano importante para area da imunologia, pois o pesquisador
Paul Elrlich conseguiu estabelecer principios fundamentais da imunologia usando as proteinas
Ricina e Abrina, relatando o principio da reacdo antigeno/anticorpo, a transferéncia de
imunidade passada de mée para filho e o fenémeno de memaoria imunolégica (SHARON; LIS,
2004). Elfstrand em 1898, utilizou pela primeira vez o termo “hemaglutinina”, utilizado para
classificar todas as proteinas capazes de aglutinar células (VAN DAMME, 2014). Depois da
descoberta da Ricina e Abrina, outras proteinas toxicas foram identificadas e com capacidade
de aglutinar eritrécitos. Porém, em 1907, os pesquisadores Karl Landsteiner e Raubitschek
reportaram que extratos ndo toxicos de sementes de plantas também eram capazes de aglutinar
eritrécitos e até mesmo tinham especificidades por certos tipos de sangue. As espécies relatadas
foram Phaseolus vulgaris (feijao), Pisum sativum (ervilha), Lens culinaris (lentilha) e Vicia
sativa (ervilhaca) (VAN DAMME, 2014).

Nesta época, ja se sabia da capacidade dessas proteinas de aglutinar eritrocitos,
porém ndo se sabia quais propriedades eram responsaveis por essa atividade. Somente em 1950,
dados referentes do mecanismo molecular responsavel pelas atividades dessas proteinas foram
relatados. Primeiramente, em 1919, James B. Sumner na Universidade Cornell (Ithca, Nova
York, purificou a primeira lectina vegetal a partir de sementes de Canavalia ensiformis (feijao-
de-porco) e a nomeou de Concanavalina A (ConA). Em 1936, Sumner e Howell relataram a
primeira inibicdo de atividade de aglutinacdo de eritrcitos, de ConA, utilizando o agucar
extraido da cana (SUMNER; HOWELL, 1936). Entretanto, somente em 1952, que Watkins e
Morgan demonstraram pela primeira vez que atividade de aglutinacdo das lectinas é devido a
capacidade delas de reconhecerem carboidratos presentes na superficie dos eritrocitos,
provando assim que as lectinas possuiam atividade de ligacdo a carboidratos (WATKINS;
MORGAN, 1952). Desde a descoberta da primeira lectina de plantas ha mais de 100 anos, um
naimero cada vez maior de lectinas de plantas tem sido relatado na literatura, impulsionado pela

criacdo de diversas matrizes cromatograficas com carboidratos imobilizados (BARRE et al.,
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2019; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME et al., 1998). Devido a sua
abundancia em sementes de leguminosas, bem como a maior presenca de espéecies no dia-dia
da humanidade, a pesquisa de lectinas se concentraram bastante em lectinas de leguminosas ha
varios anos (SHARON; LIS, 2004). Outro motivo para 0 aumento do interesse em pesquisa
com lectinas foi a descoberta da PHA, lectina de sementes de Phaseolus vulgaris, que
apresentou atividade mitogénica para linfocitos (SHARON; LIS, 2004). Em pouco tempo,
varias outras lectinas provaram ser mitogénicas, em especial, a descoberta que a Concanavalina
A era mitogénica, pois sua atividade podia ser inibida por baixas concentracfes de
monossacarideos como a manose. Esta descoberta forneceu indicios que a atividade mitogénica
de lectinas era devido a reacdo entre a proteina e os carboidratos presentes na superficie dos
linfocitos.

Para uma melhor compreensdo das atividades biol6gicas das lectinas e seu grande
potencial, pesquisas visaram analisar estruturalmente essas proteinas, até mesmo a nivel
molecular. Em 1972, a estrutura tridimensional de ConA foi determinada por cristalografia de
raios X (BECKER et al., 1975; HARDMAN; AINSWORTH, 1972). Na década de 1980, as
pesquisas com lectinas vegetais se voltaram para os tecidos de armazenamento (especialmente
cascas, rizomas, bulbos e cormos) como uma rica fonte de proteinas de ligacdo a carboidratos
(VAN DAMME et al., 1998). A extensdo das sementes para outros tecidos vegetais permitiu
que a lectinologia progredisse, uma vez que a purificagdo dessas lectinas resultou na descoberta
de mais lectinas com uma grande variedade de estruturas moleculares e propriedades de ligacédo
a carboidratos.

Na década de 1980, o foco da pesquisa em lectinas mudou para uma caracterizacao
molecular, incluindo a determinagdo das sequéncias de aminoacidos dos polipeptidios da
lectina e sua estrutura tridimensional (MOREIRA et al., 1991). Em 1983, a primeira lectina foi
clonada, em particular a lectina de soja (VODKIN; RHODES; GOLDBERG, 1983). A
disponibilidade de amostras purificadas de lectina permitiu estudar tanto as propriedades fisico-
quimicas quanto a atividade biologica das proteinas com mais detalhes. Ao longo dos anos,
houve um progresso substancial na tecnologia disponivel para, por exemplo, determinar a
estrutura molecular da proteina e sua especificidade de ligacdo a carboidratos. Os avangos na
bioguimica e na biologia molecular também determinaram o progresso das analises estruturais
de proteinas, com o sequenciamento de aminoacidos de proteinas ou da clonagem molecular de

cDNA'’s que codificam lectinas, pois sdo informagdes necessarias para desvendar a estrutura
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tridimensional da lectina e seu dominio de reconhecimento a carboidratos (CRD) (BARRE et
al., 2019).

Muitas lectinas foram isoladas de diversas fontes bioldgicas e tiveram suas
estruturas primarias e terciarias, bem como seus efeitos e aplicacfes biologicas determinados
(BARRE et al., 2019; LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO,
2017).

1.4 Definicao de lectinas

O termo aglutinina foi primeiramente proposto para denominar os extratos que
possuiam capacidade de aglutinagdo de eritrécitos, porém nédo foi bem aceito por pesquisadores
da area de imunologia, pois eram de origem vegetal. O termo “lectina”, derivado da palavra em
latim “legere” (que significa escolher ou selecionar) foi sugerido por Boyd e Shapleight e se
tornou mais apropriado, pois moléculas que aglutinam eritrocitos podem ser encontradas em
quase todos os tecidos estudados (BOYD; SHAPLEIGH, 1954). Esse termo também foi
aplicado para se referir ao fato de que as lectinas podem reconhecer e ligar especificamente a
estruturas de carboidratos, e também a capacidade de distinguirem eritrécitos de diferentes tipos
de sangue, ou seja, selecionar células.

Nos primeiros dias ap0s o surgimento da area de estudo das lectinas, a lectinologia,
a definicdo concentrava-se na capacidade das lectinas vegetais de aglutinar eritrocitos, desse
modo, foi feita uma defini¢do que englobava proteinas que continham dois ou mais dominios
de reconhecimento a carboidratos, um requisito para a aglutinacdo. Na medida que novas
lectinas foram sendo purificadas e caracterizadas, novas propriedades e caracteristicas foram
sendo observadas, o que levou a adaptacdes na definicdo dessa classe de proteinas. A descoberta
de que existem lectinas com apenas um CRD e lectinas que possuem varios sitios, mas tem
atividade hemaglutinante fraca, como também proteinas quiméricas que possuem dois dominios
com atividades diferentes e sendo apenas um deles classificado como CRD, exigiram mudangas
da definicdo dessas proteinas. Em 1995, Peumans e Van Damme criaram uma definicao que ate
entdo é a mais utilizada ¢ atende uma ampla gama de lectinas, e descreve as lectinas como “uma
classe de proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico, que se liga
reversivelmente a um mono- ou oligossacarideo especifico” (PEUMANS; VAN DAMME,
1995; VAN DAMME, 2014).
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Porém, resultados mais recentes demonstram que € necessaria uma atualizacao
dessa definicdo, pois lectinas demonstraram interacdo com moléculas ndo-glicidicas, como por
exemplo hormonios vegetais (DELATORRE et al., 2007, 2013).

1.5 Classificacao de lectinas vegetais

O grupo de Van Damme subdividiu as lectinas vegetais baseados em sua estrutura
geral, quantidade de dominio e tipos de dominios, e as separou em quatro grupos: as
merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 1) (VAN DAMME et al.,
1998; MISHRA et al., 2019).

Lectinas que possuem apenas um CRD e sdo incapazes de precipitar
glicoconjugados e aglutinar eritrocitos, foram classificadas como merolectinas. Um exemplo
de lectina desta é a Heveina, uma proteina do latex de seringueira (Hevea brasiliensis), que
possui especificidade a quitina (VAN PARIJS et al., 1991).

As hololectinas tém pelo menos dois CRD’s idénticos e similares. Como as
hololectinas sdo de natureza divalente ou multivalente, aglutinam células e precipitam
glicoconjugados. Como exemplo podemos citar as lectinas de leguminosas, como ConA e
ConBr (lectina de Canavalia brasiliensis) (CAVADA et al., 2019b).

As quimerolectinas que possuem um CRD conjugado com outro dominio com
atividade enzimatica. O dominio enzimatico opera independentemente do CRD. Com base no
nimero de CRDs presentes, a quimerolectina pode se comportar como merolectina ou
hololectina. Temos como exemplo, as proteinas inativadoras de ribossomo tipo 2 (RIP), como
Ricina e Abrina (BOLOGNESI et al., 2016), e PPL-2 (lectina de Parkia platycephala 2) que
possui dominio quitinasico (CAVADA et al., 2006).

As superlectinas podem ser consideradas uma classe distinta de hololectinas. Elas
possuem dois CRD’s que ndo sdo idénticos e que reconhecem carboidratos estruturalmente
diferentes. Por exemplo, lectina de bulbo de tulipa (TXLCI), que contém dois CRD’s, que um
se liga especificamente a residuos de manose e o outro a N-acetil-D-galactosamina (VAN
DAMME et al., 1997).
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Figura 1 - Representacédo da classificacdo estrutural dos quatro tipos de lectinas de plantas.

Merolectinas Hololectinas

g

W

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

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

Fonte: PINTO-JUNIOR, 2016.

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza e podem ser encontradas desde
organismos mais simples, como virus (GLICK et al., 1991) e bactérias (IMBERTY etal., 2004),
como também em organismos mais complexos, como fungos (KAWAGISHI et al., 2001),
insetos (TAKASE et al., 2009), animais e plantas (KILPATRICK, 2002).

Em 1998, na tentativa de organizar as lectinas vegetais em grupos, Van Damme e
colaboradores criaram uma outra classificagdo relacionando estruturas primarias e terciarias
presentes em bancos de dados, com dados evolutivos, formando sete grupos ou familias (Figura

2). Podemos destacar:
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Figura 2 - Classificacdo das lectinas vegetais.

Fonte: PINTO-JUNIOR, 2016. (A) Lectina de monocotileddneas ligantes & manose, aglutinina de Galanthus
nivalis (GNA) (PDB 1MSA); (B) Lectina ligante a quitina compostas por dominios heveinicos, lectina de Viscum
album (ML-1) (PDB 1CE7) (C) Lectinas relacionadas as Jacalinas, lectina de Artocarpus integrifolia (Jacalina)
(PDB 1M26); (D) RIP’s do tipo Il, Ricina (PDB 2AAl); (E) Lectina da familia da amarantina, Amaranthus
caudatus (ACA) (PDB 1JLY); (F) Lectinas de leguminosas, Canavaila boliviana (ConBol) (PDB 4K21).
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1.5.1 Amarantinas

As lectinas pertencentes a essa familia sdo derivadas de sementes de espécies do
género Amaranthus (KOEPPE; RUPNOW, 1988; ZENTENO; OCHOA, 1988) e o principal
membro dessa familia é a lectina de sementes de Amaranthus caudatus (BIRD, 1954). As
lectinas desta familia sdo compostas por duas subunidades de cerca de 33 kDa que s&o
completamente iguais. O protdmero de amarantinas consiste em 300 residuos de aminoacidos
e contém dois dominios homdélogos (dominio N e C) que estdo ligados por uma hélice curta.
Cada dominio é composto por folha-3 de seis filamentos com B-hairpin que forma um conjunto
de B-barril (TRANSUE et al., 1997). Os dois protdmeros interagem entre si por interagdes ndo
covalentes. O CRD é formado na interface entre os dominios N e C dos monémeros virados. A
ligacdo entre amaranto e carboidratos depende de um complexo padrdo de ligacdes de
hidrogénio entre &tomos do carboidrato com residuos de aminoécidos localizados em B-hairpins
expostos na superficie da molécula. A amaranto € considerada uma lectina especifica a GalNAc,
mostrando maior afinidade pelo dissacarideo de antigeno T (Galp(1,3)GalNAc) (RINDERLE
et al., 1989).

1.5.2 Lectinas com especificidade a quitina

Lectinas que contém pelo menos um dominio heveinico (semelhante a Heveina) sao
classificadas como lectinas de ligacdo a quitina. WGA (aglutinina do germe de trigo) foi a
primeira lectina isolada e caracterizada com ligacdo a quitina (LEVINE; KAPLAN;
GREENAWAY, 1972; NAGATA; BURGER, 1972; WRIGHT, 1990). Essa lectina é composta
de duas subunidades de 18 kDa consistindo de quatro dominios heveinicos estruturalmente
semelhantes. A familia de lectinas de ligacdo a quitina é um grupo bem heterogéneo, pois esta
familia compreende merolectinas, quimerolectinas e hololectinas. Um dominio heveinico
completo contém 43 residuos de aminoacidos com 4 pontes de dissulfeto intracadeias, enquanto
0 dominio heveinico truncado, encontrado em certas lectinas, contém 30 residuos de
aminoéacidos com 3 pontes dissulfeto intracadeias (MISHRA et al., 2019).

A familia de lectinas de ligacdo a quitina compreende pelo menos dois tipos
diferentes de lectinas quiméricas. O primeiro grupo sdo as lectinas das solanaceas que sao
diméricas, compostas por protbmeros que consistem em um dominio de ligacdo a quitina N-

terminal com trés repeticdes de dominios heveinicos ligados a um dominio rico em serina-
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hidroxi-prolina O-glicosilada (ALLEN et al., 1996; KIELISZEWSKI; SHOWALTER;
LEYKAM, 1994). O segundo grupo é a quitinase de classe 1 que contém um unico dominio
heveinico N-terminal ligado através de um dominio rico em glicina/prolina a um dominio de
quimerase cataliticamente ativo (BEINTEMA, 1994). Os sitios de ligacdo a carboidratos da
lectina de ligacdo a quitina sdo complexos e se ligam preferencialmente a oligossacarideos com
repeticGes de GIcNAc (N-acetil-D-glucosamina). A estrutura 3D dos dominios de ligacdo aos
carboidratos dessas lectinas é determinada principalmente pela estrutura das unidades de
heveina (ANDERSEN et al., 1993).

1.5.3. Lectinas do floema de Cucurbitaceae

Sdo a subfamilia das lectinas de ligacdo a quitina. A primeira lectina dessa familia
foi isolada da abobora (Cucurbita maxima), denominada lectina de abébora (HOSSAINI, 1968;
LIU et al., 1996). ApOs isto, muitas outras lectinas foram isoladas a partir do floema de
diferentes géneros de Cucurbitaceae, como as espécies de Cucurbita, Citrullus, Cucumis,
Sechium, Luffa e Coccinia, que apresentaram atividade de lectina. Geralmente, as lectinas do
floema de Cucurbitaceae formam um dimero, onde duas subunidades (25 kDa cada) séo ligadas
covalentemente através de duas ligagdes dissulfeto inter cadeia (READ; NORTHCOTE, 1983).

1.5.4 Lectinas relacionadas a Jacalina

Jacalina é a lectina das sementes de jaca (Artocarpus integrifolia). Essa é
classificacdo é dada as lectinas que estdo relacionadas estruturalmente e evolutivamente as
lectinas da jaca. Essas lectinas possuem especificidade a galactose ou manose. As lectinas com
especificidade de galactose consistem em quatro protdmeros idénticos compostos por grandes
cadeias-a e cadeias-p pequenas contendo um Unico CRD. A analise de difracdo de raios-X
mostrou que a estrutura tridimensional de jacalina (SANKARANARAYANAN et al., 1996) é
composta por trés B-prismas simeétricos. Cada B-prisma contém trés folhas-p com quatro
filamentos cada. Das doze cadeias, onze cadeias sdo construidas por cadeias-a enquanto a
cadeia-p forma a décima segunda cadeia. A estrutura tetramérica € formada por quatro
protbmeros interagindo entre si por interacbes ndo covalentes. Cada protdmero contém um
CRD, composto por residuos de glicina, tirosina, triptofano, acido aspértico das cadeias o, que

formam uma rede de ligagdes de hidrogénio com O3, 04, O5 ¢ O6 da metil a-D-galactose. O
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subgrupo especifico de galactose mostra alta afinidade por Galp(1,3)GalNAc, o antigeno T
(SARKAR; WU; KABAT, 1981; SASTRY et al., 1986) enquanto as lectinas especificas para
manose se ligam especificamente a manose e maltose, e mostram alta afinidade por
oligossacarideos (PEUMANS et al., 1997; VAN DAMME et al., 1999).

1.5.5 Lectinas de leguminosas

As lectinas de leguminosas sdo as que apresentam a maior diversidade
especificidades do que qualquer outro grupo de lectinas. Todas as lectinas de leguminosas séo
constituidas por protdmeros de 25-30 kDa, entre 220-250 aminoacidos e formados por uma ou
duas cadeias polipeptidicas. Além disso, podem ou ndo ser N-glicosiladas e, nas glicosiladas, a
proteina contém uma ou duas cadeias de glicanos. Além disso, a maioria dessas lectinas sao
metaloproteinas, com algumas excecdes, entre todas as lectinas de plantas onde 0s protdmeros
contém um sitio de ligacdo a metais contendo os fons Mn?* e Ca?* fortemente ligados,
responsaveis pela manutencdo do CRD. As lectinas podem formar dimeros e/ou tetrameros, e
se ligam especificamente aos residuos de manose, galactose, glicose, fucose e seus derivados
(LORIS et al., 1998).

1.5.6 Lectinas de ligagdo a manose monocotiledéneas

E uma superfamilia de lectinas especificas a manose. Estes sdo estruturalmente e
evolutivamente diferentes das lectinas de leguminosas e lectinas relacionadas a jacalina. A
primeira lectina foi isolada a partir do bulbo de Galanthus nivalis, denominada GNA (VAN
DAMME; ALLEN; PEUMANS, 1987). Apos o isolamento de outras lectinas semelhantes de
diferentes familias de monocotiledéneas, foi criada essa superfamilia de lectinas. As
informacdes detalhadas sobre a estrutura tridimensional das lectinas dessa familia foram obtidas
através do estudo da estrutura da GNA e de lectinas relacionadas (HESTER et al., 1995;
WRIGHT, 1990). A GNA é composta por quatro protdmeros idénticos, ndo covalentemente
ligados e de 109 residuos (12 kDa) cada. Cada protbmero é composto de trés subdominios
agrupados em conjunto (chamados subdominio 1, 2 e 3). Além disso, cada subdominio contém
quatro folhas-p em sequéncia e uma folha-p estendida que localizada na extremidade C-
terminal da cadeia polipeptidica. Todos os subdominios estdo ligados entre si por loops e

formam um CRD especifico a manose com um p-barril de 12 fitas. Uma Unica ligacéo dissulfeto
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esta presente entre Cys29 e Cys52 no protdmero. Quando quatro protdmeros (A, B, C e D) sdo
combinados por interagdes ndo-covalentes, forma-se o homotetrdmero de GNA que se parece
com uma coroa achatada com um canal de solvente amplo central de 16 A. Quatro protdmeros,
associam-se aos pares (isto €, A com D e B com C) pelas ligacGes de hidrogénio em dimeros
que sdo estabilizados pela troca de loops no C-terminal. Além disso, a associagdo de dimeros
A-D e B-C em tetrdmeros envolve principalmente interagdes hidrofobicas. Sao trés CRD’s por
protdmero, portanto, no total, 12 CRD’s de ligacdo a manose sdo encontrados nos tetrameros
do GNA (HESTER et al., 1995).

1.5.7 Proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIP-2)

As RIP’s s3o conhecidas como inibidores cataliticos do ribossomo ecucariotico
(BOLOGNESI et al., 2016). As RIP’s sdo subdivididas em dois grupos diferentes, tipo 1 e tipo
2. As do tipo 1 sdo as pequenas proteinas com atividade polinucleotidica: adenosina glicosidase
e as RIPs do tipo 2 sdo proteinas quiméricas tipicas que contém duas cadeias, A e B,
funcionalmente e estruturalmente diferentes, que abrigam uma atividade enzimatica e outra de
ligagdo a carboidratos. A cadeia A do N-terminal (25 a 30 kDa) possui atividade de N-
glicosidase, enquanto a cadeia B (30 a 35 kDa) na extremidade do C-terminal contém dois
CRD’s distintos. Além disso, ambas as cadeias permanecem juntas através de uma ligacao
dissulfeto localizada entre o C-terminal da cadeia A e no N-terminal da cadeia B.

A RIP tipo 2 pode ser monomérica (com um par de protdmeros, A-s-s-B), dimérica
(2A-s-s-B) ou tetramérico (4A-s-s-B). Dados da estrutura tridimensional desta familia foram
obtidas a partir da analise da estrutura cristalografica da Ricina (RUTENBER; ROBERTUS,
1991). Uma cadeia presente em cada protdmero € composta por oito hélices-a e seis filamentos
de folha-p.

A dobragem da cadeia B é ainda estabilizada por quatro pontes de dissulfeto. A
dobragem geral dos CRD’s ¢ caracterizada por uma estrutura tipica de p-trefoil (Murzin et al.,
1992). Verificou-se que muitos das RIP’s tipo 2 mostram especificidade para os residuos de
galactose e N-acetil-D-galactosamina (Peumans et al., 2001).

Apesar do grupo de Van Damme ter definido essas familias correlacionando
aspectos evolutivos e estruturais das lectinas, na medida que novas lectinas vdo sendo
descobertas e caracterizadas, propriedades novas ou distintas estdo sendo observadas, dessa

forma, essa classificacdo deixa de existir um limite taxonémico bem definido e passa a ser
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considerado somente o aspecto estrutural. Um exemplo claro deste fato séo as lectinas
encontradas nas sementes do género Parkia (Parkia platycephala e Parkia biglobosa), que sdo
especificas para manose e glicose, cuja estrutura é composta por trés dominios repetidos
relacionados a jacalina, porém, sdo espécies de leguminosas (BARI et al.,, 2016). O
sequenciamento de genomas de soja (Glycine max), arroz (Oryza sativa) e Arabdopsis revelou
que essas espécies possuem centenas de genes que codificam lectinas pertencentes a todas as
principais superfamilias de lectinas (JIANG; MA; RAMACHANDRAN, 2010). Essas
particularidades mostram que ha a necessidade de uma atualizacdo dos dados na literatura para

criacdo de uma nova classificacdo de familias de lectinas.

1.6 Aspectos gerais de lectinas de leguminosas

As lectinas mais estudadas provem do reino vegetal, principalmente a da familia
Leguminosae. Lectinas de leguminosas séo a classe mais estudada e que apresenta 0 maior
namero de lectinas purificadas e caracterizadas (MISHRA et al., 2019; SHARON; LIS, 2004;
VAN DAMME, 2014). Esta familia compreende 727 géneros e 19.325 espécies, com cerca de
220 géneros e 2736 espécies com ocorréncia no Brasil. A familia Leguminosae € subdividida
em trés subfamilias, Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae, sendo a Ultima com
maior numero de trabalhos publicados envolvendo lectinas. Muitos dos primeiros trabalhos
surgiram a partir de espécies que possuem grande importancia econdmica e sdo consumidos
pela populacdo, como: ervilha (Pisum sativum), soja (Glycine max) e feijdo (Phaseolus
vulgaris). Mais de 100 lectinas foram identificadas, purificadas e caracterizadas, a maioria
isoladas a partir de sementes (LORIS et al., 1998; SHARON; LIS, 2004). Em média, essas
proteinas podem corresponder a cerca de 5-10% do total das proteinas solUveis a partir de
extratos de sementes (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Lectinas de leguminosas apresentam alta homologia de estrutura primaria e
terciaria, porém apresentam diferentes propriedades biologicas quando aplicadas em ensaios
experimentais. Deste modo, € necessario que cada lectina seja estudada de forma isolada para
gue o potencial biotecnolégico de cada molécula seja determinado. Esse fato estimula diversos
estudos de identificacdo, purificacéo, caracterizacdo fisico-quimica, caracterizacao estrutural e
analise de atividade bioldgica de novas lectinas (COELHO et al., 2017).

Em relacdo as caracteristicas estruturais, os mondmeros dessas proteinas possuem

massa molecular variando entre 25-30 kDa, com um dominio de ligacdo a metais (MBS, do
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inglés metal binding site) e um dominio de reconhecimento & carboidrato (CRD, de
carbohydrate recognition domain). O MBS se liga a cations bivalentes, um deles sendo o Ca®*
e outro geralmente Mn?*, mas pode variar entre Zn?*, Co?* ou Ni?*, pois esses ions estabelecem
interacdes com esse sitio. O sitio de metais € conservado nestas proteinas e é responsavel pela
estabilizacdo de residuos importantes para formacdo do CRD (LORIS et al., 1998, 2004).
Através de uma molécula de &gua estrutural, o calcio é capaz de interagir com um residuo de
acido aspartico presente no CRD que mantém uma ligacdo cis-peptidica estavel entre os
residuos Ala-Asp. O residuo de acido aspartico na posi¢ao cis € encontrado na base do sitio de
ligagdo a carboidrato e ele é o maior responsavel por orientar e estabilizar o ligante dentro do
sitio. Os aminoacidos presentes no MBS como os dois evolvidos na isomerizagdo do cis sdo
altamente conservados nas lectinas de leguminosas, com poucas excec¢des (LORIS et al., 1998).

O monbmero dessa classe de lectinas € caracterizado pela presenca do motivo
proteico conhecido como jellyroll, ou também chamado p-sanduiche (Figura 3), que também é
encontrado em proteinas de capas virais (ARGOS; TSUKIHARA; ROSSMANN, 1980;
CHELVANAYAGAM; HERINGA; ARGOS, 1992). Este motivo € caracterizado por possuir
uma folha-p traseira parcialmente estendida de 6 fitas e uma folha-f frontal curvada de 7 fitas,
antiparalelas, unidas entre si por algas (LORIS et al., 1998). Algumas das lectinas que possuem
esse mesmo arranjo possuem capacidade de sustentar sua atividade mesmo depois de aquecidas
a 60 °C por mais de 1 hora (LOSSIO et al., 2017; PEREIRA-JUNIOR et al., 2012; SILVA et
al., 2012). Os mondmeros se oligomerizam de sete formas diferentes, que podem ser: de
interface canénica (ou tipo I1), X1, X2, X3, X4, X5, e a chamada interface ndo usual da PNA

(lectina de Arachis hypogaea) (Tabela 1).

Figura 3 - Conformacdo de um mondmero de lectina de leguminosa (jellyroll).
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Fonte: PINTO-JUNIOR, 2016. (A) Diagrama esquemético da estrutura terciaria de um mondmero tipico de
lectinas de leguminosas (SLM — sitio de ligacdo a metais, SRC — Sitio de reconhecimento a carboidrato); (B)
Estrutura tercidria do mondmero da lectina de Canavalia boliviana (ConBol) complexada com X-Man (em
amarelo) (PDB: 4K21), em vermelho, sdo as fitas correspondentes a folha frontal, em verde, sdo as fitas

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

Tabela 1 - Diferentes tipos de interface formados entre monémeros de lectinas de leguminosas.

o ) Presente em Lectinas diméricas (PSL)
Candnica ou Tipo Il »
ou tetraméricas (ConA).

Observada no dimero DB58 e nas

X1 interfaces ndo-canodnicas da PHA e i -
SBA.
Apenas em tetrameros, como na
X2 interface ndo candnica da ConA e
DGL.
X3 Dimero tipo EcorL.
X4 Dimeros tipos GS4 e GS1.

Observada em dimeros do tipo GS1.

x5 Assemelha-se a interface X4,
entretanto, com uma orientagao

diferente.

Interface ndo-usual da w

Lectina de Arachis hypogaea (PNA). M
PNA ypogaea (PNA) —_—

Fonte: adaptado de (SINHA et al., 2007)

A interface candnica é a mais observada entre as lectinas de leguminosas e consiste
em uma disposic¢éo paralela das folhas-p traseiras de dois mondémeros adjacentes, gerando uma

espeécie de folha continua contendo 12 fitas. Moléculas de &gua também atuam nessa interacdo
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e apresentam grande contribuicdo na formacdo de ligacOes cruzadas entre os mondmeros.
MutacBes pontuais em aminodcidos da regido de interacdo podem mudar o arranjo das
moléculas de agua entre elas e prejudicar a associacdo (LORIS et al., 1998). Esse padrdo de
oligomerizacdo pode ser modificado pela presenca de aminoacidos carregados na regido de
associacdao ou de glicosilagdes. Um exemplo é a lectina de Erythrina corallodendron, que
supostamente ndo forma o dimero candnico devido ao impedimento estérico gerado por uma
glicosilacao presente no residuo Asnl7 (SHAANAN; LIS; SHARON, 1991). Outro exemplo é
a lectina de lectina IV de Griffonia simplicifolia (GS-1V), na qual acredita-se que a presenca do
aminoacido carregado Glu58 causa uma repulsao eletrostatica na zona de interacao que evita a
formagdo do dimero canénico (PILLER; PILLER; CARTRON, 1990).

Essas lectinas podem se organizar como dimeros ou tetrameros em solucdo, que
podem ser formados por mondmeros iguais ou diferentes. Essa diversidade na oligomerizacao
pode influenciar diretamente na interacdo com carboidratos, tendo em vista que o CRD pode
adotar uma conformacéo diferente em cada uma delas (BRINDA et al., 2004; SINHA et al.,
2007). O arranjo tetramérico da lectina de Arachis hypogaea (PNA) é bastante distinto dos
demais, nele ha formacao de um dimero canbnico que interage com outro dimero ndo candnico
formado pela interacdo dos loops laterais. Estudos anteriores supdem que a formacéo desse
tetrdmero se deve somente as propriedades intrinsecas da molécula, uma vez que essa lectina
ndo é glicosilada e por isso ndo ha impedimento estérico por parte de carboidratos (BANERJEE
et al., 1996). A oligomerizacdo tetramérica de algumas lectinas da subtribo Diocleinae
demonstrou ser dependente do pH do meio (NAGANO et al., 2008; ZAMORA-CABALLERO
et al., 2015). Outra variedade de arranjo foi observada nas lectinas de soja (SBA, do inglés
soybean agglutinin) e de Phaseolus vulgaris (PHA-L), as quais formam tetrdmeros constituidos
por dois dimeros canoénicos ((HAMELRYCK et al., 1996) e ndo dependente de pH. Esse tipo
foi considerado o arranjo padrdo para lectinas de leguminosas por ter sido observado com mais
frequéncia em estruturas cristalograficas (LORIS et al., 1998).

Além da capacidade de se ligar a carboidratos, essas lectinas demonstraram
capacidade de serem carreadores de moléculas hidrofobicas na forma dimerica e tetramérica,
devido a forma de cavidades hidrofdbicas na molécula (ROBERTS; GOLDSTEIN, 1983;
YANG; GALL; EDELMAN, 1974). Existem poucos trabalhos abordando essas cavidades, mas
ja foi demonstrado que elas sdo capazes de estabelecer interagdes estaveis com hormonios
vegetais derivados de adenina (DELATORRE et al., 2007, 2013).
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Em relacéo a especificidade por carboidratos, as lectinas de leguminosas podem ser
classificadas como: ligantes a fucose, a GIcNAc/GIcNAc (B1-4), a manose/glicose, a galactose
e/ou N-acetil-galactosamina e aquelas se ligam apenas a agucares complexos (LORIS et al.,
1998).Muitos estudos vém demonstrando a capacidade dessas proteinas de interagir com
glicanos de maior complexidade e até mesmo antigenos de natureza glicidica, como antigeno
Tn. As variacOes de especificidade dessas lectinas as tornam importantes ferramentas na
Glicobiologia, para decifrar glicocodigos de células-alvo e entender processos de sinalizacéo,
como também em varias aplicacbes biotecnoldgicas sendo utilizadas como marcadores
histoquimicos (JU; OTTO; CUMMINGS, 2011; VAN DAMME, 2014).

1.7 Aplicacao e atividades biologicas de lectinas

A capacidade das lectinas de interagir com glicanos presentes na superficie de
células tornaram essas proteinas potenciais ferramentas para estudos nas areas de agronomia,
medicina e biotecnologia. As lectinas de plantas agem como um potencial agente inseticida
contra um amplo espectro de insetos em diferentes ordens, como coledpteros, dipteros,
lepidopteros, himenopteros, isopteros, neuropteranos e homaopteros, etc. Elas foram utilizados
com sucesso anteriormente como alternativa as medidas convencionais de controle de insetos
(MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015; MISHRA et al., 2019). Além da propriedade anti-
inseticida, as lectinas também possuem acao antimicrobiana contra varias bactérias (gram-
positivas e gram-negativas), virus e fungos. A interacdo das lectinas com os glicoconjugados
presentes na superficie da membrana celular microbiana leva a inibicdo do crescimento
microbiana, sua adesdo e migracdo (BREITENBACH BARROSO COELHO et al., 2018).
Foram relatados também o efeito antiparasitario de lectinas contra Trypanosoma cruzi,
Leishmania spp., Tetrahymena pyriformis e Giardia lamblia. A atividade é baseada em sua
propriedade de se ligar a carboidratos especificos presentes no parasita, causando interferéncia
nos processos bioldgicos importantes para sua sobrevivéncia no hospedeiro (IORDACHE et
al., 2015). Além disso, a Jacalina foi capaz de atuar como adjuvante e modular a imunidade
celular e humoral do hospedeiro, aumentando a producdo de anticorpos contra antigenos de
Trypanosoma cruzi em células infectadas (JANDU et al., 2017).

Lectinas também sdo bastante aplicadas nas areas da glicbmica e glicoprotedmica,
devido sua capacidade de isolar glicoconjugados e glicoproteinas em solucdo. Elas podem ser

imobilizadas em suportes sélidos inertes para criagdo de matrizes cromatogréaficas de afinidade
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a moléculas glicosiladas. Um exemplo é uma coluna cromatografica que possui ConA (lectina
de Canavalia ensiformes), WGA (lectina de Triticum vulgaris) e Jacalina (lectina de Artocarpus
integrifolia) imobilizadas covalentemente em uma resina do tipo POROS 20-AL, bastante
utilizada para enriguecimento de glicoproteinas para estudos de glicoproteémica (ABBOTT;
PIERCE, 2010; KULLOLLI; HANCOCK; HINCAPIE, 2008). Outros exemplos temos as
lectinas de Dioclea lasiophylla e Platypodium elegans, que foram eficientemente imobilizadas
em CNBr-Sepharose 4B (ARARIPE et al., 2017; PINTO-JUNIOR et al., 2013) e a lectina de
Clathrotropis nitida que foi ligada covalentemente em matriz de quitosana (ALVES et al.,
2015).

Lectinas podem ser aplicadas em ensaios chamados ELLA (Ensaio de lectina ligada
a enzima) e usadas para detectar unidades especificas de carboidratos na superficie das células.
Este ensaio adota o principio do ensaio ELISA, mas em ELLA, lectinas de leguminosas séo
usadas como um reagente de captura e deteccdo no lugar de anticorpo. Essa técnica tem sido
muito utilizada na caracterizagdo e quantificacdo in situ de exo-polissacarideos de biofilme,
pois as lectinas sdo capazes de reconhecer os carboidratos encontrados em matrizes de biofilmes
(HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017).

Lectinas também sdo aplicadas em biossensores baseadas na técnica de EIS
(Espectroscopia de impedancia eletroquimica). Esses biossensores sdo sensiveis, especificos,
robustos e portateis, e podem ser usados como ferramentas eficazes para caracterizar e detectar
0 processo de modificacdo da superficie celular e de bioreconhecimento (GROSSI et al., 2019;
GROSSI; RICCO, 2017). Por exemplo, o EIS tem sido empregado como biossensor para
detectar bactérias usando ConA (GUO et al., 2012). Essa técnica também é usada para a
determinacdo sensivel e discriminacdo da alfa-fetoproteina (AFP) que foi desenvolvida
empregando a lectina como elemento de reconhecimento molecular (CHEN et al., 2008;
JOHNSON et al., 1999).

Lectinas vegetais apresentam diversos efeitos bioldgicos ja relatados na literatura,
como os efeitos cicatrizante (CORIOLANO et al., 2014), nociceptivo (CAVADA et al., 2018a;
PINTO et al., 2013), apoptético (CHOI; LYU; PARK, 2004), antiproliferativo sobre células
cancerigenas (LIU et al., 2009), anti- (MOTA et al., 2006) ou pré-inflamatério (MARQUES et
al., 2017; NECO et al., 2018; PINTO-JUNIOR et al., 2016; SANTIAGO et al., 2014),
antidepressivo (RIEGER et al., 2014), neuroprotetor (JACQUES et al., 2013), antifungico
(KLAFKE et al., 2013), antiviral (SWANSON et al., 2010) e antibacteriano (QADIR et al.,

2013). Todos esses efeitos demonstraram participacdo do CRD.



36

1.8 Efeito de lectinas contra células de cancer

A propriedade intrinseca das lectinas para ligar residuos especificos de agucar nas
glicoproteinas e no complexo glicolipidico as tornaram uma molécula adequada para uso em
muitos estudos biomédicos, incluindo pesquisa de cancer (BHUTIA etal., 2019; JU et al., 2013;
LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017). A glicosilacéo
diferenciada de glicoproteinas e de glicolipidios é uma das muitas mudancas moleculares que
acompanham o surgimento de tumores malignos. Ja é bem estabelecido que glicanos regulam
a proliferacdo, invasdo, metastase e angiogénese dos tumores (MUNKLEY; ELLIOTT, 2016;
VEILLON et al., 2018). Alguns desses carboidratos associados a tumores ja sdo caracterizados
e descritos na literatura (PEARCE, 2018). A identificacdo, portanto, de uma populacdo de
glicoformas modificadas de uma glicoproteina pode ser usada como diagndéstico para alguns
tipos de céncer.

Como exemplo, a PHA (lectina de Phaseolus vulgaris) e outras lectinas ndo
leguminosas como o GNA (aglutinina de Galanthus nivalis), MAL (lectina de Maccakia
amurensis), DSA (lectina de Datura stramonium) e WGA (aglutinina do germe de trigo) em
contato com diferentes linhas celulares de melanoma humano, foram capazes de se ligar aos
oligossacarideos expostos a superficie de células de melanoma, que estavam associados a
capacidade das celulas tumorais de induzirem metéstases (LITYNSKA et al., 2001). Além
disso, a andlise de expressdo de antigenos de carboidratos no carcinoma ductal de mama
humano (CDMH), usando as lectinas de Griffonia simplicifolia (GSL-1) e Vicia villosa (VVA),
revelou uma correlagdo positiva entre 0 aumento da interagcdo de VVA e GSL-1, e o grau do
tumor em pacientes com (CDMH), indicando o papel dos determinantes antigénicos na invaséo
do cancer (KOROURIAN et al., 2008). ConA e UEA (aglutinina de Ulex eueropaeus) também
foram utilizadas como marcadores de glandula pardétida e carcinoma mucoepidermdide com
displasia alta ou baixa/intermediéria, respectivamente (SOBRAL et al., 2010).

A interacdo de lectinas com diversos tipos de cancer ja é estudada desde 1983, com
o relato da ligagdo da lectina de Helix pomatia (HPA) a células em metastase de cancer de
mama via antigeno Tn (LEATHEM; DOKAL; ATKINS, 1983). Além da HPA, também ja foi
demonstrado que muitas outras lectinas conseguem diferenciar células normais de células
cancerigenas, como a lectina VCA de Viscum album (LYU; PARK, 2007), e ConBr de
Canavalia brasiliensis (SILVA et al., 2014) dentre outras. Dessa forma, o uso dessas lectinas

pode facilitar, portanto a descoberta de novos biomarcadores. Uma variedade de lectinas
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vegetais j& foram usadas com sucesso como agente antitumoral/antineoplasico contra varios
tipos de céncer, incluindo leucemia, sarcoma, hepatoma e cancer de mama (BHUTIA et al.,
2019). Elas sdo aplicadas como marcadores histoquimicos de células especificas, sendo muito
utilizadas para deteccdo de células tumorais (JU; OTTO; CUMMINGS, 2011). Algumas
lectinas possuem potencial anticancer, como a de sementes de Pisum sativum, que foi
microencapsulada com esferas de alginato de célcio para liberagdo controlada na corrente
sanguinea e para evitar que a proteina seja degradada quando ingerida por via oral, sendo um
agente promissor contra carcinoma hepatocelular (HCC) (EL-AASSAR et al., 2014). A
microesfera associada a ConA também exibiu aumento da fixacdo e liberacdo do farmaco
trihidratado da amoxicilina em fluidos gastrointestinais estimulados (BAKOWSKY et al.,
2008; JAIN et al., 2014). Os lipossomas ligados a aglutinina de Bauhinia purpurea foram
utilizados para direcionar o conjugado ao cancer de prostata humano, e esta formulacdo
lipossdmica reprimiu a proliferacdo celular apds a ligacdo especifica as células DU145 em
camundongos (IKEMOTO et al., 2016).

Em 2009, Liu e colaboradores testaram o efeito antiproliferativo de ConA contra
células A375 de melanoma humano. Os resultados mostram que ConA apresentou efeito
citotoxico dependente de CRD contra as células testadas de maneira dependente da dose e do
tempo com ICso de 25 pg/mL, em 24 h. Foram observadas alteragdes morfoldgicas, incluindo
protusdo da membrana (processo que faz um desarranjo da membrana e € comum em processo
de apoptose) e condensacdo nuclear. O nimero de células apoptoticas também foi aumentado
com uma contagem mais baixa de células necroticas, sugerindo que a morte celular foi causada
por apoptose. Os autores verificaram que o tratamento com lectina induziu o colapso do
potencial da membrana mitocondrial e a liberacdo do citocromo ¢ que causou a ativacdo da
caspase, levando a conclusdo de que a morte celular induzida por ConA ocorreu por uma via
apoptotica mitocondrial (LIU et al., 2009).

Em 2017, Gondim e colaboradores também investigaram o potencial
antiproliferativo de outras lectinas ConA-like, que foram DLL (lectina de Dioclea lasiocarpa),
ConM (lectina de Canavalia maritima), DSL (lectina de Dioclea sclerocarpa) e ConBr (lectina
de Canavalia brasiliensis), avaliando os efeitos de apoptose e do ciclo celular nas linhas
celulares de cancer de ovario, pulmao, prostata e mama. Em geral, todas as lectinas testadas
apresentaram efeitos significativos contra as linhas celulares de cancer de ovario, pulméo e
prostata, com DLL exibindo o ICso mais baixo de 52 £ 2 nM contra células de cancer de ovario

A2780. A lectina parecia causar alteracdes morfoldgicas nas células cancerigenas com aumento
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do ndcleo e disseminacgdo celular. Um exame mais detalhado dos mecanismos desencadeantes
mostrou que a DLL induziu a parada do ciclo celular G2/M com um grande aumento na ativagéo
da Caspase-9, indicando morte celular programada por apoptose (GONDIM et al., 2017).

1.9 Lectinas de Diocleinae

Entre as lectinas de leguminosas mais estudadas estdo as da subfamilia
Papilionoideae, em especial as da tribo Phaseoleae (SHARON; LIS, 2004). Na tribo
Phaseoleae podemos destacar a subtribo de Diocleinae, que apresenta 13 tdxons ao nivel de
género: Camptosema, Canavalia, Cleobulia, Collaea, Cratylia, Dioclea, Galactia, Luzonia e
Macropsychanthus (LACKEY, 1981; VARELA et al., 2004).

Lectinas dessa subtribo apresentam alta similaridade de estrutura primaria, com
todos os residuos de aminoacidos do MBS e CRD sdo conservados. Apesar disso, essas lectinas
apresentam diferentes tipos ou intensidades de efeitos em ensaios de atividade biol6gica,
sugerindo que essas pequenas diferencas podem influenciar na forma com que a lectina interage
com receptores glicosilados (CAVADA et al., 2001, 2018c). Outro fator que pode influenciar
nessa interagdo é a oligomerizacdo dessas proteinas em solucdo que pode ou ndo ser
influenciada pelo ambiente em que se encontram. Muitas lectinas dessa subtribo estéo presentes
na forma dimérica ou tetramérica dependendo do pH do meio (NAGANO et al., 2008;
ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). As diferentes formas do estado oligomérico podem
ser importantes para estabelecer interacdes bioldgicas multivalentes, proporcionando maior
resisténcia ao estresse de cisalhamento que estd presente em sistemas biologicos de
reconhecimento, estabelecendo interagdes com cinética maior do que sistemas de interacéo
monovalentes e disponibilizando arranjos espaciais diferentes do mesmo sitio de
reconhecimento, favorecendo a estabilizacdo de ligacdes (CAVADA et al., 2018c¢).

Lectinas dessa subtribo sofrem um tipo de modificagdo pos-traducional,
chamado de permutacdo circular (Figura 4). A proteina traduzida, pré-pro-lectina, corresponde
a uma cadeia proteica com um peptideo sinal. Depois da remocdo co-translacional do peptideo
sinal, a cadeia proteica é enderecada para o reticulo endoplasmaético rugoso (RER) onde € N-
glicosilado em um residuo de asparagina localizado na parte central da cadeia, formando o
precursor da lectina madura, chamado de pro-lectina. Esta pré-lectina segue sua via pelo
complexo de Golgi onde é removido um segmento glicosilado de quinze aminoacidos

localizado no centro da cadeia. A por¢do C-terminal também é processada nesta etapa, perdendo
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um segmento de 9 amino&cidos. Devido a remocéo do peptideo glicosilado, a cadeia inicial €
dividida em dois fragmentos contendo o0 N-terminal chamado de y e o C-terminal chamado de
B. Apos essa divisdo, as porgdes N- e C- terminal sdo religadas de maneira inversa, onde o
fragmento vy passa a ser o C-terminal e o fragmento [} passa a ser o N-terminal. Uma clivagem
subsequente libera 4 residuos de aminoacidos originando a lectina madura com 237 residuos.
A nova ligacédo peptidica que liga os fragmentos se localiza entre os fragmentos 118 e 119 da
lectina madura. Apds a juncao dos dois fragmentos ¢ formada a cadeia a. Todo esse processo ¢
catalisado por uma enzima asparaginil endopeptidase (BOWLES et al., 1986; BOWLES;
PAPPIN, 1988; CHRISPEELS et al., 1986; FAYE; CHRISPEELS, 1987; VAN HALBEEK et
al., 1982).

Figura 4. Representacdo esquematica do processo de permutacdo circular de lectinas do tipo
ConA.
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Fonte: SANTIAGO, 2014.

Em relacdo as atividades bioldgicas, muitos trabalhos reportam vérios efeitos
relacionadas as lectinas de Diocleinae, como: atividade antifungica (ARAUJO-FILHO et al.,
2010), anti-inflamatoria e analgésica (BEZERRA et al., 2014), pro-inflamatoria (LOSSIO et
al., 2017; PINTO-JUNIOR et al.,, 2016; SANTIAGO et al.,, 2014), antinociceptiva
(FIGUEIREDO et al., 2009), vasorelaxante (ASSREUY et al., 2009; PINTO-JUNIOR et al.,
2017a) e citotdxica para células de glioma (CAVADA et al., 2018b; NASCIMENTO et al.,
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2018, 2019, 2017; OSTERNE et al., 2017). Esses resultados demonstram o elevado potencial
dessas proteinas e o quéo é importante caracteriza-las detalhadamente para obtencdo de dados
que possam explicar como essas proteinas provocam estes efeitos.

No Protein Data Bank (PDB) consta estruturas de lectinas de 10 espécies do género
Dioclea, 26 do género Canavalia, 2 do género Cratylia, 1 do género Camptosema e 1 do género
Cymbosema, totalizando 38 lectinas da subtribo Diocleinae determinados por cristalografia de
raios-X. Apesar da alta similaridade de estrutura terciaria, estudos de caracterizacao atraves de
acoplamento e dinamica molecular vem demonstrando que as pequenas diferencas entre essas
lectinas, fazem com que elas tenham diferentes interacbes favordveis com ligantes e
comportamentos em simulagédo de dinamica (CAVADA et al., 2018c; PINTO-JUNIOR et al.,
2017b, 2017a).

1.10 Lectina de Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth

Dioclea lasiophylla Mart. ex Benth (Figura 5) é uma espécie trepadeira da familia
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae e subtribo Diocleinae. De maior
ocorréncia na costa do Nordeste do Brasil, D. lasiophylla e outras onze espécies pertencentes a
esse género formam um grupo de plantas conhecidas popularmente como “olho-de-boi” ou
“mucund”. Essas plantas s3o utilizadas pela populacdo local como analgésicos, para o
tratamento de calculo renal, reumatismo e suas sementes como calmante, tdnico, parasiticida e

formicida.

Figura 5. Fotos da inflorescéncia e de sementes de Dioclea lasiophylla.

TAXONOMIA

Reino: Plantae

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

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

Espécie: Dioclea lasiophylla

Fonte: PINTO-JUNIOR, 2016.
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A lectina de sementes de Dioclea lasiophylla, nomeada de DIyL, foi purificada em
uma Unica etapa através de cromatografia de afinidade em matriz Sephadex® G-50 e
demonstrou especificidade por a-metil-D-manosideo e D-manose, como também foi capaz de
interagir com as glicoproteinas, ovalbumina e fetuina. Semelhante a outras lectinas da subtribo
Diocleinae, DIyL possui trés cadeias (a, B € y) com massas de 25.417, 12.585 e 12.848 Da,
respectivamente, e ndo possui ligagdes dissulfeto. DIyL foi caracterizada fisico quimicamente,
apresentando atividade 6tima em pH 8.0, estavel a uma temperatura de 70 °C e mostrou-se ser
dependente de metais bivalentes, como Ca?* e Mn?*. A lectina exibiu baixa toxicidade contra
nauplios de Artemia sp., sendo este efeito dependente da concentracéo da lectina em solucgéo, e
foi imobilizada em Sepharose® 4B ativada com brometo de cianogénio sendo capaz de capturar
glicoproteinas em solucdo (PINTO-JUNIOR et al., 2013).

A sequéncia de aminoacidos de DIyL foi determinada por espectrometria de massas
em tandem (MS/MS) em conjunto com o0 sequenciamento do gene que codifica para a lectina,
que apresentou alta similaridade com outras lectinas de espécies da mesma subtribo. A estrutura
tridimensional de DIyL foi predita in silico através de modelagem por homologia. Em relacédo
a atividades bioldgicas, DIyL apresentou efeito vasorelaxante em masculo liso de aortas
endotelizadas de rato e atividade inflamatdria no modelo de edema de pata em ratos, bem como
efeito hipernociceptivo, determinado pelo método VVon Frey (PINTO-JUNIOR et al., 2017b).

1.11 Glioma

De acordo com o INCA (Instituto Nacional de Céancer), cancer € o nome dado aum
conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células,
que invadem tecidos e 6rgaos. Células cancerigenas se dividem rapidamente tendem a ter alta
atividade metabolica, determinando a formacao de tumores, que podem espalhar-se para outras
regides do corpo. Glioma é o nome dado ao tumor de células gliais e engloba astrocitomas,
oligodendrogliomas e ependimonas. Essa classificacdo depende do tipo de célula glial que
originou o glioma (RUBIN, 2010).

Os astrocitomas correspondem ao subconjunto de glioma que se originou a partir
de astrécitos, e compreende mais de 50% dos gliomas observados, devido aos astrdcitos serem
as células gliais de maior abundancia no sistema nervoso central (SNC) de mamiferos. Essas
células atuam ativamente no desenvolvimento do cérebro, na regulacdo do SNC maduro e da

neuroplasticidade, como também na manutengdo do ambiente fisioldgico para correta atividade
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dos neurénios (CHERRY; STELLA, 2014; VANDEMARK et al., 2009; WILHELMSSON et
al., 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os astrocitomas podem
ser classificados em quatro graus (I-1V) de severidade histologica baseado nos seguintes
critérios de avaliacdo: celularidade, pleomorfismo nuclear, atividade mitética do tumor e
presenca de necrose e neovascularizagcdo. Caso seja identificado angiogénese e proliferacdo
vascular acompanhada da formacéo dos gliomas, o glioma é classificado em um dos graus de
malignidade, sendo o glioblastoma multiforme (GBM), também classificado como astrocitomas
de grau IV, o tipo com maior ocorréncia em exames de diagnostico em adultos (CHENG et al.,
2013).

Para uma melhor avaliacdo do grau de severidade de um glioma, pesquisador
buscam observar caracteristicas moleculares caracteristicos de cada estagio do tumor. Por
exemplo, o nivel de expressdo de certas proteinas da familia de metaloproteinases de matriz
(MMP esté relacionado com malignidade do tumor (PAGENSTECHER et al., 2001). Mais
atualmente, grupos de pesquisa avaliam o estadiamento de neoplasias e a presenca de células
que sofrem apoptose, necrose e autofagia (DEMARIA et al., 2010). Os GBM’s sdo também
caracterizados por regides de hipdxia e muitas vezes por grandes areas de necrose, e tal estresse
continuo ou excessivo em Ultima instancia, resulta em morte celular induzida por autofagia
(PRATT; ANNABI, 2014). Os fatores de risco relacionados ao aparecimento do cancer podem
ser hereditarios ou encontrados no meio ambiente, sendo que a esse Ultimo, é atribuida a maioria
dos casos (TAYLOR; LADANYI, 2011).

Lectinas tém importante papel na adesao entre células, atuando ligadas a membrana
plasmaética ou ndo e reconhecendo glicanos em células vizinhas, elas estdo presentes fazendo
esse papel nos mais diferentes tecidos do corpo humano. Mudangas no nivel de expressao dos
ligantes dessas lectinas podem ser indicacéo de neoplasias nessas células. Células de glioma C6
de rato s@o um modelo experimental ja bem utilizado para o estudo da angiogénese, crescimento
tumoral e invasdo de células malignas de glioblastoma, além de ser também utilizado para o
design e avaliacdo de terapias de cancer. Essas lectinas podem inibir a tumorigénese ligando-
se a proteinas glicosiladas na membrana das células cancerigenas. E sabido que os
glicoconjugados desempenham papeéis importantes em muitos processos biologicos, incluindo
o cancer, com células malignas geralmente apresentando padrdes de glicosilacdo alterados
(MARQUES et al., 2017). Essas alteraces nos glicanos permitem a ligacdo preferencial da

lectina nas células cancerigenas para induzir os efeitos acima.
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Estudos recentes demonstraram que as lectinas de Diocleinae, como ConV (lectina
de Canavalia virosa), CaBo (lectina de C. bonariensis), DVL (lectina de Dioclea violacea) e
DLL (lectina de Dioclea lasiocarpa), poderiam induzir a morte celular em células de glioma,
especialmente a cepa de glioma C6 de ratos. Todas essas lectinas induziram uma reducéo
significativa na viabilidade celular, variando de 30% a 60% com concentragao de 100 pg/mL e
exposicdo de 48 h. Algumas dessas lectinas afetaram o potencial da membrana mitocondrial ou
a migracdo celular, e todas induziram alteracbes morfoldgicas nas células de uma forma
poligonal para uma forma esférica, seguidas pela reducdo da adesdo celular. Os métodos de
coloracdo indicaram morte celular por processos autofagicos, necréticos e apoptoticos
induzidos por vias mitocondriais e modulacdo de metaloproteinases (CAVADA et al., 2018b;
NASCIMENTO et al., 2018, 2019, 2017; OSTERNE et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Cristalizar e determinar a estrutura cristalografica da lectina de Dioclea lasiophylla
(DlyL), bem como analisar a sua interagdo com N-glicanos e investigar o efeito da lectina em

modelos de citotoxicidade para células de glioma da linhagem C6.

2.2 Objetivos especificos

- Purificar a lectina a partir de sementes de Dioclea lasiophylla;

- Analisar a homogeneidade da amostra por SDS-PAGE;

- Cristalizar a lectina utilizando a técnica de difusdo de vapor;

- Obter dados de difracéo de raios X;

- Determinar a estrutura tridimensional da lectina por cristalografia de raios X;
- Analisar a interacdo de DIyL com N-glicanos utilizando docking molecular;

- Avaliar a citotoxidade de DIyL para células de glioma da linhagem C6.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de sementes de Dioclea lasiophylla

As sementes de Dioclea lasiophylla foram coletadas em Iguape, Cearé (Brasil) e
identificadas pelo Herbario Prisco Bezerra EAC no Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

3.2 Purificacdo da lectina de sementes de Dioclea lasiophylla

A lectina de sementes de Dioclea lasiophylla foi purificada de acordo com o
protocolo estabelecido por Pinto-Junior e colaboradores (2013) (PINTO-JUNIOR et al., 2013).
As sementes foram moidas até um p6 fino em um moinho de café. As proteinas soltveis foram
extraidas em NaCl 0,15 M [1:10 (p/v) ] sob agitacdo constante durante 4 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 9.000 rpm a 4 °C por 20 min e 0
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro (Whatman™). O sobrenadante resultante foi
aplicado a uma coluna cromatografica de afinidade Sephadex® G-50 (6,5 x 1,8 cm) previamente
equilibrada com NaCl 0,15 M contendo CaClz e MnCl,, ambos em uma concentragao de 5 mM.
O material que ndo se ligou com a matriz (P1) foi eluido com a mesma solucdo e a lectina foi
eluida com adicdo de D-glicose 0,1 M na solucdo de equilibrio. Todas fracdes eluidas foram

monitoradas por absorbancia a 280 nm.

3.3 Cristalizacdo de DIyL

Amostra de DIyL pura foi dissolvida em Tris-HCI 25 mM, pH 7,6, em uma
concentracdo de 12,5 mg/mL e incubado com Xman 5 mM (5 bromo-6-cloro-3-indolil-a-D-
manopiranosideo) por 1 h, a 37 °C. A solucéo foi subsequentemente centrifugada a 10,000 rpm
por 10 min para remover qualquer material insoltvel e o sobrenadante foi usado em ensaios de
cristalizacdo. Os ensaios de cristalizacdo foram realizados a 25 °C usando método de difuséo
de vapor em gota suspensa. Estratégia de matriz esparsa foi utilizada com os Kits de cristalizacdo
JBScreen JCSG++ (Jena Bioscience), Crystal Screen I, Il e Index (Hampton Research), e as
placas foram montadas no rob6 Mosquito Crystal (TPP Labtech, Hertfordshire, Reino Unido).
Os cristais cresceram em HEPES 100 mM, pH 7,0 e PEG 6000 a 10%, e essa condicdo foi
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otimizada em uma placa de cristalizagdo MRC Maxi de 48 pocos (SWISSCI AG) a 298 K. As
goticulas de 4 uL foram preparadas misturando solugdes proteicas tamponadas com as solugdes
de condicdo em uma proporcdo de volume de 1:1 (JANCARIK; KIM, 1991). Cristais adequados
para difracdo de raios-X cresceram em 2 meses para dimensdes de aproximadamente 0,1 mm x
0,3 mm x 0,1 mm. Cristais com alta qualidade de difracdo foram obtidos na condicéo contendo
HEPES 0,1 M, pH 6,8 e PEG 6000 8%.

3.4  Coleta e processamento de dados de raios-X

Os cristais adequados para difracdo por raios-X foram lavados brevemente na
solucdo mée (HEPES 0,1 M, pH 6,8 e PEG 6000 8%) contendo glicerol como crioprotetor, que
foi adicionado para uma concentragdo final de 20%, e os dados de difracdo de raios X foram
coletados de um unico cristal resfriado a -173,15 °C. Os dados foram coletados na linha de feixe
1,47 A, usando uma fonte de radiag&o sincrotron em uma estagdo MX2 no Laboratdrio Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS-Campinas, Brasil) com um detector PILATUS 2M™ (Dectris, Suica).
Foram coletadas 180 imagens com um angulo de oscilacéo de 0,5°. Os dados foram processados
usando o iMosflm (WINN et al., 2011), o conteudo de solvente e o niUmero de moléculas por
unidade assimétrica foram estimados com o programa Mattthews_Coef (MATTHEWS, 1968).
A reducdo dos dados foi realizada usando o programa Scala (EVANS, 2011). Esses programas

estdo contidos no pacote de programas do CCP4 (Collaborative Computational Project No. 4).

3.5 Determinacao e andlise da estrutura de DIlyL

A estrutura cristalina de DIyL foi determinada por substituicdo molecular com o
programa Molrep (VAGIN; TEPLYAKOV, 1997) no pacote CCP4, usando 0 mondmero da
estrutura de lectina de Dioclea guianensis (DguiL, PDB id: 2JE7) como modelo de pesquisa
(NAGANO et al., 2008) com a sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da proteina
precursora de DIyL (Uniprot ID: COHK27) apds o processamento manual. O refinamento, a
adicdo de moléculas de agua e ligantes e a geracdo de mapas de omissdes foram realizados com
o0 programa PHENIX (ADAMS et al., 2010). Os procedimentos automaticos foram auxiliados
por modificagbes manuais auxiliados pelo WinCoot (EMSLEY et al., 2010). A qualidade do
modelo foi avaliada pela ferramenta de validacdo do PDB (READ et al., 2011). As interag0es

de van der Waals e polares foram analisadas usando o programa CONTACT do CCP4 com uma
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distancia de corte de 3,5 A. O programa UCSF Chimera, v. 1.12 (PETTERSEN et al., 2004),
foi usado para gerar as figuras em 3D e LigPlot, v. 1.4.5 (WALLACE; LASKOWSKI;
THORNTON, 1995) foi usado para gerar representacdes das interacdes em 2D. Servidor de
validacao de site de ligacao de metal CheckMyMetal (CMM)
(https://csgid.org/csgid/metal_sites/) foi usado para validacdo e analise da geometria da
coordenacdo dos metais (ZHENG et al., 2014, 2017). As coordenadas e os fatores de estrutura
foram depositados no Protein Data Bank (PDB) com o codigo de acesso 6CJ9. A sobreposicéo
da estrutura DIyL com as estruturas das lectinas de Dioclea virgata (DvirL) (PDB id: 3RS6) e
Dioclea guianensis (DguiL) (PDB id: 1H9P) foi realizada usando USCF Chimera, v. 1.12.
Além disso, alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos de DIyL e outras lectinas de
sementes de Diocleinae foi feito através do servidor o ESPript 3.0. As sequéncias usadas foram
das lectinas de Dioclea lasiocarpa (DLL, PDB: 5UUY), DvirL (Uniprot id: P58907), DguiL
(Uniprot id: P81637), Dioclea reflexa (DrfL, Uniprot id: COHK81), Canavalia bonariensis
(CaBo, Uniprot id: P58906; PDB id: 5U3E), Canavalia virosa (ConV, Uniprot id: COHJY) e
Canavalia ensiformes (ConA, Uniprot id: P81461).

3.6 Docking molecular

Para analisar a capacidade do DIyL de interagir com os N-glicanos, foram realizadas
simulacdes de docking molecular utilizando o programa GOLD, v. 5.5 (CDCC, Cambridge,
Inglaterra). Este programa testa varias conformaces de ligantes, permitindo uma flexibilizacdo
parcial dos residuos da proteinas (JONES et al., 1997). Os parametros utilizados foram:
tamanho da populacdo de 100, pressdo de selecdo de 1,1, nimero de operagdes de 10.000,
namero de ilhas de 5, tamanho de nicho de 2, frequéncia de cruzamento de 95, nimero de poses
de 20 e funcdo de pontuacdo PLANTSPLP (KORB; STUTZLE; EXNER, 2009). As poses de
menor energia foram escolhidas combinando a pontuacéo de encaixe, penalidades na geometria
do ligante, ligacGes de hidrogénio e interacGes hidrofobicas (DE AVILA et al., 2017,
HEBERLE; DE AZEVEDO, 2011; HECK et al., 2017; XAVIER et al., 2016). O dominio de
reconhecimento a carboidrato de DIyL foi escolhido como o centro de aplicacdo do algoritmo,
com todos os 4&tomos de aminoacidos e 3 moléculas estruturais de agua em um raio de 10 A. Os
N-glicanos testados sdo esquematicamente ilustrados na Figura 6 e foram selecionados com
base em sua presenca na superficie celular, ancorada em glicoproteinas da matriz extracelular

(PARKER et al., 2013). As estruturas dos glicanos foram geradas e minimizadas
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energeticamente com o servidor Carbohydrate Builder (Woods Group, Glycan Web,
Universidade da Georgia em Atenas, GA, http://glycam.org) e o campo de forca GLYCAM_06
(KIRSCHNER et al., 2008), respectivamente.

Figura 6 - Representacao da estrutura dos glicanos que foram utilizados no docking molecular.
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3.7 Atividade citotoxica de DIyL em celulas de glioma da linhagem C6

3.7.1 Cultura de linha celular e tratamento com DIyL

Para todos os ensaios, DIyL foi diluida com tampé&o salino HEPES sem glicose,
composto por NaCl 124 mM, KCIl 4 mM, MgSO4 1,2 mM, HEPES 25 mM e CaCl, 1 mM, pH
7,4. A linha celular C6 de glioma de rato (BENDA et al., 1968) foi mantida em meio Eagle’s
modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®)
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(Gibco®), 100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina ( Gibco®). As células
foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera umidificada de 95% de Oz e 5% de CO.. As células
foram semeadas em placas e incubadas por 24 horas a 37 °C em uma incubadora (5% de CO3)
até confluéncia de 80%. Posteriormente, 0 meio de cultura foi trocado e as celulas foram
incubadas em DMEM sem soro, mas contendo veiculo (HEPES — tampéo salino sem glicose)
ou DIyL durante todo o experimento.

3.7.2 Microscopia 6ptica

A fim de abordar alteragdes morfoldgicas em resposta ao tratamento com lectina,
as células foram visualizadas por microscopia Optica por um microscopio invertido NIKON
eclipse T2000-U. Resumidamente, as células de glioma C6 foram semeadas em uma placa de
96 pogos e incubadas com veiculo (HEPES - tampé&o salino sem glicose) ou DIyL por 3, 6, 12,

24 e 48 h, e apos o tratamento, as células foram visualizadas por microscopia Optica.

3.7.3 Ensaio MTT

A viabilidade celular foi analisada pelo ensaio de reducdo colorimétrico MTT
(Sigma®) [30- (4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difeniltetraz6lio] (MOSMANN, 1983). As células (5
x 10° células por pogo) foram semeadas em uma placa de 96 pocos e incubadas por 24 ou 48 h
com veiculo (controle) ou DIyL em uma concentracao final de 10, 30, 50 e 100 pg/mL. Apds o
tratamento, o meio foi removido e as células foram incubadas por 1 h (37 °C) com 0,1 mL de
MTT a 0,5 mg/mL diluido em solucdo salina equilibrada de Hanks (HBSS). As desidrogenases
mitocondriais em células viaveis reduziram o MTT a cristais de formazan, que foram
dissolvidos em 0,1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) por 30 minutos a 37 °C. A absorbéancia foi
medida por espectrofotometria usando o Spectramax Paradigm (k = 540 nm). Os resultados
foram expressos como uma razdo de absorbancia da amostra para a absorbancia de controle

(veiculo), considerada como 100%.

3.7.4 Deteccao de producdo ROS

Para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na linhagem celular

C6, 5 x 10° células por pogo foram semeadas em uma placa de 96 pogos, contendo veiculo
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(controle) ou DIlyL na concentragdo final de 10, 30, 50 ¢ 100 pg/mL, e incubadas por 3 ou 6 h.
Apo6s o tratamento, o meio foi substituido por 0,1 mL de corante fluorescente de 1 uM de
dihidrodamina (DCF-DA) (CHEN et al., 2017) e as placas foram protegidas da luz por 20
minutos a 37 °C. Depois disso, as células foram lavadas com tampé&o fosfafo-salino, pH 7,4,
(PBS), e a fluorescéncia foi medida com o Spectramax Paradigm usando excitagdo a 485 nm e
emissdo a 520 nm. A fluorescéncia foi expressa como uma porcentagem de controle (veiculo)

considerado como 100%.

3.7.5 Ensaio TMRE

O potencial da membrana mitocondrial (A¥m) foi medido usando uma sonda
fluorescente de éster etilico de tetrametilrodamina (TMRE) (Invitrogen®) (EHRENBERG et
al., 1988). As células C6 foram semeadas (5 x 102 células por poco) em uma placa de 96 pogos,
contendo veiculo (controle) ou

DIyL na concentracéo final em 10, 30, 50 e 100 ug/mL e incubadas por 3 ou 6 h.
Apbs o periodo de tratamento, o meio foi substituido por 0,1 mL de uma solucéo de TMRE 10
nM e as placas foram protegidas da luz por 20 minutos a 37 °C. Depois disso, as células foram
lavadas com tampéo PBS, e a fluorescéncia foi medida usando o Spectramax Paradigm com
excitacdo de 550 nm e emissdo de 590 nm. A fluorescéncia foi expressa como uma porcentagem

do controle (veiculo) considerado como 100%.

3.7.6 Ensaio Caspase-3

Para detectar se o DIyL poderia induzir apoptose celular, a atividade da Caspase 3
foi analisada. O kit de ensaio EnzChek® Caspase-3 (Invitrogen) foi utilizado de acordo com as
especificacdes do fabricante. As células foram plaqueadas com densidade de 5 x 10° células
por poco em placas de 6 pocos. O controle positivo foi realizado com estaurosporina (1 mM) e
o controle negativo obtido por tratamento celular apenas com veiculo. Dois pogos foram
reunidos apds tratamentos para que a concentracao final por reacdo fosse igual a 1 x 10° células,
de acordo com as recomendagdes do fabricante. Neste ensaio, as células foram tratadas por 6
h, uma vez que o DIyL promove uma redugéo notavel da viabilidade celular apos periodos mais
longos de incubacdo (por exemplo, 12 a 24 h). Ap6s o tratamento, 0 meio de cultura foi

removido e as células foram tripsinizadas, coletadas em tubos de 1,5 mL e depois centrifugadas
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a 5000 rpm por 5 min. Posteriormente foram lavadas com 1 x PBS e armazenadas a -80 °C
durante a noite para promover lise celular. Posteriormente, as células foram incubadas com
tampdo de lise comercial em um banho de gelo por 30 min e centrifugadas nas mesmas
condicdes descritas acima. O sobrenadante foi transferido para uma placa preta de 96 pocos
(PerkinElmer™) e o substrato da reacéo foi adicionado. Uma curva padrdo foi feita com uma
solucdo de 7-amino-4-metilcumarina (AMC; 10 mM), o substrato da rea¢do. Apds a colocagao
do substrato, 0 homogenato celular foi submetido a um ensaio cinético fechado por 1 h com as

seguintes condi¢Oes: excitacdo em 342 nm, corte em 435 e emissdo em 446 nm.

3.7.7 Ensaio de microscopia de fluorescéncia com laranja de acridina

A coloracéo das células com laranja de acridina (LA) foi realizada para estudar o
padrdo de morte celular e a indugdo de organelas vesiculares acidas (OVA) pela lectina apds
24 e 48 h de incubagdo. As células C6 foram semeadas em uma placa de 96 pocos na
concentracéo de 5 x 10° células por pogo por 24 h em DMEM suplementado com 10% de FBS.
Posteriormente, 0 meio foi trocado por DMEM sem soro e contendo veiculo (controle) ou DIyL
(10, 30, 50 € 100 pg/mL). Apds 24 e 48 h, as células foram coradas com LA (10 ug/mL; Sigma
Chemicals, EUA) por 20 minutos no escuro. Todos os procedimentos foram realizados a 37 °C
(SINGH et al., 2016a). As células foram visualizadas com um microscopio invertido NIKON
eclipse T2000-U usando conjuntos de filtros, excitacdo de 470 nm e emissdo de 525 nm para
deteccdo de cromatina (CR) e excitacdo de 350 nm e emissdo de 615 nm para deteccdo de

vesiculas &cidas (AVO).

3.7.8 Ensaio de microscopia de fluorescéncia com iodeto de propidio

Para avaliacdo do rompimento de membrana celular, bem como diferenciar células
normais, células em apoptose e células que sofreram necrose, 0 ensaio com iodeto de propidio
(IP) foi implementado. Além disso, nesse ensaio as células C6 foram semeadas em uma placa
de 96 pogos nas mesmas condicdes descritas para o ensaio com laranja de acridina (5 x 10°
células por poco) e tratadas com veiculo ou DIyL em concentracdes e periodos de tempo, como
mencionado anteriormente. Apds a incubacéo, as células foram coradas com Hoechst (1 pg/mL,
Sigma Chemicals, EUA) e IP (14 pg/mL, Sigma Chemicals, EUA) por 15 minutos no escuro

(SINGH et al., 2016a). As células foram visualizadas sob um microscépio invertido NIKON
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eclipse T2000-U usando conjuntos de filtros, excitagdo de 488 nm e emisséo de 560 nm para
Pl, e excitagdo de 353 nm e emissdo de 483 nm para Hoechst.

3.7.9 Ensaio de migracdo

As células C6 foram semeadas em uma placa de 48 pocos na concentracdo de 5 x
10* células por poco e incubadas por 24 h. Posteriormente, o meio de cultura foi descartado e
um espaco foi introduzido em cada poco raspando as camadas celulares confluentes com uma
ponta de pipeta P200, seguida de lavagem com PBS para remover as células frouxamente
retidas (LIANG; PARK; GUAN, 2007). Em seguida, meio DMEM isento de soro contendo
veiculo (controle) ou DIyL, nas concentragdes de 10, 30, 50 e 100 pg/mL, foi adicionado. As
imagens foram capturadas nos periodos de tempo 0, 24 e 48 h ap0s os tratamentos pelo

microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U.

3.7.10  Analise estatistica

Os resultados foram analisados usando o GraphPad Prism, versdo 5.0 (La Jolla,
California, EUA). Os dados apresentados apresentaram distribuicdo normal, segundo o teste de
Shapiro-Wilk (p <0,05). Dessa forma, foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. Valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacdo de DIyL

DlyL foi purificada de acordo com o protocolo estabelecido por Pinto-Junior e
colaboradores (2013) (PINTO-JUNIOR et al., 2013) por um Unico passo cromatografico de
afinidade usando uma matriz de Sephadex-G50. O perfil cromatogréafico e eletroforético (SDS-
PAGE) (Figura 7) de DIyL foram os esperados para a lectina, sendo eficientemente eluida da
matriz com adicdo de D-glucose e apresentado as 3 bandas proteicas, referentes as cadeias o
(29 kDa), B (14 kDa) e y (12 kDa), caracteristicas de lectinas da subtribo Diocleinae (CAVADA
et al., 2018c).

Figura 7 - Avaliacdo da purificacéo de DIyL. A) Perfil cromatogréfico; B) Perfil eletroforético
em SDS-PAGE.
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Fonte: elaborado pelo autor. A) Extrato total (Vamostra= 15 mL) aplicado em uma matriz cromatografica de
Sephadex G-50 (6.5 x 1.8 cm). A fragéo ndo retida (P1) foi eluida com o NaCl 0,15 M contendo CaCl2 e MnCI2,
ambos a 5 mM. A fracdo retida (P2) foi eluida com solucéo de NaCl 0,15 M contendo D-glicose 0,1 M. As fragGes
foram coletadas aliquotas de 2 mL/tubo com fluxo de 1 mL/minuto; B) Linha 1: Marcadores moleculares
(fosforilase b (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa),

inibidor de tripsina (20.1 kDa) e a-lactalbumina (14 kDa)). Linha 2: extrato bruto; Linha 3: DIyL pura (30 ug).

4.2 Estrutura cristalografica de DIyL

Cristais pequenos de DIyL foram cultivados na condicdo n ° 28 do kit JBScreen
JCSG ++ (HEPES 100 mM pH 7,0 e PEG 6000 a 10%) e o cristal difratavel foi obtido por
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otimizagdo dessa condi¢do (HEPES 100 mM pH 6,8 e PEG 6000 8%). Os dados de difragédo
mostraram que o cristal DIyL pertence ao grupo espacial ortorrombico 1222 (Tabela 2).

Tabela 2 - Dados coletados, refinamento e parametros de qualidade dos dados.

PDB ID 5U37

Parametros Valores

Coleta de Dados

Grupo espacial 1222
Parametros de célula unitaria

a.b.c(A) 64.1, 86.93, 92.82
aB.y(°) 90, 90, 90
Reflexes totais 155,085 (16,858)
NUmero de reflexdes Unicas 28,693 (4,097)¢
Moléculas por unidade assimétrica 1

Limites de resolucdes (A) 27.86 —1.70 (1.79 — 1.70)¢
Rumerge® (%) 8.5 (52.2)°
Completeza 99.4 (98.8)¢
Multiplicidade 5.4 (4.1)

Vo (I) médio 9.4 (2.6)°
Wilson B-fator (A?) 20.01

CC1/2 99.6 (79.9)
Substituicdo Molecular

wRfactor 0.377

Score 0.802
Refinamento

Faixa de resolucéo (A) 27.86—1.70
Riactor” (%) 19.33 (31.58)¢
Rerec’ (%) 21.37 (34.31)°
NUmero de reflexdes 28,524 (2,646)¢
Reflexdes usada para o R-free 1,385 (145)
NUmero de residuos por unidade assimétrica 237

Numero de moléculas de agua 143

RMS desvios dos valores ideais

Comprimentos de ligacéo (A) 0.007
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Angulos de ligagéo (°) 0.99
Fator de temperatura

Valor médio de B para toda a cadeia proteica (A?) 24.85
Ligantes (A2 35.30
Solvente (A2 32.21
Rotameros e grafico de Ramachandran

Rotameros com desvio (%) 0
Residuos em regides mais favoraveis (%) 96.17
Residuos em regides permitidas (%) 3.83
Residuos em regides ndo permitidas (%) 0

_ Ehi'f EJ |IFiﬁ'f.j - <Ihﬁ'f)|
Fonte: elaborado pelo autor. (a) met 225 Invii - onde 1(hKI) é a intensidade da medicao da reflexdo h e

I(hkl) é o valor médio do I(hkl)i para todas as medidas | . (b) Rwork = 1003 IFol-IFcl/Y IFol, onde IFol e IFcl sdo as
amplitudes observadas e calculadas do fator de estrutura, respectivamente. (¢) Rfree = R-fator calculado para um
subconjunto de 5% de reflexdes selecionado aleatoriamente e excluido do refinamento. (d) os valores entre

parénteses representam a camada mais alta.

Com base em uma massa de 25.569 Da (PINTO-JUNIOR et al., 2017b), o
coeficiente de Matthew foi calculado como 2,54 A®Da?, indicando a presenca de um mondmero
por unidade assimétrica e um teor de solvente de 51,66%. O mondmero DguiL (PDB id: 2JE7)
demonstrou ser um excelente modelo para substituicdo molecular e apresentou um RMSD de
0,195 A para 237 atomos de Ca quando comparado as coordenadas do mondmero DIyL,
demonstrando 97% de similaridade de sequéncia (NAGANO et al., 2008; PINTO-JUNIOR et
al., 2017b). O modelo mostrou estereoquimica aceitavel e sem problemas referentes ao
Ramachandran.

A estrutura de DIyL complexada com Xman foi refinada para 1,7 A e foram
modeladas 215 moléculas de dgua. O monémero adotou um motivo jellyroll observado em
muitas proteinas de revestimento viral (ARGOS; TSUKIHARA; ROSSMANN, 1980;
CHELVANAYAGAM; HERINGA; ARGOS, 1992) e em muitas lectinas de leguminosas, que
geralmente sdo descritas como B-sanduiche (LORIS et al., 1998). Esse motivo é comum nas
lectinas de Diocleinae (CAVADA et al., 2018c), por exemplo, uma comparacao estrutural entre
Dioclea virgata lectina (DvirL) (PDB id: 3RS6) (NOBREGA et al., 2012) ou DguiL (PDB id:
1H9P) (WAH et al., 2001) e DIyL (Figure 8) demonstrou um RMSD de 0,266 A para 225
atomos de Ca e 0,196 A para 206 atomos de Ca, respectivamente, com diferengas encontradas

em regides de alta flexibilidade, como loops. Este motivo apresenta uma folha-f curvada
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antiparalela de sete filamentos que contém amino&cidos diretamente relacionados ao CRD e ao
MBS. Essa folha-B ¢ conectada por loops a outra folha-f3 estendida antiparalela de seis
filamentos que mantém a estabilidade estrutural e é responsavel por contatos interdiméricos nas
formas dimérica ou tetramérica (LORIS et al., 1998). Todos os residuos de aminoacidos estdo
alocados dentro da densidade de elétrons, incluindo os residuos da al¢a Lys116-Thrll7-
Asn118-Ser119-11e120-Alal21-Asp122-Alal23 (Figure 9), que ndo foram visualizados em
outras lectinas de Dioclea devido a alta desordem dessa regido (BATISTA DA NOBREGA et
al., 2012; PINTO-JUNIOR et al., 2017a; WAH et al., 2001).

Figura 8 - Representacdo em cartoon da sobreposicao entre DIyL (em azul), DvirL (PDB
id: 3RS6, em vermelho) e DguiL (PDB id: 1H9P, em verde).

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 9 - Regido de alca entre os residuos 114-125 de DIyL com o mapa de densidade de
elétrons (2mFo-dFc) contornado em lo. As cadeias polipeptidicas superpostas sdo
representadas na representacdo cartoon com DIyL (em azul), DvirL (em vermelho) e DguilL

(em verde).

LOOP 114-125

Fonte: elaborado pelo autor.

A oligomerizacdo tetramérica foi sugerida pela analise PISA (Figure 10)
(KRISSINEL; HENRICK, 2007). O tetramero € formado pela associacdo consecutiva de dois
dimeros canénicos (LORIS et al., 1998; ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). O dimero
candnico é caracterizado pela associacdo lado a lado de duas folhas-B parcialmente estendidas
(seis fitas) de modo como se formassem uma folha B continua de doze fitas (BRINDA et al.,
2004; SINHA et al., 2007), que é um padrdo também visto em outras lectinas de Diocleinae
(CAVADA et al., 2018c; NASCIMENTO et al., 2017; PINTO-JUNIOR et al., 2017a). Estudos
anteriores com lectinas de Diocleinae demonstraram a importancia das interaces na cavidade
central do tetrdmero e nas regides interdiméricas periféricas que estabilizam a forma tetramérica
sob diferentes condi¢des de pH em solucdo (NAGANO et al., 2008; WAH et al., 2001;
ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). Na cavidade central do tetramero, o residuo His51
contribui para a estabilizacdo da alga central 114-125, fornecendo orientacdo espacial favoravel

para a interacdo com His131, que promove a formacéo de contatos interdiméricos.



58

Figura 10 - Estrutura geral do tetramero DIlyL complexada com Xman na representagéo
cartoon. Esferas representam ions calcio (em verde) e manganés (em roxo). A molécula X-man

estd na representacao de esqueleto carbonico coloridos em amarelo. A) Vista frontal; B) Vista

lateral.

Fonte: elaborado pelo autor.

Além disso, os residuos Arg60 e Asp78 nas regifes periféricas também sao
responsaveis pela estabilizacdo da forma quaternaria, mas com menos influéncia em
comparacao ao loop central. A analise estrutural das lectinas de Dioclea guianensis (PDB id:
2JDZ) e Dioclea grandiflora (PDB id: 2JE9) indicou que a substitui¢do da histidina na posi¢édo
131 pela asparagina reduz drasticamente os contatos interdiméricos e desfaz a interacdo que
ocorria entre a His131 e o loop 114-125, que estabilizava a associa¢do tetramérica independente
do pH do meio (NAGANO et al., 2008; ZAMORA-CABALLERO et al., 2015). DIyL tem um
residuo de serina na posi¢do 131 (Figura 11A, B) que ndo forma interacGes com a alca central,
provavelmente indicando que DIyL é uma lectina com estrutura tetramérica dependente de pH.
Nas regibes periféricas, foram observadas interacGes previstas para a lectina (Figura 11C).
Estudos anteriores de dindmica molecular das lectinas de Dioclea demonstraram que outras
regides da proteina podem afetar as interagbes de CRD com ligantes, como a regido central do
loop 114-125, que, como visto anteriormente, também esta envolvida na estabilizagdo da forma
tetramérica (PINTO-JUNIOR et al., 20173, 2017b).
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Figura 11 - A) Interacdes interdiméricas no tetrdmero de DIyL. A cavidade central é indicada
com caixa vermelha e a regido periférica com caixa verde. B) Intera¢cdes na cavidade central;

C) InteracOes em regides periféricas.

Fonte: elaborado pelo autor.

Uma similaridade maior que 80% de estrutura priméaria é compartilhada entre as
lectinas de Diocleinae (Figura 12) (CAVADA et al., 2018c), mas pequenas diferencas, bem
como a oligomerizacdo dependente de pH presente nessas proteinas, podem influenciar sua
interacdo com os receptores glicosilados. O impacto dessas diferencas foi observado pela
dindmica molecular de duas lectinas dessa subtribo, DrfL (lectina de Dioclea reflexa) e DSL
(lectina de Dioclea sclerocarpa), com 98% de similaridade. Durante as simulagdes na presenca
de Xman, o comportamento do CRD das lectinas foi significativamente diferente em relagéo
aos volumes minimo e maximo de cavidades (PINTO-JUNIOR et al., 2017a). Esses fatores
podem afetar a intensidade e o tipo de atividades bioldgicas promovidas por diferentes lectinas,
como vasorelaxacdo, inflamacéo e atividade antiglioma (ASSREUY et al., 2009; CAVADA et
al., 2018c; NASCIMENTO et al., 2017; OSTERNE et al., 2017).



Figura 12 - Alinhamento de lectinas da subtribo Diocleinae
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Fonte: elaborado pelo autor. Lectinas de Dioclea lasiocarpa (DLL, 99% de similaridade; PDB id: 5UUY), Dioclea

virgata (DvirL, 98% de similaridade; Uniprot id: P58907), Dioclea guianensis (DguiL, 96% de similaridade;
Uniprot id: P81637), Dioclea reflexa (DrfL, 93% de similaridade; Uniprot id: COHK81), Canavalia bonariensis
(CaBo, 86% de similaridade; Uniprot id: P58906), Canavalia virosa (ConV, 84% de similaridade; Uniprot id:

COHJY), e Canavalia ensiformes (ConA, 84% de similaridade; Uniprot id: P81461). Os simbolos sdo o0s seguintes:

hélices 310 (1), B-fitas (B), B-curvas (TT), residuos de ligagdo ao acucar (circulos) e residuos de ligagdo a metais

(quadrados).
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4.3 Sitios de ligacéo de DIyL

O mondmero apresentou o0s ions calcio e manganés no sitio de ligacdo a metais
(MBS), assim como a molécula Xman ligada ao CRD. O DIyL contém um MBS altamente
conservado localizado nas proximidades do CRD. Quatro aminoacidos estabilizam cada ion
metélico, tendo dois residuos em comum, totalizando seis residuos compondo o sitio. O ion
calcio é coordenado pelos residuos Aspl0, Tyrl2, Asnl4 e Aspl9, e 0 ion manganés é
coordenado por Glu8, Asp10, Asp19 e His24, com duas moléculas de 4gua coordenando cada
ion (Figura 13A, B).

Figura 13 - A) monémero DIyL na representacdo cartoon; B) sitio de ligacdo a metais de DIyL
com o mapa de densidade de elétrons (mFo-dFc) de 36 em torno de Ca?" (esfera verde), Mn?*
(esfera roxa) e moléculas de agua (esferas vermelhas); C) dominio de reconhecimento a
carboidratos de DIyL com o mapa de densidade de elétrons (mFo-dFc) de 36 em torno do Xman.
A molécula X-man esta na representacdo de esqueleto carbénico com carbonos coloridos em

amarelo.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Uma representacdo 2D do LIGPLOT das coordenagdes dos ions com suas
respectivas distancias pode ser vista na Figura 14A-B. A analise do servidor CMM sugeriu a
presenca de ambos os cations. O B-fator médio dos ions célcio e manganés foi 20,40 A? e 23,7
A2, respectivamente, ambos com ocupacéo de 100% e apresentando geometria de coordenacéo

octaédrica (Figura 15).

Figura 14 - RepresentacGes LIGPLOT de ligac6es de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e
de coordenagdo em torno de A) Ca?*, B) Mn?* e C) Xman.
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Fonte: elaborador pelo autor.
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Figura 15 - Sitio de ligacdo a metais de DIyL com as interagdes de coordenacao em torno dos

ions célcio e manganés.

r:’ f:/ - y /\\ ‘\ \\ /\%
ml -( ASP-19
| 'AsN-14 '\ | ) 4

Fonte: elaborado pelo autor.

DIlyL foi co-cristalizado com Xman para identificacdo do seu CRD. O B-fator
médio da molécula de Xman foi de 27 A? com ocupagdo de 100%. A cavidade em que 0 CRD
se encontra é formada por quatro segmentos descontinuos: Tyr12-Phel13-Asn14-Thr15-Aspl6,
Gly98-Leu99-Tyr100 e Ala207-Asp208 e Gly227-Arg228-Leu229. O Xman foi estabilizado
no CRD por uma rede de ligacGes de hidrogénio que conectam os residuos Tyrl2, Asnl4,
Leu99, Tyrl00, Asp208 e Arg228 aos residuos N1, O3, O4, O5 e O6 presentes na estrutura
Xman (Figura 13C; Tabela 3). Aléem disso, interacbes de van der Waals e interacOes
hidrofobicas entre os residuos Gly98, Leu99, Ala207, Asp208, Gly227, Arg228 e d&tomos de
C6, C11, O4, O5 e 06 do ligante foram identificados (Figura 14C; Tabela 3).
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Tabela 3 - InteracGes de VVan der Waals e polares entre DIyL e Xman.

Aminoéacido X-Man Distancia (A)

InteracGes de van der Waals

Arg228 CB 04 3.40
Asp208 OD2 C6 3.39
Asp208 CG 04 3.34
Leu99 CB 05 3.20
Gly98 CA 06 3.24
Ala207 CB 06 3.35
Tyr12 OH C11 3.16

Contatos Polares

Tyr12 OH N1 3.32
Arg228 N 03 291
Arg228 N 04 3.36
Asnl4 ND2 04 2.93
Asp208 OD1 04 2.49
Asp208 OD2 06 2.80
Leu99 N 05 3.10
Leu99 N 06 3.12
Tyrl00 N 06 3.06
Tyr100 O 06 3.39

Fonte: elaborado pelo autor.

O ion célcio é responsavel pela estabilizacdo de um peptideo cis entre Ala207 e
Asp208 atraves de uma ponte formada com uma molécula de agua (Figure 16). A formagéo
desse peptideo cis € importante para a formacdo de CRD; assim, os residuos Ala207-Asp208
sdo posicionados na base do CRD e estabilizam o ligante dentro do dominio. O peptideo cis
Ala-Asp é altamente conservado em lectinas de leguminosas e é crucial para a manutencdo do
CRD nessas proteinas (LORIS et al., 1998). Além disso, o ion calcio interage diretamente com
os residuos Tyrl2 e Asnl4, estabilizando a alca Tyrl2-Phel3-Asnl14-Thrl5-Aspl6 para
interagir com os ligantes. Todos os residuos de aminoacidos do MBS e CRD séo conservados
em lectinas de Diocleinae (Figura 12), como DLL, DvirL, DguiL, DrfL, CaBo, ConA, ConV,
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bem como DIyL (BATISTA DA NOBREGA et al., 2012; CAVADA et al., 2018b, 2018c,
2019a, 2019b; NAGANO et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2017; OSTERNE et al., 2017,
PINTO-JUNIOR et al., 2017a).

Figura 16 - Representacdo da estabilizacdo de residuos de CRD pelo ion célcio. As esferas

representam o ion calcio (em verde) e a molécula de 4gua (em vermelho).
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Docking molecular

As representacOes e as pontuacdes de docking de DIyL com N-glicanos sdo
mostradas nas Figuras 17 e 18, e Tabela 4. As interagdes formadas entre DIyL e o complexol
e complexo2 apresentaram pontuacgdes de acoplamento de -72,20 e -61,88, indicando que a
lectina pode teoricamente interagir com a por¢do manosil (Figura 17A e Figura 18A) desses
glicanos e que terminal composto por acido sialico afeta a ligagdo de DIyL a este tipo de glicano.
Para glicanos do tipo hibrido, DIyL interagiu favoravelmente com o hibridol (pontuacao: -
71,81) e o hibrido2 (pontuacgdo: -60,18) (Figura 17B e Figura 18B), demonstrando um efeito

positivo com a presenca de acido siélico na regido terminal. DIyL interagiu favoravelmente com
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N-glicanos ricos em manose, especialmente com Man5 (Figura 17C), com uma pontuagéo de -
49,75. Os complexos DlyL-Man3 e DlyL-Man9 (Figure 18C, D) apresentaram pontuacdes de -
44,57 e -46,75, valores mais baixos em comparagcdo com os outros glicanos testados. Em geral,
em comparacdo com o CaBo (PDB id: 5U3E) e DLL (PDB id: 5UUY), DIyL interagiu menos
favoravelmente com os N-glicanos ricos em manose (Tabela 4) (CAVADA et al., 2018b;
NASCIMENTO et al., 2017). Além disso, o redocking com Xman apresentou interacdes
semelhantes as da estrutura cristalografica, validando nossos resultados. Ao comparar as
pontuacdes de docking entre Xman e N-glicanos, € possivel afirmar que DIyL pode interagir

com todos os tipos de N-glicanos testados (Tabela 3).

Figura 17 - DIyL complexada com N-glicanos a partir dos resultados de docking. As cadeias
polipeptidicas sdo representadas na representacdo de cartoon e em superficie cinza. Os glicanos
estdo na representacdo de esqueletos carbdnicos. DIyL complexada com A) Complexol, B)
Hibridol, C) Manb.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nas glicoproteinas que sdo N-glicosiladas, os carboidratos sdo ancorados
covalentemente ao residuo de asparagina na sequéncia Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser
qualquer aminoécido exceto prolina (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). Nos
eucariotos, o processo de glicosilacéo é iniciado no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) pela
adicdo covalente de um precursor de oligossacarideo (2 N-acetilglucosamina, 9 manose e 3
glicose) a asparagina da proteina alvo. O precursor comum pode gerar as trés principais classes

de glicanos N-ligados: complexo, hibrido ou ricos em manose (Figura 6).
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Figura 18 - DIyL complexada com N-glicanos a partir dos resultados de docking. As cadeias
polipeptidicas sdo representadas na representacdo de cartoon e em superficie cinza. Os glicanos
estdo na representacdo de esqueletos carbdnicos. DIyL complexada com A) Complexo2; B).
Hibrido 2; C) Man3; D) Man9.
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Tabela 4 - Interagdes de DIyL com N-glicanos.

Pontuagdes de docking

Carboidratos DlyL CaBo? DLLP
Xman -43.58 - -
Man3 -42.42 -57.04 -58.21
Man5 -48.40 -54.62 -62.42
Man9 -44.28 -71.33 -58.10

Complexol -61.49 -54.71 -59.81
Complexo2 -55.10 -35.39 -61.54
Hibridol -69.10 -47.59 -61.51
Hibrido2 -60.29 -60.80 -75.03

Fonte: elaborado pelo autor. (a) Pontuagdes de docking da lectina de Canavalia bonariensis (CAVADA et al.,
2018b); (b) Pontuagdes de docking da lectin de Dioclea lasiocarpa (NASCIMENTO et al., 2017).
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Os residuos de glicose sdo removidos no RER e a glicoproteina é exportada para o
aparelho de Golgi (AG). No AG, os residuos de manose podem ser removidos ou ndo, e outros
monossacarideos (N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galactose, fucose e &cido
sialico) podem ser adicionados ao final da cadeia do glicano (BIEBERICH, 2014; NAGAE;
YAMAGUCHI, 2012; PINHO; REIS, 2015; SUN et al., 2012). Muitos desses glicanos estdo
em glicoconjugados presentes na superficie celular, e modificagdes estruturais nesses
oligossacarideos sdo observadas em células malignas (GOETZ et al., 2009; NAGAE;
YAMAGUCHI, 2012; PINHO; REIS, 2015; POWLESLAND et al., 2009). N-glicanos
modificados podem afetar a sobrevivéncia e a progressao dos tumores, bem como acelerar
processos invasivos e metastaticos na maioria das linhas de cancer, como o glioma (STOWELL;
JU; CUMMINGS, 2015; VEILLON et al., 2018; YAMAMOTO et al., 2000).

O tipo complexo apresenta um ou mais ramos de N-acetil-lactosamina (LacNAc)
(Galactosil-B1,4-N-acetil-D-glucosamina) ligados ao ndcleo principal (GHAZARIAN; IDONI;
OPPENHEIMER, 2011). Neste trabalho, o complexol representa um glicano biantenario com
ramos LacNAc, com um ramo apresentando um grupo fucosil, enquanto o complexo2 é
semelhante, mas com &cido sialico em um terminal galactosil. O hibrido mostra caracteristicas
dos glicanos complexos e dos ricos em manose, apresentando ramos com por¢des manosil e
outros com residuos LacNAc (SUN et al., 2012). O hibridol é composto por dois grupos
manosil acoplados a um ramo do nicleo e um LacNAc sialilado acoplado ao outro, enquanto o
hibrido2 possui uma estrutura semelhante, mas sem o cido sialico. O tipo de glicanos com alto
teor de manose apresenta apenas porcdes manosil nos ramos (BIEBERICH, 2014; SUN et al.,
2012).

As pontuacdes de docking de DIyL para N-glicanos complexos demonstraram
resultados semelhantes aos de CaBo (CAVADA et al., 2018b), mas diferentes dos de DLL
(NASCIMENTO et al., 2017), que nao foram afetados pela presenca de &cido sialico (Tabela
4). Para glicanos hibridos, a presenca de acido sialico afetou positivamente a interacéo,
demonstrando um efeito oposto ao observado para os N-glicanos complexos. Esses resultados
foram diferentes dos das analises de docking de CaBo e DLL, em que foi observada uma
diminuicdo pontuacdo na molécula sialilada (Tabela 4) (CAVADA et al., 2018b;
NASCIMENTO et al., 2017). No caso dos N-glicanos ricos em manose, DIyL interagiu mais
favoravelmente com o Man5 do que com o Man3 ou 0 Man9. Esses resultados contrastam com
os de estudos anteriores sobre docking de corpo rigido a partir de estrutura modelada que
demonstraram uma menor afinidade pelo Man5 (PINTO-JUNIOR et al., 2017b). O
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posicionamento diferenciado dos a&tomos e a auséncia de solvatacdo na estrutura modelada s&o
fatores que podem ter gerado essa discrepancia na pontuacdo em relacdo a estrutura
cristalografica. Além disso, neste trabalho foi permitida uma flexibilidade parcial dos residuos
de CRD, enquanto no trabalho anterior a DIyL foi mantida completamente rigida. DIyL teve
um comportamento semelhante ao DLL, pois interagiu menos favoravelmente com 0s N-
glicanos ricos em manose em comparagdo com 0s outros tipos de glicanos, o que é inesperado
para as lectinas com especificidade a manose (CAVADA et al., 2018b) e diferente do
comportamento do CaBo que interagiu mais favoravelmente com esses glicanos
(NASCIMENTO et al., 2017) Assim, embora as lectinas sejam muito semelhantes, as variagdes
observadas demonstram que elas interagem de maneira diferente com diferentes glicanos,
tornando bastante explicito que mesmo pequenas substituicfes de aminoacidos podem afetar a
maneira como essas proteinas interagem com seus ligantes, explicando a diferenca de
intensidade observada em atividades bioldgicas de Diocleinae lectinas (CAVADA et al.,
2018c).

Man9 e Man5 fazem parte da glicosilacdo da gp120 presente no envelope do HIV
e sdo essenciais para a ligacdo do HIV aos receptores da superficie celular, como o CD4 (cluster
de diferenciacdo 4) (QI; JO; IM, 2016; SIROIS et al., 2007). Man5 apresentou a maior
pontuacdo para DIyL, e essa interacdo ja foi comprovada experimentalmente para outras
lectinas de Diocleinae (DAM et al., 1998). Algumas lectinas de leguminosas especificas para
manose foram capazes de inibir a fusdo do virus HIV com células CD4 através da interacéo
com a gp120 (HANSEN et al., 1989). Assim, nossos dados sugerem que o DIyL pode ter a
mesma capacidade de inibir a infeccdo pelo HIV. As pontuacdes de docking indicaram que a
lectina poderia interagir fortemente com todos os glicanos testados (MARQUES et al., 2017,
PINTO-JUNIOR et al., 2017c¢). Portanto, € possivel concluir que os efeitos bioldgicos de DIyL

estdo relacionados a sua capacidade de ligacdo aos N-glicanos.
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4.5 Efeito do DIyL nas células de glioma C6 de rato

Os resultados mostram que DIyL 30-100 pg/mL induziu alteragdes
morfologicas das células de glioma C6 de rato ap6s 6 h de incubacdo (Figura 19). A forma
aderente foi alterada para uma forma esférica em resposta a DIyL. Além disso, foram

observados detritos, que caracterizam a degradacdo da matriz extracelular e a indugcéo de morte

celular.

Figura 19 - O tratamento com DIyL altera a morfologia das células de glioma C6. As células
de glioma C6 foram expostas ao veiculo (HEPES; controle) ou DIyL (10, 30, 50 e 100 pg/mL)
por 3, 6, 12, 24 ou 48 h, seguidas de analise da morfologia celular. As células foram avaliadas
pelo microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U por microscopia optica (10x), e as
imagens sao representativas de trés experimentos independentes realizadas em triplicata. As

barras brancas representam 100 pm.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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DIlyL nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL diminuiu a viabilidade celular apds 24
horas e entre 30-100 ug/mL ap6s 48 horas de tratamento, conforme medido pelo ensaio MTT

(Figura 20), ndo havendo diferencas estatisticas.

Figura 20 - DIyL altera a viabilidade e morfologia celular. As células de glioma C6 foram
expostas ao veiculo (HEPES; controle) ou DIyL (10, 30, 50 ¢ 100 pg/mL) por 24 ou 48 h. (A)
€ uma imagem representativa de quatro experimentos independentes realizados em triplicata,
e mostra a morfologia celular, avaliada por microscopia Optica, em resposta a exposic¢éo a DlyL
(24 e 48 h). As células foram visualizadas por um microscopio invertido NIKON eclipse
T2000-U (10x). (B) mostra a viabilidade celular medida pelo ensaio MTT ap0s tratamento com
DIyL por 24 h e 48 h, respectivamente. Os dados Sdo expressos como uma porcentagem de
controle (considerado 100%), e os valores sdo apresentados como média + EPM de quatro
experimentos independentes realizados em triplicata. **** p <0,0001, em comparacdo ao

controle.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Com base nesses achados, também foi avaliado a capacidade de DIyL de alterar os
niveis de ERO, o potencial da membrana mitocondrial e a capacidade de ativar a caspase-3. Os
resultados mostram que o DIyL 30-100 pg/mL causou uma redugao no nivel de ERO apés 6 h
de incubacdo sem alterac6es no potencial da membrana mitocondrial (Figura 21).
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Figura 21 - DIyL altera o nivel de ERO, mas ndo modificou o potencial da membrana
mitocondrial. As células de glioma C6 foram expostas (3 e 6 h) ao veiculo (HEPES; controle)
ou DIyL (10, 30, 50 e 100 ug/mL). (A) e (B) mostram niveis de ERO avaliados pelo corante
fluorescente di-hidrorodamina (DCF-DA) apds 3 e 6 h de tratamento, respectivamente. (C) e
(D) mostram o potencial mitocondrial avaliado por sonda fluorescente de éster etilico (TMRE)
apos 3 e 6 h de tratamento, respectivamente. Os dados Sa0 expressos como uma porcentagem
de controle e os valores sdo apresentados como média £+ EPM de quatro experimentos

independentes realizados em triplicatas. * p <0,05 e ** p <0,01.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Além disso, DIyL a 50 ¢ 100 ug/mL (6 h) promoveram leve ativagdo da caspase-3
(Figura 22), em comparagao ao controle positivo, estaurosporina (1 uM). Para detectar a ruptura
da membrana celular em resposta ao tratamento com lectina, foi realizado o ensaio de iodeto de
propidio (IP) apds 24 e 48 h de incubagdo. Observou-se um aumento significativo da marcagéo
de IP em DIlyL 100 pug/mL apds 24 h de incubagdo (Figura 23), enquanto apos 48 h de
incubagdo, DIyL 30, 50 e 100 pg/mL poderia aumentar a marcagao de IP em comparagéo ao
controle (Figura 23B). Estes resultados indicam que a morte celular com lesdo de membrana se

aproxima de 40% do total de células e que aparece ap6s um longo periodo de incubacéo.
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Figura 22 - DIyL ativa Caspase-3. As células de glioma C6 foram expostas ao veiculo ou DIyL
(10, 30, 50 ¢ 100 ug/mL) por 6 h, seguidas pela medicdo da atividade da Caspase 3. O grafico
demonstra a atividade da Caspase 3 ap0s 6 h de tratamento com veiculo (NC) ou DIyL. O
controle positivo (PC) foi realizado com estaurosporina (2 pg/mL). Os dados sdo expressos
como uma porcentagem de controle e os valores sdo apresentados como média £ EPM de trés
experimentos independentes. *** p <0,001 e **** p <0,0001, em comparacédo ao controle.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 23 - DIyL induz lesdo na membrana celular do glioma C6. As células de glioma C6
foram incubadas com veiculo (controle) ou DIyL (10, 30, 50 e 100 pg/mL) por 24 h ou 48 h.
As células foram coradas com Hoechst e iodeto de propidio (IP). Posteriormente, as células
foram visualizadas por um microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U (10x). A figura
mostra uma imagem representativa e quantificacdo da coloragédo de IP por 24 h (A) e 48 h (B)
apos o tratamento. As imagens sdo representativas de quatro experimentos independentes
realizados em triplicata. A quantificacdo foi expressa como uma porcentagem da fluorescéncia
IP/Hoechst, e os valores sdo apresentados como média £ EPM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicatas. ** p <0,01 *** p <0,001 ou **** p <0,0001, em

comparagéo ao controle.
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A possivel mediacdo de processos autofagicos por DIyL também foi avaliada
usando o ensaio de laranja de acridina. Os resultados mostraram um aumento robusto,
aproximando-se de 90%, das organelas vesiculares acidas (OVAs) em resposta ao DIyL a 50 e
100 pg/mL e cerca de 50% em resposta ao DIyL a 30 pg/mL ap6s 24 h de incubagdo (Figura
24). No entanto, apos 48 horas de tratamento, o efeito de DIyL 30 pg/mL foi mais proeminente
(cerca de 80% dos OVAs) quando comparado ao de 50 e 100 pg/mL, o que induziu um aumento
no OVA aproximando-se de 40 e 20%, respectivamente (Figura 24B). Finalmente, também foi
avaliada a capacidade do DIyL de afetar a migragéo celular. Nossos dados mostram que o DIyL
de 30 a 100 ug/mL inibiu a migragdo de células C6 em até 90% em comparagédo ao controle
(Figure 25).
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Figura 22 - DIyL melhora a deteccdo de organelas vesiculares acidas (OVAs) em células de
glioma C6. A figura mostra imagens representativas e quantificagdo da coloragdo com laranja
de acridina das células de glioma C6 apds incubacdo com veiculo (controle) ou DIyL (10, 30,
50 e 100 pg/mL) por 24 h (A) ¢ 48 h (B). Cromatina (CR) e organelas da vesicula &cida (OVA)
foram identificadas como coloracdo verde e vermelha, respectivamente. As células positivas
para OVA (vermelhas) representam autofagia, e a sobreposicdo de OVA e CR é apresentada
como CR + OVA. As células foram visualizadas por um microscopio invertido NIKON eclipse
T2000-U (ampliacdo de 10x). A quantificacdo foi expressa como uma porcentagem de
OVAICR, e os valores sdo apresentados como média + EPM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicado. *** p <0,001 ou **** p <0,0001, em comparagao ao
controle.
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Figura 23 - Efeito inibitorio do DIyL na migracdo celular de glioma C6. As células foram
plagueadas em uma placa de 48 pogos na concentragdo de 1,5 x 10* células por pogo e cultivadas
por 24 h a 37 °C e 5% de CO.. Posteriormente, 0 meio de cultura foi descartado e uma ferida
foi introduzida raspando as camadas celulares confluentes com uma ponta de pipeta P200,
seguida de lavagem com PBS. Posteriormente, DMEM isento de soro contendo veiculo
(controle) ou DIyL (10, 30, 50 ou 100 ug/mL) foi adicionado e as células foram mantidas nessas
condicdes por 48 h. As imagens foram adquiridas por um microscépio invertido NIKON eclipse
T2000-U (ampliacéo de 5x) nos periodos de 0, 24 e 48 h ap0s os tratamentos. As linhas definem
a area sem células. O gréfico mostra a magnitude da inibigdo da migracéo celular por DIyL.
Para quantificacdo, a ferida foi medida (distancia em mm entre as bordas) em cada momento e
o0 valor expresso € uma porcentagem do fechamento total (100%). As barras representam 200
pm. Os valores sdo expressos como média = EPM de quatro experiéncias independentes

realizadas em triplicado. **** p <0,0001, em comparacao ao controle.
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Vaérios estudos sugeriram as lectinas vegetais como moléculas bioldgicas capazes
de induzir a morte de células tumorais via modulagdo de vias apoptoticas e (FU et al., 2011,
JIANG et al., 2015; LIU et al., 2013). Foi relatado que a lectina Concanavalina A (ConA) que
possui especificidade a manose/glicose desencadeia autofagia em células de hepatoma, bem
como apoptose mediada por mitocondrias em células de melanoma e células de carcinoma
hepatocelular humano (CHANG et al., 2007; FU et al., 2011; JIANG et al., 2015; LIU et al.,
2013).

A ConA também foi capaz de induzir a autofagia em células de glioma U87 humano
por um mecanismo envolvendo JAK2/STAT3, metaloproteinase de matriz tipo 1 de membrana
(MT1-MMP) e inducdo de BNIP3 (CHANG et al., 2007; PRATT; ANNABI, 2014; PRATT;
ROY; ANNABI, 2012). Além disso, sugeriu-se que a lectina de ligacdo a manose (MBL), uma
lectina de mamifero dependente de Ca?* e especifica para manose e N-acetilglucosamina, que
exibe um biomarcador e potencial terapéutico para muitas doengas humanas (SINGH et al.,
2016b), possui atividade inibidora de crescimento contra células de carcinoma colorretal
humano (MA et al., 1999) e capacidade de ligar células de glioma e promover a ativacédo do
complemento (FUJITA et al., 1995).

Em estudos anteriores, foi demonstrado que as lectinas de leguminosas de ligacao
a glicose/manose, incluindo ConV (purificado de Canavalia virosa), CaBo (purificado de
Canavalia bonariensis) e DLL (purificado de Dioclea lasiocarpa), sdo capazes de alterar a
morfologia celular, inibindo a migracdo celular, induzindo autofagia e provocando morte
celular de glioma com diferentes perfis e poténcia (CAVADA et al., 2018b; NASCIMENTO et
al., 2017; OSTERNE et al., 2017). Portanto, é interessante notar que a capacidade do DIyL de
ativar a Caspase 3, por exemplo, ndo atingiu a intensidade da DLL (NASCIMENTO et al.,
2017), indicando, novamente, que pequenas diferencas estruturais podem desencadear
diferentes graus de poténcia em relacdo a inducéo de apoptose em células de glioma (CAVADA
et al., 2018c).

A autofagia € um processo catabolico evolutivamente conservado pelo qual proteinas
e organelas danificadas sdo encapsuladas no autofagossomo de membrana dupla e degradadas
no lisossomo no contexto de uma série altamente orquestrada de eventos moleculares. No
entanto, em contraste com o papel protetor das células fisiologicas da autofagia, papéis
conflitantes foram relatados para esse processo no cancer (HAMBRIGHT; GHOSH, 2017).
Portanto, a autofagia € um mecanismo complexo que pode produzir morte ou sobrevivéncia
celular (PRATT; ANNABI, 2014; PRATT; ROY; ANNABI, 2012; REDMANN; DARLEY -
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USMAR; ZHANG, 2016). No presente estudo, DIyL 30-100 pg/mL pode provocar autofagia
intensa apds 24 h de incubagdo. De fato, esse efeito nas células de glioblastoma foi encontrado
em resposta a outras lectinas de leguminosas, como ConV, CaBo e ConA, nessa faixa de
concentracdo (CAVADA et al., 2018b; OSTERNE et al., 2017; PRATT; ANNABI, 2014;
PRATT; ROY; ANNABI, 2012), e no caso da DLL, também na concentragdo de 10 pg/mL
(NASCIMENTO et al., 2017). Ap6s 48 h de tratamento, é digno de nota que o marcador
autofagico (OVA) ndo é tao evidente, enquanto uma diminuigdo robusta na viabilidade celular
e 0 aparecimento de rompimento da membrana celular (aumento de 20-40% na marcacédo de
IP) foram claramente detectados. No entanto, o efeito sobre a ruptura da membrana foi
relativamente menor comparado ao tratamento de células C6 por 48 h com DLL ou ConV, no
qual foi observado um aumento de 40 a 90% na marcacgéo de IP (NASCIMENTO et al., 2017
OSTERNE et al., 2017). O papel da ERO e da autofagia na sobrevivéncia ou morte de células
cancerigenas sdo elementos-chave para estratégias de tratamento (HAMBRIGHT; GHOSH,
2017; WALTON, 2016). Nossos dados mostraram que o DIyL (30-100 pg/mL) induziu uma
diminuicdo no nivel de ERO ap06s 6 h de incubacdo. Embora ndo tenhamos explorado mais esse
mecanismo, podemos especular que ele possa estar associado a uma autofagia precoce induzida
por lectina, o que poderia diminuir a geracdo ERO basal de células de glioma C6. No entanto,
esse aspecto esta fora do escopo do presente artigo e sera abordado em estudos futuros.

Por meio do ensaio de migragdo celular (Figura 25), DIyL (30-100 pg/mL)
demonstrou retardar a proliferacdo/migracdo celular as 24 e 48 h. Note-se que esse efeito
concorda com as alteraces morfolégicas que ocorrem no mesmo momento e faixa de
concentracdo. Além disso, é importante destacar que essa acéo inibitéria do DIyL na migracao
celular foi mais intensa do que a encontrada em resposta ao CaBo e ConV (CAVADA et al.,
2018b; OSTERNE et al., 2017; WILDBURGER et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

Este trabalho relatou a estrutura tridimensional da lectina de sementes de Dioclea
lasiophylla, denominada DIyL. DIyL mostrou-se estruturalmente semelhante a outras lectinas
de Diocleinae, no entanto, diferentes residuos de aminoacidos impactam diferencialmente sua
interacdo com ligantes e a estabilizagdo da estrutura quaternéria de proteinas. Esses aspectos
foram abordados no trabalho e diretamente relacionados as diferencas observadas na analise in
silico das interac6es com os N-glicanos, bem como ao potencial efeito citotoxico demonstrado
pelas lectinas de Diocleinae. Portanto, os achados apoiam o potencial antitumoral e antiglioma
das lectinas de leguminosas da subtribo Diocleinae, sugerindo que mesmo pequenas diferencas
estruturais entre as lectinas podem alterar sua poténcia respectiva na mediacdo de autofagia e

apoptose celular, o que é importante para o desenvolvimento de terapias antitumorais.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Lectins are a class of carbohydrate-binding proteins or glycoproteins with diverse specificities and functions. The
Received 31 October 2017 determination and characterization of the three-dimensional structures of these proteins are keys to understand-
Received in revised form 28 February 2018 ing their biological effects, Recent studies have explored the anticancer potential of Diocleinae lectins (from

Accepted 16 March 2018

Avallable ouline 17 Mark 2018 Leguminoseae family), evaluating their antiproliferative effect and their ability to induce glioma cell death via ap-

optosis and autophagy. In this work, the three-dimensional structure of Dieclea lasiophylia seed lectin (DlyL)
complexed with Xman (5-bromo-6-chloro-3-indolyl-ce-p-mannopyranoside ) was determined by X-ray crystal-

Keywords:

DiyL. lography. Moreover, interactions with relevant N-glycans were evaluated by molecular docking. DiyL presented
Crystal structure the jellyroll motif, and both metal binding site (MBS) and carbohydrate-recognition domain (CRD) were deter-
Glioma mined and characterized. Molecular docking simulations indicated that DlyL interacts favorably with N-glycans,

especially those of the complex and hybnid types, unlike previously studied Diocleinae lectins, DiyL also showed
antitumor potential against rat C6 glioma cells impairing cell migration, inducing autophagy and cell death via
activation of caspase 3. These results indicate that small structural differences among Diocleinae lectins can, in
turn, result in differential modulation of autophagy and cell apoptosis processes.

© 2018 Elsevier BV, All rights reserved.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Lectins are proteins that can bind speafically and reversibly to carbohydrates. This capacity gives lectins multiple
Received 22 March 2019 biological roles and biotechnological applications. Although lectins can be found in all organisms, plant lectins,
Received in revised form 16 May 2019 especially legume lectins, are undoubtedly the most thoroughly studied. Among legume lectins, the lectin from
Accepted 16 May 2019 Canavalia ensiformis (ConA) and Canavalia brasiliensis (ConBr), both from Diocleinae subtribe, are two of the

Avaiabic onfioe 18 May 2019 most well-known lectins, It has been 100 years since the first report of ConA and 40 years since the first report

of ConBr, making 2019 an important year for lectinology. Structural data of these lectins in combination with bi-

: =
Ledtin ological activity tests clearly indicate that even a small shift in amino acid sequence can affect the tertiary and
Canavalia quaternary structures, consequently affecting the biological activity of these proteins. It is in this context that
Structure the present paper aims to review the structural data of ConA and ConBr, focusing on the primary structure, crys-

tallography, tertiary and quaternary structures of these lectins, as well as their binding sites. This paper also ex-
pands the structural data by employing molecular dynamics to evaluate carbohydrate-binding properties and
structural stability. It is anticipated that these data will increase knowledge about the structure-function relation-
ships of these proteins.

© 2019 Elsevier BV. All rights reserved.
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Abstract: Lecting are defined as proteins or glycoproteins capable of specific and reversible binding to
ARTICLE HISTORY rmt_uh}'dratc_:s. _Insidc_ lh_[s group of pmtei_ns, the m_ost _well—smdieﬂ lectins beloug_to the L_cgumlnosau
o i family, and inside this family, the Diocleinae subiribe includes the maost characterized lectin Concana-

valin A (ConA), as well as ConBr, the lectin from Camaverlic Brosiliensis, the subject of this review.
Since 1979, several studies have been published in the literature regarding this lectin, from its isolation
and characterization o its several biological activities. This year. 2019, will mark 40 years since re-
searchers have begun to study ConBr and 100 years since the discovery of ConA. making 20019 a mo-
Do mentous year for lectinology, Owing to the abundance of swdies involving ConBr, this review will
focus on ConBr's purification, physicochemical properties, functional and structural analyses, biologi=
cal activities and biotechnological applications. This will give researchers a broad glimpse into the
CrassMark potential of this lectin, as well as it characteristics, as we look ahead 1o its expanding applications in
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Abstract: Lectins are a widely studied group of proteins capable of specific and reversible binding
to carbohydrates. Undoubtedly, the best characterized are those extracted from plants of the
Leguminosae family. Inside this group of proteins, those from the Diocleinae subtribe have attracted
attention, in particular Concanavalin A (ConA), the best-studied lectin of the group. Diocleinae
lectins, also called ConA-like lectins, present a high similarity of sequence and three-dimensional
structure and are known to present inflammatory, vasoactive, antibiotic, immunomodulatory and
antitumor activities, among others. This high similarity of lectins inside the ConA-like group makes
it possible to use them to study structure /biological activity relationships by the variability of both
carbohydrate specificity and biological activities results. It is in this context the following review aims
to summarize the most recent data on the biochemical and structural properties, as well as biological
activities, of ConA-like lectins and the use of these lectins as models to study structure/ biological
activity relationships.

Keywords: lectins; ConA-like; diocleinae subtribe; structure; biological activities
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Homology modeling, molecular docking, and dynamics of two
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Abstract

The Arachis genus belongs to the Dalbergieae tribe, a group of plants that show promising potential novel lectins. Three lectins of
the well-known Arachis hypogaea have already been purified, while lectins from related species are still unknown. Genomes of
two closely related species. Arachis duranensis and Arachis ipaensis, were recently sequenced. Therefore, this study aimed to
establish the three-dimensional structure of Arachis duranensis lectin (ADL) and Arachis ipaensis lectin (AIL) by homology
maodeling, test their activity against mannosides, and perform molecular dynamics (MD) simulations on these two proteins, both
unligated and interacting with mannose or c-methyl-D-mannoside. The fold obtained for the molecular models agrees with data
obtained from previous leguminous lectins, showing a conserved jelly roll motif. Docking scores indicate that these lectins have
different theoretical binding energy with monosaccharides, disaccharides, and high-mannose glycans. MD simulations revealed
that these proteins are oi-methyl-D-mannoside-specific, having less stable interactions with mannose. This study thus serves as a
guide for further research on lectins of the Arachis genus.

Keywords Arachis lectins - Molecular dynamics - Homology modeling



101

ANEXO F - CAPA DO ARTIGO 6

International Journal of Biological Macromolecules

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ijbiomac

Contents lists available at ScienceDirect

Biological
Macromolecules

Structural analysis, molecular docking and molecular dynamics of an
edematogenic lectin from Centrolobium microchaete seeds

n

Antonio Hadson Bastos Neco #, Vanir Reis Pinto-Junior *, David Alencar Araripe ¢, Mayara Queiroz Santiago *,
Vinicius Jose Silva Osterne ?, Claudia Figueiredo Lossio *, Clareane Avelino Simplicio Nobre ?,

Messias Vital Oliveira ¢, Mayara Torquato Lima Silva ¢, Maria Gleiciane Queiroz Martins “,

Joao Batista Cajazeiras ®, Gabriela Fernandes Oliveira Marques <, Diego Rabelo Costa?,

Kyria Santiago Nascimento ?, Ana Maria Sampaio Assreuy "“*, Benildo Sousa Cavada **

2 Universidade Federal do Ceara (URC), Fortaleza, Cearo, Brazil
® Instituto Superior de Teologia Aplicada (INTA), Sobral, Ceara, Brazil
© Universidode Estadual do Ceara {UECE), Fortaleza, Ceara, Brazil

ARTICLE INFO
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Available online 24 May 2018

Keywords:
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Structure
Molecular dynamics
Inflammatory

ABSTRACT

Lectins represent a class of proteins or glycoproteins capable of reversibly binding to carbohydrates. Seed lecting
from the Dalbergieae tribe (Leguminosae ) have structural variability, carbohydrate speaficity, and biological ef-
fects, such as inflammation, vasorelaxation and cancer antigen binding. To comprehensively address these fac-
tors, the present work aimed to establish and characterize the three-dimensional structure of Centrolobium
microchaete lectin (CML) by homology modeling, investigate protein-carbohydrate interactions and evaluate
its inflammatory effect on mice. Molecular docking was performed to analyze interactions of the lectin with
monosaccharides, disaccharides and N-glycans. Two dimannosides, methyl mannose-1,3-a-D-mannose
(MDM) and m, 1,3-c¢-D-m (M13), were used in molecular dynamics (MD) simulations to study
the behavior of the carbohydrate-recognition domain {CRD) over time. Results showed an expanded domain
within which hydrophobic interactions with the methyl group in the MDM molecule were established, thus re-
vealing novel interactions for mannose-specific Dalbergieae lectins. To examine its biological activities, CML was
purified in a single step by affinity chromatography on Sepharose-mannose matrix. The lectin demonstrated in-
flammatory response in the paw edema model and stimulated leukocyte migration to the animal peritoneal cav-
ities, an effect elicited by CRD. For the first time, this work reports the molecular dynamics of a lectin from the
Dalbergieae tribe,

© 2018 Elsevier BV, All rights reserved.
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ABSTRACT

Article histary.

Recavved 28 fuly 2007

Recefved in reviged form 29 Augast 2017
Agoepied 30 Augus 2017

Available poline oo

Feyaards

nFELa

Crystal strocture
Mrcicaption

A natiwe lectin [(nPELA) purithed from seeds of the species Parvpadium elegans, Dalbergieae ribe. was
crystallized and structurally characterized by S=ray diffraction crvstallography and hininformatics toals,

Thee abtained crystals diffracted t 164 resolution, and nFELa structure were splved through molecular

(ORI simnilar teather Dalbergizae tribe becting, such as PAL (] Frerocarpus engolensis) and CTL (Centrofohium
romentedion ). Molecular docking analysis indicated high affinity af this lectin for different mannosides,
matily trimannosides, Farmed by a=13 or a=1,6 glyoadidic band, a3 evidenced by the ablained seares.
In addition, malecular dynamics simulations were performed to demonstrane the structural behavior
of nPELa in aqueous solution. In solution. nPELy was highly stable, and structural modifications in its
carhuhydrate recognition site allowesd interaction betwesn the bectin and the different ligands. Different
modificatians were oheerved during simulations for each ane of the glycans, which included different
Iydiogen Donds and Bydroplaobic imteracions trough cdanges in the relevant residees. In addition,
mPELa was evaluated for its nociceptive activity in mice and was reparted to be the first lsctin of the
Dalbergieae tribe to show CRD-dependent hypermociceptive activite

0 27 Elsevier Y. All rights reserved.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Arvicle Ristony Cabo is a mannase/glucosssspecific lectin purified from seeds af Canevalio bonariepsic In the present
Received 28 fune 2007 . wark, we repart the CaBo crystal structure determined (o atomic resolutson i the presence of X=tman, a
Recetved in revieed farm 18 July 2007 specific ligand. Similar to the struectural characteristics af other legume lecting, CaBa presented the jellyrall

Accepred 3 Augus 20017

Availabie celine 10 August 2017 mutif, ametal binding sste occupéed by calcium and manganese sons close to the carbohydraterecognition

dapsain (CEDY. In aitre Lesl of CaBo cyvledaxdcily againi glioansa cells demaistraled i1s ability 1o decnease
the cellular wiahility and migration by incuction of autophagy and oell death, Molecular docking simius

Keywards: 1 | N
,::‘:u : lattons corroborate previous daa indicating that the fectin's biologecal actiwithes acour mostly through
5“'__;".‘ interactions with glycoproteing since the lectin interacted favarably with several Neglycans, especially

thase of the high-manmose type, Together, these results suggest that CaBo interacts with glycosylated
cell targels and elicits & remarkable antiglicona 0tvity.

Crystal strocture

0 2007 Flsevier BV, All mghts reserved,
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Eiochimae 140 {2017) 54—635

Contants lists avallable at SclenceDiract

Biochimie

journal homepage: www.elsevier.com/locate/biochi

Research paper

Contribution of the carbohydrate-binding ahility of Vatairea guianensis @Crmm
lectin to induce edematogenic activity

Gabriela FO. Marques ™, Vinicius |.5. Osterne ™, Livia M. Almeida *,

Messias V. Oliveira ™ #, Luiz A.C. Brizeno ?, Vanir R. Pinto-Junior ®, Mayara Q. Santiago °,
Antonio H.B. Neco ", Mario RL Mota ©, Luiz A.G. Souza *, Kyria 5. Mascimento °,

Alana F Pires *, Benildo 5. Cavada ™ °, Ana M.S. Assreuy ="'

* stiture of Blomedical Soences, Snote Undversity of Ceord, Av Poranjana, 1700, 60740-000, Fortoleza, CF, Srani

¥ Department of Blachemmistry and Molrculer Blalsgy, Federal Uriversity of Caand, My, Hull g Bullding 907, 60445-970, Forsalesa, CE, Brazil

= Depurtment of Denstal (hinre, Dvvsion of Ol Paibslogy. Federal University of Crari K Alesendre Barotinn, 349, £0433- 1600 Forfnless, OF, Brani
4 furiiwto Noconal de Pesquisns do Amazanio « (NP, Monous, Amozonas, Breeil

ARTICLE I NFQO ABSTREACT
Article history: Vaimirea guianensis lectin [(VGL), Dalbergiae tribe, is a M-acerylgalactosamine {GalMAC) Galactose [Gal]
Heceived 23 March 2017 lectin previously purified and characterioed. In this work, we repart its strictural features, obtained from

Accepred 9 [une 2007

N L . hininformancs mols, and its inflammatory effect. chtained from a rat paw edema model The WEL miode]
Available online 86 June 1007

wiad olvtained by homolegy with the lactin of Vargires mocrecarpa (VML) a3 template, and we wsed i o
dempastrate the comman characteristics of legume lecting, such as the jellyrall matif and presence of a

Kegmarde: metal-binding site in the vicinity of the carbofydrase—ecognition domain [CRD. Frotein-ligand docking
Wiraires guisnehisls B & & -y . - . ) iyl 3

an revealed favarable intersctions with N-aceryl=oegalaciosantine, pegalactose and related sugars as well a
[r—— maodeling seweral hiologically relevant M- and Ow=glvcans, Inoweo testing of paw edema rewealed that VGL induces
Malecular docking edematogenic effect involving prostaglandins, interleuking and WGL CED. Taken together. these data
IMlamenatios cormabarale wilth previous reporls showing that VOL inleracts with Me and)or Oeglycans of molscular

rargess, particularly in those presenting galactosides in their strucmire. contribusing to the lectin in=

flammatory elfect
& HNT Elsevier BV, and Société Frangaise de Binchimis =t Binlogie Moléculaire (SFEEM). Al rights
reserved,
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Archiwes of Baschemisiry and Biophysics 630 (2017) I7=5%7
Contents lists available at Sciencalirect - "|| 11
g ) 5 5 B s iy
Archives of Biochemistry and Biophysics - "*_;
journal homepage: www.elsevier.com/locate/vabhbi

Crystal structure of Pisum arvense seed lectin (PAL) and @ N
characterization of its interaction with carbohydrates by
molecular docking and dynamics
Vanir Reis Pinto-Junior *, Mayara Queiroz Santiago *, Camila Bezerra Nobre ",
Vinicius Jose Silva Osterne °, Rodrigo Bainy Leal ©, Joao Batista Cajazeiras ”,
Claudia Figueiredo Lossio *, Bruno Anderson Matias Rocha ™,
Maria Gleiciane Queiroz Martins °, Clareane Aveline Simplicio Mobre #,
Mayara Torgquato Lima Silva *, Kyria Santiago Nascimento ™7, Benildo Sousa Cavada =
| Universidode Federa! do Cegrn (UFCH Fortelezo, Cearn Erasmd
* Faruidade de Medvcing Extdria ale fuareirs do Narte [FM]), fwaretns do Norte, Deang, Srani
* Uniwrsidode Srderal de Sanra Cmaring [WFRC), Flerfandpolis, Sanre Cararing, Brasi!
4 Instituie Superior de Teologio Aplicodu {INTA), Sobmal Cearm, Brasil
ARTICLE I NFOQ ABSTREACT
Article fistary The Fisum areense lectin [FALY a legume protein belonging to the Vicieae tribe, is capahle of specific
Received 25 May 2017 recognitson ol mannose, glecose and its derivatives without altering its structure. o Uhis work, the lrees
Received (n revised focm dimensional structure of PAL was determined by Xeray crystallography and stuclied in detail by a come
li_]"':[e'zﬂﬂj Iy 2017 binatian of molecular docking and molecular dymamecs (MDY Crystals belonging to monoclinkc space
m..jl:h.e unh::& '-‘:I'f api7 group Py were grown by the vapor dilfusion method 21 753 K. The structure was solved al 216 A and

: ; wais similar to that of other Vicieas lectins. The structure presented B oge anid R of 1704% and 22 085,
— respectively, with all acceprable geometric parameters. Molecular docking was performed 1o analyee
P_?I_“ s interactions of the lectin with monosaccharides, disaccharides and high=mannose Meglycans, PAL
,.I.'E h demonsrated different affinities om carhbohydrates. depending on hond orientation and ghyoogidic link-
Vigipae age prezent in lgands. Furthermore, the lectin interacted with representative Neglycans in 4 mannes
Crystal sinactune ronsistent with the biclogical effects described for Viciear lecting, Carhohydratesrecognition domain
Molecular docking {CRIY) in=depth analysis was performed by MD, describing the behavior of CRI resadues in complex with

Metecalar dynamis ligand, scablity, Aexibdlity of the protein aver fme, CRD voliime and topology. This is a frst répart al its
kind for a lectin of the Vicieas tribe

& 2017 Elsewier Inc. All nghts reserved.
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tiomal joursal of Biologica Macremolecales 105 (2017) 272=150

Cantents lists availlable at ScienceDirect

International Journal of Biological Macromolecules

journal homepage: www.elsevier.com/locatelijbiomac

Lectin from Canavalia villosa seeds: A glucose/mannose-specific @mm
protein and a new tool for inflammation studies

Claudia F. Lossio®, Cleane G, Moreira®, Renata M.F. Amorim”, Clareane 5, Nobre?,
Mayara T.L. 5ilva®, Cornevile C, Neto®, Vanir R. Pinto-Junior?, lvanice B, Silva®,
Julia Campos®, Ana Maria 5. Assreuy ™, Benildo 5. Cavada®™~, Kyria 5. Nascimento™*

# Lohorapdrio de MoMonfas Biologiommente Afiver (Biomokelab | Deporiomenio d= Bioguimics e Bologio Moleculer, Universidode Federal do Ceard,
Fortaler, OF, Brani

¥ [aboraddria de Frio-Farmacelogis da Infarmapde [LAFFIND, Instineto de Ofacios Biassddions, Daiversidads Eefadual do Cennd, Fertalem. OF, Brazil
 Cenire de Tecnolagins Extrofégions do Nordeste [(CETENE] Racife, ML Brasi!

ARTICLE INFO ABSTRACT

Articie ksfary, With important carbohwdrate binding properties, lecting are proteins able o decipher the glvoocode, and
Received 26 May 2017 . as such, they can be used in bioassays involving celb-cell communication. protein targeting. inflammaton,
Meceivedd in revised form 6 fuly 2017 and hy permsceeplion, among olhers. i this study, 2 new glucose/mannose=specilic lectin from Canavalia

Acceqted & July 2017

1 el i 3 P 3 ' gl
Avadlabile onlise 8 Jaly 7017 villpsa seeds (Cvill) was isolated by a single affinity chromatography step in a Sephadex™ §-50 column,

with & purification yield af 19.35mg of lectin per gram of powdered seed. Analyiis of intact protein
by miass spectrametry showed the lectin is composed of three palypepticde chaing including a 256kl

:-mmu!!;-”"u;! o chain, 12.9KDa ﬂ amd 126 Kl & [ragments. similar o the profile of ConA-like glucose/mannose—
Imllammatian spedfic leclins. Partial sequence of the protein was oblained by M3=MALD] TOFTOF covering 41.7% of
Lectin its primiary structure. Cwill presented sugar specificity to p-glucnse, a—methyi-p-mannnside, p-mannnse,
Mlass speciromeiny and glvcoproteins fetuin and ovoalbumin. The lectin characterization showed that Cvill presents high

stability within a broad range of pH and temperature, also showing average toxicity against Artemig nou
it The prodnflammanory effect af Cuill was obeerved by induction of paw edema and hypernocicepsion
in mice, witls tlee participation ol the carbohydrare binding site, showing its potential o be used a5 ool
in inflammation stuclies

& 20T Ellgevier B, All rights reserved.
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Bigchdmmie 135 (2017) 136136

Contants lists avallable at Sclenceliract

Biochimie

journal homepage: www.elsevier.com/locate/biochi

Research paper

Molecular modeling, docking and dynamics simulations of the Dioclea @amm
lasiophylla Mart. Ex Benth seed lectin: An edematogenic and
hypernociceptive protein

Vanir Reis Pinto-Junior *, Vinicius Jose Silva Osterne *, Mayara Queiroz Santiago °,
Claudia Figueiredo Lossio *, Celso Shiniti Nagano *, Cinfia Renata Costa Rocha ”,
Jessica Catarine Frutuoso Mascimento P Francisco Lucas Faustino Nascimento ©,
Ivanice Bezerra Silva 7, Antonia Simoni Oliveira ?, Jorge Luis Almeida Correia ™,
Rodrigo Bainy Leal ¥, Ana Maria Sampaio Assreuy °, Benildo Sousa Cavada ™,
Kyria Santiago Mascimento ™™

® Liniversidede Federal do Ceard (UECL Fortoless, Ceord Broni

¥ iniversidode Federal de Pernambucs (LFPEN, Recife, Permombacn, Brand!

* Uehveraidade Edtadual do Ceard [LWECE]L Ferraless, Ceard Brasil

# Uniwersidode Fedlered ale Sunta Cotaring [LPEC), Flerandpolis, Santa Cofarinn, Bresil

ARTICLE INFOQ ABSTRACT
Astiche hisrary Lectins are proteins, or glvcoproteins, capable of reversibly bmding to spectfic mono- ar aligosacchandes
Received 10 January 2007 wia 4 nopcatalytic damain. The Diocleinae subtribe presents lecting with eh stroctural simélarity, bt

Accepted 9 Febosany 2007

different effects based on baological activity assays. Thiz wariability results from smiall structural differ=
Availahle onding 11 Felwmuary 3017

ences. Therefore, in this context. the present study almed to perform a structural analysis of the lectin
o Dvackea lasiopfoelin Marl ex Benth seeds [DIyL] and evaluate its inflammatory elfect. To accomplish
Keywards: this, Diyl. was purified in a single step by affinity chromatography on Sephadex™ G=50 matrx, Dyl

5I.:llllll'.ur primary structure was deterrmaned through a combinacion of tandem mass specmormeiry and DA
Rhalecibic dyRinics sequencing, Dyl showed high similarity with other species ffom the same genus, [t theoretical threes=
Imflammnatery dimensional structure was predicted by homology madelling. and the protein was subjected to ligand
Hypemmasireptive screening with moposaccharides, oligosaocharides and complex Neglycans by molecular docking Stam

hillity and hinding of the lectin with gemethyeosmannosicde were assessed by molecuelar dynarmics, [yl
showed acute inflammatory response with hypernocicepiive effect in the paw edema madel. possibly by

inleraction with glycand present al the cell surface.
& 2T Elsewier BY, and Société Frangaise de Binchimie of Biologie Moléculaire [SFBEM) Al rights
reserved.
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Imtermaticeal journal of Balogical Macromalecdes 102 (2017) 12 5=d 10

Contants |ists available at Scencelirect

International Journal of Biological Macromolecules

! journal homepage: www.elsevier.com/locatel/ijhiomac

Partial characterization and immobilization in CNBr-activated
Sepharose of a native lectin from Platypodium elegans seeds (PELa) and
comparative study of edematogenic effect with the recombinant form

David Alencar Araripe*, Vanir Reis Pinto-Junior®, Antonio Hadson Bastos Neco®,
Mayara Queiroz Santiago*, Vinicius Jose Silva Osterne*, Alana Freitas Pires®,

Claudia Figueiredo Lossio®, Maria Gleiciane Queiroz Martins®,

Jorge Luiz Almeida Correia®, Raquel Guimaraes Benevides®, Rodrigo Bainy Leal®,

Ana Maria Sampaio Assreuy ", Kyria Santiago Nascimento**, Benildo Sousa Cavada®”
A Unrversidude Federa! do Ceard JUFCL Fortolese, Jrard, Brasd

' Untversidede Extndunl do Ceard (LECE), Forpslern, Ceard, Bronl

* Universidode Esradued de Frira de Seefono (IEFSL Feira de Seamna, Babds, Brazil
1 Universidade Federal de Santn Cearing (UFSC) Moriendgels, Santa Cetaring, Frazif

@) oo

ARTICLE INFO ABRBSTRALCT

Arriche Ristory The lectin from Foetypodium elegons s=eds (PELa) was purified by affinity chromatography in a mannoses
Rieceived 23 Navember 2016 agarose columin, The lectin agglusinated rabbit ervthrocytes and the agglutinating efect was inhibited by
Recerved in revised forne 30 March 2017 previcus incubaton with the glycoprotein Petuin, slong witly Neadety l=Degliecosamine, Damannose and

Accepted 31 March 2017
Avallabde crdine 2 April 2017

its detivatives. The leciin maintained complete activity in temperatures ranging from 40 to 60 °C and pH
values ranging from 9 to 10 As 2 glycoprotein, FELa has a carbohydrate content of 2 2%, and 115 activ-
ity requires divalent cations such as Ca® and Mn®™. Based an SDE-PAGE, PELa displays a profile sirmilar

E:}:w'h to that of other Dalberpear lecting with the main chain of molecular mass around 30 ke and two sub=
1mrmckiilizatioa units of 19 k0a and 10 k0 each. Two-dimensional | 20) elecrophoresis revealed the presence of isoforms
Ilamenation with different isoelectric points, and high=performance size exclusion chromategraphy [ HFSEC) was per=

formed to confirm the purity of the sample. The bectin was immobilized in CWBr=activated Sepharose 4 B
and successlully captured Teguin in solution, demonsirating that this lectin remaing sctive and capable
af kinding carbahydrates. PELa showed affects different from thoss of its recombinant form in hath paro=

and ant~nflammarory tests,

0 D7 Elsevier BV, All ghts reserved.
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aernational Fearnal o Blechemistry and Cell Bxelagy 92 (2017] 7543

109

Contents lists available at ScienceDirect

i and Cell Biology

journal homepage: www.elsavier.com/locate'biocal

il

sy ;.u._':i- ' International Journal of Biochemistry

Research paper
Structural analysis of Dioclea lasiocarpa lectin: A C6 cells apoptosis-inducing
protein™

Kyria Santiago MNascimento®, Mayara Queiroz Santiage”, Vanir Reis Pinto=Junior”,

Vinicius Jose Silva Osterne”, Francisco William Viana Martins®, Ana Paula Machado Nascimento”,
Ingrid Alessandra Victoria Wolin®, Isabella Aparecida Heinrich”,

Maria Gleiciane Queirox Martins”, Mayara Torquato Lima Silva®, Claudia Figueiredo Lossio®,
Cintia Renata Costa Rocha®, Rodrigo Bainy Leal™*, Benildo Sousa Cavada™

® Uninersidads Federal de Ceara (UFC), Ferielera, Cears, Brasil

b Unikersidade Federa! de Sara Ceraring (UFSCY, Flerimipelis, Santa Cataring, Srasil

* Usivermidode: Federal de Pemonbocs (UFPE], Eecife, Pemombuocs, Bresd

@ WroresMarie,

ARTICLE INFO ABSTRACT

Kepwords, Lectins are multidomain proteins that specifically recognize various carbohydrates. The structural charactens
Maelea laiisedmpa ledtin izatson of these molecubss is erucial in understarding their function and actrvity inosystems and erganisms. Mest
o, anter cells exkibit ehanges in glycosylation patierns, and leeting may be alde 1 recognine these changes, I this
f;'_"'""" Firuemire work, Dioclen lasiatarpn seed lectin (DLL) was strocturally cheracterized. The lectin presented 2 high degree of
;:I‘i':::‘l" ducking similarity with ather leering {solated from legumes, presesting o jelly roll matf ard o memal-hinding site sta-

bilizing the carbehydratesecognition demain. DL demoastrated dilferential intersctions with carbahydrates,

depending en type of ghvoesidic Inkage present i ligands, As observed by the reduction of cell viabkdity in Ci
eedls, DLL shawed smang antighiomas activity by mechamisma invelving activation of easpaes 3
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Intermativeal prurnal of Balogical Macromaleces 94 (3017) 17 1-082

Contants |ists available at Scencelirect

International Journal of Biological Macromolecules

! journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijhiomac

Structural characterization of a lectin from Canavalia virosa seeds with @mm
inflammatory and cytotoxic activities

Vinicius Jose Silva Osterne*, Jose Caetano Silva-Filho", Mayara Queiroz Santiago”,
Wanir Reis Pinto-Junior®, Alysson Chaves Almeida“’,

Adolph Annderson Gongcalves Costa Barreto?®, Ingrid Alessandra Victoria Wolin®,
Ana Paula Machado Nascimento®, Renata Morais Ferreira Amorim?,

Bruno Anderson Matias Rocha?, Plinio Delatorre”, Celso Shiniti Nagano®,

Rodrigo Bainy Leal®, Ana Maria Sampaio Assreuy , Kyria Santiago Nascimento?,
Benildo Sousa Cavada®™*

* Unrversidade Sedens! do Ceard (LFC) Fordaless, Ceard. Sraxd

B i pmhveraidade Frderal s Pangd) {LIRPRL o Priioa, Paraibs, Brazil

“ Univernidode Fedenai de Santa Cotarin (LR Samtn Cataring, Flamamdpoiis, Snai!
4 Undversidode Ectodunl do Csand (UECE), Fortolem. (eard, Brani

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article hiscony A lectin from Conmvalia virase, Dsockeinae subtribe, was purified by affinity chromatography with
Reveived 26 August 1016 Sephadex G=50 matrix and named ConV.The primary structure of ConV wiid obtained by mass speciianie

Rerevveil In revnzesd torm 8 Octaber 2016
accepied 9 October 2006
Available crline 11 Ociober 2016

etry and crystals wrere obtained by the vapor diffusion methed at 293 K and belonged o orthorhombic
space group P, 22, with mwo maolecules in (05 asymmerric wunit. The sirucoure obtained presented Reee..:
andl Ky 0f 1B.91% and 24 92 respectively, with moregidues in nonallowed regions of Ransachamdran plot.
The crystal structure was salved at 253 A and was demonstrated fo be very similar to ather lecting from
the same subtrite. In inflammatory wescs, Comy eliciied paw edema. but incubation of lectin with glsoose
befarehand was able to reduce the sdematogenic effect, indicating the involvement of the carbahylrate

Feywards:
Blodagical activities
AMming acid sequence

Crystal structure recogrition domain in this process. The lectin also showed toxicity to rat 05 glioma cells, dismpting the

Proindlammatony mibochondrial membrane potentia { &Ym) and decreasing cell viabiliny, indicating an antcanoer poleTe

ARTICARCET tial for ConV. In silico stodies confirmed that CanVinteracts strangly with carhohydrates that comprise the
N-glycans of glycoproteins. This finding corroborates the hypothesis which holds that the lectin domain
interacts with glycand in molecular Largels and that this contributes 1o the elects observed in lHological
artivities,

0 206 Elsevier BY, All mghts reserved,
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Internatianal Jowrmal of Biological Macromolecules 98 (2017] 15=2

Coantents lists available at ScienceDirect

International Journal of Biological Macromolecules

journal homepage: www.elsevier.com/locatelijbiomac

Structural studies of a vasorelaxant lectin from Dioclea reflexa Hook @mm
seeds: Crystal structure, molecular docking and dynamics

Vanir Reis Pinto-Junior?, Vinicius José Silva Osterne”, Mayara Queiroz Santiago®,

Jorze Luis Almeida Correia®, Francisco Mascimento Pereira-Junior”, Rodrigo Bainy Leal®,

Maria Gongalves Pereira®, Larissa Silva Chicas?®, Celso Shiniti Nagano?,

Bruno Anderson Matias Rocha?®, José Caetano Silva-Filho?, Wandemberg Paiva Ferreira®,
Cintia Renata Costa Rocha®, Kyria Santiago Nascimento®, Ana Maria Sampaio Assreuy ',
Benildo Sousa Cavada ™~

4 Unversidode Federnl do Ceord (UFCY Forfaleza, Cesrd, Brasi!

¥ Linivgrsidods Rederal dp Cawivl [UFCA), Brefo Sarsn, Ceard, Bragil

¢ Unrperiidade Federa! de Sante Catarsne (UFSCL Flomamdpolis. Sonie Coterss, Brasil
¢ Liniversidode Ezpadiai do Ceard (UECEL Fortnlera, Crard. Erazd!

® Umiversidade Federal g Permambiuce [UFPE), Renfe, Permambecn, Branii

ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Article kistory: The three-dimensbonal strecture of Dieclea reffexa seed lectin {DriL] was studied in detadl by & combina-
Received 5 December 2016 tinn of X=ray crystallography, molecular docking and melecular dynamics. Dl was purified by affinity
Recetwed in revised foem 16 January 2017 chromanagraphy wsing Sephadex =50 matrix, 15 primary structure was obtained by mass spectrometry,

Accepied 20 January 2017

awailabile online 24 Jamuary 2017 and cryatals belopgig 1o orthodbombde space groag P24 2, 21 weie grown by the vapor dilfusion metlsod

at 297K The crystal structure was solved at 1,785 A& and was very similar to that of ather lecting from
the same subtribe. The structure presented Ripe, And Ry of 21695 and 24.85%, respectively. with no

R il M i o . Pamarrt .
;‘f‘m g redidues in monallowed regions of Ramachandran glar. Sinsilar (o other Dioclegnse lecting, Dl was caji-
SI}Jl:I:l'_': ble of relaxing aortic rings via MO induction, with CRID particopation, albeit with low intensity (325), in

Vasnrelaxation ailica amalysis results demonsirated that Dl could sirongly interact with comphex M=glycans, compo-
nenls of blood vessel glyooconjugates. Despite the high similarily among Diocleinas lecting, it was also
reporied that each lectin has unique CRIY properies that mfluence carbohydrate binding. resuliing in
different biological elfects presented by these molecules.

& 2017 Flsevier B, All rights reserved.
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nbernaticnal joursal of Siological Macromolecules 92 (3016] 194=201

Coantants lists availlable at ScienceDirect

International Journal of Biological Macromolecules

journal homepage: www.alsevier.com/locate/ijbiomac

Lectins from Parkia biglobosa and Parkia platycephala: A comparative @mm
study of structure and biological effects

Alfa Umaro Bari?, Mayara Queiroz Santiago®, Vinicius Jose Silva Osterne?,

Vanir Reis Pinto-Junior?, Livia Paulo Pereira b Jose Caetano Silva-Filho®, Henri ]'Jebrayf'.
Bruno Anderson Matias Rocha®, Plinio Delatorre®, Claudener Souza Teixeira’,

Cornevile Correia Neto®, Ana Maria Sampaio Assreuy”, Kyria Santiago Nascimento ™,
Benildo Sousa Cavada®-

4 Loborardno de Molécuins Elologiramente Arivas — EipMol-Lob, Peporiomesio de Bioguimica & Biologiz Molerulor, Univerndade Sederad do Ceard, Campuer
do PicL 4'n boce SO7, E0440-570, Fortaieza, Ceand, Brazil

¥ Laboratdrio de Frioormadolona do fnfinmogdo. moicune Superior de Gncins Bioméificn, Universidode Eaadual do Geard 607 74-242. Foralest, Grard
Braxi

* Deporiamento de Bialogle Moleoular, Undverndade Federal da Pargiba, Peraiba, Branl

 Universiny af Sclence and Teghnelagy of Live, L%, France

* Depariamenio de Foquireios & Biologa Molecular, Univeriidode Fedenad do Ceard. Camparr de B, 5 blooo 507, B0-970, Fortalern. Ceand, Brani

! Centro de Ciéncins Agranas e Ambdentals, Universidade Federai do Maranhdo, fdaranido. Srazil

ARTICLE INFOQ ABSTRACT
Asticle stnry ‘The relation structure-activity of the Mimoscideae lectins of Perkie platyoephalo {FPL) and Farkio biglabosa
Feceived 11 March 2016 [FBL) was analyzed in this study. PEL was solved by X-ray crystallography at a resalution of 2.1 A, and the

Received in revised fnem 7 july 2006
Accepred & Tuly 2006
Avadlabile cnlice 10 faly 2016

crystal struchure belonged to the C222) space graup. Structural organization and binding sites were zlso
characterized. Specifically. FBLmonomer consisis of three f—prism damains tandemly arranged with each
cne prezenling a different carbabyelrate recognition domain [CED). PPL showed antinociceplive sclivily
in the mouse model of acetic acid=induced writhes with maximal inhibitory effect by 74% at 1 mg/ml

xm:.:m FPL also demonstrated ant=indlammatory effect cauding inhibition of leukoiyie migration induced Ly

Crystal structune hath direct and indirect chempattractants. Thens FPL activities were compared to that of PEL described

paalngical pfiscts previously. Molecular docking of both PBL and PFL demenstrated some differences in carbohydratelectin
interaction energy. Comparing iireciune o elogical efects ol the tvea leciing provided new data alsout
their strecture and the relation with its bislogical activities

£ 2016 Elsevier B, All rights reserved.
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Archives of Biochemistry and Biophysics

journal homepage: www.elsevier.comifocate/vabbi

Structural analysis of Centrolobium tomentosum seed lectin with @cmmm
inflammatory activity

Alysson Chaves Almeida 7, Vinicius Jose da Silva Osterne ?, Mayara Queiroz Santiago °,
Vanir Reis Pinto-Junior *, Jose Caetano Silva-Filho b Claudia Figueiredo Lossio ?,
Francisco Lucas Faustino Nascimento © Ricardo Patricio Honorato Almeida ©,
Claudener Souza Teixeira ©, Rodrigo Bainy Leal ©, Plinio Delatorre °,

Bruno Anderson Matias Rocha ©, Ana Maria Sampaio Assreuy ©,

Kyria Santiago MNascimento *, Benildo Sousa Cavada *~

* Labarandrio de Molbculos Bialogicamsence Anves — BlaMoklab, Deparmamesto de Boguimics ¢ Bielogia Melecular, Dniversidode Federal da Drar,
Farmaleza, Ceard, Brozil

* Departaments de Binlogin Mofeculor, Ceniro de Ciéncios Exarer @ dn Nohmess — Campus |, Universidods Federnl do Poroibe, jodo Pesson, Pariba, Brasi!
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ARTICLE T NF ABSRSTEACT
Artiche histary. A glvensylated lecnn (CTL) with specificity for mannase and glucose has been detected and purified from
Received 7 Jaouary 2016 seeds ol Centrelabéum tomendosust, a legume plant roon Delbergiear tribe. I was olated by mannose-

Received in revised foomn

29 Felsruary 2016

Agiepted 2 Margh 2016
fvadlable onlime 3 March X016

sepharnse affinity chromatography. The primary structore was determinexd by tandem mass spectromes
etry and consisis of 245 amina acids. similar o other Dalbergieae becting, CTL structures were solved from
two eryatal forom, a oeonodinie and a etragonal, dilfracted at 225 and 19 A respectively. The carbo=
hydrate pecognition domain (CRDY, metakhinding site and ghyeosylation ssoe were characterized, and the
structural basis for mannose/glucosebinding was elucidated. The lectin adoprs the canonical dimerc

Jlin-::i\:;.--nﬁ organiEation of legume becting. CTL showed acute inflammuatony effect in paw edema madel The profenin
Centrodobium formestmsum was subjected to ligand sooeening (dimannosides and trimanneside) by molecular docking. and in=
Frimary struciuse teractions were compared with similar lectins possessing the same ligand specificioy. This &8 the st
Cryaral fmacine crystal structure of mannose/gheeose native sesd lectin with proinflammatary activity iselated from the
Proinflanamabory activity Centrodabium genus

Medecular dockeng & 1006 Elsewier Inc. All rights reserved.




ANEXO S - CAPA DO ARTIGO 19

Aichives of Bioehemaitiy 4nd Biophyacd 588 [2015) 23—40

Archives of Biochemistry and Biophysics

journal homepage: www.elsevier.comfocate/vabbi

Contents lists available at SclenceDirect

A novel vasorelaxant lectin purified from seeds of Clathrotropis nitida:
partial characterization and immobilization in chitosan beads
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A nowvel lectin from seeds of Oethrotropis nitide (CMA] was purified and characterized. CHNA is a ghyoo=
profein contalning approximately 3.3% carbobydrates in its structure, CHA promoted intense aggluti-
mation of rabbil esyvthrooyles, which was inhibited By galactosides and poscne stomach mucin (PSM).
The lectin mamtained its hemagglutinating activity after incubation in a wide range of femperatures {30
—&0 *C] and pH (G.0-7.0), and its binding activity was dependent on divalent cations l;':«'l'2 and HI'R].
SDS=PAGE showed an electrophorstic profile consisting of a single bamd of 28 ka, as confirmed by
electrospray ionization mass spectrometry, which indicated an average molecular rmass of 27406 + 2 Da
and the poasible presence of isolonms and glyoalorms, In sddition, CRA exhaluted Do oxicty 0 Artemis
s nauplii and elicited reversible and dosesdependent vasorelaxation in precontracted aontic nngs. CHA
was sucoessfully immobilized on chitosan beads and was able to capture PSM in selution. This study
demonstrabed that CNA is a Jeclin thal has potential as 2 biotechnobogical teal in glycomics and ghycos
procearmics applicasons

© 2015 Elsewier Inc. All rights reserved.
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Receiwed: 1 .l.l:f 2015, Foviwnd: | Soptember 2015, Accapted: § Septembaer 2005, Published cofne in W"y Online Lilsiany: 14 Qo 2015

(wileyonbnelibrary.com) DOE 101002/ mr2512

Purification and molecular characterization of
a novel mannose-specific lectin from Dioclea
reflexa hook seeds with inflammatory activity

Vanir R. Pinto-Junior®, Jorge L. A. Correia®, Runnieryl Pereira®,

Francisco N. Perewa-Junlar" Mayara Q. Santiago®, "Jmlclusj S. Osterne®,
Juliana C. Madeira®, Jodo B. Cajazeiras®, Celso S. Nagano®, Plinio Delatorre®,
Ana M. S. Assreuy®, Kyria 5. Nascimento® and Benildo S. Cavadaa*

A novel lectin present in Dioclea reflexa seeds (Drfl] was discovered and described in this study. DriL was purified in
a singlle step by affinity chromatography in a Sephadex G-50 column. The lectin strongly agglutinated rabbit eryth=-
rocytes and was inhibited by semethyl-cemannoside, pemannose, and ceglucose. The hemagglutinating activity of
Drfl is optimum at pH 5.0=7.0, stable up to 50°C, and dependent on divallent cations. Similar to other lectins of
the subtribe Diodeinae, the analysis by mass spectrometry indicated that Drfl has three chains (o, 5, and 7 with
massas of 25 562, 12874, and 12 706 Da, respectively, with no disulfide bonds or glycosyvlation. Drfl showed inflam-
matory activity in the paw edema model and exhibited low cytotoxicity against Artemio sp. Copyright © 2015 John
Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: lectin: Diodea reflexa; ESI mass spectrometry; inflammatory activizy
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Purification, characterization and partial
sequence of a pro-inflammatory lectin from
seeds of Canavalia oxyphylla Standl.

& L. O. Williams

Mayara Q. Santiago®, Cintia C. F. Leitao®, Francisco N. Pereira-Junior?,
Vanir R. Pinto=Junior®, Vinicius J. S. Osterne®, Claudia F. Lossio®,

Joao B. Cajazeiras®, Helton C. Silva®, Francisco V. S. Arruda“,

Livia P. Pereira®, Ana M. 5. Assreuyd, Kyria S. Nascimento®,

Celso S. Nagano® and Benildo S. Cavada®*

Recent studies have shown that bectins are promising tools for use in various biotechnological processes, as well as
studies of various pathollogical mechanisms, isolation, and characterization of glycoconjugates and understanding
the maechanisms underlying pathologicall mechanisms conditions, including the inflammatory response. This study
aimed to purify, characterize physicochemically, and predict the biological activity of Cangvalia axyphylla lectin
{CoxyL) In vitre and in vive. Coxyl was purified by a singlesstep affinity chrematography in Sephadex® G50 column.
Sodium dodecy] sulfate polyacrylamide ge efectrophoresis showed that the pure lectin consists of a major band of
30 kDa (e=chain) and two minor components (f=chain and y=chain) of 16 and 13 kDa, respectively. These data were
further confirmed by electrospray ionization mass spectrometry, suggesting that CoxyL is a typical ConA-like lectin.
In comparison with the average molecular mass of a~chain, the partial amino acid sequence ebtained corresponds to
approximatelly 45% of the totall Coxyl sequence. Coxyl presented hemagglutinating activity that was specifically
inhibited by monosaccharides (D-glucose, D-mannose, and a-methyl-D-mannoside) and glycoproteins (ovalbumin
and fetuin). Moreover, Coxyl was shown to be thermostable, exhibiting full hemagglutinating activity up to 60°C,
and it was pH-sensitive for 1 h, exhibiting maximal activity at pH 7.0, CoxyL caused toxicity to Artemia nauplii and
induced paw edema in rats. This biclogical activity highlights the importance of bectins as important took to better
understand the mechanisms undadying inflammatory responses. Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ltd,

Keywords: plant lecting Canavalia axyphylla; ESD mass spectrometry; toxic effect; pro=inflammatony
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Purification, Partial Characterization,
and CNBr-Sepharose Immobilization of a Vasorelaxant
Glucose/Mannose Lectin from Canavalia virosa Seeds

Vinicius J. 8, Osterne « Muvara Q. Santisgo « Vanir R. Pinto=Tunior «

Joda B. Cajazelras - Jorge L. A. Correla - Cintla C. E Leitio - Rimule E Carneiro -
Francisco N, Percira=Junior - Mayron A. Vasconcelos « Bruno A. M. Rocha «

Ana Maria 8. Assreny « Pedro Henrigue 5. E Bringel - Celso 5. Nagano -

Kyria 8. Nascimento - Benildo 5. Cavada

Received: 23 Ootober 2003 f Acospied: 20 Janmary 2014
i Springer Sdence+Business Media Mew York 2004

Abstract A novel mannose/glucose-binding lectin from Caravalia virosa (designated as
Con'V) has been purified from seeds of C, virosa by affinity chromatography on a
mannose=Sepharose 4B column, Con strongly agglutinates rabbit erythrocytes and was
inhibited by monogaccharides (D-mannoge, D-glucose, and as-methyl-D-mannogide) and
glycoproteins (ovalbumin and fetuin), SDE=PAGE revealed three bands comresponding to
three subunits (o, &, and ) confirmed by ES] mass spectrometry with exact mass of
2548042 Da, 1286421 Da, and 12,633£1 Da, respectively, The purified lectin was more
stable in pH ranging from 7.0 to 9.0, supported up to 80°C without any loss in activity and
unaffected by EDTA. ConV showed no foxicity against Artemeia sp. nauplii and relaxed
endothelized rat aorta, with the participation of the lectin domain. In our tests, the lectin
immobilized on CNBEr=Scpharose was capable of binding 0.8 mg of ovalbumin per
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Anti=inflammatory and Antinociceptive Activity
of Chitin=binding Lectin from Canna Limbata Seeds

Fheolyia S, Aradjo « Claudener S, Teizeira « Maria A. P, Falcio +

Vanir R. Pinto Junior - Mayara Quirez Santiago - Raguel {i. Benevides -
Plinio Delatorre « Jorge L. Marting - Magna 5. Alexandre=Moreira -
Benildo 5, Cavada - Eliane A, Campesatio - Bruno A, M, Rocha

Recaived: 14 Juse 20013 / Accepled: 21 Aagust 2003 7
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T Springer SciencetBusiness Modia New York 20013

Absiract Lectins sre a sl'rul.:'.l.n“.q“:r' helcr\ugum:uus Eroup of p'rnll..-'irls or g|yvc.:|,1pr\q,~h:i1'.5. with at
lzast one noncatalytic domain binding reversibly fo a specific monoe- or oligosaccharnide.
Monocot mannose=hinding lecting are an extended swperfamily of structurally and evolo=
tionarily related protedns. In this study, we evaluated anti-inflammatory and antinociceptive
effects of monoecot lectin from the Camna lmbata seeds (CLL) To accomplish this, CLL
wizs purified and subjecied lo pharmacological assays: abdominal wnthing mduced by acelic
acid, formealin, hot plate and Zymosan A=mduced peritonitis tests, The CLL was purified by
|.".'|,'r|1n'|a.'.|.1§';.ap|:|'i|: chitin column, and the relative mass of 21 kDa observed in 1.".|.'|_'L'r|1r||'||.|:u.'xix
was confirmed by electrospray mass spectrometry, which also revealed that purified CLL
consigts of a dimer having a weight of 49,676 Da. The CLL showed nociceptive activity in
the acetic acid test as well sz peripheral antinaciceptive response. The CLL also showed anti=
inflammatory effect with the reduction of inflammation in the formalin test and newtrophil
tigrtion e the periloneil cavity, This 35 the st report of anti=nlammatory activily for a
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