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RESUMO

As lectinas, um grupo heterogéneo de proteinas que podem se ligar especificamente a agucares
livres ou glicanos de maneira reversivel, podendo exercer diversas funcdes. Elas estdo
distribuidas na natureza e sdo amplamente exploradas por sua especificidade a carboidratos
especificos, os quais se relacionam a comunicagdo celular. Além disso, existe potencial
biotecnoldgico gragas as atividades bioldgicas observadas nessas proteinas. Dentre elas, €
possivel destacar as lectinas da tribo Dalbergieae (familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoideae), como as lectinas de Centrolobium microchaete (CML) e de Centrolobium
tomentosum (CTL). No entanto, embora existam dados de biologia estrutural de ambas lectinas,
a estrutura terciaria de CML de forma experimental e a analise de comparagado a interagdo entre
CML e CTL com carboidratos por bioinformatica ainda ndo foram relatados. Assim, o trabalho
objetiva cristalizar e determinar a estrutura cristalografica da CML, e analisar a interacao da
CTM e CML com carboidratos por bioinformatica. Para isso, ambas lectinas foram purificadas
por cromatografia de afinidade, concentradas e avaliadas quanto ao grau de pureza. Depois,
foram realizados ensaios de cristalizagdo, otimizagao das condic¢des de cristalizacao e obtencao
da estrutura terciaria apos o processamento dos dados de cristalografia de raios X provenientes
do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas-SP. Posteriormente, apos a
integragdo, escalonamento e correcdo dos dados, além do refinamento com ligantes, essas
estruturas foram objetos de experimentos in silico por dindmica molecular. Como resultados,
foi possivel a obtencdo da estrutura tercidria de CML por dados experimentais, com
caracterizacdo do CRD com metil-manose-1,3-a-D-manose (MDM) e andlise das interagdes
dos residuos de CML e CTL com MDM por dinamica molecular numa trajetéria de 200 ns. Por
fim, os dados mostraram que essas lectinas, apesar de especificas a manose, possuir
semelhangas estruturais e conservacdo de diversas regides do mondmero, como dominio de
reconhecimento a carboidrato (CRD) e sitio de ligacdo a metais (MBS), comportam-se
diferentes sem e com o ligante por dindmica molecular, envolvendo variagcdes de interagdes
polares e apolares. Por esse viés, os resultados contribuirdo para a area da lectinologia,
especialmente com dados estruturais de CML e resultados instigantes sobre as simulagdes de

dindmica molecular das lectinas com e sem ligantes.

Palavras-chave: CML; CTL; Estrutura tridimensional; Glicanos; Docking molecular.



ABSTRACT

Lectins, a heterogeneous group of proteins that can bind specifically to free sugars or glycans
in a reversible manner, may serve several functions. They are distributed in nature and are
widely exploited for their specificity to specific carbohydrates, which are related to cell
communication. Furthermore, there is biotechnological potential thanks to the biological
activities observed in these proteins. Among them, it is possible to highlight the lectins of the
Dalbergieae tribe (Leguminosae family, Papilionoideae subfamily), such as Centrolobium
microchaete (CML) and Centrolobium tomentosum (CTL) lectins. However, although there are
data on the structural biology of both lectins, the tertiary structure of CML experimentally and
the comparison analysis of the interaction between CML and CTL with carbohydrates by
bioinformatics have not yet been reported. Thus, the work aims to crystallize and determine the
crystallographic structure of CML, and to analyze the interaction of CTM and CML with
carbohydrates by bioinformatics. For this, both lectins were purified by affinity
chromatography, concentrated and evaluated for purity. Afterwards, crystallization tests were
carried out, optimization of the crystallization conditions and obtaining of the tertiary structure
after processing the X-ray crystallography data from the National Synchrotron Light Laboratory
(LNLS) in Campinas-SP. Subsequently, after data integration, scaling and correction, in
addition to refinement with ligands, these structures were the object of in silico experiments
using molecular dynamics. As a result, it was possible to obtain the tertiary structure of CML
by experimental data, with characterization of the CRD with methyl-mannose-1,3-a-D-
mannose (MDM) and analysis of the interactions of CML and CTL residues with MDM by
molecular dynamics on a trajectory of 200 ns. Finally, the data showed that these lectins,
although specific to mannose, have structural similarities and conservation of several regions
of the monomer, such as carbohydrate recognition domain (CRD) and metal binding site
(MBS), behave differently without and with the ligand by molecular dynamics, involving
variations of polar and non-polar interactions. By this bias, the results will contribute to the
field of lectinology, especially with CML structural data and intriguing results on molecular
dynamics simulations of lectins with and without ligands. By this bias, the results will
contribute to the field of lectinology, especially with CML structural data and intriguing results

on molecular dynamics simulations of lectins with and without ligands.

Keywords: CML; CTL; Three-dimensional structure; Glycans; Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

O estudo de estruturas protéicas bem-sucedidas foi realizado por William Astbury,
um dos pioneiros, que nos anos 20 do século XIX esclareceu a estrutura de proteinas fibrosas
mostrando a formagao dos arranjos simples e repetitivos da queratina (ASTBURY; STREET,
1931). Mas foi nos anos 50 que o conceito de simples passou a ser complexo, com Frederick
Sanger, que, ap6s o sequenciamento completo de aminodcidos da insulina em 1949, mostrou
uma estrutura de aminodcidos arranjadas com uma sequéncia longa e irregular (SANGER,
1959). Porém, a estrutura tridimensional s6 foi possivel anos depois (KENDREW et al., 1958),
reconhecendo, além da complexidade estrutural, a especificidade quimica com substratos.
Curiosamente, as lectinas foram descobertas em 1888, antes mesmo da descoberta dos arranjos
de aminoacidos que as formam (TSANEVA; VAN DAMME, 2020). E assim, muitos estudos
foram surgindo e técnicas, como cristalografia de raio-X, ressonancia magnética nuclear
(RMN), criomicroscopia eletronica, assim como técnicas de espectrometria de massa em
tandem (MS/MS), biologia molecular ¢ métodos de bioinformatica, mais recentemente,
contribuiram para o desenvolvimento da biologia estrutural, a qual pode ser instrumento na
elucidacao de estrutura e funcao protéica e/ou planejamento de novas moléculas baseadas no
banco de dados de proteinas (PDB), por exemplo (LEAL et al., 2018).

Para mais, o uso de seres vivos, ou parte deles, como insumo biotecnolégico, além
de ser realidade na contemporaneidade e agregar valor aos produtos, contribui para auxilio ou
solug¢do de diversos problemas na sociedade, relacionados a satde, alimentagcdo ou industria.
Exemplo disso, a biotecnologia aplicada a saide tem sido usada na produgdo de Kkits
diagnosticos de doengas e producdo de vacinas usando animais ou plantas como biorreatores
(RESENDE, 2015). Inclusive, as lectinas, um grupo heterogéneo de proteinas, possuem um
leque de possibilidades de aplicagdes e propriedades bioldgicas que podem ser exploradas
(BIES; LEHR; WOODLEY, 2004). Portanto, o estudo dessas macromoléculas aplicadas as
diversas areas da ciéncia, aliadas ao recurso humano e ao avango da ciéncia, potencializam
projetos de pesquisas em diversas areas.

Desse modo, buscando um melhor entendimento do trabalho e embasamento para
justificar a caracterizacgdo estrutural de lectinas, como as lectinas de Centrolobium microchaete
(CML) e C. tomentosum (CTL), as quais podem possibilitar a descoberta de novas propriedades
funcionais, os seguintes topicos: lectinologia e seu potencial biotecnoldgico, glicobiologia e as

lectinas de leguminosas serdo apresentados.


https://paperpile.com/c/L5FBua/QQ1O4
https://paperpile.com/c/L5FBua/QQ1O4
https://paperpile.com/c/L5FBua/4yfij
https://paperpile.com/c/L5FBua/4yfij
https://paperpile.com/c/L5FBua/qaeiz
https://paperpile.com/c/L5FBua/RG6BQ
https://paperpile.com/c/L5FBua/8icp9
https://paperpile.com/c/L5FBua/4lceY
https://paperpile.com/c/L5FBua/VMu1v
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1.1 Lectinologia e seu potencial biotecnoldgico

Inicialmente, a area de estudo das lectinas conhecida como lectinologia pode
fornecer bases para aplicagdo dessas proteinas em diversas areas, como a agricultura,
biomedicina, entre outras. Assim, a lectinologia auxilia no desenvolvimento de estudos, como
os realizados na area da imunologia (TSANEVA; VAN DAMME, 2020), podendo participar
da imunidade inata, por reconhecimento a manose na superficie de patogenos (MATSUSHITA;
ENDO; FUJITA, 2013). Em aplica¢des biotecnologicas na agricultura, lectinas sdo usadas para
a construcao de proteinas de fusdo pelo uso da transgenia no melhoramento genético de plantas,
podendo agir como agentes inseticidas. Exemplo, o uso da transgenia no melhoramento
genético de plantas com a constru¢do de proteinas de fusdo, usando lectina como agente
inseticida (MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015). Na microbiologia, as lectinas podem
agir como agente antimicrobiano atuando na permeabilidade celular e alterar os componentes
da parede celular, pela interacao aos glicoconjugados (BREITENBACH BARROSO COELHO
et al., 2018). Como agente antiparasitario, a interagdo lectina/parasita pode interferir na
sobrevivéncia do parasita sem afetar o hospedeiro (IORDACHE et al., 2015), bem como, usada
como imunoterapéutico, a lectina e a vacina com antigeno do parasita, pode induzir uma
imunizagio mais eficiente (JANDU et al., 2017). Essa tltima estratégia foi, inclusive, verificada
contra infeccao de Trypanosoma cruzi (ALBUQUERQUE et al., 1999), Leishmania ssp.
(PANUNTO-CASTELO et al.,, 2001) e Neospora caninum (CARDOSO et al.,, 2011),
mostrando resultados promissores.

Fato ¢ que as lectinas estdo presentes em todos os seres vivos e desempenham
papéis fundamentais no organismo ou na célula (NIZET; VARKI; AEBI, 2017) visto que, tanto
em vertebrados quanto em invertebrados, fungos e plantas, estudos mostraram que muitas delas
desempenham papel de sinalizagdo celular e/ou reconhecimento nas interagdes patdogenos-
hospedeiro (VARROT; BASHEER; IMBERTY, 2013; NIKOLAKOPOULOU; WILLMENT;
BROWN, 2020; WANG; VASTA; WANG, 2020; ZHU; YU; CHENG, 2020). Em geral, elas
desempenham um papel importante no controle da homeostase, transporte de nutrientes e
interagdes entre células e tecidos, estando envolvidas em muitas func¢des bioldgicas, tais como
reconhecimento celular, sinalizagdo, coagulag¢do sanguinea, defesa contra patdgenos, regulagao
imunolégica, respostas ao estresse e desenvolvimento embriondrio em humanos. Além disso,
assim como as galectinas de humanos podem exercer efeito autdcrino e pardcrino nas células
(DASH; MINZ; SENAPATI, 2018), as lectinas de vegetais também podem reconhecer glicanos

e promover respostas dentro, proximo ou distante das células de origem. Quando necessario,


https://paperpile.com/c/L5FBua/RG6BQ
https://paperpile.com/c/L5FBua/Jyhsh
https://paperpile.com/c/L5FBua/Jyhsh
https://paperpile.com/c/L5FBua/SnS6
https://paperpile.com/c/L5FBua/9C4U
https://paperpile.com/c/L5FBua/9C4U
https://paperpile.com/c/L5FBua/S9u5
https://paperpile.com/c/L5FBua/GZ2F
https://paperpile.com/c/L5FBua/uY5Q
https://paperpile.com/c/L5FBua/Nt45
https://paperpile.com/c/L5FBua/gdQ3
https://paperpile.com/c/L5FBua/IRJNa
https://paperpile.com/c/L5FBua/bQIyX+n8fqn+591Fn+Coare
https://paperpile.com/c/L5FBua/bQIyX+n8fqn+591Fn+Coare
https://paperpile.com/c/L5FBua/hduTW
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dependendo de sua fungdo, elas podem ser enderecadas para meio extracelular, permanecer no
citoplasma ou ser translocadas para o niicleo (LANNOO; VAN DAMME, 2010).

Outrossim, além dos estudos de caracterizacdo fisico-quimica, o estudo dos
dominios de reconhecimento a carboidratos, a estrutura tridimensional e sua relagdo aos
carboidratos mostram uma infinidade de propriedades biologicas que essas proteinas podem
exercer. Segundo Sharon e Lis, dentre os sacarideos, a glicose, manose, fucose, galactose, N-
acetil-D-galactosamina e N-acetil-D-glicosamina, sdo frequentemente reconhecidos por essas
proteinas (SHARON; LIS, 2004). Entretanto, geralmente possui afinidade altamente
especificas, na qual uma lectina especifica a manose, dificilmente seria especifica a galactose,
e vice-versa (LIS; SHARON, 1998), com excecdo das superlectinas que podem possuir dois
ou mais dominios de reconhecimento a carboidratos diferentes. Assim, dentro das proprias

familias, as lectinas podem ser classificadas quanto a quantidade e tipo de dominio.

1.2 Lectina e sua classificacdo quanto a quantidade e tipo de dominio

As lectinas sdo proteinas de origem nao imune, capazes de se ligar reversivelmente
e de forma ndo covalente a monomeros de acucares especificos ou estruturas maiores como
glicoproteinas e glicolipideos, devido ao dominio de reconhecimento a carboidrato (CRD)
formado por uma cadeia polipeptidica especifica dentro de sua estrutura (KENNEDY et al.,
1995). Além disso, essas proteinas podem ser classificadas em merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas, dependendo da quantidade e tipos de dominios (VAN
DAMME et al., 1998). A principio, diferente das demais, as merolectinas por possuirem um
unico CRD, ndo sdo capazes de aglutinar eritrdcitos, como a lectina de Helianthus annuus,
lectina relacionada a jacalina (JRLs) especifica a manose (PINEDO et al., 2015). Ja as lectinas
que possuem dois ou mais CRDs sdo hololectinas, as quais estdo presentes em plantas
leguminosas como em sementes de plantas da subtribo Diocleinae (CAVADA et al., 2001),
entre outras tribos. As quimerolectinas, além de possuirem pelo menos um CRD, possuem um
dominio catalitico, como a lectina 2 de Parkia platycephala (PPL2), que possui um sitio ligante
a quitina e um sitio catalitico endoquitindsico (CAVADA et al., 2006). Por fim, as superlectinas,
que possuem pelo menos dois CRDs diferentes na mesma lectina, porém com afinidades
diferentes a carboidratos ndo relacionados estruturalmente, como a lectina bacteriana de
Burkholderia cenocepacia (BC2L-C) que possui um dominio C-terminal se ligando a
manosideos bacterianos e um dominio N-terminal de ligacdo a epitopos fucosilados do grupo

histo-sanguineo humano (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; BERMEO; BERNARDI;


https://paperpile.com/c/L5FBua/gTERU
https://paperpile.com/c/L5FBua/uVDeq
https://paperpile.com/c/L5FBua/JbpP3
https://paperpile.com/c/L5FBua/2EWvN
https://paperpile.com/c/L5FBua/2EWvN
https://paperpile.com/c/L5FBua/Y4cE2
https://paperpile.com/c/L5FBua/Y4cE2
https://paperpile.com/c/L5FBua/5xikJ
https://paperpile.com/c/L5FBua/gO4pe
https://paperpile.com/c/L5FBua/cS33H
https://paperpile.com/c/L5FBua/gZ3h+ualUZ
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VARROT, 2020), ver Figura 1. Por fim, as lectinas que possuem pelo menos dois dominios de
reconhecimento a carboidrato sdo capazes de aglutinar eritrocitos.

Além de tudo, conforme a Figura 1, embora mostre um esquema dos quatro tipos,
a grande maioria das lectinas vegetais pertencem ao grupo das hololectinas, podendo ser
definidas também como lectinas di ou multivalentes (VAN DAMME et al., 1998), nas quais
podem levar a reticulacdo e agregagdo de glicoproteinas e receptores especificos de células,
estando associadas a diversas atividades bioldgicas (LORIS et al., 1998), exemplo, as lectinas

de leguminosas.

Figura 1 - Representacdo esquemadtica de merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e

superlectinas.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

D q[lc

Sitio catalitico Sitios de ligacdo

Fonte: elaborado pelo autor.

1.3 Familias de lectinas de plantas

Baseado nas sequéncias de aminoacidos, conformacdo de motivos e de CRD das
lectinas de plantas foi possivel classificar as lectinas em 12 familias: lectinas de Agaricus
bisporus agglutinin (ABA), lectinas com dominio de Amarantinas, lectinas relacionadas a
quitina classe V (CRA), lectina com dominio de Cianovirina, lectinas de Euonymus europaeus
(EUL), lectinas relacionadas ao dominio de Galanthus nivalis agglutinin (GNA), lectina com
dominio relacionada a Hevein, lectinas com dominio relacionada a Jacalina, lectina com
dominio Lys-M, lectinas de Nicotiana tabacum agglutinin (Nictaba), lectinas com Ricin-B e
lectinas de leguminosas (VAN DAMME, 2014; TSANEVA; VAN DAMME, 2020). Na Tabela
1 € possivel ver, de forma geral, algumas caracteristicas dessas familias como: o ligante

especifico, a localizagdo celular e a estrutura tridimensional de enovelamento.



Tabela 1 - Visdo geral das 12 familias de lectinas de plantas.
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(GleNAc)n, fuc,
acido sialico, alto teor de
man e N-glicanos complexos

citoplasma ou
membrana

Dominio de  Ligante Localizagao Estrutura tridimensional do
lectina celular dominio
| ] 1
ABA GlcNAc/GalNAc, Gal, Nucleo e B-sanduiche
antigeno T citoplasma
Amarantinas  GalNAc e antigeno T Nucleo e B-trevo
citoplasma
CRA N-glicanos ricos em man Vacuolos e TIM barril
membrana
Cianovirina Man e N-glicanos rico em Nucleo Folha-B de fita tripla e -
man hairpin
EUL Galactosideos e N-glicanos Nucleo e Nao identificada
rico em man citoplasma
GNA Man, oligossacarideos de Vacuolos, nucleo, p-prisma
man e N-glicanos ricos em citoplasma ou
man membrana
Heveina Qui, (GlcNAc)n e acido Vacuolo Motivo de 30-43 residuos, rico
sidlico em glicinias e cisteinas com
posi¢des conservadas
Jacalina Man/N-glicanos rico em man Nucleo, B-prisma
ou gal/N-glicanos complexos citoplasma e
vacuolo
Lys-M Qui, (GIcNAc)n e Vacuolo, nucleo, Estrutura B-a-o-p
peptideoglicano citoplasma ou
membrana
Nictaba GlcNACc)n, alto teor de man e  Nucleo e Nao identificada
N-glicanos complexos citoplasma
Ricina-B Gal/GalNAc, Vactiolo, nucleo, pB-trevo
gal/GalNAc sialilado citoplasma
Leguminosas Man/glc, Gal/GalNAc, Vacuolo, nucleo, B-sanduiche

Fonte: VAN DAMME, (2014); TSANEVA; VAN DAMME, (2020). ABA, lectinas de Agaricus bisporus agglutinin; CRA,
lectinas relacionadas a quitina classe V; EUL, lectinas de Euonymus europeus, GNA, lectinas de Galanthus nivalis
agglutinin; Nictaba, lectinas de Nicotiana tabacum agglutinin; GlcNAc, N-acetil-glicosamina; GalNAc, N-acetil-

galactosamina; Man, manose; Gal, galactose; Glc, glicose; Qui, quitina; Fuc, fucose.
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1.3.1 Familia ABA

Primeiramente, isolada de cogumelos A. bisporus, as lectinas da familia ABA
foram relatadas em bridfitas, plantas hepaticas como Marchantia polymorpha e Sphagnum
fallax, sugerindo uma transferéncia horizontal de um ancestral fingico comum, apesar que
existam poucas lectinas dessa familia em plantas (VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019). Sua
estrutura terciaria ¢ composta por duas folhas-p conectadas por um motivo hélice-alga-hélice,
formando uma unica dobra conhecida como [B-sanduiche (CARRIZO et al., 2005). Seu
mondmero possui 142 residuos de aminoacidos que formam uma folhas-f maior com seis fitas,
outra menor com quatro fitas e duas pequenas o-hélices, Figura 2. Sobre aos carboidratos
especificos, as lectinas de ABA possuem especificidade a GIcNAc/GalNAc, galactose e
fortemente ao antigeno T. Inclusive, pode ser considerada uma superlectina, pois possui dois

sitios de ligagdo a carboidratos distintos (NAKAMURA-TSURUTA et al., 2006).

Figura 2 - Estrutura geral colorido em spectrum do enovelamento do mondémero de ABA. A
figura mostra a folha-f3 maior com seis fitas, a folha-§ menor com quatro fitas e duas a-hélices

pequenas conectadas por as algas.

L/
e A
oot ‘
‘ X

Fonte: PDB id: 1Y2W.


https://paperpile.com/c/L5FBua/BmQh
https://paperpile.com/c/L5FBua/uNy5
https://paperpile.com/c/L5FBua/osCB
https://www.rcsb.org/structure/1Y2W
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1.3.2 Familia com dominio de Amarantinas

Da mesma forma, assim como as lectinas de ABA, as lectinas da familia com
dominio de Amarantinas sdo encontradas no nticleo e no citoplasma, Tabela 1. A respeito delas,
exemplificando, sementes da espécie Amaranthus caudatus, uma gimnosperma pertencente a
familia Amaranthaceae, possuem lectinas desse dominio que podem ser purificadas em duas
etapas cromatograficas, primeiramente, com matriz de troca i6nica e, posteriormente, matriz de
afinidade com antigenos T ancoradas na matriz (RINDERLE et al., 1989). Assim, essa lectina
possui um dominio especifico a Galp1-3GalNAc (antigeno T) que pode ser visualizada essa
interacdo na Figura 3. Perceba também que a estrutura quaternaria, conhecida como B-trevo,
possui um enovelamento formado por um dimero com cada mondmero possuindo dois

subdominios conectados por uma curta 31o-hélice (TRANSUE et al., 1997).

Figura 3 - Estrutura geral do enovelamento de um dimero de lectina com dominio Amarantina
com os dois sitios de ligagao interagindo com o antigeno T em vermelho. Cada monomero com
suas subunidades terminais rotuladas com C e N possui dois dominios B-trevo. As setas verdes
representam as fitas-f§ formando um B-barril com seis fitas e as setas magentas representam as
fitas-p formando os trés B-hairpins de cada dominio. Uma curta 310-hélice em ciano conecta

cada subunidade dos dois dominios.

Fonte: PDB id: 1JLX.


https://paperpile.com/c/L5FBua/ozTO
https://paperpile.com/c/L5FBua/4Pkr
https://www.rcsb.org/structure/1JLX
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1.3.3 Lectina relacionada a quitinase classe V

Diferentemente das familias de lectinas anteriores, de acordo com Vam Damme e
colaboradores, esta familia é encontrada nos vactiolos e membrana, a saber: a familia de lectinas
classificadas como CRA, sigla provinda da expressdo em inglés, class V quitinase-related
agglutinin, sdo proteinas que possuem semelhanca a um grupo de quitinases, que sdo enzimas
cataliticas de quitina (um homopolimero com unidades de GIcNAc ligadas a [B-1-4)
(TSANEVA; VAN DAMME, 2020). Nesse contexto, a primeira lectina dessa familia foi
purificada de cascas da leguminosa Robinia pseudoacacia, apresentando 50% de identidade
com as quitinases, porém, sem atividade de quitinase (SULZENBACHER et al., 2015).
Nomeada de lectina relacionada a quitinase classe V de Robinia pseudoacacia (RobpsCRA)
com 337 residuos de aminoacidos, essa lectina esta estruturalmente e evolutivamente
relacionada com a familia de quitinases GH18 (SULZENBACHER et al., 2015), Figura 4. Além
disso, possui um motivo conhecido como TIM-barrel, baseado no dominio catalitico classico
(B-a)s-barrel de exoquitinases (PERRAKIS et al., 1994). Para entender melhor, o motivo (B-
a)s-barrel consiste em oito fitas paralelas (B1-f8) em forma de barril cercado por oito a-hélices
(al-a8) (TERWISSCHA VAN SCHELTINGA et al., 1994). Na Figura 4, em RobpsCRA esta
representado o dominio central (TIM-barrel) na cor ciano ligada ao dominio (a + ) em amarelo
formado por uma folha-B constituida de cinco fitas antiparalelas e uma o-hélice que esta
conectado ao dominio central por meio da interagdo com os loops de B7 e a7
(SULZENBACHER et al., 2015). Em seguida, o loop p5-a5 e B3-aA (ndo representado na
figura) apesar da conservacdo dos residuos que os formam serem os mesmos em quitinases, o
loop BC-BD sofreu deplecdo de cinco residuos formando PD nas RobpsCRA. Essas
modificacdes justifica atividade catalitica prejudicada, diferentemente das quitinases as quais
mostram esses loops relacionados a interagdo com grupos cataliticos ativos (VAN DAMME et
al., 2007; SULZENBACHER et al., 2015). Assim, o loop BD-hairpin de RobpsCRA nado
interage com a quitina, diferente em quitinases classe V com o loop BC-fD, ndo representando
na Figura 4. Para mais, estudos motraram que RobpsCRA se comporta como mondmero em
solu¢ao (KRISSINEL; HENRICK, 2007), outros estudos mostraram uma mistura das duas
formas em solugdo, monomeros e dimeros, justificando a atividade hemaglutinante quando em
dimero (VAN DAMME et al., 2007). Na Figura 4, ¢ possivel observar o 2-metil-2,4-
pentanodiol (MPD) na regido de CRD.


https://paperpile.com/c/L5FBua/RG6BQ
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https://paperpile.com/c/L5FBua/81CT
https://paperpile.com/c/L5FBua/jjZ8+81CT
https://paperpile.com/c/L5FBua/jjZ8+81CT
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Figura 4 - Visao geral da RobpsCRA mostrando o dominio central colorido de ciano e o
dominio (a + B) colorido de amarelo. No centro, na cor verde em sticks, ha uma representagao
da molécula 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD) na regido de CRD. O loop B5-a5 esta representado

na cor laranja.

Fonte: PDB id: 4URI.

1.3.4 Familia com dominio de Cianovirinas

Ausentes em gimnospermas € angiospermas, at¢é o momento, as lectinas com
dominio de Cianovirinas possui distribui¢do limitadas em: pteridéfitas (classe das samambaias
e liliopsidas), fungos, bactérias e algas verdes (VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019). A
Cyanovirin-N (CV-N), uma lectina viricida de cianobactérias com massa aproximadamente 11
kDa, foi originalmente identificada de Nostoc ellipsosporum, pertencente ao filo Cyanobacteria
(KOHARUDIN; GRONENBORN, 2013). Em relacdo a sua estrutura terciaria, a CV-N contém
duas repeticdes em tandem de aproximadamente 50 residuos de aminoacidos (BEWLEY et al.,
1998). Contudo, mesmo apresentando semelhanca entre os dominios e cavidade com CRD,
Figura 5a, o dominio B mostra maior profundidade da sua cavidade em relagdo ao dominio A
(KOHARUDIN; GRONENBORN, 2013). Além disso, com distancia aproximada de 40 A entre

as cavidades, Figura 5b, as lectinas com esse dominio possuem uma estrutura tridimensional


https://www.rcsb.org/structure/4URI
https://paperpile.com/c/L5FBua/BmQh
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composta por uma folha-p de fita tripla e um B-hairpin. Por fim, especifica & manose e N-
glicanos ricos em manose, na Figura 5b, mostra um residuo de manose interagindo em cada

CRD.

Figura 5 - Visdo geral da estrutura da CV-N. a) Mostra os dominios A colorido de branco e o
dominio B de azul. b) mostra a distincia aproximada de 40 A entre as cavidades dos dois

dominios. Cada CRD possui um residuo de manose complexada.

a) Dom B
)~ ¢
( __f
Dom A

Fonte: KOHARUDIN; GRONENBORN, (2013).

1.3.5 Lectinas da familia EUL

Proveniente da espécie Euonymus europaeus, uma angiosperma pertencente a
familia Celastraceae, foi purificada a aglutinina de FEuonymus europaeus (EEA) que,
posteriormente, deu nome a essa familia. Experimentalmente, sua estrutura terciaria ainda nao
foi resolvida, mas mostrou semelhan¢a com a ricina-B baseada em modelagem molecular
(AGOSTINO et al., 2015). Fundamentalmente, tudo isso foi possivel gragas ao uso da biologia
molecular com a resoluc¢do da sequéncia de aminoacidos da EEA, que apresentou uma proteina
homodimétrica, cerca de 152 residuos e massa molecular relativa de 17 kDa (FOUQUAERT et
al., 2008). Por sinal, a sequéncia de aminoécidos dessa familia foi encontrada no genoma de
todas as plantas terrestres (FOUQUAERT et al., 2009). Sobre a afinidade a carboidratos, essa
familia apresenta espécies especificas a galactosideos e N-glicanos ricos em manose, Tabela 1.

1.3.6 Lectinas relacionadas a GNA


https://paperpile.com/c/L5FBua/g0iy
https://paperpile.com/c/L5FBua/N2Au
https://paperpile.com/c/L5FBua/N2Au
https://paperpile.com/c/L5FBua/i02w
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A GNA, uma lectina isolada de uma espécie de monocotiledonea de angiosperma,
apresenta um tetramero de 50 kDa composta por subunidades de 12,5 kDa ligadas de forma
ndo covalente (HIRABAYASHI, 2020). A subunidade, com aproximadamente 110 residuos de
aminoacidos, enovela-se em forma tipica de B-prisma composta por trés folhas f antiparalelas
com quatro fitas (HESTER et al., 1995). Apesar de ser isolada, primeiramente, em espécies de
monocotiledoneas, seu motivo B-prisma é observado em outros grupos, como gimnosperma,
dicotiledoneas, hepaticas, entre outros, passando a ser chamada de lectinas relacionadas 8 GNA
(VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019). Na Figura 6, é possivel visualizar a GNA complexada

com residuos de manose nos trés sitios de ligagdo disponiveis em cada subunidade.

Figura 6 - Visao geral de um tetramero de lectina de Galanthus nivalis. Cada subunidade esta
colorida (A = roxo, B = verde, C = laranja ¢ D = rosa). A interface dimérica Me-a-Man ¢
mostrada vinculada ao subdominio A-D e B-C. A lectina complexada com residuos de manoses
ramificadas nos trés sitios de reconhecimento a carboidratos de cada subunidade estd
representada de verde com trés esferas e dois bastdes para alfa-D-manopiranose-(1,3)-[alfa-D-
manopiranose-(1,6)]alfa-manopiranose e duas esferas e um bastdo para alfa-D-manopiranose-

(1,6)-alfa-manopiranose.

Fonte: PDB id: 1JPC
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1.3.7 Lectina com dominio de Heveina

Conhecida como lectinas com dominio de Heveina porque foi purificada do latex
da seringueira (Hevea brasiliensis), este pequeno mondmero de lectina contém entre 30-43
residuos ricos em glicina e cisteinas com posi¢des conservadas (VAN DAMME, 2014;
TSANEVA; VAN DAMME, 2020)). Como regra geral, sua estrutura terciaria ¢ composta por
uma folha-f com trés fitas e duas a-hélices curtas (ANDERSEN et al., 1993). Na Figura 7 ¢
possivel observar o dominio heveina de Hevea brasiliensis com duas a-hélices, uma folha-f,
os loops e em destaque as liga¢des dissulfeto (BERTHELOT; PERUCH; LECOMTE, 2016).
Nessa estrutura, nota-se a estabilidade gragas as ligacdes dissulfeto entre os residuos
conservados de cisteina (VAN DAMME et al., 1998). Além disso, essa proteina pode apresentar
como um unico dominio, em tandem de dois a sete ou como parte de uma quimerolectina,
apresentando um dominio quitinase no C-terminal (VAN DAMME, 2014; TSANEVA; VAN
DAMME, 2020)). A propésito, a lectina de Hevea brasiliensis possui afinidade a quitina,
GlcNAc e apresenta atividade antifungica (ASENSIO et al., 2000).

Figura 7 - Dominio heveina de Hevea brasiliensis (PDB id: 1HEV) com as estruturas
secundarias a-hélices de vermelho, folhas-3 de verde e os loops de cinza. As ligagdes dissulfeto

estdo representadas por linhas finas.

Fonte: BERTHELOT; PERUCH; LECOMTE, (2016).
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1.3.8 Lectina com dominio relacionado a Jacalina

A lectina com dominio relacionado a Jacalina, primeiramente, isolada de sementes
de jaca (Artocarpus integrifolia), pertencente a familia Moraceae, dentro do grupo das
angiospermas, tornou-se um dominio modelo para essa familia de lectinas de plantas (SASTRY
et al., 1986). Esse dominio ¢ composto por triplo B-prisma simétrico formado por trés folhas-3
com quatro fitas (SANKARANARAYANAN et al., 1996), Figura 8. Além disso, de acordo
com a Tabela 1, elas podem estar presentes no ntcleo, citoplasma e vactiolos. A respeito disso,
estudos mostraram que as lectinas dessa familia de lectinas com afinidade a manose estdo
presentes no nucleo e citoplasma, diferentemente das lectinas especificas a galactose, que estao
nos vacuolos (PEUMANS; HAUSE; VAN DAMME, 2000). Na Figura 8 mostra visao geral do
dominio de lectina relacionadas a Jacalina da espécie Artocarpus heterophyllus com 153

residuos, incluindo a fita 11 com 20 residuos que pertence a folha-3 3.

Figura 8 - Visdao geral do dominio de lectinas relacionadas a Jacalina. a) visdao lateral com
metil-alfa-D-galactose (cor magenta) no CRD; b) visdo do topo. As folhas- 1, 2 e 3 estdo

coloridas de amarela, azul e vermelha, respectivamente. A fita 11 pertence a folha-f3 3.

Fonte: id: 1JAC.
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1.3.9 Lectinas com dominio de Lys-M

E importante mencionar que, mesmo com a identificagdio do dominio Lys-M
(motivo lisina de arroz) primeiramente em bactérias (Figura 9), também foi relatado como parte
de quitinases semelhantes a receptores Lys-M, posteriormente (CAROTENUTO et al., 2017).
Esses receptores fazem parte tanto da participacdo dos rizobios quanto da formacao de
micorrizas arbusculares - relagdo harmonica simbiotica em que o fungo penetra as células
corticais de raizes de planta vascular. Sobre esse dominio, ¢ conhecido como B-a-a-, formado
por duas a-hélices do lado de uma folha-f antiparalela (BATEMAN; BYCROFT, 2000). No
entanto, na Figura 9 ¢ possivel observar esse dominio de bactérias com trés a-hélices, o qual
ndo ¢ encontrado apenas em bactérias, mas pode ser encontrado como uma unica cdpia em
varias proteinas ndo caracterizadas de Caenorhabditis elegans (espécie de nematddeo
pertencente a familia Rhabditidae) (PONTING et al., 1999), assim como em fungos da espécie

Kluyveromyces lactis.

Figura 9 - Visdo geral do dominio de Lys-M de Escherichia coli com uma folha-f antiparalela

colorida de amarelo e trés a-hélices ao lado coloridas de vermelho.

Fonte: id: 1E0G.
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1.3.10 Nictaba

Isolada primeiramente de folhas da espécie Nicotiana tabacum, familia Solanaceae,
essa lectina, especifica a N-glicanos de alto teor de manose, N-glicanos complexos e, em menor
grau, a GlcNAc, é um homodimero formado por duas subunidades de 19 kDa (CHEN et al.,
2002). Sua estrutura terciaria, proposta por modelagem, sugere um B-sanduiche formado por
duas folhas- conectadas por loops (SCHOUPPE et al., 2010). Na figura 10, é possivel
visualizar um homodimero de lectina Nicotiana tabacum recombinante, expressa em

Escherichia coli, complexada com triacetilquitotriose.

Figura 10 - Visdo geral de um homodimero de uma lectina de Nicotiana tabacum (Nictaba),
expressa em um sistema Escherichia coli, complexado com uma triacetilquitotriose. Os
dominios estdo representados pela cor verde e amarelo e o carboidrato por cubos azuis. O

método utilizado foi a difragdo por raio X com resolucio de 2 A.

Fonte: PDB id: 8AD2.

Entre as regides de atuacdo, sua localizagdo subcelular, tanto no citoplasma quanto
no nucleo, indica que possa estd envolvida na regulagdo da expressdo génica em plantas com

flores, tendo em vista que sua sequéncia de aminoacidos no banco de dados mostrou possivel
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codifica¢do de proteinas homdlogas, tornando o termo Nictaba a representagdo dessa familia
de lectinas (CHEN et al., 2002). Além do mais, sua expressdo € induzida por estresse, seja por

frio ou ataque de insetos herbivoros (TSANEVA; VAN DAMME, 2020).

1.3.11 Ricina-B

Apesar do dominio ricina-B estar presente em procariotos e eucariotos, o0 dominio
de lectina com RNA N-glicosidase, conhecidas como proteinas inativadoras de ribossomos tipo
2, estd presente apenas em angiospermas (RUTENBER; ROBERTUS, 1991). Na figura 11,
mostra uma cadeia formada por dois dominios ricina-B homologos de Clitocybe nebularis, uma
espécie de fungo pertencente a familia 7richolomataceae. Além disso, de acordo com a Tabela
1, esse dominio tem afinidade a galactose e GalNac, como também, estruturas de glicano

contendo esses carboidratos.

Figura 11 - Visdo geral de cadeia formada por dois dominios homdlogos de lectina com
dominio Ricina-B de Clitocybe nebularis coloridos de verde e amarelo, os quais apresentam a
lactose, representada por duas esferas e bastdo azul e amarelo, complexada no dominio colorido
de verde e o dominio amarelo, sem carboidrato complexado, mas apresentando cis-peptideo de

cor verde.

Fonte: PDB id: 3NBC.



36

1.3.12 Lectinas de leguminosas e caracteristicas gerais de suas estruturas

Pela diversidade de aplicagdes bioldgicas encontradas em varias lectinas de
subfamilias, tribos, géneros e espécies diferentes, a especificidade das lectinas de leguminosas
a certos carboidratos, como os encontrados em células cancerigenas (DAMODARAN et al.,
2008), faz dessa familia uma ferramenta com potencial biotecnologico, sendo amplamente
explorada. Curiosamente, observa-se conservagdo de dominios caracteristicos na maioria
dessas proteinas, no entanto, a estrutura quaternaria apresenta variacdes que diferem nas
interacdes mondmero-mondmero, o qual dita a especificidade de ligacdao ao glicano (BRINDA
et al., 2004), podendo formar homodimero ou homotetramero (dimeros de dimeros) (MANOJ;
SUGUNA, 2001), os quais sao formados por duas ou quatro subunidades (25-30 kDa), cada
uma com um CRD, com alto teor de folhas  conectadas por loops com cadeias antiparalelas
desprovidas de a-hélice (SHARON; LIS, 1990).

Como exemplo, na Figura 12, mostra um monomero de Concanavalina A (ConA),
uma espécie pertencente a subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae,
mostrando o diagrama da lectina na Figura 12a, com o residuo cis-aspartato 208 pertencente ao
cis-peptideo, os cations divalentes, a disposicao das folhas-f3 e as extremidades das cadeias C e
N terminal, e o diagrama de topologia de dobra na Figura 12b. Esse enovelamento, mostra duas
grandes folhas-f antiparalelas, uma mais estendida com seis fitas (traseira) e outra curvada com
sete fitas (frente), e uma folha-f§ menor (topo), com cinco fitas (chamada de folha-S), a qual
desempenha um papel fundamental na jung¢ao das duas maiores (LORIS et al., 1998), como
também, dois nucleos hidrofobicos estabilizando essa dobra, dos quais, o primeiro ¢ formado
na regioes de juncdo das trés folhas-f e o segundo, formado entre folha-p frontal e o laco que

conectam as fitas da folha-f frontal (SINHA et al., 2007), Figura 13.
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Figura 12 - a) Diagrama de um mondmero de lectina de leguminosa, Concanavalina A. O cis-
aspartato 208 ¢ representado por esferas e bastdes, os ions de manganés e calcio sdo
representados por esfera cinza e preta, respectivamente. A folha traseira com seis fitas esta
colorida de preto, a folha frontal com 7 fitas esta colorida de cinza claro e folha-S, de cinza
escuro. b) Diagrama de topologia de dobra de lectina de leguminosa, seguindo a mesma
codificagio de cores em a), foi desenhado com MOLSCRIPT 156. E possivel ver as

extremidades da cadeias em N e C, como também, o sitio de clivagem entre a cadeia-3 e cadeia-

47 155103 200
o 148 154 & )
39 24 710 209 96 170 o= 73
ﬁ 144 130
k,29 175 140 55 60 78
2

a indicado por asterisco.

(b)

N

Fonte: LORIS et al., (1998).
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Figura 13 - a - Representagdo geral do motivo jellyroll mostrando a folha-f frontal curvada,
folha-B plana traseira e folha-f curta no topo da molécula; b - mostram dois ntcleos
hidrofébicos na estabilizagdo do enovelamento. O primeiro ntcleo ¢ formado pelo
enovelamento das trés folhas-f e o segundo, formado pela folha-B frontal e os loops que

conectam a folha frontal-3.

a)

Topo

Frontal Traseira
Segunda cavidade
hidrofdbica 1+
Primeira cavidade
hidrofobica

Fonte: SINHA et al., (2007).

Por conseguinte, esse mondmero exibe um motivo jellyroll padrdo contendo CRD,
geralmente com sitio de ligagdo a metal para cations divalentes (Ca*" ¢ Mn**) (LAGARDA-
DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017), Figura 14, o qual mostra um
tetrAmero da lectina galactose-especifica de Erythrina cristagalli (1GZ9), Figura 14a, e seu
motivo jellyroll na Figura 14b com um carboidrato complexado (2-alfa-L-fucoselactose) no
CRD, estabilizado com os cations divalentes. Inclusive, o sitio de ligagdo a metais, além de ser
conservada em diversas lectinas dessa familia, principalmente na tribo Dalbergieae, podendo
ser composto por residuos presentes em diferentes regides em relagdo a estrutura primaria, sdo
formadas por 6 residuos e 4 moléculas de 4gua, coordenando um 4tomo de Ca** e um de Mn?"
(NASCIMENTO et al., 2020). E, de fato, em lectinas da tribo Dalbergieae, dentre os residuos
conservados, estudos mostraram que a histidina, glutamina e dois residuos de acido aspartico
coordenam a intera¢do do ion manganés, ja o ion de cdlcio é coordenado pelos residuos

fenilalanina, asparagina e os mesmos residuos de acido aspartico, com excecdo da lectina de
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Arachis hypogaea (PNA), a qual observa-se uma substitui¢do do residuo de fenilalanina por
tirosina, Figura 15 (BANERIJEE et al., 1996). Contudo, ¢ importante mais estudos para
confirmar esses residuos com muitas outras lectinas dessa tribo que ainda ndo possuem estrutura

primaria e terciaria elucidada.

Figura 14 - Estrutura geral de lectinas de leguminosas. a) tetramero com CRD em vermelho;
b) imagem ampliada do mondmero com folha-f (amarelo), a-turns (roxo); CRD (&rea ocupada
pela molécula constituida de esferas cinzas e vermelhas) e sitios de ligacdo do metal (area com

esfera verde e cinza).

Fonte: LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, (2017).



40

Figura 15 - Superposi¢do do sitio de ligacdo ao metal das lectinas de Dalbergieae,
representando os residuos de aminoacidos de cada proteina em bastdo com carbonos coloridos
de vermelho (CTL; PDB id: SEYY), verde (PELa; PDB id: 5U38), rosa claro (PAL; id: 2ARE),
azul (VML; PDB id: 4U36) e cinza (PNA; PDB id: 2PEL) e ions de manganés em roxo, célcio

em verde e molécula de dgua, formada por esferas, em vermelho.
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Fonte: NASCIMENTO et al., (2020).

1.3.12.1 Estruturas de lectinas da tribo Dalbergieae

Como mencionado, a respeito da conservagdo da estrutura tercidria de lectinas de
leguminosas, mesmo com diferengas encontradas nas alcas, na Figura 16 é observada a
superposi¢do de monomeros de lectinas da tribo Dalbergieae: lectina de Pterocarpus
angolensis (PAL), lectina de Platypodium elegans (PELa), lectina de Centrolobium
tomentosum (CTL), lectina de Vatairea macrocarpa (VML) e PNA, mostrando alta
conservagcdo do motivo jellyroll, embora apresentem em geral padrdes de oligomerizacao
diferenciados de acordo com os carboidratos especificos, Tabela 2. Exemplo, enquanto as

lectinas especificas de Man/GlcNAc formam dimeros, as especificas a Gal/GalNAc
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oligomerizam como tetrameros, embora existam relatos que as lectinas de Lonchocarpus
capassa (LCL) (NASCIMENTO et al., 2020) e de LSL formam dimeros e tetrameros em
solugdo, respectivamente (NAPIMOGA et al., 2007). Contudo, é importante destacar que
parametros como: pH, assim como solubilidade, composi¢do do meio de ligagdo, temperatura,
concentracdo de lectinas, a presenca de outros componentes, podem estar envolvidos nesse
processo de oligomerizagdo, podendo ficar como mondmero ou formar dimeros, trimeros e
tetrameros. Adicionalmente, esses dados de oligomerizagdo da Tabela 2, geralmente, sdao
sugeridos baseados na massa relativa em condicdo desnaturante e ndo-desnaturante,
confirmados com outras técnicas como cromatografia de exclusdo de tamanho e cristalografia
de raio-X. A respeito disso, VGL, LSL, PFL, PSSL, em condi¢ao ndo desnaturante, mostrou
aproximadamente 120, 100, 65 e 64,6 kDa, sugerindo dois tetrdmeros e dois dimeros,
respectivamente (NAPIMOGA et al., 2007; PEREIRA-JUNIOR et al., 2012; SILVA et al.,
2012; ODEKANYIN; KAYODE; ADEWUYI, 2019). Enquanto, a VML cristalizada em pH

7,6 confirmou a oligomerizacdo em forma de tetramero (SOUSA et al., 2015).

Figura 16 - Superposi¢ao de monomeros de PAL (laranja; PDB id: 2ARE), PELa (verde; PDB
id: 5U38), CTL (vermelho; PDB id: SEYY'), VML (azul; PDB id: 4U36), PNA (cinza; PDB id:
2PEL), todos de lectina de Dalbergieae. Adaptado de Nascimento (NASCIMENTO et al.,
2020).

Fonte: NASCIMENTO et al., (2020).
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Tabela 2 - Visdo geral das lectinas da tribo Dalbergieae baseado nos estudos em relagdo a

especificidade ao carboidrato e oligomerizagdo em cada espécie caracterizada.

Género Lectina Tecido alvo Carboidrato Oligomerizacao
| Andira | AFL | Sementes Man/Glc b
APL Sementes Man/Glc b
ASL Sementes Man/Glc b
AAL Sementes Man/Glc b
Arachis PNA Amendoim Gal/GalNAc Tetramero °
SL-1 Tecidos do caule oMM Dimero ™
SL-II  Tecidos do caule Lac/Cel b
PRA-II Raiz Man/Gle b
GNL Nodulos de amendoim  Lac/Gal Tetramero *
MNL Nodulos de amendoim  Man/Glc Dimero ?
Centrolobium CML Sementes Man/aMM Dimero *
CTL Sementes Man/aMM Dimero ¢
Lonchocarpus LAL Sementes GIcNAc Dimero *
LCL Sementes Gal/GalNAc Dimero ?
LCaL Sementes Man Dimero *
LSL Sementes GlcNAc Tetramero ?
Machaerium  MaL Sementes Man/GIlcNAc/aoMM  Dimero ?
MBL  Sementes Man/Gle b
MLL  Sementes Man/Gle b
Platymiscium  PFL Sementes Man/Glc Dimero *
Platypodium  PELa Sementes Man/oMM Dimero ¢

Continua
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Continuagao
| Género | Lectina | Tecido alvo | Carboidrato | Oligomerizacao
| Pterocarpus | PAL | Sementes | Man/Glc | Dimero ¢
PRL Sementes Man/Glc b
PSSL Sementes Gal/Lac Dimero *
Vatairea VGL Sementes Gal/GalNAc Tetramero *
VML Sementes Gal/GalNAc Tetramero *
| Vataireopsis | ValL | Sementes | GalNAc/Gal | Dimero *

Fonte: Adaptado de NASCIMENTO et al., (2020) e OSTERNE et al., (2023). Lectinas: AFL - lectina de Andira
fraxinifolia; APL - lectina de A. pisonis; ASL - lectina de A. surinamensis; AAL - A. anthelmia; PNA - lectina de
Arachis hypogaea; SL-I - lectina de A. hypogaea SL-1; SL-II - lectina de A. hypogaea SL-11; PRA-II - lectina de
A. hypogaea PRA-II; GNL - lectina de A. hypogaea GNL; MNL - lectina de A. hypogaea MNL; CML - lectina
de C. microchaete; CTL - lectina de C. fomentosum; LAL - lectina de Lonchocarpus araripensis; LCL - lectina de
L. capassa; LCalL - lectina de L. campestris; LSL - lectina de L. sericeus; Mal - lectina de Machaerium
acutifolium; MBL - lectina de M. biovulatum; MLL - lectina de M. lunatus; PFL - lectina de Platymiscium
Sfloribundum; PELa - lectina de Platypodium elegans; PAL - lectina de Pterocarpus angolensis; PRL - lectina de
P. rhorii; PSSL - lectina de P. soyauxii; VGL - lectina de Vatairea guianensis; VML - lectina de V. macrocarpa;
VaL - lectina de Vataireopsis araroba. a - indica oligomerizagdo baseada na massa relativa em condi¢des ndo
desnaturante e/ou espectrometria de massas; b - ndo possui dados de estrutura terciaria na literatura; ¢ - estrutura
terciaria obtida por método de cristalografia; d - estrutura terciaria obtida por modelagem molecular.

1.4 Classificacdo quanto a oligomerizac¢ao de lectinas de leguminosas

Sob essa perspectiva, a estrutura quaternaria ¢ constituida por um agregado de
monomeros, podendo formar dimeros, trimeros, tetrdmeros, pentameros, hexameros, etc. Essas
estruturas podem ser classificadas quanto ao tipo de estruturas quaternarias ¢ a interface
dimérica. No caso das lectinas de leguminosas, existem nove diferentes tipos de estruturas
quaternarias, das quais podem vir em forma de mondmero, conhecida como tipo Arcelin-5 -
Em relacdo ao tipo Arcelin-5 (Arc-5), uma proteina de defesa semelhante a lectina de Phaseolus
vulgaris, diferencia das lectinas dessa planta e das demais leguminosas por ndo possuir o loop
de ligagcdo aos metais, os quais sdo necessarios para capacidade de ligacdo ao carboidrato
(HAMELRYCK et al., 1996). Adicionalmente, Arc-5 foi cristalizada como mondmero (2,7 A)
- em forma de dimeros: candnico, EcorL, GS4 e DB58 (Figura 17). Em relagdao aos dimeros,
vale mencionar que, também por cristalografia de raio-X, a estrutura candnica foi observada
primeiramente na ConA (EDELMAN et al, 1972), a EcorL na lectina de Erythrina
corallodendron (ELGAVISH; SHAANAN, 1998), a GS4 na lectina IV de Griffonia simplicifolia
(DELBAERE et al., 1993) e a DB58 na lectina de Dolichos biflorus (HAMELRYCK et al.,
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1999) - e em forma de tetrameros: DBL, ConA, PNA e GS1 (BRINDA et al., 2004). Vale
destacar que apesar de darem nome aos tipos de estruturas quaterndrias, como monomero €
dimeros, e pertencer a tribos diferentes, essas estruturas podem ser observadas em todas as
lectinas de leguminosas, inclusive na tribo Dalbergicae. Por essa razdo, em virtude da
diversidade de estudos quanto as lectinas que possuem os mesmos tipos de estruturas
quaternarias, essas interacdes covalentes entres os mondmeros, podem ser classificadas em
interfaces. Sobre isso, existem sete interfaces diméricas que compdem as estruturas
quaternarias, como: tipo II, X1, X2, X3, X4 e duas interfaces incomuns de PNA e GS1. Essas
duas ultimas interfaces, podem ocorrer em combinacao das interfaces (X1, X2, X3, X4) com
tipo 11, devido a regido de residuos especificos que determina o tipo II (residuos do 1 ao 60 do
N terminal e 210 a 240 do C terminal) ser totalmente diferente da regido que determinam as
interfaces X1, X2, X3 e X4 (residuos 70-80 ¢ 160-200) (BRINDA et al., 2004). Dessa forma, a
interface incomum de PNA, o qual envolve a regido de residuos 70-80 e 150-160, e a interface
incomum de GS1, o qual envolve a regido 10-40 e 220-230 ¢ diferente das regides do tipo II.
Portanto, as interfaces X1, X2, X3 e X4 ndo podem co-existir por ser determinado pelas mesmas
regides. Todavia, as estruturas quaternarias das diversas lectinas de leguminosas sdo
classificadas segundo as sete interfaces, as quais, na Figura 17, ¢ possivel ver o tipo de estrutura
quaternaria (dimero) e sua respectiva interface. Perceba, ainda na Figura 17, a orientacdao das
folhas-p com seis fitas antiparalelas de um mondmero idéntica nas quatro estruturas diméricas
ou interfaces, vistas em uma linha perpendicular a folha-p preta (ELGAVISH; SHAANAN,
2001; MANOJ; SUGUNA, 2001). Nesse sentido, enquanto os dimeros seguem apenas uma
interface, os tetrameros, DBL, ConA, PNA e GS1, sao formados pelas interfaces tipo II + X1,
tipo II + X2, tipo II + X4 + interface incomum de PNA e X4 + interface incomum de GSI1,

respectivamente (BRINDA et al., 2004).
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Figura 17 - Arquitetura de cinco interfaces diméricas e o tipo de estrutura quaternaria: interface
tipo II (candnica), X1 (DB58), X2 (ConA), X3 (EcorL) e X4 (GS4). A orientacdo das folhas-f3

com seis fitas antiparalelas de um monomero (preto) é idéntica nas quatro estruturas diméricas

M)

"
X2

ou interfaces, vistas em uma linha perpendicular a folha-f preta.

.

Tipo I X

"

-

3

Fonte: ELGAVISH; SHAANAM, (2001); MANOJ; SUGUNA, (2001).

1.4.1 Conformacio dimérica e oligomerizacéio de lectinas da tribo Dalbergieae

Em leguminosas da tribo Dalbergieae, usualmente, é observada interfaces tipo II
(dimero candnico), X1 (dimero DB58), X4 (dimero GS4) e interface incomum de PNA. O
dimero candnico é composto por 12 fitas continuas pela disposi¢do de 2 folhas-f traseiras lado
a lado. O DBS58 € composto pela sobreposi¢@o de duas folha-p traseiras entre si. J& a interface
X4 é composta pela interagdo das folhas-f traseiras, uma perpendicular a outra (DELBAERE
et al., 1993), apesar que pode observar uma pequena diferenca de angulo entre as estruturas
quaterndrias das espécies. Na figura 18, € possivel observar um esquema de oligomerizagdo dos
mondmeros em dimeros e tetrameros, em que, PAL, PELa e CTL possuem forma de dimero
canonico, ndo formando um tetrdmero (Figura 18a), diferentemente, da lectina de Vatairea
macrocarpa (VML), a qual forma um tetrdmero (ABCD), formado por dois dimeros: forma de
dimero canoénico (AB/CD) e forma DB58 (AC/BD) (BUTS et al., 2001) (Figura 18b). JAa PNA,

composta pelas interfaces tipo I, X4 e incomum de PNA, Figura 18c, forma um homotetramero
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(ABCD), a qual observa-se uma associacdo de dois dimeros X4 (AB/CD), organizado na forma
de interface candnico (BD) e interface ndo candnico (AC), apenas observada nesse exemplo,
at¢ o momento (NATCHIAR et al., 2006), que pode ser chamada, também, de interface

incomum de PNA.

Figura 18 - Esquema de oligomerizagao de lectinas da tribo Dalbergieae. a) Dimero candnico
observadas em PAL, PELa e CTL; b) Tetramero ¢ interfaces diméricas de VML; c¢) Tetramero
e interfaces diméricas de PNA. Enquanto interfaces sdo indicadas por circulos e setas as

estruturas estdo representadas por suas respectivas cores.

#

P

Y

Dimero X4

Fonte: NASCIMENTO et al., (2020).
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1.5 Glicobiologia e as lectinas de leguminosas

A glicobiologia, através dos glico-codigos, mostram diversidade de conhecimentos
sobre microrganismos, insetos, peixes, camundongos ¢ humanos, demonstrando intera¢des do
nucleo ao meio extracelular e vice-versa, do DNA as proteinas, as células, aos tecidos, aos
orgdos e as populagdes, podendo contextualizar as fun¢des dos glicanos na area da satde e
doencas humanas (BOONS; WU, 2016). Essa area investiga a estrutura, biossintese,
degradacao, metabolismo, especificidade de compostos que contém carboidratos bem como o
papel dos glicanos como moléculas-chaves nos sistemas biologicos (WIEDERSCHAIN, 2013).
Por meio da glicosilagdo de algum residuo de aminoécido € possivel ndo somente alterar a
estrutura terciaria, mas a flexibilidade, funcdo ou propriedade fisico-quimica da proteina.
Exemplo disso, sdo as cadeias de acucares (N-glicanos) ligadas ao aminoacido asparagina
presentes nas proteinas recém sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) que esté
envolvido no processo de qualidade de glicoproteinas (FUIIKAWA et al., 2016). Assim, um
erro no enovelamento protéico pode ser sinalizado por glicosilacdo e a proteina pode ser
enderegada para degradagdo no citoplasma ou constituir o glicocélice, perpetuando o erro. A
vista disso, assim como ¢ observado padrdes de expressdo e glicosilagdo caracteristicos em
células normais, nos diferentes seres vivos, padroes de anormalidades também sao observados,
inclusive, em células cancerigenas (DUBE; BERTOZZI, 2005).

Ademais, dentre as lectinas de plantas, as quais existem 12 familias (VAN
DAMME, 2014), as de leguminosas sdo amplamente exploradas e estudadas devido suas
interagdes especificas a certos carboidratos (DAMODARAN et al., 2008). Elas, além de estar
presente em todas as partes da planta, principalmente nas sementes, nas quais estdo suas fontes
primarias (FREIRE et al., 2002), reconhecem os glico-codigos e exercem diversas propriedades
bioldgicas por reconhecimento de glicoconjugados na superficie celular (DAM et al., 2005),
podendo estar envolvidas em diversos processos associados a interagao célula-célula, sinteses
e transporte de proteinas, fotossintese, regulacdo da divisdo celular, fertilizacdo e imunizagdo
(DE SCHUTTER; VAN DAMME, 2015; FEIZI; HALTIWANGER, 2015). Assim, a medida
que mais estudos surgem a respeito dos glicanos relacionados a biologia celular, mais
importante torna-se o estudo das lectinas, as quais, exemplo, as lectinas da tribo Dalbergieae,

possuem resultados promissores em diversas areas.
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1.5.1 Especificidade de lectinas da tribo Dalbergieae

As diferencgas entre as lectinas ndo se restringe somente a sequéncia ou nimero de
aminoacidos, estrutura terciaria e quaternaria, pH ou temperatura ideal, mas também pela sua
especificidade aos carboidratos. Obviamente, os fatores anteriores também influenciam no
comportamento dessas lectinas em seu ambiente natural, por isso, mesmo duas lectinas
possuindo a mesma especificidade especifica de carboidrato, ndo significa dizer que a agdo ¢
igual, embora seja uma pista para elucidacdo de seu papel bioldgico. Inclusive, estudos
mostraram que lectinas especificas a glicose, manose, galactose, N-acetil-D-galactosamina,
podem oligomerizar tanto em dimeros quanto em tetrameros, no entanto, as especificas aos
acucares N-acetil-D-glicosamina e fucose formam apenas dimeros (BRINDA et al., 2004).

Conceitualmente, baseado na afinidade de ligacdo a carboidrato, as lectinas de
plantas podem ser distribuidas em quatro grupos: especificas a glicose, galactose e N-acetil-D-
galactosamina, L-fucose e acido sidlico (MISHRA et al., 2019). Entretanto, a diversidade de
afinidade pode ocorrer entre carboidratos correlacionados. Sob essa perspectiva, ver Tabela 2,
a maioria das lectinas da tribo Dalbergieae sao especificas a glicose/manose e seus derivados,
como também, em andlises de experimentos in silico, aos residuos de oligomanose e N-glicanos
complexos (LORIS et al., 2003; ALMEIDA et al., 2016). Exemplo, trés lectinas purificadas do
género Machaerium dessa tribo, a saber: lectina de Machaerium biovulatum (MBL), lectina de
Machaerium lunatus (MLL) e MaL, at¢ o momento, todas sdo especificas & manose
(ANIMASHAUN et al., 1993; SANTOS et al., 2019). Possivelmente, a especificidade a esse
carboidrato direcionou aos estudos: atividade antiviral das MBL e MLL, as quais preveniram o
efeito citopatico do virus HIV tipo 1 (ANIMASHAUN et al., 1993); e atividade antinociceptiva
da MaL, a qual possivelmente agiu como um antagonista ao transient receptor potential cation
channel subfamily V member 1 (TRPV1) que estd envolvido na sinaliza¢do da dor nociceptiva
(SANTOS et al., 2019). Outro exemplo, a lectina de Centrolobium microchaete (CML), que
possui afinidade, além de manose e glicose, a a-metil-D-manosideo, N-acetil-D-glicosamina
(GlcNAc) e sacarose (VASCONCELOS et al., 2015).

Neste caminho, outros carboidratos podem fazer parte da especificidade, exemplo,
existem espécies dessa tribo com lectinas especificas a galactose, lactose e melibiose (LAW;
HAYLETT; STRIJDOM, 1988; SINGH; DAS, 1994), das quais, a galactose, especificamente
Gal(Bl-3)GalNAc, demonstra uma relagdo com antigenos Tn, relacionados ao céancer,
demonstrados por docking molecular (SOUSA et al., 2015, 2016), como a VML, VGL e PNA.

Vale ressaltar que os dissacarideos lactose e melibiose, compostos por galactose e glicose,
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podem ser diferenciados pela jungdo entre os monossacarideos com ligacdes a-1,4 e a-1,6,
respectivamente.

Jé as lectinas especificas a GIcNAc/Man, pode-se citar as lectinas: lectina especifica
a manose de nos de amendoim de Arachis hypogaea (MNL), PELa, MaL, LCL, lectina de
Lonchocarpus araripensis (LAL), CTL, CML e Lectina de Andira surinamensis (ASL),
pertencentes aos géneros Platypodium, Machaerium, Lonchocarpus, Centrolobium e Andira
(NASCIMENTO etal., 2020), das quais, PELa, MaL, LAL e LSL, também mostraram atividade

nociceptiva, mesmo de géneros diferentes.

1.5.2 Atividades biologicas de lectinas da tribo Dalbergieae

Tendo em vista que a especificidade aos carboidratos estdo diretamente
relacionadas a funcao biologica, as lectinas de plantas, além de sua afinidade a carboidratos
simples, como glicose, manose e galactose, que sdo comumente encontrados em plantas, podem
possuir alta afinidade a oligossacarideos ou polissacarideos que nao estdo presentes em plantas,
como a quitina, um carboidrato tipico de parede celular de fungos e exoesqueletos de
invertebrados, constituido de residuos de N-acetilglicosamina (PEUMANS; VAN DAMME,
1995). Para mais, existem lectinas de leguminosas com afinidade a carboidratos que estdao
presentes também, além de insetos e plantas, em mamiferos, como a fucose, ampliando a
possibilidade de estudos a glicanos presentes em animais ¢ humanos (NASCIMENTO et al.,
2020). Por isso, muitos estudos, baseados na interagao proteina/glicocondugado pelo CRD aos
diversos carboidratos, mostraram atividades biologicas significantes dessa familia,
especialmente, as que possuem afinidade a manose.

Evidentemente, devido a aplicabilidade das lectinas da tribo Dalbergieae, a relacao
CRD aos carboidratos especificos, as lectinas dessa tribo merecem atencao tanto na estrutura
quanto na sua fun¢do bioldgica, sendo necessario novos estudos, os quais contribuirdo com a
ciéncia basica e aplicada, considerando que ja existem varios estudos mostrando seu potencial
em processos inflamatérios (ALMEIDA et al., 2016), nociceptivo (DE FREITAS PIRES et al.,
2019), vasodilatador (PIRES et al., 2017), anti-cancer (LI et al., 2015), antimicrobiano
(ALENCAR et al., 2005), antiviral (LUNDSTROM et al., 1987), inseticida (LAW; KFIR,
1997), imunoregulador (GUPTA et al., 2006; WOUDWYK et al., 2013), entre outros.

Outro aspecto importante, dentre as lectinas relacionadas as atividades bioldgicas,
destacam-se as especificas a manose e derivados, que apresentaram potencial em processos

inflamatorio, nociceptivo e inseticida, efeito promovido pela CTL, lectina de Lonchocarpus
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campestris (LCaL) e MNL, respectivamente. Entretanto, apesar da semelhanca de
especificidade a carboidratos entre as lectinas, sua atividade pode ser diferente. Para entender
melhor, duas lectinas especificas & manose, MNL e lectina de Pisum sativum de ervilha, foram
testadas quanto a citotoxicidade em larvas de Chilo partellus, no entanto, apenas MNL foi
eficiente (LAW; KFIR, 1997). A partir destas informagdes, também ¢é possivel encontrar
lectinas na mesma espécie, mas com especificidade a carboidratos nao relacionados, como as
lectinas purificadas de A. hypogaea. A saber, apesar de haver a MNL e PRA-II especifica a
manose, foi encontrada, anteriormente, a PNA especifica a galactose, que mostrou
envolvimento em atividades anticancer e imunoregulador e pode ser utilizada como biossensor
(WOUDWYK etal., 2013; LI et al., 2015; SILVA, 2018). Isso corrobora com diversidade entre
essas lectinas, as quais, em seu ambiente natural, na mesma espécie, em partes diferentes do
organismo, podem exercer funcao especifica e serem expressas em niveis diferentes devido aos

diferentes estimulos externos e/ou internos as plantas.

1.5.3 Tribo Dalbergieae e as lectinas do género Centrolobium

A tribo Dalbergieae, pertencente a familia das leguminosas e subfamilia
Papilionoideae, apesar da escassez de estudos relacionados as lectinas na literatura (SANTOS
et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020), compreende 1300 espécies em 49 géneros (LEWIS
et al., 2005), nos quais 28 lectinas em 10 géneros: Andira, Arachis, Centrolobium,
Lonchocarpus, Machaerium, Platypodium, Platymiscium, Pterocarpus, Vatairea e
Vataireopsis, j4 foram purificadas, at¢é o momento, sendo a mais recente a lectina de
Vataireopsis araroba (Val) proveniente de sementes de Vataireopsis araroba (OSTERNE et
al., 2023). Buscando estreitar sobre género, o género Centrolobium, distribuido do Panama até
o sul do Brasil, ¢ composto por sete espécies, das quais apenas trés lectinas foram purificadas,
a saber: duas isolectinas de Centrolobium microchaete (CML-1 com 246 residuos e CML-2
com 247 residuos) e uma lectina de Centrolobium tomentosum (CTL com 245 residuos)
(VASCONCELOS et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016).

A CML que tem um mondmero proéximo de 28 kDa ¢ uma lectina especifica a D-
manose, D-glicose e seus derivados, como a-metil-D-manosideo, N-acetil-D-glicosamina e
sacarose (VASCONCELOS et al., 2015). Além da dependéncia de cétions divalentes (Ca? e
Mn?) para sua atividade, a qual foi certificada em eritrdcitos nativo de coelho e tratados com
papaina e tripsina, sua estrutura mostrou 1,5% de glicosilagdo ((SANTOS et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2020)). Por docking molecular, foi possivel analisar interagdes com
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outros monossacarideos, dissacarideos e N-glicanos, além de demonstrar respostas
inflamatorias em um modelo de edema de pata e estimular a migragao de leucéeitos (NECO et
al., 2018). Em outro estudo, além de ndo mostrar citotoxicidade em linhagens de células L929
de fibroblastos de rato, induz cicatrizagdo de ferimentos, podendo ser uma ferramenta
terapéutica (DO NASCIMENTO NETO et al., 2022).

A CTL, especifica a D-manose e D-glicose, foi cristalizada com metil manose-1,3-
alfa-D-manose (MDM) obtendo duas formas cristalinas, monociclica e tetragonal, como
também, mostrou respostas inflamatorias em modelo de edema de pata (ALMEIDA et al.,
2016). Sua estrutura com 1,7% de glicosilagdo apresentou massa relativa de 27 kDa e
apresentou atividade hemaglutinante com sangue nativo de coelho e tratado com papaina e
tripsina, contudo, diferente da CML, a CTL ndo apresentou dependéncia a cétions divalentes
((SANTOS et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020)). Comparando essas duas espécies quanto
ao pH otimo e termoestabilidade, enquanto a CML apresentou 100% de atividade
hemaglutinante em pH 7 e 8 e perda de 50% em pH 6 € 9, a CTL apresentou 100% em pH 6 e
7 e 50% em pH 8. Surpreendentemente, a termoestabilidade da CML manteve-se com 60 °C,
diferentemente da CTL, que apresentou até¢ 70 °C ((SANTOS et al., 2019; NASCIMENTO et
al., 2020)). Além disso, a CTL possui 93% de identidade com a sequéncia de aminoacidos da
CML e possui similaridade com outras lectinas da tribo Dalbergieae como Platypodium elegans
(89% de identidade, ID AEK69351), Pterocarpus rotundifolius (84%, ID AATS57665),
Pterocarpos angolensis (77% de identidade, ID CAD19804) e Arachis hypogaea (71% de
identidade, ID AAA74572) (ALMEIDA et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Teve como objetivo cristalizar e determinar a estrutura cristalogréafica da lectina de
Centrolobium microchaete, e analisar a interacdo da lectina de Centrolobium microchaete e

lectina de Centrolobium tomentosum com carboidratos por bioinformatica.

2.2 Objetivos especificos

1. Purificar a lectina de sementes de Centrolobium microchaete e lectina de Centrolobium
tomentosum,

2. Avaliar a atividade das duas lectinas por ensaios de hemaglutinacao;

3. Avaliar pureza das duas lectinas por eletroforese;

4. Obter solugao de ambas lectinas com maior nivel de saturacao;

5. Co-cristalizar a lectina de Centrolobium microchaete complexada com MDM e X-man e
lectina de Centrolobium tomentosum com X-man utilizando a técnica de difusdo de vapor;

6. Obter dados de difracao de raios X dos cristais de lectina de Centrolobium microchaete ¢
lectina de Centrolobium tomentosums;

7. Determinar a estrutura tridimensional da lectina de Centrolobium microchaete por
substituicdo molecular complexada com metil-manose-1,3-0a-D-manose;

8. Analisar a interacao da lectina de Centrolobium microchaete ¢ lectina de Centrolobium
tomentosum com metil-manose-1,3-a-D-manose;

9. Avaliar os desvios e comportamento molecular da lectina de Centrolobium microchaete e
lectina de Centrolobium tomentosum sem e com metil-manose-1,3-a-D-manose por dindmica

molecular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de sementes de Centrolobium microchaete

Sementes de C. microchaete foram disponibilizadas do banco de sementes do

BioMol-Lab da Universidade Federal do Ceara.

3.2 Purifica¢do da CML e CTL provenientes de sementes de Centrolobium microchaete e

Centrolobium tomentosum

Com protocolos adaptados, a purificacdo da CML (VASCONCELOS et al., 2015)
e CTL (ALMEIDA et al., 2016) ocorreu apos o seguinte processo: cada farinha obtida a partir
da moagem de sementes descascadas de C. microchaete e C. tomentosum obtidas por um
triturador de café, delipidadas na presenga de n-hexano em proporcao 1:5 e extraida em
proporcao 1:10 em 100 mM de tampao Tris-HCI pH 7,6 com 150 mM de NaCl, sob agitacao
por 4 horas. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 9000 x g por 20 minutos a 4 °C ¢ o
sobrenadante foi coletado e filtrado em papel filtro. Depois, foi aplicado em coluna (1,0 x 3,5
cm) com matriz de agarose-manose equilibrada com tampao de extracao. Assim, a frag¢ao eluida
com tampao de equilibrio foi descartada e fragdo contendo a solu¢do com CML foi eluida com
100 mM de dextrose e a fracao contendo a solu¢cdo com CTL foi eluida com 500 mM de NaCl,
coletadas manualmente em sistemas separados de cromatografia de afinidade em tubos de
ensaio em fragdao de 1,5 ml monitorados em 280 nm. Um sistema AMICON Ultra 15 mL foi
utilizado para concentrar e dialisar a fracao ativa de amostra de cada lectina. Para isso, na etapa
de concentracdo foram realizadas repetidas centrifugacdes para diminuir o volume de 200 mL
para aproximadamente 10 mL da amostra. Na etapa de didlise, foi realizada quatro
centrifugagdes a 5000 rpm por 20 minutos, primeiramente, adicionando 100 mM de tampao
acetato de sodio pH 4,0 até completar o volume maximo do Amicon® Ultra 15 mL (com
membrana NMWL 10 kDa) e, depois, quatro centrifugagdes com agua ultra-pura. Depois, a
amostra de cada lectina foi centrifugada até atingir a concentra¢do de 10 mg/ml. O método de

Bradford foi usado para avaliar a concentragao.

3.3 Verifica¢do da massa molecular relativa por SDS-PAGE

A massa molecular relativa da lectina foi estimada por eletroforese em gel de
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poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de acordo com Laemmli
(LAEMMLLI, 1970) em gel de separagao a 12,5% e gel de empilhamento a 7% de poliacrilamida
em condi¢cdes desnaturantes e reduzidas com [-mercaptoetanol acoplado a um kit de
eletroforese com corrida vertical em um campo elétrico com corrente elétrica de 150 mA, DDP
de 150 volts e poténcia de 10 W. O marcador molecular LMW-SDS (GE Health-care,
Buckinghamshire, UK) constituido de fosforilase b (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20.1 kDa) e a-
lactalbumina (14.4 kDa), foi usado para identificar o grau de pureza da CML e CTL, tendo em
vista a determina¢do da massa relativa da CML préxima de 28 kDa (VASCONCELOS et al.,
2015) e massa relativa de CTL proxima de 27 kDa (ALMEIDA et al., 2016). Apds eletroforese,

o gel foi corado com Coomassie brilliant blue (R-350) para fotodocumentagao.

3.4 Cristalizacao e obtenciao de dados da CML e CTL

O ensaio de cristalizacao foi realizado pelo método de difusdo de vapor em gota
suspensa a 25 °C de acordo com Jancarik (JANCARIK; KIM, 1991). Para tanto, a amostra foi
dissolvida em Tris-HCI 25 mM em pH 7,6 numa concentragao igual ou acima de 10 mg/mL e
incubada com 5 mM de MDM ou X-man por 1 h a 37 °C. Apos a centrifugacao a 10.000 x g
por 10 min, o sobrenadante foi coletado e utilizado para montar as placas de triagem de
condi¢gdes de cristalizagdo utilizando os kits de cristalizagdo JBScreem JCSG++ (Jena
Bioscience), Crystal Screen I, II e Index (Hertfordshire, Reino Unido) para verificar em qual
condi¢do ocorrera o processo de cristalizagdo. Vale ressaltar que a montagem das triagens
iniciais foram realizadas com auxilio do rob6 de cristalizagdo Mosquito Crystal robot (TPP
Labtech, Hertfordshire, UK), utilizando placas de 96 pocos (SWISSCI) a 298 K, pela
metodologia de gota suspensa. Depois, na condi¢do esperada, foi realizada a otimizagdo dessa
condi¢do com ajustes de concentragdo do agente precipitante e pH. As placas de cristalizagao
MRC de 48 pogos (SWISSCI AG) foram preparadas com gotas de 4 uL. em uma propor¢ao de
1:1 com solugdo saturada de lectina e solugdo de condicdo de cristalizagdo ajustada para cada
pogo em um sistema fechado com 200 pL de cada solugdo de condigdo nos pogos. Em seguida,
pelo método de gota sentada, as placas foram incubadas em estufa por tempo indeterminado a
298 K. Apos a cristalizagdo, cristais adequados com dimensdes aproximadas de 0,1 mm x 0,3

mm x 0,1 mm foram difratados pelo método de difragdo de raio X.
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3.5 Coleta e processamento de dados de raios-X

Os cristais obtidos da otimiza¢ao foram lavados em solu¢do mae, contendo glicerol
como crioprotetor na concentracdo de 20%. Com feixes de radiagdo sincrotron na estagdo
MANACA no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (SIRIUS, LNLS-Campinas, Brasil) com
detector PILATUS 2M (Dectris, Suica), foram coletadas 3600 imagens com um angulo de
oscilagdo de 0,1°. Apo6s isso, os dados foram processados e escalonados utilizando o software
XDS e numero de moléculas por unidade assimétrica foi determinado pelo software

Matthews Coef (EVANS, 2011; WINN et al., 2011).

3.6 Determinacio e analise da estrutura da CML e CTL

Com o programa Molrep (VAGIN; TEPLYAKOV, 1997), a estrutura cristalina de
CML foi determinada por substituigdo molecular usando uma lectina homologa, a CTL (PDB
id: SEYY) do banco de dados de proteinas (PDB) com devidos ajustes referentes a sequéncia
de aminoacidos da CML. Com o programa PHENIX (ADAMS et al., 2010), foi realizado o
refinamento, adi¢ao de moléculas de agua e ligantes, e a geracdo de mapas de omissdes. Na
necessidade de modificar procedimentos automaticos por manuais, o WinCoot foi usado
(EMSLEY et al., 2010). Para validagao da qualidade do modelo, a ferramenta do PDB
Validation foi utilizada (READ et al., 2011). Com o CONTACT, as interacdes polares e de van
der Waals foram avaliadas. Para geracao de figuras 3D e 2D, os programas UCSF Chimera, v.
1.12 e Pymol e LigPlot, v. 1.4.5, foram utilizados, respectivamente (WALLACE;
LASKOWSKI; THORNTON, 1995; PETTERSEN et al., 2004).

3.8 Dindmica molecular

Simulagdes de dindmica molecular foram realizadas para as formas de CML e CTL
sem e com MDM para observar o comportamento molecular de cada lectina na sua forma nativa
e interagindo com MDM, bem como para avaliar o comportamento, estabilidade dos residuos
e a sua compactagdao molecular. O modelo de CML foi adquirido via refinamento de dados
cristalograficos e o modelo de CTL via PDB id: SEYY. As duas moléculas foram usadas para
avaliar as interagdes com MDM. Nesse estudo, simulagdes de dinamica molecular de 200 ns
(40.000 frames) foram preparadas usando o CHARMM-GUI (JO et al., 2008; LEE et al., 2020)
realizadas no pacote AMBER22 (CASE et al., 2005) usando o parametro de campo de forga
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ff19SB para proteinas (TIAN et al., 2020) e GLYCAN_06 para carboidratos (KIRSCHNER et
al., 2008). O sistema com cada lectina foi formado com céations de Ca*" e Mn?*, com e sem
ligante MDM, solvatado com modelo de moléculas de agua TIP3P (HERNANDEZ-
RODRIGUEZ et al., 2016), neutralizada com adi¢io de moléculas de Na* e CL- com fungio de
contra-ions. Para criar os sistemas solvatados, 21392, 26541, 19341 e 19325, moléculas de
agua, juntamente com 64 Na" e 60 Cl", 78 Na" ¢ 74 CI', 57 Na" ¢ 54 Cl" e 57 Na" e 54 CI ions
adicionados aos sistemas CTL, CTL + MDM, CML e CML + MDM, respectivamente.

Para minimiza¢do de energia foi usado os métodos steepest descent com 10.000
passos e conjugate gradient com 2.000 passos, com 10 kJ/mol como critério de convergéncia.
A minimizagao seguiu 250 mil passos de equilibrio de NVT seguidos e NPT com acoplamento
de temperatura de 300K (NOSE, 1984; HOOVER, 1985) e pressio isotropica a 1 bar
(PARRINELLO; RAHMAN, 1981). Temperatura de 37 °C foi mantida usando um termostato
Langevin com coeficiente de atrito de 1 ps™!. Além disso, um barostato isotrépico de Monte-
Carlo foi usado para controle de pressao. O passo de tempo da simulagao foi definido para 2 fs
em conjunto com o algoritmo SHAKE (RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) para
restringir as ligacdes covalentes envolvendo atomos de hidrogénio. O método Particle Mesh
Ewald (PME) foi utilizado para calcular as interacdes eletrostaticas de longa distancia
(DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993), limites de 10 A. A restricdo das ligagdes antes da
execugao, foi aplicado o Linear Constraint Solver (LINCS). A analise da trajetoria da dindmica
molecular consistiu em analisar raiz quadrada do desvio médio (RMSD), root mean square
fluctuations (RMSF), radius of gyration (RoG), energia do sistema, ligagdes de hidrogénio
intermoleculares (HB), frequéncia de contato (CF). Os softwares: Xmgrace, foi usado para
plotar os graficos e o VMD para visualizar a trajetoria da DM (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996).

3.9 MMPBSA

A técnica de andlise de trajetoria de pos-processamento, estimativa de energia livre
de ligacdo, foi realizada nos sistemas de CTL e CML com e sem MDM simulados usando
MMPBSA .py (CASE et al., 2005; MILLER et al., 2012). O modelo generalizado de Born (GB)
(igb =2 e Salton = 0,15) foi usado para calcular a energia livre de ligacdo para todos os sistemas
de CTL e CML com e sem MDM usando o modelo de mecanica molecular generalizada de
Born (MM/PBSA) (GOHLKE; CASE, 2004; CASE et al., 2005; MILLER et al., 2012). Para

todos os sistemas foi realizado os calculos baseados na seguinte formula: AG iigacio = G complexo


https://paperpile.com/c/L5FBua/tkjR
https://paperpile.com/c/L5FBua/Z3Syi
https://paperpile.com/c/L5FBua/Z3Syi
https://paperpile.com/c/L5FBua/ZEuEA
https://paperpile.com/c/L5FBua/ZEuEA
https://paperpile.com/c/L5FBua/3II1S+hJHit
https://paperpile.com/c/L5FBua/Vb6ro
https://paperpile.com/c/L5FBua/eb8i
https://paperpile.com/c/L5FBua/3uh6T
https://paperpile.com/c/L5FBua/Nq5hU
https://paperpile.com/c/L5FBua/Nq5hU
https://paperpile.com/c/L5FBua/ut2n+S60B
https://paperpile.com/c/L5FBua/S60B+A1Nx+ut2n

57

- [G proteina T G tigante] (1), @ qual é formada pelo AG que ¢ a energia livre de ligagdo, G complexo
que ¢ a energia livre do complexo, G proteina que € energia livre da proteina € G ligante que € a
energia livre do ligante.

Para o calcula da energia livre os céalculos foram baseados na seguinte formula:
AGrotar = AEmm + AGgs + AGnp - TAS (2), a qual é formada pelo AEmm que € a energia de
interacdo da fase gasosa estimada pelo programa SANDER dos sistemas de CTL e CML com
e sem ligantes, AGgp que € a contribuicao de energia dos componentes polares, AGnp que € a
contribuicao de energia dos componentes apolares e - TAS que corresponde a conformacao da
variacao entropica do ligante. Assim, a estratégia € obter comparagdes relativas de energia livre
de liga¢ao sem calcular o valor absoluto; AGgg corresponde a energia livre de solvatagao polar
calculada pelas equacdes GB presentes no AMBERTOOLS?22, enquanto o AGnp corresponde
a contribuicao apolar. Para o célculo dos componentes apolares a formula: AGnp = YySASA + B
(3), a qual y representa a tensdo superficial definido como 0,0072 kcal (mol A?)!, B é definido
como 0,92 kcal/mol e SASA é a area de superficie acessivel ao solvente. Os parametros
dielétricos padrdo foram definidos como 1 e 80 para soluto interno e solvente externo,
respectivamente.

A partir dos dados MM/PBSA ¢ calculada a decomposi¢do de energia (FED) dos
sistemas de CTL e CML com e sem MDM. Desse modo, foi possivel avaliar quais residuos
contribuem energeticamente para a ligagao de energia livre na formagao de cada sistema (CASE
et al., 2005; MILLER et al., 2012). O mddulo de decomposi¢do de energia no AMBER22 foi
usado para essa finalidade. Além disso, também foi considerado a contribui¢do de quatro
componentes energéticos para cada residuo, como, componentes eletrostaticos (AGgLg), van der
Waals (AGvpw), solvatacdo polar (AGp) e solvatacdo apolar (AGnp). Os residuos potenciais de
contribuicdo de energia foram selecionados baseados no tipo de residuo e contribuicdo acima

de -1 kcal mOI-l. AGearboidrato - residuo = AGELE + AGvpw + AGp + AGnp (4)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacao da CML e CTL

O protocolo de purificagdo da CML ¢é realizado por um unico passo cromatografico
com matriz de afinidade Sepharose-4B-manose (VASCONCELOS et al.,, 2015). Assim,
seguindo o protocolo adaptado, a CML foi purificada com matriz de agarose/manose. Na Figura
19a ¢ possivel ver o cromatograma de purificacdo da CML, a qual foi eluida com 100 mM de
This-HCI com 150 mM de NaCl e 100 mM de D-dextrose. Em geral, foi usado em média 110
mL para o processo completo, no entanto, cerca de 10 mL foi o suficiente para eluir a lectina.
Na Figura 19b mostra o cromatograma de purificagdo da CTL, nas mesmas condi¢des
cromatograficas, mostrando um perfil semelhante ao da CML. Vale ressaltar que a purificagdo
seguiu o protocolo de Almeida et al., (2016), o qual usou matriz de Sepharose-4B-manose. Na
Figura 19c¢ mostra o perfil eletroforético da CTL (coluna 2) e CML (coluna 3) com massa
molecular relativa abaixo de 30 kDa, estando em concordancia com o perfil eletroforético da
CML (VASCONCELOS et al., 2015) e CTL (ALMEIDA et al., 2016), embora exista uma
pequena divergéncia entre a massa relativa das lectinas (Figura 19¢), comparados aos trabalhos
anteriores, os quais, segundo ALMEIDA et al. (2016), a massa relativa da CTL foi proximo de
27 kDa e a massa relativa da CML, segundo VASCONCELOS et al., (2015), proximo de 28
kDa. Essa diferenca de resultados e a literatura pode ser devido ao nivel de glicosilagcdo ou
diferenca de cargas entre elas durante a corrida. Contudo, em relacao a massa intacta da CTL
(27.257 Da) e as duas isoformas da CML (27.224 Da e 27.338 Da) mostraram uma melhor
concordancia com os resultados (VASCONCELOS et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016).


https://paperpile.com/c/L5FBua/C2Bp
https://paperpile.com/c/L5FBua/C2Bp
https://paperpile.com/c/L5FBua/oacmB
https://paperpile.com/c/L5FBua/C2Bp+oacmB

59

Figura 19 - Visdo geral da purificagdo de CML e CTL. a) Perfil cromatografico de CML. b)
Perfil cromatografico de CTL. c) Perfil eletroforético em SDS-PAGE de CML e CTL.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Volume de 3ml de extrato total aplicado em uma matriz de cromatografia de
afinidade agarose/manose (1 ml) para purificagdo de CML e CTL. a) CML - A fracdo ndo retida (P1) foi eluida
com o tampdo Tris-HCl a 100 mM com NaCl 150 mM. A fragdo retida (P2) foi eluida com Tris-HCl a 100 mM
com NaCl 150 mM e D-manose a 100 mM, coletadas aliquotas de 2 ml/min. b) CTL - A frac¢8o ndo retida (P1) foi
eluida com o tampdo Tris-HCl a 100 mM com NaCl 150 mM. A fragdo retida (P2) foi eluida com Tris-HCl a 100
mM com NaCl a 500 mM, coletadas aliquotas de 2 ml/min. ¢) Gel SDS-PAGE - coluna 1: marcadores moleculares
- fosforilase b (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa),
inibidor de tripsina (20.1 kDa) e a-lactalbumina (14.4 kDa). Coluna 2: CTL (40 pg). Coluna 3: CML (48 pg).

4.2 Estrutura cristalogriafica de CML e CTL

Cada amostra de CML e CTL numa concentra¢do de 10 mg/ml condicionada com
tampao Tris-HCl a 25 mM pH 7,6 e NaCl a 100 mM foi incubada por 1 hora, separadamente,
com 5 mM de MDM ou X-man (para CML) e 5 mM X-man (para CTL) e centrifugada a 9000
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rpm por 15 minutos. Depois, ap6s incubagao nas condi¢des dos kits de cristalizacdo, foi possivel
obter cristais a partir de 7 dias. Os cristais de CML foram cultivados na condi¢ao n° 68 do kit
Index (200 mM de sulfato de amonio, 100 mM HEPES pH 7,5 e PEG 3350 25%). Os dados de
difracdo do cristal, Tabela 3, mostraram o grupo espacial monoclinico C121. Cristais de CTL
foram cultivados na condi¢do n°® 71 do kit Cristal Screen (1,6 M de sulfato de amonio, 100 mM
de M-MES pH 6,5 e 10% de 1,4-Dioxano). Todavia, os dados de difragdo de CTL com X-man
ainda ndo foram analisados. Para mais, a estabilizacdo da estrutura cristalina com o ligante
especifico ja foi demonstrado em lectinas da tribo Dalbergieae, como PAL (LORIS et al.,
2004), tribo Phaseoleae, como lectina de Cymbosema roseum (CRLI) (ROCHA et al., 2015) e
tribo Vicieae, como lectina de Pisum arvense (PINTO-JUNIOR et al., 2017d).

Tabela 3 - Dados coletados, refinados e parametros de qualidade dos dados.

Parametros Valores

I
Grupo espacial Cl121

Parametros de célula unitaria

a.b.c. (A) 146.649, 41.989, 94.768
o B.y(°) 90, 102.73, 90
Reflexoes totais 670860 (67831)
Numero de reflexdes Unicas 100174 (9945)
Moléculas por unidade assimétrica 2

Limites de resolugdes (A) 43.43 -1.45

Rmerge? (%)
Completeza
Multiplicidade

I/o (I) médio
Wilson B-fator (A2)

CCl1/2

0.04399 (0.2949)
99.83 (99.84)
6.7 (6.8)

24.23 (5.80)
9.30

0.999 (0.982)

|
Continua
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Continuagao
| Parametros | Valores |
| Substituicao Molecular I |
wRfactor 0.48
Score 0.69
Refinamento
Faixa de resolucdo (A) 43.43 - 1.45

Rfactor® (%)

Rfree® (%)

Numero de reflexdes

Reflexdes usada para o R-free

Numero de residuos por unidade assimétrica
Numero de moléculas de dgua

RMS desvios dos valores ideais
Comprimentos de ligagio (A)

Angulos de ligagdo (°)

Fator de temperatura

Valor médio de B para toda a cadeia proteica (A?)

Ligantes (A?)

Solvente (A?)

Rotameros e grafico de Ramachandran
Rotameros com desvio (%)

Residuos em regidoes mais favoraveis (%)
Residuos em regides permitidas (%)

Residuos em regides ndo permitidas (%)

0.1497 (0.1468)
0.1710 (0.1905)
100121 (9945)
2000 (199)

481

511

0.007

0.94

13.02
19.25

21.93

97.47
2.53

0.00

Fonte: elaborado pelo autor.

Com base em uma massa de 28 kDa (VASCONCELOS et al., 2015) e nos 246

residuos, o coeficiente de Matthew foi calculado como 2,85 A® Da’!, indicando a presenca de


https://paperpile.com/c/L5FBua/C2Bp
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um dimero por unidade assimétrica e um teor de solvente de 56,81%. O monomero CTL (PDB
id: SEYY ) foi escolhido para substitui¢io molecular (score 0,69) com RMSD de 0,224 A para
194 atomos de Ca quando comparado as coordenadas do monomero CML. O grafico de
Ramachandran mostrou 97,47% de residuos em regides favoraveis e 2,53% em regides
permitidas, demonstrando ser um modelo com estereoquimica aceitavel.

Complexada com MDM, a estrutura de CML foi refinada para resolu¢do maxima
de 1,45 A, minima de 43,43 A e modelada com 511 moléculas de 4gua. Essa estrutura adotou
um motivo jellyroll caracteristico de lectinas de leguminosas com sitio de ligacdo a metais
divalentes (Ca** e Mn?") (LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO,
2017), como também, possuindo um enovelamento tipo B-sanduiche (LORIS et al., 1998),
comuns em lectinas de espécies da tribo Dalbergieae, (NASCIMENTO et al., 2020) como CTL
(ALMEIDA et al., 2016), PELa (CAVADA et al., 2018b), PAL (LORIS et al., 2004) e PNA
(VIJAY AN, 2007), e outras tribos de leguminosas como Phaseoleae. Na Figura 20 ¢ possivel
visualizar dois CRDs com ligante, dois MBS com cations de Ca?" ¢ Mn?** em um dimero de
CML, formado por dois monomeros (monomero 1 a esquerda e mondmero 2 a direita) disposta
como interface tipo II, também conhecida como dimero candnico. Esse dimero, segundo
DELBAERE e colaboradores, (1993), formam 12 fitas continuas pela disposicdo de duas
folhas-p traseiras lado a lado. Pontualmente, o dimero candnico foi observado em CTL, PAL,
PELa, como, também, presente na estrutura de VML, contudo, fazendo parte de seu tetramero
segundo estudos de oligomerizagao dessa lectina (SOUSA et al., 2016).

Ainda na Figura 20, ¢ possivel visualizar uma molécula de 2-acetoamido-2detox-
beta-D-glicopiranose (NAG) no local de glicosilacdo. Geralmente, cadeias de agucares sdo
glicosiladas ao aminodcido asparagina em proteinas recém sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso que pode estar envolvido no processo de qualidade da glicoproteina
(FUJIKAWA et al., 2016). Muitas lectinas de leguminosas passam por processos de
glicosilagdo, dentre as quais, CML possui 1,5% e a CTL 1,7% de teor de glicosilagdo (SANTOS
et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020). Na figura 21 ¢ possivel visualizar uma molécula de

NAG no residuo Asnl19 de cada monomero.


https://paperpile.com/c/L5FBua/keNsm
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Figura 20 - Representacdo em cartoon de um dimero de CML complexada com MDM. As
esferas representam os ions de célcio (verde) e manganés (roxo). Os ligantes proéximos dos
metais divalentes estdo coloridos de dourado e a glicosilagdo representada pelo NAG em cada

cadeia do dimero estdo coloridas de cinza.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 21 - Representagio de local de glicosilagdo (Asn119) de cada cadeia do dimero de CML

com NAG. Representacdo do NAG no mondmero 1 (a) e mondomero 2 (b).

- AQ

Uma comparacdo estrutural entre CML e CTL ou PELa demonstrou um RMSD de

Fonte: elaborada pelo autor.

0,224 A para 194 atomos de Co e 0,236 A para 206 atomos de Co, respectivamente. As
diferengas encontradas entre as cadeias sdo observadas principalmente nas regides mais
flexiveis como loops. Na Figura 22 mostra uma sobreposi¢do dos mondmeros de CML, CTL e
PELa, confirmando a conservacdo desse mondmero na tribo Dalbergieae, o qual, demonstrado
por LORIS e colaboradores (1998), ¢ formado por duas grandes folhas-B antiparalelas, uma
com seis fitas estendidas, outra curvada com sete fitas e uma pequena folhas-f3 com cinco fitas
fazendo a juncdo das duas maiores. Minuciosamente, segundo SINHA e colaboradores (2007),
¢ possivel identificar um ntcleo hidrofobico naregido de juncdo das trés folhas-f3 e outro nucleo
hidrofébico formado entre a folha-B frontal de sete fitas e os loops que conectam as fitas desta
folha-B. Além disso, o CRD das lectinas de leguminosas é composto de residuos de quatro loops
especificos que variam em sua conformagao e especificidade entre as lectinas de leguminosas
(SHARMA; SUROLIA, 1997). Nao somente o CRD, mas o motivo jellyroll se mostrou bem

conservado e semelhante entre as estruturas de CML, CTL e PELa, Figura 22.
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Figura 22 - Representacdo em cartoon da sobreposicdo de um monomero de CML (verde),

CTL (PDB id: SEYY, em vermelho) e PELa (PDB id: 5U38, em rosa).

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3 Sitios de ligacio de CML

O dimero CML apresentou ions de calcio e manganés no sitio de ligagdo a metais
(MBS) e 0 MDM ligado ao CRD. E importante destacar que o MBS coordena algumas
interagdes que estabilizam o sitio de ligagao a carboidrato (LORIS et al., 1998). A proposito, as
coordenagdes do MBS ao célcio envolve os residuos Asp131, Asp142, Asnl139, Phel33 e duas
moléculas de 4gua, ja as interagdes ao manganeés, envolve os residuos Asp131, Asp142, Glul129,
His147 e duas moléculas de agua, totalizando seis residuos e quatro moléculas de agua,
formando uma coordenacdo octaédrica sob os ions em cada mondmero, Figura 23a-d. Depois,
na Figura 24a-b, observe o mapa de densidade de elétrons (mFO-dFc) em cada cation
interagindo com duas moléculas de a4gua em torno de 36 no MBS em cada mondmero do
dimero. Essas moléculas de agua sdo importantes para a estabilidade do MBS, estando

envolvida de forma indireta na estabilidade do CRDs.
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Esperadamente, os mesmos residuos de aminoacidos nas mesmas posi¢des com as
quatro moléculas de 4gua coordenando as interacdes com os ions divalentes Ca?* e Mn>" foram
observados na CTL ¢ PELa (ALMEIDA et al., 2016; CAVADA et al., 2018b). Isso mostra o
quanto esses residuos sdo conservados no MBS em lectinas da tribo Dalbergieae. Apesar disso,
nas lectinas da tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae, como a lectina de Dioclea lasiocarpa
(DLL) (NASCIMENTO et al., 2017), a lectina de Dioclea lasiophylla (DlyL) (PINTO-JUNIOR
et al., 2017a), a lectina de Dioclea reflexa (DrfL) (PINTO-JUNIOR et al., 2017b), a lectina de
Dioclea sclerocarpa (DSL) (BARROSO-NETO et al., 2016), a lectina de Canavalia virosa
(ConV) (OSTERNE et al., 2017) e a lectina de Canavalia bonariensis (CaBo) (CAVADA et
al., 2018a), mesmo com a conservagao da maioria dos residuos, mas em posi¢oes diferentes na
estrutura primaria, mostrou a interacao da tirosina em vez da fenilalanina na coordenac¢do do
calcio. Dentre as posicoes dos residuos envolvidos nas interagdes do MBS das lectinas da tribo
Phaseoleae, os residuos Asp10, Asp19, Asnl4, Tyrl12 e duas moléculas de dgua interagem com
o célcio e os residuos Aspl0, Asp19, Glu8, His24 junto a duas moléculas de agua interagem
com o manganés. Essa diferenca de aminoacido entre tirosina e fenilalanina, também foi
observado em PNA, uma lectina da tribo Dalbergieae, com os residuos Aspl123, Aspl132,
Asnl27 e Tyrl25 cordenando o célcio e os residuos Aspl123, Aspl32, Glul2l e His137
coordenando o manganés (BANERIJEE et al., 1996). Mas em outras duas lectinas desse género,
a lectina de Arachis duranensis (ADL) e lectina de Arachis ipaensis (AIL), mostraram o0s
mesmo residuos, com excecao da tirosina, em posi¢cdes diferentes dos residuos Aspl32,
Aspl43, Asnl140 e Phel34 na coordenagio do Ca?" e Asp132, Aspl143, Glul30 e His148 na
coordenagio do Mn?" (NASCIMENTO et al., 2018).


https://paperpile.com/c/L5FBua/oacmB+R7FV
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Figura 23 - Representagdes dos sitios de ligagdo a metais de um dimero de CML com intera¢des
de coordenagdo em torno dos ions calcio e manganés. Interagdes célcio (a) e manganés (c) do

mondmero 1 e calcio (b) e manganés (d) do monomero 2.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 24 - Representacdes dos sitios de ligagdo a metais dos monomeros 1 (a) e 2 (b) com

mapa de densidade de elétrons (mFo-dFc) em torno de 36 do calcio (rosa), manganés (cinza) e

duas moléculas de dgua (azul) interagindo em cada cation.

Fonte: elaborado pelo autor.

Outro aspecto importante s@o as interagdes intramoleculares as quais mostram as
forcas, seja polares, seja apolares. Dentre os diversos métodos de andlise dessas interagdes
existe o Symmetry-Adapted Perturbation Theory (SAPT), que analisa a natureza das ligagdes
de hidrogénio e forcas de van der Waals de acordo com termos eletrostaticos, transferéncias de
cargas, repulsio de troca, polarizagio e dispersio (OLIVEIRA; ARAUJO, 2012), podendo ser
considerado um método de decomposi¢do de energia, uma vez que se baseia na produgdo de
energias de interagdes totais e energias de dispersio (MASUMIAN; DANIEL BOESE, 2022).

Além disso, existem outros métodos que apesar de suas limitagdes, complementam o estudo
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dessas interagdes, como: quantum theory of atoms in molecule (QTAIM), que é usado para
estimar as liga¢des de hidrogénio; teorias de orbitais de ligagdo natural ou orbitais estritamente
localizado para avaliar as transferéncias de cargas intramoleculares e forgas estéricas
(WEINHOLD; LANDIS; GLENDENING, 2016); método de orbitais moleculares de
fragmento que calculam valores de energia significativos que tratam o efeito do solvente nos
sistemas (FEDOROV; KITAURA, 2007), entre outros métodos. Para esse estudo, as ligacdes
estdo classificadas como ligacdes de hidrogénio numa faixa de 2,2 A a 3,4 A e Van der Waals
entre 3,0 A a 4,0 A. Nesse contexto, é possivel visualizar as distancias interatdmicas entre os
residuos de aminoacidos do MBS da CML e os cations divalentes, pela representacdo 2D do
LIGPLOT, mostrando a coordenagdo dos aminoacidos aos cations de Ca** (Figura 25a-b) e
Mn?" (Figura 26a-b). E importante mencionar que para o mondémero 1, o B-fator do calcio foi
4,64 A% e manganés 15,22 A2; para o monomero 2, foram 7,43 A% e 20 A2, respectivamente,
apresentando ocupagdo de 100%. Curiosamente, o B-fator do manganés nos dois monoémeros

sdo maiores, indicando que a agitagdo molecular desse ion € maior em relagdo ao célcio.

Figura 25 - Representagdes LIGPLOT dos sitios de ligagdo a metais de CML com interagdes
de coordenacdo ao cation de célcio (rosa) do mondmero 1 (a) e mondmero 2 (b). Os dtomos de
carbono, nitrogénio e oxigénio dos residuos de aminodcidos estdo representados por esferas

pretas, azuis e vermelhas, respectivamente.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 26 - Representagdes LIGPLOT dos sitios de ligagdo a metais de CML com interagdes
de coordenagdo ao cation de manganés (rosa) do monomero 1 (a) e mondmero 2 (b). Os atomos
de carbono, nitrogénio e oxigénio dos residuos de aminoacidos estdo representados por esferas

pretas, azuis e vermelhas, respectivamente.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A CML foi co-cristalizada com MDM para identificacdo do CRD. O B-fator médio
da molécula de MDM foi 19,25 A2 com ocupagio de 100%. Na figura 27 é possivel observar o
mapa de densidade de elétrons em torno de 36 no MDM que esta ligado ao CRD da CML no
mondmero 1 representado (Figura 27a) e mondmero 2 (Figura 27b) em cartoon. Essa interacio
lectina/carboidrato ocorre devido a estabilidade do cis-peptideo pela coordenagdo dos residuos
que compde o MBS com os metais e contribui¢des das interagdes polares e apolares do CRD
ao carboidrato. Segundo LORIS e colaboradores (1998), o peptideo Ala-Asp € conservado em
lectinas de leguminosas. Para mais, estudos mostraram que em PELa a coordenacio dos metais
estabilizam o cis-peptideo Ala86-Asp87 que esta relacionado a atividade do CRD (CAVADA
et al., 2018b); em CaBo a alta frenquéncia de interacdes na regido do cis-peptideo, Ala207-
Asp208, € importante para estabilizacdo dos ligantes no CRD (CAVADA et al., 2020), assim
como em lectina de Pisum arvense no cis-peptideo Ala80-Asp81 (PINTO-JUNIOR et al.,

2017d), uma lectina da tribo Vicieae, também pertencente a subfamilia Papilionoideae.
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Figura 27 - Representagdes dos sitios de ligagdo a carboidratos dos monomeros 1 (a) e 2 (b)

com mapa de densidade de elétrons (mFo-dFc) em torno do MDM.

Fonte: elaborada pelo autor.

No geral, incluindo as intera¢des polares e apolares, o CRD da CML é composta
por quatro segmentos descontinuos - Ala86-Asp87, Gly106-Gly107, Gly221-Glu222-GIn223 e
Asnl137-Ser138-Asnl39 - e um residuo de Phel33 (Figura 28 e Tabela 4), que estd em
concordancia com os quatro loops na formagao do CRD de lectinas de leguminosas (SHARMA;
SUROLIA, 1997). Entre os aminoacidos do CRD que estabilizaram a ligagdo com MDM pelas
ligagdes de hidrogénio estdo Asp87, Glyl07, Gly221, Glu222, GIn223, Asnl37, Ser138 e
Asnl139 (Figura 28a) com uma agua estrutural entre a Asn137-H20-Mmal (Figura 28c e Figura
29) formando uma ligagdo indireta do residuo Asn137 com o carboidrato intermediada por uma
molécula de dgua. Ja foi mencionado na literatura que moléculas de agua ligam indiretamente
os residuos de Asp208 e Arg228 ao célcio e Ser34 ao manganés presentes na DSL (BARROSO-
NETO et al., 2016). Em relacdo as interagdes hidrofobicas, os mesmos residuos nos dois
monomeros foram observados: Ala86, Asp87, Gly106, Phel33 e Asn139 (Figura 28b e Figura
28d). Além disso, na Tabela 4 mostra pequenas diferencas em relagdo a Figura 28, como
auséncia de interagdo polar do residuo Asnl37 ao MDM em ambos mondmeros e entre os
mondomeros auséncia de interacdo apolar dos residuos Glu222 e GIn223 no mondmero 2.
Provavelmente, essas mudangas podem ser devido as diferentes conformagdes entre os
mondmeros e as faixas de interagdes consideradas pelos softwares no calculo das distancias
entre as interagdes.

Na CTL, o CRD estabilizou o complexo com MDM pelas interagdes dos residuos
Gly107, Ser138, Asnl139, Gly221, Glu222 e GIn223 aos atomos de oxigénio O1’, O2’, O3’,

04°, 05’ e 06’ do MDM, como também, interagdes de van der Waals compostas pelos residuos
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Ala86, Asp87, Gly107, Phel33, Ser138 e Gly221 (ALMEIDA et al., 2016). Para PELa, além
dos residuos mencionados em CTL com MDM, também observou Asp87 com interagdo polar
e os residuos Gly106 e Glu222 com interagdes de van der Waals na estabilidade com o
carboidrato (CAVADA et al., 2018b). Portanto, apesar da conservagdo da maioria dos residuos
envolvidos nas interagdes polares e apolares no CRD, bem como no MBS das lectinas da tribo
Dalbergieae, ¢ possivel observar algumas modificagdes de interagdes intra e intermoleculares

que sdo melhor visualizadas em simula¢des de dinamica molecular.

Figura 28 - Interagdes polares dos residuos de aminoacidos de CML em stick e esferas de agua
(azul) no CRD do monomero 1 (a) e mondmero 2 (c); representagdes 2D de LIGPLOT de
interagdes polares de hidrogénio e hidrofébicas entre residuos de CML e os carboidratos de
MDM no mondémero 1 (b) e monomero 2 (d).
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Fonte: elaborada pelo autor.



Tabela 4 - Interagdes de polares e apolares entre CML e MDM.

Aminoacidos Atomo MDM Monémero 1 Monémero 2

Contatos polares

ASP 87 OD1 MAN 04 2.61 A 2.60 A
ASP 87 OD2 MAN 06 2.70 A 2.72 A
GLY 107N MAN O3 2.87A 2.85A
GLY 107N MAN 04 3.13A 3.14 A
SER 138 OG MMA 02 2.89 A 2.88 A
SER 138 OG MMA 03 3.47A 3.44 A
ASN 139 ODI MAN 04 2.90 A 293 A
GLY 221 N MAN 06 3.24 A 3.23A
GLU 222N MAN 06 3.19 A 3.18 A
GLU 222N MAN 05 3.09 A 3.07 A
GLN 223 N MAN 06 3.07 A 3.05A
GLN 223 O MAN 06 3.34A 330 A
Apolares

ALA 86 CB MAN 06 339 A 3.47 A
ASP 87 CG MAN 04 3.46 A 3.43 A
ASP 87 OD1 MAN C4 3.46 A 3.49 A
GLY 107 CA MAN 04 3.44 A 3.46 A
SER 138 CB MMA 02 3.12A 3.11A
GLY 221 CA MAN 06 3.41 A 335A
GLY 221 C MAN 06 - 3.49 A
GLU 222 CB MAN 05 334 A -

GLU 222 CG MMA 01 3.41A -

GLN 223 OE1 MMA C7 3.49 A -

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 29 - Interagdes polares do residuo Asnl137 de CML em stick com o0 MDM de forma
indireta intermediada por uma molécula de agua estrutural representada por uma esfera azul no

CRD do monomero 1 (a) e monomero 2 (b).
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Dinamica molecular

Para estudos in silico foi realizada a dindmica molecular, a qual simulagdes de
forma ligada e ndo ligada de CML e CTL com MDM foram preparadas no CHARMM-GUI e
realizadas no AMBER22. Para minimizagdo dos sistemas foram realizados 10.000 passos pelo
método steepest descent, 2000 passos pelo método conjugate gradient para CML, CML +
MDM, CTL e CTL + MDM e 250 mil passos para atingir o equilibrio. Os valores minimos de
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energia atingidos para os sistemas CTL, CTL + MDM CML e CML + MDM, foram -2.646¢"%,
-3.286e%°, -2.376e™%%, -2.3909¢** kcal mol!, respectivamente. Em cada sistema, foram
adicionados 64 Na', 60 CI" ¢ 21392 H,O para CTL, 78 Na“, 74 CI" e 26541 H>O para CTL +
MDM, 57 Na', 54 CI" e 19341 H,O para CML e 57 Na', 54 Cl" e 19325 H>O para CML +
MDM, todas as aguas tipo Tip3P. O tempo de simulagdes foi de 200 ns com 40.000 frames em
uma pressao de 1 atm a uma temperatura de 37 °C, pH 7 com 150 mM de NaCl. Durante a
trajetoria dos sistemas, pode-se observar o processamento correto, completo e no caso dos
sistemas com ligantes, observou a interagdo de MDM com a cavidade do CRD durante toda a
trajetoria. Os sistemas entraram em equilibrio apos 13,5 ns. Para entender o desvio estrutural
de cada proteina (CML e CTL) com e sem ligantes, os desvios médios dos residuos e o raio de
giro em relagdo a compactacao das moléculas foram gerados graficos RMSD, RMSF e RoG.
Depois, foi feito andlise da frequéncia de contatos dos residuos e o perfil de ligagdes de

hidrogénio (HD).

4.4.1 Raiz do desvio quadratico médio (RMSD) e andlises dos desvios

Mesmo considerando que todos os sistemas entraram em equilibrio, o qual o grafico
RMSD mostrou que todas trajetorias dos sistemas atingiram esse equilibrio a partir de 13,5 ns,
com valores, aproximadamente, variando entre 1,3 ¢ 1,9 A para CTL, 2 e 4 A para CTL +
MDM, 1,8 ¢ 3 A paraCML e 1,3 ¢ 2,5 A para CML+MDM, pode-se observar algumas variagdes
ingremes proximas de 1 A, com exce¢dio da CTL. Antes de tudo, o grafico mostrou menor
desvio em CTL, seguido da CML + MDM (Figura 30). Agora, analisando as faixas de tempo:
CTL + MDM na faixa 0-25 e 50-75 ns, CML na faixa 0-25, 50-75, 75-100 ¢ 100-125 ns ¢ CML
+ MDM na faixa 150-175 ns, pode ser verificado aumentos bruscos, embora ndo considerados
instaveis. Sobre a comparagdo de desvios entre os sistemas das lectinas: CTL e CTL + MDM
mostrou o maior desvio comparativo de RMSD seguido de CML e CML + MDM, apesar da
diminui¢do desse desvio apds 125 ns. No entanto, entre CTL e CML a diferenga de desvio
permaneceu “constante” durante toda a trajetoria. Continuando, entre CTL + MDM e CML +
MDM o desvio diminuiu na faixa 150-175 e voltou a aumentar logo em seguida até o final da
dindmica. Vale destacar que o perfil com menor desvio de RMSD foi entre CTL e CML +
MDM até 100 ns. Por fim, nesse primeiro momento, observando os resultados de RMSD, o
ligante MDM provocou impactos opostos em ambas lectinas, aumentando os desvios em CTL

+ MDM e diminuindo em CML + MDM.
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Figura 30 - Resultados de dindmica molecular de CML e CTL sem ligante e complexada com

MDM. Gréfico do desvio quadratico médio (RMSD).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Paralelamente, com ADL e AIL, o equilibrio dos sistemas atingiram mais
rapidamente em torno de 5000 ps e 10.000 ps, respectivamente (NASCIMENTO et al., 2018),
salientando que nesses estudos as simula¢des de dindmica molecular foram de 20 ns e 30 ns a
depender dos sistemas. Comparando o RMSD com uma lectina da subtribo Diocleinae, os
sistemas de DIlyL. tanto sem quanto com ligantes (X-man, MAN3, MANS5 e MAN9)
demonstraram pequenos desvios ndo significativos (CAVADA et al., 2022), mostrando menor
desvio nas simula¢des. Além do mais, o grafico RMSD nas simulagdes com DIyL se
assemelhou ao estudo de simulagdo com CML + MDM e CTL nos primeiros 100 ns de dindmica
molecular. De modo a acrescentar ao resultados de RMSD, € pertinente realcar que o sistema
CML mostrou desvios intermediarios entre os sistemas CTL e CTL + MDM, como também,
CML + MDM demonstrou maior estabilidade dos desvios em comparagdo a CTL + MDM
durante toda trajetoria. Mais dois aspectos importantes sdo relevantes destacar, primeiro, a

influéncia do ligante a CTL no impacto significativo em sua conformagdo protéica, segundo,



71

apesar da pequena diferenca de dois aminoacidos entre CTL e CML, a conformacdo dessas
lectinas sem MDM por dindmica molecular mostrou diferencas conformacionais significativas.

Ademais, analisando o perfil de estabilidade de cada residuo das lectinas durante a
dindmica, na Figura 31, o grafico RMSF confirma flutuacdes de residuos em algumas regides
do sistema. Sobre CTL e CTL + MDM foi observado desvios maiores na regido 112-125, 150-
175 para CTL + MDM e 212-225 para CTL. Vale destacar a regido 112-125 com discrepancia
de desvio de residuos de CTL + MDM acima 2 A, provavelmente, em consequéncia do ligante
interagindo com residuos do CRD e as interagdes MBS ao complexo CRD/ligante em
comparacao a CTL. Sobre CML e CML + MDM houve desvios maiores na regiao 25-50, 150-
162 e 212-225 para CML. Sobre CTL e CML os desvios foram observados na regido 37-50,
112-125, 150-162. Também vale destacar as regides 37-50 e 112-125 dos sistemas CTL e CML,
das quais mostraram CML mostrou flutua¢des acima de 2 A em comparagio a CTL. Entre CTL
+ MDM e CML + MDM foi observado desvios na regido 150-175, no entanto, o perfil de desvio
sobre o restante de aminodcidos foi semelhante, com pequenas variagdes. Agora, observando a
regido 212-225 (Figura 31) com diferencas de desvio inferiores a 1 A dos sistemas sem ligante
(CTL e CML) em comparagao com os sistemas com ligante (CTL + MDM e CML + MDM),
pode ser em razao dos residuos Gly221, Glu222 e GIn223 estarem livres, os quais fazem parte
do CRD de ambas.

Curiosamente, observando o RMSF de CML caracterizada por modelagem
molecular, na regido 215-225 de CML, CML + MDM e CML + M13 (NECO et al., 2018) ndo
houve diferenca de flutuagdo entre os residuos. Apesar da divergéncia entre a CML com a
estrutura tercidria proveniente de modelagem molecular ou por cristalografia, o tempo de
dindmica entre os estudos é diferente. Outro aspecto curioso, como mencionado,
anteriormente, essa regido é composta por uma fita (211-220) da folha-B frontal e um loop
(221-225) que faz parte do CRD. Nesse loop, apresenta a glicosilagdo do residuo Asn119 com
o NAG (PINTO-JUNIOR et al., 2016). Geralmente, as regides de loop sdo mais instaveis e
sujeitas a mudangas conformacionais de acordo com as interagdes de superficies que pode
aumentar ou diminuir os desvios de RMSF. Além disso, sobre a CTL, enquanto a regido 125-
150 estdo todos os residuos que coordenam os cations divalentes no MBS, as regides 95-112 ¢
composta por um loop ap06s a terceira fita da folha-p frontal, seguida de uma pequena a-hélice
(113-117) e outro loop 118-125 (PINTO-JUNIOR et al., 2016), que sofreu flutuagdes em
decorréncia do ligante a partir da a-hélice até a proxima fita da folha-f traseira.

Adicionalmente, em um estudo da ADL com MMA, em vez de MAN que ndo causou
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alteragdes, foi observado flutuagdes de residuos na regido 125-150 (NASCIMENTO et al.,
2018). Diferentemente, em uma simulagdo da lectina de Pisum arvense, regido 115-120
(composta por um loop), sem flutuacdes, com a segunda fita da folha-B traseira na regidao 121-
133 demonstrou mais agitagdo em comparagdo a lectina sem ligante (PINTO-JUNIOR et al.,
2017¢c, 2017d), confirmando a influéncia do ligante. Além disso, em simula¢des com PELa
complexada com MDM, o grafico de RMSF mostrou uma provavel variacdo dos residuos
Ser138 e Asnl39, que fazem parte de um loop préoximo ao CRD, em comparag¢do com PELa
sem ligante (CAVADA et al., 2018b), no entanto, nos sistemas de CTL e CML com e sem

ligantes, ndo foi verificado nenhuma diferenga de flutuagdes nesta regido.

Figura 31 - Resultados de dinamica molecular de CML e CTL sem ligante e complexada com

MDM. Gréfico da flutuagdo quadratica média (RMSF).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Ademais, dessemelhante do efeito MDM causado a CTL de acordo com RMSD e

RMSF, CML + MDM provocou menor desvio estrutural e menor flutuagdo de seus residuos,
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principalmente nas regides entre 34-46 e 153-162, comparado a CML. A primeira regido (34-
46) é composta por um loop, apds uma pequena folha-B formada por duas pequenas fitas
antiparalelas, que se conecta a segunda fita da folha-p frontal. A segunda regido também é
composta por um pequeno loop (153-158) e uma fita (159-162) da folha-B frontal que fica na
parte mais externa do motivo jellyroll. Em termos comparativos, observando o RMSF da
lectina Pisum arvense, foi verificado uma maior flutuacao dos residuos na regidao 30-45 (loop)
e regiao 90-109 (loop) com da lectina sem o ligante, mas na regidao 152-159 (loop) foi verificado
maior flutua¢do dos residuos com o ligante (PINTO-JUNIOR et al., 2017¢, 2017d). Contudo,
observando o RMSF de DlyL (PINTO-JUNIOR et al., 2017a; CAVADA et al., 2022), mesmo
sem e com diversos ligantes, ndo foi verificado flutuacio diferente em nenhuma dessas regioes.

Para avaliar a compactacao do enovelamento da proteina com e sem o ligante o raio
de giro (RoG) das lectinas foram avaliadas durante toda a trajetéria (Figura 32). Os valores
médios de RoG para CTL, CTL + MDM, CML e CML + MDM, sdo 17,68 A, 17,79 A, 17,39
A e 17,30 A, respectivamente. Baseado na média dos valores de RoG, fica evidente que a CTL
se mostrou mais compacta em relacdo a CTL + MDM com menor RoG, no entanto, os desvios
observados entre CML e CML + MDM foram ainda menores, embora ndo possua diferencas
estatisticas significativas comprovadas. A propoésito, em relagdo a CTL e CML, ficou evidente
a compactagao de CML, complementando os resultados de RMSD e RMSF. Os desvios ficam
ainda maiores quando comparados os sistemas CTL + MDM com CML + MDM. Mais uma
vez, agora sobre o RoG, enquanto CML aumenta sua compactagdo com MDM, diminuindo seu
RoG, CTL diminui, aumentando o RoG.

Mesmo ndo sendo uma regra definida, estudos motram que, normalmente, o RoG
aumenta com o ligante, exemplo, DIyL (17,32 A) e DIyL com X-man (17,35 A), DIyL com
MANS3 (17,38 A), DIyL com MANS5 (17,40 A) e DIyL com MANO (17,36 A) (CAVADA et
al., 2022). Esse resultado esta em concordancia com o RoG da CTL, apesar que CML mostrou
o contrario, necessitando de mais estudos em lectinas de leguminosas para entender esse

comportamento.

Figura 32 - Resultados de compactacdo de CML e CTL sem ligante e complexada com MDM.
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Raio de giro (RoG).

Fonte: elaborado pelo autor.
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As pontes de hidrogénio sdo importantes interagdes entre a proteina e seu ligante.
Apesar de observar a auséncia de pontes de hidrogénio em diversos pontos da simulagdo da
CML com MDM (Figura 33) e em alguns pontos no inicio da dindmica da CTL com MDM
(Figura 34), o ligante permaneceu ligado durante toda a simulagdo. Nesse caso, existem outros
tipos de ligacdes que estdo envolvidas nessa interagdo lectina/ligante, como interagdes
eletrostaticas e van der Waals.

Surpreendentemente, o perfil de pontes de hidrogénio entre CML e CTL sido bem
diferentes, envolvendo outros tipos de interagdes para justificar a estabilidade e compactagéo
da CML em relagdo a CTL. Para evitar interagdes irrelevantes ou aleatorias foram consideradas
como relevantes as interagcdes com frequéncia de no minimo 10%. Por esse viés, os residuos
de CML que mais tiveram interagdes de pontes de hidrogénio com MDM nao ultrapassou 50%
do tempo de simulagdo (Tabela 5). Os residuos que mais interagiram foram o Glu222 (47,63%)
e Gly107 (44,43%), Ser138 (34,39%) e Asn139 (28,38%). Entretanto, existem outras interagdes
que precisam ser mencionadas, como Ala87, Glyl107, Ser133, Gly221, Glu222 e GIn223
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envolvidas com interagdes de van der Waals e polares, a Asn139 envolvida com interag¢do polar

e Ala86 com interag¢do de van der Waals, de acordo com a Tabela 4.

Figura 33 - Analise de pontes de hidrogénio de CML complexada com MDM.
CML + MDM
T [ T

=)

N

Hydrogen Bonds number

I ’H!“ HIMIII |!|!~I~||“|IH.

50 100 150 200
Time (ns)

Fonte: elaborado pelo autor.

Comparando as interagdes entre as lectinas, no CRD da CTL, a por¢do MAN do
MDM ha maior interacdo de residuos com Asp87, Glu222, Asn139, Gly107 e GIn223 por
pontes de hidrogénio em relagdo a por¢do MMA que possuem intera¢cdes com Serl138 e Glu222
(Tabela 6). Contudo, distinto do que ocorreu em CML, o residuo mais relevante foi Asp87 com
94,06% do tempo interagindo com MDM nos O4 e O6 da MAN, seguido pelos residuos Glu222,
Asnl39 e Gly107 com 48,30%, 47,23% e 37,53% do tempo, interagindo com OS5, O4 e O3 da
MAN, respectivamente (Tabela 6). Chama atengdo para Asp que faz parte do cis-peptideo
confirmando sua conservagdo na interagdo aos ligantes especificos de cada lectina de
leguminosa por liga¢des de hidrogénio (CAVADA et al., 2018b, 2018c, 2022), embora com
CML (Tabela 5) tenha interagido apenas 20,68% com O4 e 19,43% com O6 na simulagao.
Outro aspecto importante ¢ o balango de interagdes apolares entre CML e CTL, pois, CML
(Tabela 4) mostrou Ala86, Asp87, Gly107, Ser138, Gly221, Glu222 e GIn223 envolvidos nesse
tipo de interagdo. Em concordancia, de forma incompleta, a CTL mostrou intera¢des de van der

Waals e contatos polares com Asp87, Gly107, Ser138, Gly221, GIn223, somente interagdes
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polares com Glu222 e Asnl39, e somente interagdes de van der Waals com Ala86, Phel33 e

Gly106 (ALMEIDA et al., 2016).

Figura 34 - Analise de pontes de hidrogénio de CTL complexada com MDM.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 5 - Lista de interagdes de ponte de hidrogénio entre os residuos da CML e os 4&tomos
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do MDM.
Aceptor Doador Frames % Dist (A)  Avgang

| MAN O5 | GLU 222 N | 19051 | 47,63 | 2.8848 | 161.5832 |
MAN O3 GLY 107N 17771 44,43 2.8892 160.5441
SER 138 OG MAN 04 13755 34,39 2.8345 164.3549
MAN 04 ASN 139 ND2 11353 28,38 2.8654 156.8408
ASP 87 OD1 MAN 04 10661 26,65 2.6444 166.5318
MAN 06 GLN 223 N 9605 24,01 2.9037 162.0885
ASP 87 OD2 MAN 04 8273 20,68 2.6630 165.9686
ASP 87 OD1 MAN 06 7774 19,43 2.7605 163.8535
ALA 1050 MAN 02 5870 14,67 2.8449 154.0791
GLU 222 OE1 MMA 04 4470 11,18 2.6859 166.2047

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 6 - Lista de interagdes de ponte de hidrogénio entre os residuos da CTL e os atomos do

MDM.
Aceptor Doador Frames % Dist (A)  Avgang

| ASP 87 OD2 | MAN 04 | 37624 | 94,06 | 2.64 | 164.9189 |
ASP 87 OD1 MAN 06 33489 83,72 2.68 165.7562
MAN O5 GLU 222 N 19321 48,30 2.89 163.1742
MAN 04 ASN 139 ND2 18892 47,23 2.89 158.7166
MAN O3 GLY 107 N 15012 37,53 2.90 160.2367
MMA 02 SER 138 OG 10080 25,20 2.82 160.2940
GLU 222 OE2 MMA 04 8183 20,46 2.69 166.0188
SER 138 OG MMA O2 7896 19,74 2.85 151.4430
MAN 248 O6 GLN 223 N 6742 16,86 2.93 159.2895
GLU 222 OEl1 MMA 04 6548 16,37 2.69 166.0741

Fonte: elaborado pelo autor.
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Por fim, relacionando outros estudos, sobre o tempo de equilibragdo em outras
espécies, PELa complexada com MDM atingiu equilibrio com aproximadamente 5000 ps
(CAVADA et al., 2018b), observando diminui¢do de interagdo de residuos polares, apolares e
mudanga de residuo apolar, com excegdo da Ala86 que manteve a interacdo em toda trajetoria.
Diferentemente, observando simulagdes com porg¢des de carboidratos que fazem parte do MDM
(MAN + MMA), em simulagdes com duas lectinas do género Arachis, especificas a a-metil-D-
manosideo, o ligante MAN complexado a ADL desligou da proteina entre 9 e 15 ns, mas quando
complexada ao a-metil-D-manosideo (MMA), permaneceu a proteina durante toda simulagao,
no entanto, sistemas com MAN e MMA complexada com AIL, desligaram da proteina entre 2-
15 ns e 15-20 ns, respectivamente (NASCIMENTO et al.,, 2018). Adicionalmente, em
simulacdes de PELa com MMA foram observadas interagdes dos residuos Asp87, Gly106,
Gly107, Gly221, Glu222 e GIn223 e participagdo de um novo residuo (Ser46) entre 5 e 10 ns
comparados ao 0 ns (CAVADA et al., 2018b), apesar de Ser46 estar em uma regido que nao
tem funcao direta com reconhecimento a carboidrato na maioria das lectinas. Além disso, foi
observado a presenca dos residuos Alal05 e Alal06 atuando na formagdao de interagdes
hidrofobicas em 5 ¢ 10 ns (CAVADA et al., 2018b). Vale ressaltar que em relacao ao estudo
apresentado foi pequeno, tendo em vista que o tempo de simulacao e quantidade de frames

foram maiores com 200 ns e 40.000 frames, respectivamente.

4.4.2 Anadlise da energia livre MM/Pbsa

A energia de ligacdo calculada pelo MM/Pbsa para CML e CTL com MDM foi -
3.37 +£2.92 kcal mol™! e -8,26+2.42 kcal mol™!, respectivamente (Tabela 7). Fica evidente que
CTL possui energia livre de ligacdo mais negativa e portanto uma liga¢ao mais forte com MDM
do que CML. Na Tabela 7 mostra alguns resultados de célculos de energias livres utilizando os
dados de dindmica molecular, os quais somados 0 AGgas (composto por interacdes de van der
Waals e eletrostaticas da lectina) com o AGsolv (composto por interagdes de superficie, polares
e energia de dispersdo ocasionados pela 4gua do solvente), mostrou um AGrorar favoravel a

interacdo das lectinas com o ligante MDM com AG negativo.
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Tabela 7 - Resumos das contribuigdes energéticas para interacdo da CTL e CML com o ligante

MDM em kcal mol .

Componente de energia CML + MDM CTL + MDM
| VDWAALS | -20.08+£2.91 -19.68 £ 3.24
EEL -50.60+22.18 -66.15 + 14.06
EPB 55.31+15.90 65.54 +£10.71
ENPOLAR -18.22+1.72 -19.85 +1.50
EDISPER 30.22+1.80 31.20 £ 1.51
AGgas -70.68 £ 19.75 -85.15+11.42
AGsolv 67.31£15.80 76.89 +10.59
AtoTAL -3.37+£2.92 -8.26+£2.42

Fonte: elaborado pelo autor.

Na Figura 35 mostra um grafico de decomposicao de energia para analisar a
contribuicao de cada residuo da CML e por¢ao de carboidrato para a energia livre de ligagao.
Observando a contribuicdo mais significativos dos residuos que fazem parte do CRD, a
decomposicao mostrou energia negativa para maioria dos residuos envolvidos: Ala86 (-1,33
kcal mol™), Gly106 (-2,08 kcal mol™!), Gly107 (-2,15 kcal mol!), Phe133 (-0,68 kcal mol™),
Asn139 (-1,95 kcal mol™), Gly221 (-1,74 kcal mol™), Glu222 (-1,91 kcal mol™!) e GIn223 (-1
kcal mol!), com excecdo da Asp87 (+9 kcal mol™') e Ser138 (+0,31 kcal mol™!). Dos residuos
envolvidos ao MBS a Phe133 (-0,68 kcal mol ™), Asn139 (-1,95 kcal mol™') mostraram energia
negativa e os demais Glu129 (+1,4 kcal mol!), Asp131 (+2,68 kcal mol™), Asp142 (+2,27 kcal
mol ™) e His147 (+0,18 kcal mol™!) mostraram energia positiva. J4 a decomposi¢io do MDM, a
por¢io MAN (-4,64 kcal mol') e a por¢io MMA (-0,9 kcal mol') foram negativos. Nesse
momento, a intengdo foi pontuar os principais residuos envolvidos no CRD e MBS,
independentemente de ser acima do modulo de 1 kcal mol ™.

A respeito da decomposi¢@o de energia de ligagao livre do sistema CTL com MDM
(Figura 36) os residuos com contribui¢des mais significativas foram os que fazem parte do
CRD, como: Ala86 (-1,12 kcal mol™!), Asp87 (+7,71 kcal mol!), Gly106 (-1,76 kcal mol™),
Gly107 (-1,59 kcal mol™), Phe133 (-1,2 kcal mol™!), Asn139 (-2,29 kcal mol™), Gly221 (-2,24
kcal mol ™), Glu222 (-2,4 kcal mol ™) e GIn223 (-1,51 kcal mol™!). Para os residuos envolvidos
a0 MBS a Phe133 (-1,2 kcal mol™!) e Asn139 (-2,29 kcal mol!) mostraram energia negativa e
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Glu129 (+0,63 kcal mol ™), Asp131 (+1,18 kcal mol ™), Asp142 (+1,04 kcal mol™") mostraram
energia positiva. A decomposicdo do MDM no sistema mostrou para a por¢do MAN (-12,28
kcal mol') e MMA (-1,78 kcal mol™).

Com Dlyl, nenhuma energia decomposta mostrou valor positivo que ultrapassasse
+0,5 kcal mol! (CAVADA et al., 2022). Portanto, o balanco de contribui¢do energética dos
residuos com o ligante deve ficar negativo, sugerindo que, mesmo com uma energia alta e
positiva da Asp87 de ambas lectinas, essa barreira energética deve ser compensada com as
energias negativas dos demais residuos juntamente com energia livre do ligante de forma que
o CRD esteja apto a interagir com o ligante, tornando, assim, o cis-peptideo um fator de sele¢do

fundamental para cada ligante especifico em CTL e CML.

Figura 35 - Decomposicdo de energia livre de ligagdo por residuo de simulagdes por dinamica

molecular da CML complexada com MDM.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 36 - Decomposicdo de energia livre de ligagdo por residuo de simulagdes por dindmica

molecular da CTL complexada com MDM.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, relatou o processo e resolugao da estrutura tridimensional da lectina
de Centrolobium microchaete, denominada CML, por cristalografia de raio X com resolugao
de 1,45 A complexada com MDM. Além disso, foram realizadas simulagdes de dinimica
molecular de CTL e CML, as quais, embora semelhantes, mostraram comportamentos
diferentes com e sem o ligante MDM. Sobre isso, o ligante MDM provocou diferentes impactos
nas lectinas, promovendo maiores desvios de conformagdao em CTL e maior compactagdo em
CML. Ainda assim, mesmo com as diferentes interacdes polares e apolares, mudangas e
auséncias de residuos ao MDM, os complexos permaneceram durante toda a simulagdo.
Inclusive, analisando a decomposi¢do de energia livre dos residuos foi possivel identificar a
contribuicao de varios residuos na compensacgao de energia livre positiva de Asn87, sugerindo
uma func¢do importante do cis-peptideo na selecdo do carboidrato especifico. Porém, mais
investigacdes sdo necessarias, como analisar a interagdo com outros carboidratos e N-glicanos
por docking molecular seguido de uma possivel atividade biolégica. A vista disso, o estudo
contribui para a biologia estrutural enriquecendo a lectinologia e se tornando uma ferramenta
promissora para novos testes in silico com carboidratos e N-glicanos importantes como

estratégias de pesquisa.
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