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RESUMO

Lectinas sdo proteinas capazes de interagir com carboidratos especificos de forma reversivel.
Pelo fato dos carboidratos serem moléculas envolvidas em processos de reconhecimento e
enderecamento, algumas lectinas sdo capazes de induzir reagdes celulares ao interagir com
esses acucares. O género Arachis pertence a tribo Dalbergieae, um grupo de plantas que tem
revelado possuir lectinas promissoras para estudos de atividades biologicas e aplicagdes
biotecnoldgicas. Este género possui trés lectinas ja purificadas, sendo as trés isoladas da mesma
espécie, Arachis hypogaea (amendoim). Os genomas de duas espécies estreitamente
relacionadas ao amendoim comercial, Arachis duranensis e Arachis ipaensis, foram
recentemente sequenciados e publicados. Portanto, com base na informag¢ao dos genomas destas
duas espécies, este estudo tem como objetivo predizer a estrutura tridimensional das lectinas de
Arachis duranensis (ADL) e de Arachis ipaensis (AIL) por modelagem por homologia, analisar
a possibilidade de interacdo desses modelos com diferentes manosideos através de docking
(ancoragem; atracamento) molecular e estudar seus comportamentos moleculares através de
dinamica molecular (DM). A conformagao tridimensional obtidas para os modelos moleculares
estd de acordo com os dados obtidos experimentalmente para lectinas de leguminosas estudadas
anteriormente, apresentando o motivo jellyroll conservado. As duas lectinas tiveram seus
dominios de ligagdo a metais e de reconhecimento a carboidratos caracterizados por
sobreposi¢do com estruturas cristalograficas de lectinas de Dalbergieae e docking molecular.
As lectinas obtiveram escores de ancoragem diferentes quando testados com monossacarideos,
dissacarideos e N-glicanos ricos em manose, sugerindo que podem interagir com esses ligantes
com intensidades diferentes. Simulacdes de DM foram realizadas com as proteinas nas
condi¢des sem ligante, interagindo com D-manose e interagindo com a-metil-D-manosideo. A
analise por DM demonstrou aspectos moleculares determinantes para especificidade por a-
metil-D-manosideo. Ja durante a simulagdo com D-manose, as interagdes moleculares
apresentaram menor estabilidade do que as estabelecidas com a-metil-D-manosideo. Os dados
apresentados nesse estudo podem servir como um guia para novas pesquisas realizadas com

lectinas a-metil-D-manosideo especificas do género Arachis.

Palavras-chave: Arachis; lectinas; modelagem por homologia; docking molecular, dindmica

molecular;



ABSTRACT

Lectins are proteins capable of interacting with specific carbohydrates in a reversible manner.
Because carbohydrates are molecules involved in recognition and addressing processes, some
lectins are able to induce cellular reactions when interacting with these sugars. The Arachis
genus belongs to the Dalbergieae tribe, a group of plants that has shown promising lectins for
studying biological activities and biotechnological applications. This genus has already three
purified lectins, the three being isolated from the same species, Arachis hypogaea (peanut).
Genomes of two species closely related to commercial peanuts, Arachis duranensis and Arachis
ipaensis, were recently sequenced and published. Therefore, based on the information of the
genomes of these two species, this study aims to predict the three-dimensional structure of
Arachis duranensis (ADL) and Arachis ipaensis (AIL) lectins by homology modeling, to
analyze the possibility of interaction of these models with different mannosides through
molecular docking and study their molecular behaviors through molecular dynamics (DM). The
three-dimensional conformation obtained for the molecular models is in agreement with
experimentally obtained data of previously studied leguminous lectins, presenting the
conserved jellyroll motif. The two lectins had their metal binding and carbohydrate recognition
domains characterized by overlapping crystallographic structures of Dalbergieae lectins and by
molecular docking. Lectins obtained different anchorage scores when tested with
monosaccharides, disaccharides, and high-mannose N-glycans, suggesting that they may
interact with these binders at different intensities. Simulations of DM were performed with the
proteins under conditions without binder, interacting with D-mannose and interacting with a-
methyl-D-mannoside. DM analysis demonstrated molecular determinants for a-methyl-D-
mannosid specificity. During D-mannose simulation, the molecular interactions presented
lower stability than those established with a-methyl-D-mannoside. The data presented in this
study can thus serve as a guide for new researches aiming a-methyl-D-mannoside specific

lectins of the Arachis genus.

Keywords: Arachis lectins; Molecular Dynamics; Homology modelling
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1 INTRODUCAO

1.1 Lectinas
As lectinas sao proteinas conhecidas ha muito tempo e seu descobrimento data de

1888, quando Stillmark publicou sua dissertagao sobre o que chamou de “ricina, um fermento
toxico das sementes de Ricinus communis” (STILLMARK, 1888). Sua descoberta relacionou
o efeito toxico do extrato de sementes da mamona e sua capacidade de aglutinagao a um fator
proteico. Em 1898, Elfstrand utilizou pela primeira vez o termo hemaglutinina (ELFSTRAND,
1898), palavra criada para a nova classe de proteinas que vinha sendo identificada.

Com o tempo, a atividade toxica desse novo grupo proteico deixou de estar
relacionada a atividade hemaglutinante. Isso aconteceu quando Landsteiner e Raubitschek
reportaram, em 1907, a presenca de lectinas atdxicas nas sementes de Phaseolus vulgaris
(feijao), Pisum sativum (ervilha), Lens culinaris (lentilha) e Vicia sativa (VAN DAMME et al.,
1998). Apds esse registro, outros pesquisadores encontraram proteinas que também possuiam
capacidade de aglutinar células e que ndo apresentavam a mesma toxicidade observada para
ricina. Assim, com a revelacdo de um maior niumero dessas novas biomoléculas, a atividade
toxica da ricina passou a ser considerada uma exce¢do as hemaglutininas (VAN DAMME et
al., 1998).

Outro marco importante da historia das lectinas aconteceu quando, em 1936,
Sumner e Howell publicaram a capacidade da Concanavalina A (ConA) de aglutinar eritrocitos,
leveduras, algumas espécies bacterianas e de precipitar glicogénio em solucao. Nesse mesmo
estudo, os dois cientistas também verificaram que o extrato da cana de agtcar, quando colocado
em solucdo na presenga de ConA, inibia a precipitagdo de amido ou a aglutinagdo de eritrdcitos,
sendo o primeiro registro sobre a especificidade de lectinas por acucares (SHARON & LIS,
2004).

A especificidade das lectinas foi novamente vislumbrada por Boyd e Reguera, em
1949, quando publicaram um estudo que consistiu no teste da atividade hemaglutinante do
extrato salino de 262 variedades de plantas contra sangues humanos dos tipos A, B ¢ O. Dos
extratos testados, 191 ndo apresentaram atividade hemaglutinante, 46 apresentaram atividade
nao especifica e 25 apresentaram uma especificidade relativa.

Nessa €poca, 0 mecanismo que possibilitava as lectinas aglutinar células ainda era
desconhecido. Foram Watkins e Morgan que, em 1952, descobriram que a atividade da lectina
de Phaseolus lunatus contra sangue humano tipo A era melhor inibida com a-N-acetil-D-

galactosamina, e que a atividade da lectina de Lotus tetranoglobus contra sangue humano do
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tipo O era melhor inibida por a-L-fucose. Assim, eles concluiram que a especificidade dessas
lectinas aos tipos sanguineos A e O se devia a presenga desses respectivos acglcares no
glicocalice dessas hemacias.

Foi apenas em 1954 que C. Boyd e Elizabeth Shapleigh sugeriram o uso do termo
lectina. Seu apelo para o uso do novo termo foi que embora essas proteinas se ligassem a certos
antigenos, sua origem ndo imune impedia que essas proteinas se enquadrassem na mesma classe
dos anticorpos, que também podiam aglutinar células. Os autores propuseram entdo o termo
lectina, uma adaptagao do participio do verbo “legere”, advindo do Latim. Mesmo que criada
para enfatizar o fato de que as lectinas possuem afinidade especifica a determinado tipo
sanguineo, a auséncia de um consenso da comunidade cientifica fez com que os termos
“lectina”, “hemaglutinina” e “aglutinina” fossem utilizados como sindnimos, assim persistindo
até os dias atuais (VAN DAMME et al., 1998).

Em seguida, a década de 60 trouxe novos conhecimentos para o campo que depois
seria conhecido como lectinologia. Logo no inicio, Nowell e colaboradores (1960) reportaram
que as lectinas de Phaseolus vulgaris possuem potencial mitogénico quando colocadas em
contato com linfocitos humanos. A constatacdo desse efeito foi um grande choque para a area
de imunologia da época, pois ainda acreditava-se que os linfocitos eram células incapazes de
se dividir. Outras publicagdes importantes feitas nesse periodo foram os estudos de Aub e
colaboradores (1963, 1965), que reportaram que a aglutinina do trigo WGA apresentava
preferéncia por células cancerosas. Essas descobertas estimularam outros autores a pesquisar
atividades semelhantes para outras lectinas e assim essas biomoléculas foram se tornando cada
vez mais estudadas (TAKAHASHI et al, 1967, MATSUMOTO & OSAWA, 1969;
GALBRAITH & GOLDSTEIN, 1970).

Durante esse mesmo periodo, avancos vinham sendo feitos sobre a interacao das
lectinas com carboidratos. Goldstein e colaboradores (1963, 1965) relataram em seus resultados
que a interacdo da ConA com polissacarideos era bem especifica, promovendo a formagao de
precipitados somente quando haviam polissacarideos contendo residuos de a-D-glucopiranosil
ou a-D-manopiranosil nas extremidades ndo redutoras. Conhecendo essas propriedades, os
pesquisadores Agrawal e Goldstein (1965) supuseram que essa mesma proteina pudesse se ligar
aos géis do tipo Sephadex, um polimero reticulado de dextrana comercializado para fazer
cromatografias de exclusao molecular, e assim purifica-la de forma mais simples. No artigo, os
cientistas relatam que o gel Sephadex G-50 ¢ o mais indicado para fazer a purificagdo da ConA,
pois exclui moléculas de alto peso molecular mais rapido quando comparada com os géis G75,

G100 e G200. O gel Sephadex G-25 ndo foi capaz de reter ConA em sua fase estacionaria, o
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que foi explicado devido seu alto grau de reticulacdo. Ja o G-200 apresentou maior capacidade
de reter moléculas da ConA ligadas, o que pode ser justificado pelo seu baixo nivel de
reticulagdo, e, portanto, pode ser utilizada como uma forma de concentrar ConA. Na retirada
das proteinas retidas no gel foi utilizada uma solugdo contendo glicose, que ¢ retirada da
proteina por passos de dialise realizados apds obtengdo da proteina pura.

A introducdo e popularizagdo do uso de cromatografias de afinidade para
purificagao de lectinas acelerou o descobrimento de novas biomoléculas e ndo tardou para que
surgissem publicagdes relatando-as em outras espécies de plantas, de cogumelos e de animais
invertebrados (SHARON & LIS, 2004). Com a disponibilidade de protocolos de isolamento
eficientes, muitos laboratérios comegaram a publicar as sequéncias de aminoacidos dessas
proteinas e também suas estruturas cristalograficas (HARDMAN & AINSWORTH et al,
1972), o que possibilitou a melhor caracterizacdo da interagdao dessas moléculas com seus
acucares especificos. Ainda que lectinas tenham sido encontradas em todos os reinos dos seres
vivos, as de plantas e, mais especificamente, de leguminosas, receberam um atencao especial
devido seu importante papel na composicdo de dietas humanas e pela sua importancia
econdmica. As lectinas descobertas nessa familia desempenharam papel pioneiro na sua
aplicagcdo como ferramentas para pesquisa bioldgica e biomédica (VAN DAMME et al., 1998).

Muitas dessas proteinas estavam sendo purificadas e publicadas, mas ainda ndo
havia uma definicdo que pudesse caracterizar de forma precisa todas essas biomoléculas. A
primeira definicdo oficial dada para lectinas foi de Goldstein e colaboradores 1980, mas essa
definicdo considerava a capacidade de aglutinar células ou precipitar polissacarideos, o que
excluia as lectinas monoméricas que sdo incapazes de desempenhar essas atividades. Ja a
publicac¢do feita por Peumans e Van Damme em 1995 constata que lectinas de plantas sdo “todas
as proteinas de plantas que possuem no minimo um dominio ndo catalitico que se liga
reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos”. Essa definicdo ¢ aceita até hoje,
embora muitos autores adicionem o fato de que essas proteinas nao se originam do sistema

imune.

1.2 Estruturas de lectinas de leguminosas

No final da década 90, um nimero relativamente grande de lectinas de leguminosas
jé era conhecido e importantes trabalhos de revisdo foram publicados nessa época. No artigo
publicado por Van Damme e colaboradores em 1998, os autores dividem essas biomoléculas
em diversas familias, incluindo dados importantes para cada uma. Até aquele momento, cerca

de cem lectinas de leguminosas ja haviam sido isoladas de setenta grupos taxonOmicos



18

diferentes. A maioria dessas proteinas foram extraidas de sementes e ¢ registrado que elas
podem corresponder a cerca de 1-10% do total das proteinas soluveis a partir de extratos de
sementes. Em algumas espécies foram encontradas concentracdes de até¢ 50%, enquanto que
outras continham apenas 0.1%. Foi também relatado que quando feitas extragdes de outras
partes da planta, pode-se detectar lectinas que ndo estdo presentes nas sementes, indicando que
genes codificantes para lectinas diferentes estdo presentes na mesma planta e a expressao delas
ocorre em orgaos distintos do vegetal (VAN DAMME et al. 1995).

Também em 1998, Loris e colaboradores publicaram uma revisdo sobre as
estruturas das lectinas de leguminosas. Naquela época ja se havia depositado estruturas de 9
lectinas de leguminosas no banco de dados de proteinas (Protein Data Bank, PDB), sendo elas
Concanavalina A (EDELMAN et al., 1972; HARDMAN & AINSWORTH, 1972), PHA-L
(HAMELRYCK et al., 1996), as lectinas da ervilha (EINSPAHR et al., 1986), lentilha (LORIS
et al., 1993; LORIS et al., 1994), Lathyrus ochrus (BOURNE et al., 1990), Arachis hypogaea
(BANERIJEE et al., 1994; 1996), soja, Erythrina corallodendron (SHAANAN et al., 1991),
lectina IV de Griffonia simplicifolia (DELBAERE et al., 1993) e outras duas estruturas das
proteinas homologas as lectinas, a de Phaseolus vulgaris (BOMPARD-GILLES et al., 1996) e
da arcelina (HAMELRYCK et al., 1996), nas quais ndo foram detectadas atividade de ligacao
a carboidratos.

Essas proteinas apresentam semelhanca estrutural e compartilham algumas
caracteristicas. Uma delas € o enovelamento dessas moléculas, que possui um arranjo de folhas
beta estruturalmente relacionado com o motivo jellyroll, também encontrado em proteinas de
capas virais (ARGOS et al., 1980; CHELVANAYAGAM et al., 1992). As estruturas dessas
proteinas sdo constituidas duas folhas beta antiparalelas conectadas por loops (jellyroll)
conferindo estabilidade estrutural a esse motivo. Algumas das lectinas que possuem esse mesmo
arranjo possuem capacidade de sustentar sua atividade mesmo depois de aquecidas a 60 °C por
1 hora (PEREIRA-JUNIOR et al., 2012; SILVA et al., 2012; LOSSIO et al., 2017).

Outro fator comum a essas lectinas é a conservagao de aminoacidos em diferentes
regides. A maioria dessas biomoléculas necessita da ligacdo com dois cations divalentes para
exercer sua atividade, sendo um deles Ca*" e outro metal, podendo variar entre Mn?*, Zn?*, Co?*
ou Ni%*, pois esses ions estabelecem interagdes com o sitio de ligacdo a metais (MBS, do inglés
metal binding site). Através de uma molécula de 4gua, esses metais interagem com um residuo
de acido aspartico (LORIS et al., 1998) e essa interagdo ¢ responsavel pela manutencdo de uma
ligagcdo cis-peptidica entre Ala-Asp, o que mantém o &cido aspartico em posigdo cis e

consequentemente torna a proteina apta a exercer sua atividade. Esse aminoacido se encontra
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na parte basal do sitio de ligacdo a carboidratos e estabiliza o ligante dentro do sitio. Tanto os
aminoacidos envolvidos no MBS como os aminoacidos evolvidos na isomerizagao do cis-
aspartato sdo altamente conservados nas lectinas de leguminosas, exceto raras excecoes
(BOMPARD-GILLES et al, 1996; HAMELRYCK et al, 1996). Outros aminoacidos
envolvidos no sitio de ligagdo também sdo conservados nessas lectinas, mas sua conservagao
pode variar entre as tribos e subtribos das familias botanicas em que essas proteinas sdao
encontradas (LORIS et al., 1998).

A subtribo Diocleinae pertencente a tribo Phaseoleae, por exemplo, ¢ uma subtribo
que apresenta lectinas com alta homologia entre si (CALVETE et al., 1999) e, apesar dessa
homologia, diferentes atividades bioldgicas sdo desempenhadas por cada uma dessas lectinas,
também conhecidas como ConA-/ike (assim chamadas por sua semelhanca a lectina
Concanavalina A, isolada de Canavalia ensiformis). Devido a sua alta homologia, as lectinas
dessa subtribo se tornam bons objetos de estudo para compreensdo de como pequenas mudancas
na estrutura de uma proteina podem afetar sua atividade biologica. Parte da diferenca relatada
para as atividades bioldgicas exercidas por essas lectinas pode ser atribuida as diferentes formas
de oligomerizagdo que essas biomoléculas podem assumir, como foi proposto no artigo
publicado por Sanz-Aparicio e colaboradores (1997), que fez a comparagao estrutural da lectina
de Canavalia brasiliensis (ConBr) com a lectina de Canavalia ensiformis (ConA), que possuem
homologia de 99% e, mesmo assim, apresentam diferencas durante ensaios bioldgicos. As
diferentes formas de arranjos diméricos ou tetraméricos podem ser importantes para estabelecer
interacdes bioldgicas multivalentes, proporcionando maior resisténcia ao estresse de
cisalhamento que estd presente em sistemas biologicos de reconhecimento, estabelecendo
interacdes com cinética maior do que sistemas de interacdo monovalentes e disponibilizando
arranjos espaciais diferentes do mesmo sitio de reconhecimento, favorecendo a estabilizagdo de
ligagdes (KIESSLING & POHL., 1996).

Segundo Van Damme e colaboradores (1998), as lectinas podem ser divididas em
quatro grupos de acordo com sua estrutura quaternaria: merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas. As merolectinas sdo aquelas que ndo se oligomerizam e sao
encontradas em solu¢do somente na forma de monomeros, como a lectina heveina isolada da
espécie Hevea brasiliensis. Por conterem apenas um sitio de reconhecimento a carboidratos,
essas ndo manifestam atividade aglutinante e, portanto, sdo mais dificeis de serem detectadas.
Jé as hololectinas se agrupam em estruturas quaternarias e possuem sitios de ligacao idénticos
ou bastante homologos. Devido sua multivaléncia, essas proteinas podem aglutinar células e

sao as mais encontradas dentre lectinas de leguminosas, como exemplos tem-se as lectinas CTL,
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PNA, ConBr, ConA, CaBo ¢ diversas outras (ALMEIDA et al., 2016; EINSPAH et al., 1986;
SANZ-APARICIO et al., 1997; HARDMAN & AINSWORTH, 1972). J4 as quimerolectinas
sao proteinas de fusdo contendo um ou mais sitios de reconhecimento a carboidratos, possuindo
também um sitio estruturalmente nao relacionado. Esse outro sitio pode desempenhar atividade
enzimatica ou outra atividade biologica, mas executa sua func¢ao de forma independente do sitio
de reconhecimento a carboidratos. Dependendo do seu arranjo espacial, essas proteinas podem
se comportar como merolectinas ou hololectinas, e um exemplo desse tipo ¢ a proteina PPL-2
extraida da espécie Parkia platycephala, a qual possui um dominio catalitico endoquitinasico e
um dominio de reconhecimento a carboidratos especifico a N-acetil-D-glicosamina. Por ultimo,
as superlectinas possuem no minimo dois sitios de reconhecimento a carboidratos, sendo estes
capazes de reconhecer carboidratos estruturalmente nao relacionados. Um exemplo desse tipo
de lectina ¢ a de banana (BanLec). Todos esses 4 tipos de proteinas de plantas estdo

representados e exemplificados na Figura 1.

Figura 1 — Representacdo dos quatro tipos de lectinas de leguminosas..
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Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de VAN DAMME et al., 1998

Na familia das leguminosas sdo encontradas hololectinas de diferentes formas. A
primeira forma de arranjo € o conhecido dimero canonico das leguminosas, um arranjo descrito
primeiramente para lectina de ConA e para a lectina do amendoim (PNA, do inglés peanut
agglutinin) que consiste em uma extensa folha B composta por 12 fitas resultantes da associacao
de folhas traseiras de duas lectinas com 6 fitas cada (EDELMAN et al., 1972; HARDMAN e
AINSWORTH, 1972, EINSPAHR et al., 1986) (Figura 1 A). Essa associacdo compreende
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moléculas de 4gua que conectam esses mondmeros ¢ ja foi observado que mutagdes pontuais
nas cadeias de aminoacidos envolvidas nessa interagdo podem mudar o arranjo das moléculas
de agua entre elas (LORIS et al., 1998). Outras lectinas de leguminosas apresentam dimeros
que interagem de forma diferente do dimero canénico. Um exemplo ¢ a lectina de Erythrina
corallodendron (Figura 2 B), que supostamente ndo forma o dimero canonico devido
impedimento estérico gerado por um carboidrato ligado covalentemente no residuo Asnl7
(SHAANAN et al., 1991). Outro exemplo ¢ a lectina de lectina IV de Griffonia simplicifolia
(GS-1V) (Figura 2 C), na qual acredita-se que a presen¢a do aminoacido carregado Glu58 na
zona de interagdo previna a formac¢do do dimero canodnico devido repulsdo eletrostatica

(DELBAERE et al., 1993).

Figura 2 — Tipos de arranjos quaternarios assumidos pelas hololectinas de leguminosas.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Adaptado de LORIS et al., 1998

Além dessas interagdes diméricas, algumas lectinas também sdo capazes de formar
tetrameros em solucdo. O arranjo e comportamento dessas formagdes sdo variaveis dentre as
lectinas de leguminosas. A lectina ConA, por exemplo, mostrou ser predominantemente
tetramérica em pH maior que 7 e predominantemente dimérica em pH menor que 5
(MCCUBBIN & KAY, 1971). Estruturas cristalograficas da ConA e da ConBr revelaram que o
tipo de tetramero formado por essas proteinas pode sofrer rotacao entre seus dimeros (Figura 2

D) e, portanto, supde-se que esse arranjo apresente comportamento dindmico em solucao
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(NAISMITH et al.,, 1993; LORIS et al., 1996; KANELLOPOULOS ef al., 1996; SANZ-
APARICIO et al., 1997). Outro arranjo bastante distinto ¢ encontrado na lectina PNA do
amendoim (A4rachis hypogaea), onde ha formacao de um dimero canonico que interage com
outro dimero formado pela interagdo de loops laterais (Figura 2 E). Estudos anteriores supdem
que a formagao desse tetramero se deve somente as propriedades intrinsecas da molécula, uma
vez que essa lectina ndo ¢ glicosilada e por isso nao ha impedimento estérico por parte de
carboidratos (BANERIJEE et al., 1996). Mais uma forma de arranjo foi observada nas lectinas
de soja (SBA, do inglés soybean agglutinin) e de Phaseolus vulgaris (PHA-L), as quais formam
tetrameros constituidos por dois dimeros candnicos (Figura 2 F) (DESSEN et al, 1995;
HAMELRYCK et al., 1996), onde ndo foi verificada dependéncia de pH. Esse tipo de tetrAmero
foi suposto por Loris e colaboradores (1998), como sendo o padrdo para lectinas de
leguminosas, por ter sido encontrado com mais frequéncia do que os formados por ConA e por
PNA.

Além dos conhecidos sitios de reconhecimento a carboidratos, outros tetrameros de
estrutura conhecida também possuem sitios de ligacdo a moléculas hidrofobicas (YANG et al,,
1974; EDELMAN & WANG, 1978; ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983; HAMELRYCK et al.,
1999). Ainda sdo poucos os relatos desses sitios em lectinas, mas normalmente eles estao
presentes em propor¢ao de um ou dois para cada tetramero (ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983;
GEGG et al., 1992), sendo alguns deles capazes de estabelecer ligacdes com hormonios
vegetais derivados de adenina (PATHAK et al., 2006; GEGG et al., 1992; MALIARIK et al,,
1989).

1.3 Tribo Dalbergieae

A familia das leguminosas esta dividida em trés principais subfamilias, sendo elas
Papilionoideae, Cesalpinoideae e Mimosoideae. Dentre elas, a que contém o maior numero de
lectinas conhecidas ¢ a Papilionoideae, que também ¢ a maior dessas trés subfamilias. Nela se
distribuem 476 géneros que contém 13.860 espécies conhecidas, incluindo a maioria das
culturas conhecidas de forragens e de alimentos, bem como espécies utilizadas como modelos
genéticos (GEPTS et al., 2005).

No artigo publicado por Calvete e colaboradores em 1998, o autor propde a relagao
filogenética entre as tribos da subfamilia Papilionoideae (Figura 3), revelando a posi¢cdo das
Dalbergieae como grupo basal na origem evolutiva. Essa tribo compreende cerca de 49 géneros
e 1324 espécies (LEWIS et al., 2005), das as quais ja foram isoladas 16 lectinas.

Além dessa proposta, o autor também propde que as lectinas pertencentes a tribo
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Dalbergieae possuem caracteristicas peculiares em se tratando de seu processamento poOs-
traducional. O que foi proposto € que, no processamento pds-traducional da lectina de Vatairea
macrocarpa (VML), a cadeia a sofre uma clivagem pelo rompimento da ponte entre Asnl14 e
Lys115. Essa clivagem depende do sitio de glicosilagdo em Asnl11. Apds clivada, a cadeia da
origem aos fragmentos y, com N-terminal deglicosilado e B, com C-terminal glicosilado.
Segundo o autor, o fragmento B pode ainda sofrer ainda uma deglicosilagdo no residuo Asn183
seguido de processamento N- e C-terminal, gerando isoformas. Quando em solugdo, esses
fragmentos interagem entre si por ligacdes ndo covalentes assim manifestam a estrutura
tridimensional idéntica a da cadeia alfa (CALVETE et al., 1998).

A presenga de isoformas nas lectinas da tribo Dalbergieae ¢ comum (ARARIPE et
al., 2017, AGRAWAL et al., 2010) e ja foi confirmado que muitas outras lectinas dessa tribo
sdo glicosiladas (ALMEIDA et al., 2016, ARARIPE et al., 2017, NASCIMENTO et al., 2015).
Outro efeito que demonstra a presenga desse processamento pos traducional é que, quando essas
lectinas sdo submetidas a eletroforese em condi¢do desnaturante, observa-se a presenca de
diversas bandas no gel (SINGH & DAS, 1994). O mesmo ndo se observa quando essas lectinas
correm a eletroforese em condigdo nativa ou quando sdo submetidas a cromatografias de
exclusdo molecular (PEREIRA-JUNIOR et al., 2012, ARARIPE et al., 2017), o que indica que

os fragmentos gerados pelo processamento estdo unidos por interagdes nao covalentes.
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Figura 3 — Suposta relagdo filogenética entre as tribos da subfamilia Papilionoideae. Tribos
contendo lectinas de duas cadeias estdo sublinhadas. * Indica tribo contendo lectinas que sofrem
processamento de permutacdo circular.
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Fonte: Calvette ef al., 1998

As lectinas ja isoladas da tribo Dalbergieae estdo listadas na tabela 1. Essas
proteinas sdo bem menos estudadas que as da tribo Phaseoleae. Dentre todas essas lectinas, as
mais caracterizadas sdo as GalNAc/Gal especificas de Arachis hypogaea e de Vatairea
macrocarpa ¢ a Man/Glc especifica de Pterocarpus angolensis. Algumas atividades biologicas
também sdo descritas para a lectina de Platypodium elegans, que apresentou atividade fungicida
(BENEVIDES., 2012), proinflamatéria (ARARIPE ef al., 2017), hipernociceptiva (CAVADA
et al., 2017), sendo a primeira das Dalbergieae a apresentar esse efeito dependente do CRD
(dominio de ligacdo a carboidratos; do inglés carbohydrate binding domain), e capaz de

capturar glicoproteinas em solugao.

Tabela 1 — Lectinas ja isoladas pertencentes a tribo Dalbergieae

Espécie Abreviagdo | Especificidade Referéncia
Andira fraxinifolia --//-- Glc/Man RANGEL et al., 2009
Andira pisonis --//-- Glc/Man LOSSIO et al., 2014
Andira surinamensis --//-- Glc/Man NOBRE, 2012
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Andira anthelmia AAL Glc/Man NASCIMENTO et al., 2015
Arachis hypogaea PNA Gal/GalNAc LOTAN et al., 1975

Arachis hypogaea SL-2 Lac/Celobiose | SINGH e DAS, 1994
Arachis hypogaea SL-1 aMM SINGH e DAS, 1994
Centrolobium microchaete CML Glc/Man VASCONCELOS, 2015
Centrolobium tomentosum CTL Glc/Man ALMEIDA et al., 2015
Lonchocarpus araripensis LAL Glc/GIleNAc PIRES et al., 2008
Lonchocarpus capassa -~//-- Gal/GalNAc JOUBERT et al., 1986
Lonchocarpus sericeus LSL Glc/GIcNAc ALENCAR et al., 1999
Machaerium acutifolium MAL Glc/GlecNAc BEZERRA et al., 2003
Platymiscium floribundum PFL Glc/Man PEREIRA-JUNIOR et al., 2012
Platypodium elegans PELa Glc/Man BENEVIDES, 2012
Pterocarpus angolensis PAL Glc/Man LORIS et al., 2003
Pterocarpus rotundifolius --//-- Glc/Man MARONDEDZE et al., 2004
Vatairea guianensis VGL Gal/GalNAc SILVA et al., 2012

Vatairea macrocarpa VML Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998

Adaptado de Martins, 2017

Alectina de Lonchocarpus sericeus também ja possui atividade biologica publicada
na literatura. O artigo publicado por Napimoga e colaboradores (2007) revela que essa proteina
foi capaz de atenuar os processos de migrac¢ao de leucocitos para o endotélio, de transmigragao
de leucocitos e da hipernocicepgao causada pela inje¢ao de um estimulo inflamatério. Segundo
Pires e colaboradores (2008), a lectina de Lonchocarpus araripensis (LAL) possui agdo anti-
inflamatoria sobre o edema de pata induzido por carragenina, porém ¢ desprovida de agdo pro-
inflamatoria quando injetada localmente. Essa mesma proteina também demonstrou atenuar a
inflamacao aguda celular em ratos (PIRES et al., 2016).

A primeira lectina dessa tribo que demonstrou atividade vasorelaxante foi a de
Vatairea guianensis (SILVA et al., 2012). Antes dela, esse tipo de atividade s6 havia sido
relatada para lectinas da tribo de Diocleinae (ASSREUY et al., 2009; NOBREGA et al., 2012).
Essa atividade foi revertida pela adi¢do do acticar especifico de VGL, o que indica que essa
atividade estd relacionada com uma agdao do CRD da proteina. O efeito também foi revertido
pela adicao de L-NAME, uma molécula inibidora da enzima 6xido nitrico sintase (SILVA et al.,

2012). J& em ensaios edematogénicos, essa mesma lectina demonstrou agir de forma
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independente do ¢xido nitrico, pois a adicdo de L-NAME nao foi capaz de inibir a formacdo do
edema (MARQUES et al,, 2017). Uma hipotese que poderia explicar esse efeito ¢ a expressao
de diferentes isoformas da enzima 6xido nitrico sintase nos vasos ndo inflamados e nos tecidos
da pata inflamada (SALVEMINI et al., 1996).

Outra lectina da tribo Dalbergieae que apresentou atividade edematogénica foi a da
espécie Centrolobium tomentosum (ALMEIDA et al., 2016). Os resultados obtidos também
revelaram que o efeito edematogénico de CTL foi inibido pela adi¢ao de seu agucar especifico.
O efeito elicitado pela CTL demonstrou maior intensidade no intervalo de 2 a 4 horas, com pico
maximo em 2 horas apos injecdo (ALMEIDA et al., 2016). Ambas as lectinas VML e CTL
apresentaram atividades edematogénicas dependentes do CRD, apesar das suas especificidades
diferentes (Tabela 1).

A lectina de Andira anthelmia (AAL) apresentou efeito analgésico envolvendo o
dominio de lectina por meio de mecanismos periféricos de nocicepgdo inflamatdria
(NASCIMENTO et al., 2015).

Das proteinas citadas na tabela 1, apenas as lectinas PNA (BANERJEE et al., 1996),
CTL (ALMEIDA et al., 2016), PELa (BENEVIDES et al., 2012; CAVADA et al., 2017), PAL
(BANERIJEE et al., 1996) e VML (SOUSA et al., 2015) possuem estruturas tridimensionais
depositadas no banco de dados PDB (Protein Data Bank). Uma vez conhecida a estrutura dessas
lectinas, € possivel observar suas interacdes com seus carboidratos especificos, caracterizar o
comportamento da proteina em resposta a solucdo, engenheirar e aprimorar a estrutura por
mutacdo dirigida e realizar triagens virtuais. As possibilidades de aplicacdo desses dados
estruturais sdo muito vastas e, portanto, a determina¢cdo de uma estrutura tridimensional ¢
fundamental para caracterizar e investir em uma biomolécula.

A lectina de Pterocarpus angolensis, PAL, ja foi cristalizada com alguns ligantes
diferentes e no PDB consta trinta estruturas diferentes depositadas para essa mesma proteina, o
que a torna a proteina de Dalbergieae com mais estruturas depositadas. Seu sitio de ligacao ja
foi caracterizado em complexo com a-metil-D-glicose, sacarose, turanose (LORIS ez al., 2003),
a-metil-D-manosideo, dimanosideos com ligagdes glicosidicas do tipo al-2, al-3, al-4 e al-6,
trimanosideo Man(al-6)Man(al-3)Man (LORIS et al., 2004) e com os glicanos ricos em
manose MAN6, MAN7D1, MAN7D3, MAN-8D1D3 e MAN9 (GARCIA-PINO et al.,, 2007).
Em outro artigo, a estrutura da PAL foi elucidada na presenga do decassacarideo complexo
NAZ2F e com outros quatro oligossacarideos que sdo fragmentos desse decassacarideo (BUTS
et al., 2006). Apesar dos minuciosos estudos estruturais realizados, essa lectina ndo possui

atividade biologica caracterizada na literatura.
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Alectina de Vatairea macrocarpa possui 6 estruturas depositadas no banco de dados
de proteinas com seu dominio interagindo com os ligantes GalNAc, antigeno Tn e lactose.
Dentre as atividades biologicas ja relatadas para essa lectina, pode-se citar a indug¢ao de edema
na pata de ratos ap6s inje¢ao intraplantar (ALENCAR et al., 2004). Seu pico de atividade
aconteceu apos 4 horas do momento de injecao, diferindo do ensaio promovido com a CTL.
VML também foi capaz de induzir migragdo de neutréfilos e células mononucleares para
cavidade peritoneal de ratos (ALENCAR et al, 2003). Nesse trabalho, propde-se que essa
lectina induz a migragao de neutréfilos por uma via indireta mediada por mastdcitos, pois a
diminuicao de células residentes do tecido peritoneal diminui significativamente a migragao de
células de defesa e porque a presenga atenuada de macréfagos na area de injegao potencializou
o efeito da lectina (ALENCAR et al., 2003). Os efeitos verificados demonstraram depender do
CRD da lectina, uma vez que a inje¢do da proteina desnaturada ndo surtiu efeito e que a
incubagao prévia com galactose foi capaz de inibir parcialmente o recrutamento de neutréfilos
(ALENCAR et al., 2003). Outras das aplicagdes de VML incluem a indug¢do do efeito
depressivo e a expressdo de marcadores neuroinflamatérios em ratos (GONCALVES et al,
2013), o aumento da resisténcia vascular renal, da taxa de filtragdo glomerular e do fluxo
urinario (MARTINS et al., 2005). Essa lectina também demonstrou especificidade ao antigeno

Tn, comumente encontrado em células cancerigenas (DAM et al., 2007).

1.4 O Género Arachis

O género Arachis pertence a tribo Dalbergieae e compreende um total de 69
espécies, das quais a mais conhecida € a Arachis hypogaea, o amendoim. A atual produgao
mundial de amendoim por ano € de cerca de 46 milhdes de toneladas, sendo a leguminosa mais
produzida nos continentes Asia e Africa (http://www.fao.org/faostat/en/#home) ¢ a noz mais
consumida dos Estados Unidos. O consumo dessa semente pode ser feito de forma crua, assada,
cozida ou pelos seus derivados como 6leo de amendoim, manteiga de amendoim e até
amendoim em farinha, que pode servir como alternativa para confec¢ao de paes sem gluten.

Essa planta ¢ endémica da Ameérica do Sul e sua utilizacdo na dieta data da época
dos Incas, no Peru. A popularizagdo do amendoim s6 comecou durante a guerra civil dos
Estados Unidos durante a década de 60. A inven¢do da manteiga de amendoim surgiu na década
de 90 e foi inventada por um médico de Saint Louis como uma reposi¢ao proteica para pessoas
com problemas dentarios. Outras formas de comer amendoim surgiram do agronomo George

Washington Carver, que langou um livro intitulado “Como cultivar o amendoim e 105 maneiras
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de prepara-lo para o consumo humano” (ARYA et al., 2016).

Ja foi relatado que esse alimento contém diversos compostos bioativos preventivos
para doencas no coragdo e outros promovedores da longevidade (ARYA et al., 2016), além de
conter todos os 20 aminoacidos. Recentemente, foi revelado que o amendoim ¢ excelente fonte
de compostos como resveratrol, dcidos fendlicos, flavonodides e fitoesterdis que bloqueiam a
absorc¢do de colesterol da dieta. Também ja foi comprovado que seu consumo a longo prazo
diminui o risco de obesidade (SABATE & ANG, 2009).

Apesar de todos esses beneficios que o amendoim proporciona a saude humana
quando acrescentado nas dietas, o amendoim também é um substrato propicio para fungos que
podem produzir aflatoxinas, cuja toxicidade representa uma ameaca séria a saude (NJAPAU et
al. 1998; BHAT & VASHANTI 1999).

Esse problema ameaca a produgdo do amendoim e, portanto, se tem interesse de
obter o genoma da Arachis hypogaea como uma fonte para pesquisar possiveis melhoramentos
genéticos que possam aumentar a resisténcia dessa espécie contra fungos e outras pragas.
Porém, a A. hypogaea é uma espécie tetraploide e seu genoma possui cerca de 64% de
sequéncias repetidas (DHILLON et al., 1980), o que dificulta muito o sequenciamento do seu
genoma. A fim de fornecer uma maneira alternativa para melhor entender o genoma do
amendoim comercial, um estudo recente objetivou sequenciar o genoma (BERTIOLI et al,,
2016) de dois espécimes intimamente relacionados, Arachis duranensis e Arachis ipaensis
(NIELEN et al, 2012).

A espécie A. hypogaea tem genoma constituido de quatro conjuntos de
cromossomos, sendo eles dois conjuntos de cromossomos A e dois conjuntos de cromossomos
B. Alguns estudos realizados indicam que 4. duranensis e A. ipaensis correspondem aos
doadores desses dois subgenomas do amendoim (KOCHERT et al., 1996, MORETZSOHN et
al., 2013, RAMOS et al., 2006, GRABIELE ef al., 2012). Os tamanhos dos genomas de cada
uma dessas trés espécies também estdo de acordo com o que ja foi suposto, pois o tamanho do
genoma de A. hypogaea de aproximadamente 2,7 Gb corresponde a soma dos 1,25 Gb de DNA
de A. duranensis com os 1,56 Gb de DNA de A. ipaensis (SAMOLUK et al., 2015).

1.5 Lectinas de Arachis hypogaea

Do amendoim ja foram isoladas trés lectinas: PNA, SL-1 e SL-2. A mais conhecida
delas ¢ a PNA, extraida das sementes da planta, que possui especificidade a galactose. Essa
lectina ¢ conhecida pelas suas atividades antitumorais, sendo capaz de induzir apoptose e

autofagia em células cancerosas por uma ligagado seletiva ao antigeno T presente nessas células



29

(MUKHOPADHYAY et al., 2014).

O banco de dados de proteinas contém 23 estruturas depositadas e a mais antiga
delas data de 1986 (EINSPAH et al., 1986). Os dados estruturais obtidos até entdo revelaram
que essa lectina nao possui glicosilagdo, o que pode ser indicio de que ela nao passe pelo mesmo
processamento pds traducional que a maioria das Dalbergieae passam.

Diversas aplicagdes biotecnologicas ja foram relatadas para PNA na literatura como
sua utilizagdo para promover separagao de células imunoincompetentes do timocito através da
seletividade da lectina (REISNER et al., 1976), para fazer sinergia com anticorpos na detecc¢ao
de um biomarcador do cancer de mama (PARK et al., 2013), para inibir a proliferacao de células
de cancer colorretal in vitro (LOREA et al., 1997) e para inibir a proliferagdo de células de
melanoma in vitro (KISS et al., 1997).

As lectinas SL-1 ¢ SL-2, diferentemente da PNA, foram extraidas das hastes da
Arachis hypogaea e elas possuem especificidade a aMM e a Lac/Celobiose, respectivamente
(SINGH & DAS, 1994). Elas foram purificadas através dos géis cromatograficos Sephadex G-
50 (SL-1) e de goma de guar (SL-2), sendo retiradas das matrizes com solugdes de glicose 0,2
M (SL-1) e de galactose 0,2 M (SL-2). O teste de quantificagdo de carboidratos revelou que
essas proteinas sdo glicosiladas e contém 10% e 40% de acticares neutros em suas composicoes,
respectivamente. A eletroforese em condi¢ao desnaturante apresentou diversas bandas para cada
uma dessas proteinas, mas quando o teste foi feito em condi¢des nativas, ambas apresentaram
uma Unica banda (SINGH & DAS, 1994), o que pode indicar que essas lectinas passam por um
processamento pods traducional semelhante ao da lectina de VML (CALVETE et al., 1998).

Até hoje, cientistas ja sequenciaram, caracterizaram e obtiveram a estrutura de uma
das isoformas da SL-1 por modelagem molecular (AGRAWAL et al., 2010). Um outro estudo
realizado com essa mesma lectina relata sua expressao em Escherichia coli, sua purificacdo,
seu sequenciamento, sua estrutura tridimensional através da técnica de modelagem comparativa
e uma atividade antagonista a citocinina promovida pelo sitio de ligacao hidrofobico presente
na SL-1 (PATHAK et al., 2006). A suposi¢ao da presenca do sitio de ligacao hidrofobico nessa
lectina foi decorrente da observagao do resultado da modelagem molecular e da sua comparagao
com as lectinas PHA-E e LBL. A SL-1 nesse trabalho ndo apresentou glicosilacdo ja que o
aparato molecular da E. coli nao permite esse tipo de modificagao.

Embora o estudo realizado por Singh e Das (1994) tenha relatado que a SL-2 foi
inibida fortemente pelo antigeno T Galp1—3GalNAc, ndo foram feitos outros estudos com essa
lectina. Seu potencial de ligacdo com esse antigeno pode ser um indicio de que essa lectina

possa ser aplicada como ferramenta biotecnoldgica de forma semelhante a PNA.
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1.6 Bioinformatica

Com o advento de novas tecnologias de sequenciamento, muitas espécies tiveram
seus genomas sequenciados, possibilitando o conhecimento de muitas proteinas antes mesmo
delas terem sido purificadas. A obtencao de estruturas proteicas ainda hoje depende muito da
cristalografia de raios-X, técnica que, embora muito eficiente, possui certas desvantagens como
depender da proteina em alto grau de pureza, ter seu processo dificultado caso haja grupos com
alto grau de liberdade (loops ou glicosilagdes extensas) e depender de técnicas de cristalizagao

que sdo afetadas por diversos fatores.

1.5.1 Modelagem molecular

Hoje, com muitas proteinas depositadas no banco de dados, com a disponibilidade
de computadores de alto poder de processamento e de linguagens de programacgao, pode-se
obter estruturas tridimensionais de proteinas através do desenvolvimento de diferentes
algoritmos. Muitos algoritmos ja foram desenvolvidos com esse proposito, mas o método
disponivel que apresenta maior precisdo ¢ o de modelagem por homologia ou modelagem
comparativa (KOEHL et al., 1999), que requer a utilizagdo de uma proteina molde cuja
sequéncia de aminoacidos possua no minimo 25% de homologia com proteina a ser modelada.
Embora o dado gerado seja apenas tedrico, ja ¢ comprovado que a modelagem comparativa ¢
capaz de gerar estruturas com uma acuracia comparavel a estruturas experimentais de baixa
resolugio (MARTI-RENOM et al., 2000). Essa caracteristica faz da modelagem molecular uma
boa ferramenta para analise de estrutura geral, identificagdo e caracterizagdo de sitios de ligacao
e para o planejamento de futuros experimentos (FISER & SALI, 2003).

A eficiéncia dessa técnica se deve ao fato de que as estruturas tercidrias das
proteinas sdo muitas vezes mais conservadas do que suas proprias sequéncias (LESK et al.,
1980). Um exemplo disso sdo as proprias lectinas de leguminosas que mesmo com mudancgas
em diversos aminoacidos, apresentam o mesmo motivo jellyroll e um arranjo semelhante de
loops. Outro fato que faz essa técnica uma ferramenta potencial para estudos estruturais € o
desenvolvimento da biologia estrutural desde a publica¢do da primeira estrutura proteica de alta
resolucdo em 1958 por John Kendrew e Max Perutz. Hoje, o banco de dados de proteinas ja
contém um total de 125.511 estruturas depositadas
(https://www.rcsb.org/pdb/statistics/holdings.do; acessado novembro de 2017), sendo a grande

maioria delas obtidas pela técnica de cristalografia de raios-X. O nimero de proteinas
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depositadas por ano vem se mostrando aproximadamente constante a 5 anos e pode ser
observada na Figura 4.

Figura 4 — Crescimento anual e total de estruturas depositadas no PDB (Protein Data Bank).
Em vermelho: total de proteinas depositadas. Em azul: proteinas depositadas no ano

Quantidade de proteinas depositadas

0 25,000 50,000 75,000 100,000 125,000
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Fonte: https://www.rcsb.org/pdb/ statistcs/contentGowthChart.d?content=toal&seqid=1 00
acessado em novembro de 2017.

Essa grande disponibilidade de estruturas de proteinas permitiu que uma sequéncia
proteica deduzida de forma aleatdria dentro de um genoma tivesse 20 a 65% de chance de estar
relacionada com outras estruturas depositadas dentro do banco de dados, dependendo do
genoma do qual a sequéncia foi obtida (SANCHEZ et al., 2000, JENNINGS et al., 2001).
Assim, com o crescimento constante de proteinas depositadas, a metodologia de modelagem
molecular por homologia podera ser utilizada no futuro para a grande maioria das proteinas.

A aplicacdo dessa técnica usualmente se dd a partir dos seguintes passos:
identificacdo de estruturas semelhantes, selecdo de modelos moleculares, alinhamento de
sequéncia com a estrutura modelo, construgao da proteina em estudo utilizando informagdes da

estrutura modelo e validagdo da estrutura (FISER & SALI 2003). Afim de se obter uma
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estrutura com bons pardmetros de validacdo, ¢ importante que a estrutura que servird como
modelo tenha boa resolu¢do e um bom fator Rfree (medida entre as amplitudes dos fatores
estruturais da proteina gerada em comparagao com os fatores calculados para os dados originais
de difracdo; evita processos de super refinamento, onde a estrutura cristalografica obtida nao
condiz com os dados experimentais). Por isso, se a estrutura modelo tiver diferentes conjuntos
depositados, ¢ preferivel que o pesquisador escolha aquela de maior resolugao.

Uma vez que a proteina modelo esteja escolhida, diversos métodos podem ser
utilizados para gerar a estrutura da proteina que se quer modelar por homologia. Uma delas ¢ a
montagem de corpo rigido (BROWNE et al., 1969; GREER, 1981, BLUNDELL et al., 1987),
que constroi um modelo a partir de poucas regides centrais ¢ também de loops e cadeias laterais,
que sdo obtidas pela pesquisa de estruturas relacionadas. Outro método ¢ a modelagem por
correspondéncia de segmentos (JONES & THIRUP 1986; UNGER et al., 1989; CLAESSENS
et al, 1989, LEVITT, 1992), que se baseia nas posi¢des aproximadas dos d&tomos conservados
com os moldes para calcular as coordenadas dos outros atomos. A terceira forma de modelagem
por homologia ¢ a utilizada pelo programa MODELLER (FISER & SALI, 2003), a qual modela
cumprindo restricdes espaciais utilizando geometrias de distdncia ou técnicas de otimizacao
para satisfazer as restri¢cdes obtidas do alinhamento da sequéncia alvo com a estrutura molde
(GREER, 1981; HAVEL & SNOW, 1991; SRINIVASAN et al., 2008; BROCKLEHURST &
PERHAM, 2008; ASZODI & TAYLOR, 1996).

A ferramenta MODELLER extrai as restrigdes espaciais de duas fontes.
Primeiramente, as restri¢des de distancias e dngulos diedros da proteina molde sdo extraidas e
aplicadas na sequéncia alvo correlacionando com o alinhamento. Em seguida, as restrigdes
estereoquimicas, tais como o comprimento das ligacdes e as preferéncias dos angulos de
ligagdo, sdo obtidas a partir do campo de forga de mecanica molecular CHARMM-22
(MACKERELL et al., 1998), e as preferéncias estatisticas dos angulos diédricos e as distancias
atoOmicas nao ligadas sdo obtidas a partir de um conjunto representativo de todas as estruturas
proteicas conhecidas. O modelo ¢ entdo calculado por um método de otimizagdo com base em
gradientes conjugados e em dindmica molecular, o que minimiza as violagdes das restricdes
espaciais (FISER & SALI, 2003).

Contudo, a presenca de loops ou inser¢des dentro da cadeia a proteina exigem uma
abordagem diferente das citadas acima e, portanto, existem duas abordagens diferentes para
modelagem de loops. A primeira consiste em algoritmos ab initio, na qual a conformacao do
loop ¢ predita por uma busca conformacional guiada por escores e fungdes de energia. Esse tipo

de abordagem leva em conta as posi¢des mais favoraveis termodinamicamente e esse método
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pode explorar diferentes representagdes da proteina, em termos de fungdes energéticas e
algoritmos de otimizacdo e enumeracdo (PEARSON, 1996). O segundo, utilizado pelo
MODELLER, consiste em uma abordagem que utiliza bancos de dados para encontrar um
segmento de uma cadeia principal que se encaixe nas extremidades finais dos loops (FISER &
SALLI 2003). Essa pesquisa ¢ feita com proteinas de uma maneira geral, ndo obrigatoriamente
homologas a proteina alvo. Os segmentos que encaixam na regido de loop sdo escolhidos com
base em parametros geométricos e o melhor € entdo sobreposto e anelado com a sequéncia alvo.
Por fim, esses segmentos sao refinados otimizagao através de fungdes energéticas. Esse método
foi posto em teste com um nimero de loops de estruturas conhecidas em ambientes nativos.
Loops com 8 residuos de aminoacidos possuiram 90% de chance de serem modelados com
precisdo. Ja loops com 12 aminoacidos mostraram precisdo em 30% dos casos (FISER & SALI,
2003).

Para validar as estruturas modeladas, o programa MODELLER utiliza 3 parametros
de avalia¢dao: molpdf, DOPE e GA341. O molpdf consiste na somatoria de todas as restri¢des e
por isso deve-se selecionar proteinas com o menor desse valor possivel. Como o nimero de
restri¢gdes de uma proteina depende do seu nimero de aminoacidos € de se esperar que proteinas
maiores tenham maiores valores molpdf. O pardmetro DOPE ¢ um potencial estatistico
dependente de distancias atomicas baseado somente em teorias de probabilidade, onde o
modelo mais apropriado sera aquele que obtiver menor escore. Ja o escore GA341 utiliza a
porcentagem da identidade entre as sequéncias. O calculo desse parametro se dé através de uma
combinag¢do do Z-score calculado com uma fungao potencial estatistica.

Apesar do programa MODELLER ja oferecer alguns parametros que podem ser
utilizados para avaliar as proteinas em questdo, outros parametros sao necessarios para
confirmacdo da confiabilidade da estrutura. A ferramenta online Swiss Model Validation
(http://swissmodel.expasy.org) (BIASINI et al., 2014) pode ser utilizada para reforcar a
confiabilidade dos modelos moleculares gerados. Essa ferramenta utiliza alguns parametros de
validacdo. Um deles ¢ 0 QMEANG6 (BENKERT et al., 2008), sigla que significa Qualitative
Model Energy ANalysis (Anélise qualitativa da energia do modelo), juntamente com o nlimero
6 pois essa andlise qualitativa considerara 6 parametros. S3o eles: energia intera¢do dos
carbonos [, somatorio energético de todos os atomos, energia de solvatagcdo, energia dos
angulos de tor¢do, concordancia com a estrutura secundaria e acessibilidade dos solventes. Esse
parametro ndo ¢ dependente do tamanho da proteina, pois os parametros dependentes do
tamanho da proteina sdo normalizados pelo somatorio energético de todos os atomos e pela

energia de interagao dos carbonos . Esse parametro foi entdo incorporado a um Z-score que
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faz a comparacdo do modelo a ser avaliado com a média de outras estruturas existentes no banco
de dados. O célculo desse parametro ¢ feito pela subtracio do QMEAN normalizado e dividindo
pelo desvio padrao da distribuicdo observada. Em uma analogia, cada um dos seis parametros
do QMEAN também dé origem a um Z-score (BENKERT et al., 2011), sendo todos eles
padronizados para que os maiores valores de Z-score indiquem os melhores modelos. Outro
parametro contido na ferramenta Swiss Validation ¢ o PROCHECK (LASKOWSKI et al.,
1993), que faz a avaliacao estereoquimica da proteina e gera um grafico detalhado sobre cada
residuo, incluindo a porcentagem deles em cada posicao do grafico de Ramachandran: regides
permitidas, adicionalmente permitidas, generosamente permitidas e proibidas. Outro pardmetro
conhecido na avaliagdo de modelos moleculares ¢ o Verify3D (LUTHY et al., 1992), que testa
0 quao adequada uma proteina estd pela compatibilidade da sua prépria sequéncia com a
estrutura, medida por um perfil tridimensional.

Ao avaliar a estrutura modelada da proteina, pode-se prever algumas de suas
caracteristicas e prever o seu comportamento, possibilitando a pesquisa de novas aplicagdes
através das técnicas de docking e de dindmica molecular. Apesar de suas limitagdes, o docking
¢ uma ferramenta poderosa para a descoberta de novos ligantes e revelara se tais moléculas
podem se ligar experimentalmente a proteina alvo (CHEN, 2015). Para realizar uma anélise
aprofundada, simulacdes de dindmica molecular podem ser executadas para avaliar a
estabilidade das interag¢des, considerando a mudanca conformacional do sitio de ligagdo ao
longo da simulagdo (ADCOCK & MCCAMMON, 2006), o que pode dar ainda mais

credibilidade ao dado teodrico obtido.

1.5.2 Docking Molecular

Docking ou atracamento molecular ¢ uma técnica que tem como objetivo dar uma
predi¢ao do complexo ligante-receptor através de métodos computacionais. Os passos gerais
para realizacdo desse processo sao: amostragem das conformacgdes do ligante no sitio ativo da
proteina e avaliagcdo dessas conformagdes por fungdes que fornecem um escore. O ideal € que
esse primeiro passo gere o maximo possivel de conformacgdes do ligante dentro do sitio ativo
da proteina e que as funcdes de escore selecionem a conformagao mais semelhante ao que seria
observado experimentalmente. Para isso, diversas abordagens sdo utilizadas para cada um
desses quesitos, sempre equilibrando os contrapontos de confiabilidade e custo computacional.

Na bioquimica se conhece duas formas de se representar uma interag@o. A primeira
¢ o0 modelo chave-fechadura proposto por Fischer, no qual o ligante se encaixa perfeitamente

dentro da proteina, de forma similar ao que acontece quando se insere uma chave dentro de uma
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fechadura, sem que ocorram quaisquer mudancas nas conformagdes. Porém, esse modelo nao
¢ tao adequado e hoje se sabe que o modelo que mais se aproxima da realidade ¢ o de ajuste
induzido proposto por Koshland, onde a presenga de um ligante exerce influéncia nas cadeias
de aminoacidos da proteina e altera, mesmo que de forma sutil, o comportamento da proteina.
Esses modelos sdo tteis para que se compreenda a forma com que alguns algoritmos
calculam a interacdo proteina-ligante. Quanto menor os graus de liberdade (possibilidade de
movimentos das moléculas) dentro do sistema, mais simples sera o célculo do docking e
consequentemente os resultados serdo obtidos de forma mais rapida. Por outro lado, restringir
a movimentacao do sistema distancia o resultado obtido do que seria observado em condigdes
experimentais. Para fazer o balanceamento entre esses dois contrapontos, existem diferentes
algoritmos de docking que testam o acoplamento de um ligante rigido em um receptor rigido,
um ligante flexivel em um receptor rigido, um ligante flexivel em um receptor parcialmente
flexivel (movimentando apenas a parte da molécula envolvida na interagdo) ou um ligante
flexivel com um receptor totalmente flexivel.
Os algoritmos utilizados para fazer a amostragem dos possiveis encaixes dos

ligantes dentro do sitio ativo das proteinas sdo os seguintes (MENG et al., 2011):

e Algoritmos de Correspondéncia (BRINT & WILLET, 1987; FISCHER et al., 1993;

NOREL et al., 1994):

Se baseia no mapeamento do ligante no sitio ativo considerando formatos e informagoes
quimicas. Nesse algoritmo, a proteina e o ligante sdo representados como farmacédforos, um
conjunto de descritores que incluem ligagdes hidrofobicas, de hidrogénio e pontos de interagdes
eletrostaticas, definidas por 4&tomos e pontos virtuais (ROY et al., 2015). As distancias entre os
farmacoforos da proteina e do ligante sdo medidas e calculadas para ligar com &tomos
correspondentes. A amostragem ¢ entdo feita através da variacdo da distancia entre os
farmacoforos.

e (Construcao Incremental (RAREY et al., 1996; DESJARLALIS et al., 1986; KUNTZ &

LEACH, 1992):

Esse método encaixa o ligante dentro do sitio ativo de forma fragmentada e incremental.
Primeiro, o ligante ¢ fragmentado em diversas partes e o fragmento maior, ou de maior
importancia funcional, ¢ encaixado no sitio ativo, servindo como uma ancora. Em seguida, os
outros fragmentos sdo adicionados de forma incremental. As diferentes amostragens sao feitas
através de diferentes orientagdes geradas para cada fragmento, sem mudar a estrutura do ligante
em si.

e LUDI(BOHM et al., 1992):
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Foca nas interagdes de hidrogénio e nas interacdes hidrofobicas estabelecidas entre a proteina
e o ligante. Seu conceito central é constituido por posi¢des espaciais discretas adequadas para
formar pontes de hidrogénio ou para preencher sitios hidrofébicos.

e Monte Carlo (GOODSELL et al., 1993; HART & READ, 1992):
Esse método gera posi¢des do ligante através da flexibilizacao de ligagdes, pela translagao do
corpo rigido ou pela sua rotagdo. As conformagdes geradas sdo testadas por um critério de
selecdo baseado na energia de interacdo. Se a conformagdo passar no critério, ela seré salva e
modificada para gerar as proximas conformagoes. As interagdes continuam a ser testadas até
que seja atingido o niimero de iteragdes escolhido pelo pesquisador.

e Algoritmos genéticos (MORRIS et al., 1998; JONES et al,, 1997, OSHIRO et al.,

1995):

Outro método estocdstico, esse método tem esse nome pois se baseia na teoria da evolugdo
criada por Darwin. Nesse método, os graus de liberdade do ligante ficam codificados como
cadeias bindrias chamadas genes. Esses genes compdem um ‘“cromossomo”, que representa a
posicdo do ligante. As variacdes de conformagdo acontecem por duas agdes chamadas
mutagdes, que acarreta mudangas nos genes, € Crossovers, que promovem a troca de genes entre
dois cromossomos. Essas acdes promovem a amostragem do ligante em diversas conformacdes
que sdo avaliadas por uma fun¢do de escore. No final de uma geracdo, as conformagdes que
possuem estruturas viaveis sobrevivem e sdo utilizadas nas proximas geragoes.

e Otimizagdo coldnia de formigas (KORB et al., 2009) (ACO, do ingés Ant Colony

Otimization):

Essa metodologia ¢ uma classe de técnicas algoritmicas inspiradas pelo comportamento de
formigas fora do formigueiro, onde sdo capazes de encontrar o caminho mais curto entre seus
abrigos e seus alimentos (JIANG & KIM, 1991; CLAUSSEN et al., 2001). Componentes
cruciais para essa eficiéncia das formigas sdo as trilhas de ferormonios deixadas por elas quando
saem do formigueiro e seu comportamento de seguir essa trilha. Sempre que uma formiga
precisa escolher entre varios caminhos possiveis, ha maior probabilidade de que ela siga pelo
caminho com maior concentragao de ferormonios.
Os logaritmos ACO utilizam de ferormoénios artificiais para simular esse efeito. Esses
ferormonios artificiais sdo representados por valores numéricos que sdo associados a cada
possivel componente de solucdo. Ja as “formigas” sao processos randomizados que geram uma
nova solucdo candidata a partir de um mecanismo construtivo. O algoritmo PLANTS utilizado

nesse trabalho utiliza essa forma de amostragem (KORB et al., 2009).
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e Dinamica molecular (CORNELL et al., 1995; WEINER et al., 1984; BROOKS et al.,
1983):

Essa ferramenta pode ser utilizada para se obter resultados de docking molecular com
representacdo proteina flexivel e ligante flexivel, sendo a ferramenta que representa essa relacao
de forma mais fidedigna quando comparada com outros algoritmos. A dindmica molecular pode
ser muito eficiente quando se quer fazer pequenas mudangas em um ligante para obtencao de
um resultado otimizado. Porém essa metodologia ndo ¢ adequada para se procurar diversos
ligantes, pois a mudanga energética ocasionada pelo teste de diversas conformagdes do ligante

seria muito grande, o que ndo ¢ suportado pela dinamica.

Com objetivo de avaliar as melhores conformacdes dos ligantes dentro do sitio de
ligacdo da proteina, é necessario que seja atribuido um valor indicador da confiabilidade de
cada amostragem. As metodologias utilizadas sdo as seguintes:

e Funcgdes baseadas em campos de for¢a (KOLLMAN, 1993; AQVIST et al., 2002;
CARLSON & JORGENSEN, 1995):
Avaliam a energia de ligacdo através do somatdrio de interagdes hidrofobicas, descritas pela
funcdo potencial de Lennard-Jones, e eletrostaticas, calculadas pelas formulacdes de Coulomb.
Uma desvantagem desse processo € o tempo longo de processamento.
e Fungdes de escore empiricas (BOHM, 1998; GEHLHAAR et al, 1995; VERKHIVKER
et al., 2000; HEAD et al., 1996):
Nessa metodologia, a energia de ligacdo se decompde em diversos parametros de energia, tais
como pontes de hidrogénio, interacdes i0nicas, hidrofobicas e entropia de ligagdo. Cada um
desses componentes ¢ multiplicado por um coeficiente e o escore € obtido pelo somatério dessa
equagdo. Cada programa possui coeficientes diferentes para fazer o somatdrio desses
parametros. O algoritmo PLP utilizado neste trabalho utiliza essa forma de obten¢do de score
(GEHLHAAR et al, 1995, VERKHIVKER et al., 2000, GEHLHAAR et al., 1995).
e Fungdes baseadas no conhecimento (ISHCHENKO & SHAKHNOVICH, 2002;
FEHER et al., 2003):
Utiliza a andlise estatistica de estruturas cristalograficas de complexos ligante-proteina para
obter as frequéncias de contatos interatdmicos e/ou distancias entre o ligante e a proteina. Esse
tipo de escore esta baseado no pressuposto de que quanto mais favoravel for uma interacao,
maior sera sua frequéncia de ocorréncia. Uma vantagem dessa abordagem ¢ que ela possibilita

a avaliacao de interacdes que sdo observadas, mas que ainda ndo sao bem compreendidas.
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e Escore consenso (CHARIFSON et al., 1999):
Estratégia recente que combina diversos escores diferentes para avaliar os resultados do docking
molecular. Essa abordagem ¢ interessante pois se algum ligante apresenta escores aceitaveis por
diferentes formas de avaliacdo, ¢ mais provavel que ele também se ligue durante o ensaio
experimental. Ja foi relatado que avaliagdao da ligagdo por esse tipo de escore foi capaz de

aumentar significativamente o nimero de acertos em screens virtuais (CLARK et al., 2002).

1.5.3 Dinamica Molecular em GROMACS

A dindmica molecular ¢ uma técnica que consiste na simulag¢ao de atomos esféricos
conectados por ligagdes quimicas, onde forgas internas experimentadas pelo modelo estrutural
estdo descritas por fungdes matematicas. Utilizando essas leis de comportamento, a dindmica
executa a movimentagdo do sistema cumprindo com as equagdes do movimento descritas por
Newton, permitindo movimentagao estrutural durante o tempo (ADCOCK et al., 2006).

Para que a dindmica possa ocorrer é necessario que se tenha um campo de forga que
descreva o comportamento dos atomos e das ligagdes das moléculas que serdo utilizadas na
simula¢do. Os campos de forca s@o construidos a partir de dois componentes, sendo um deles
um conjunto de equacdes (também chamadas fung¢des potenciais) utilizado para gerar as
energias potenciais e suas derivadas, as for¢as (ABRAHAM et al., 2016). O segundo
componente ¢ o conjunto de parametros utilizados pelas equacdes. Dependendo do campo de
forca escolhido, o sistema podera ser tratado com a representacdo de atomos unidos (united-
atom) ou podera ter todos seus atomos considerados (all-atom), bem como terd uma limitagao
para as moléculas colocadas no sistema. Apenas moléculas cujo comportamento esta descrito
no campo de for¢a podem ser utilizadas na simulagdo (ABRAHAM et al., 2016).

Outro componente importante para execu¢do da dindmica sdo os arquivos de
topologia. Esses arquivos sdo responsaveis por informar ao GROMACS as combinacdes de
atomos sobre os quais as funcdes potenciais devem agir. J& as fungdes potenciais sdo
constituidas pelo potencial de ligagdo, angular, de tor¢do, Coulombico (eletrostatica) e de
Lennard-Jones (Van de Waals) (ABRAHAM et al., 2016). Além de se caracterizar as forgas do
sistema, € necessario que seja aplicado um algoritmo de restricao que delimite os tamanhos das
ligacdes. Para isso, pode-se aplicar o algoritmo LINear Constraint Solver (LINCS) (HESS et
al., 1997). Para que ligacdes feitas por distancias maiores também sejam consideradas, como
as eletrostaticas, pode-se aplicar a fungdo Particle-Mesh Ewald (PME).

Antes de montar o sistema da dindmica molecular € necessario que a proteina passe
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antes por um processo de minimizagdo energética. Esse processo evita que a proteina inicie a
simula¢do com alta energia de empacotamento, o que geraria uma variagdo muito brusca no
sistema. Essa minimizag¢do pode ser feita com dois tipos de algoritmos. O primeiro deles,
steepest descent gradient, ¢ utilizado para atenuar conflitos altamente ndo favoraveis. O
algoritmo suspende quando o nimero de determinadas avaliacdes de energia ¢ executado ou
quando os valores absolutos de forga (gradiente) chegam a energia determinada. O segundo
método para minimizagdo energética € o conjugate gradient que, embora seja mais lento do que
0 steepest descent nos primeiros estagios da minimizagao, se torna mais eficiente préoximo ao
fim do processo (ABRAHAM et al.,, 2016).

Apobs a minimizagao, os passos de equilibracdo NVT e NPT sao aplicados através
do termostato Nose-Hoover para manter a temperatura constante (NOSE, 1984; HOOVER,
1985) e do barostato Parrinelo-Rahman para manter o sistema isotropico a na pressao desejada
(PARRINELLO & RAHMAN, 1981). Esses algoritmos sdo importantes para se considerar um

sistema biologico, visto que essas condigdes se encontram constantes nesses sistemas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo obter as estruturas primarias e
tridimensionais das lectinas de Arachis duranensis e Arachis ipaensis ¢ analisar interagao

desses modelos com diferentes carboidratos.
2.2 Objetivos especificos

e Obter as sequéncias de nucleotideos que codificam as lectinas de A. duranensis e A.
ipaensis;

e Obter a sequéncia de aminodacidos das proteinas maduras;

e Obter as estruturas tridimensionais dessas proteinas por modelagem molecular por
homologia;

e Obter escores de docking molecular dos modelos com carboidratos;

e Avaliar estabilidade e flexibilidade das proteinas na presencga ou auséncia de ligantes
por dinamica molecular;

e Analisar as interagoes entre as lectinas e manosideos ao decorrer do tempo por dindmica

molecular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao da sequéncia, alinhamento e analise

A ferramenta tblastn do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi
utilizada tomando a sequéncia da lectina SL-1 de Arachis hypogaea como modelo de busca
(Uniprot ID Q70DJ5) para encontrar as sequéncias de nucleotideos codificantes das lectinas
nos genomas de Arachis duranensis (XM _016087184.1) e Arachis ipaensis
(XM _016319204.1) no banco de dados refseq. Apds a obteng@o das sequéncias de nucleotideos,
a ferramenta de tradugdo do portal de bioinformatica ExPASy
(https://web.expasy.org/translate/) (GASTEIGER et al.,, 2003) foi utilizada para revelar as

sequéncias de aminoacidos dessa lectinas.

Os peptideos sinais presentes nessas sequéncias deduzidas foram detectados e
removidos utilizando o servidor SignalP v. 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
(PETERSEN et al.,, 2011). A similaridade entre as lectinas de A. duranensis e A. ipaensis foi
determinada com a ferramenta Blastp do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e essa
mesma ferramenta foi utilizada para encontrar a estrutura proteica de maior similaridade com
essas lectinas dentro do banco de dados PDB (Protein Data Bank) para posteriores
comparagoes. Para realizar o alinhamento das sequéncias foi utilizada a ferramenta online
ClustalOmega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) (SIEVERS et al, 2011) e a andlise
desse alinhamento foi realizada pela ferramenta ESPript V. 3.1

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript). (ROBERT & GOUET, 2014).

As regides processadas no C-terminal de ambas lectinas foram deduzidas a partir
do alinhamento e removidas para execu¢do da modelagem molecular por homologia. O ponto
isoelétrico (pI) e a massa molecular tedrica das proteinas maduras foram calculados pela
ferramenta Compute pI/MW do portal Expasy (GASTEIGER et al, 2003)
(http://web.expasy.org/compute_pi/) € a busca por sitios de glicosilacdo foi realizada pelo
Servidor NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (JUNG & BRUNAK,
2004).

3.2 Modelagem molecular e validacao
O Software MODELLER v 9.17 foi utilizado para gerar as estruturas
tridimensionais das lectinas maduras de Arachis duranensis € Arachis ipaensis. A ferramenta

protein Blast do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi utilizada para identificar a
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estrutura depositada no PDB (Protein Data Bank) de maior homologia com as sequéncias de
lectinas de Arachis. A estrutura modelo escolhida foi a lectina de Centrolobium tomentosum
(CTL, PDB id: SEYY), uma espécie também pertencente a tribo Dalbergieae. O programa foi
configurado para gerar 100 modelos, dos quais 10 foram selecionados pelos melhores escores
molpdf, DOPE e GA341 para seguir com outras validagdes. O melhor modelo foi selecionado
com base em parametros de avaliagdo como Qmean6 (BENKERT et al., 2008) e do Z-score
(BENKERT et al, 2011), obtidos pela ferramenta online Swiss Model Validation
(http://swissmodel.expasy.org) (BIASINI et al, 2014). As ferramentas online Verify3D
(LUTHY et al., 1992) e o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) foram utilizadas para
avaliar os parametros geométricos e a aceitabilidade do ambiente das cadeias laterais de cada
aminoacido, disposta no grafico de Ramachandran. Os modelos que obtiveram melhores
parametros nas validagdes foram escolhidos para representar as estruturas das lectinas de

Arachis duranensis € Arachis ipaensis, denominadas ADL e AIL, respectivamente.

3.3 Docking molecular

Os modelos estruturais das lectinas ADL e AIL passaram por uma minimiza¢ao
energética antes de seguir para realizagdo do docking. Esse processo foi realizado através do
programa UCSF CHIMERA v.1.12 (PETTERSEN et al., 2004), onde a ferramenta Minimize
Structure foi configurada para execugao de 1000 passos de minimizacao Steepest Descent e 100
passos de minimizacao Conjugate Gradient. Em seguida, o docking molecular foi realizado
com o software CLC Drug Discovery Workbench v. 3.0 (CLC Bio, Boston, MA, USA)
considerando as lectinas como receptores rigidos e os ligantes como flexiveis. O atracamento
ocorreu no modo standard precision (SP), o qual determina as posi¢des favoraveis de ligacao
e detecta as conformagdes que se encaixam no sitio de ligagdo. O algoritmo PLANTSPLP foi
utilizado para calcular o escore do docking (KORB et al., 2009), no qual os resultados mais
negativos indicam uma interagdo mais favoravel. Os sitios de reconhecimento a carboidratos
(carbohydrate binding domain - CRD) das lectinas foram determinados por sobreposi¢ao com
a estrutura de CTL (PDB 1d: SEYY) e essa coordenada foi utilizada como centro para
atracamento dos ligantes. Os pardmetros padroes foram utilizados e o docking seguiu com
monossacarideos, dissacarideos e N-glicanos ricos em manose (MAN3, MANS, MAN9)
(Figura 5). O raio de interacdo foi configurado em 11 A para monossacarideos e dissacarideos
e 15 A para N-glicanos ricos em manose. O nimero de iteracdes testadas foi de 5000 para

monossacarideos e dissacarideos e 1000 para os N-glicanos ricos em manose.
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Figura 5 — Representacao estrutural dos N-glicanos ricos em manose utilizados no docking
molecular.
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3.4 Dinamica molecular

Para avaliar o comportamento das lectinas ADL e AIL em solugdo, cada proteina
foi submetida a trés simulagdes de dindmica molecular: uma sem ligante, outra na presenca de
a-D-manose (MAN) e outra com a-metil-D-manosideo (MMA). As simulacdes foram
executadas com o pacote de programas GROMACS v. 5.1.2 (ABRAHAM et al., 2015) com os
parametros do campo de forca GROMOS 54a7 (SCHMID et al., 2011). As cargas parciais € a
topologia dos ligantes a-D-manose e a-metil-D-manosideo foram obtidas através do servidor
ATB (https://atb.uq.edu.au/) (MALDE et al., 2011; KOZIARA et al., 2014) e checadas
manualmente. As proteinas foram solvatadas em cubos de 10 A de aresta com aproximadamente
16000 moléculas de agua single point charge (SPC) (BERWEGER et al., 1995) e 9 ions Na*
para neutralizar os sistemas com ADL e 11 para neutralizar os sistemas da AIL. Em seguida,
passos de minimizacao energética foram realizados com o método steepest descent com o
critério de convergéncia de 1 kJ mol 'nm™!. Ap6s minimizagio, os passos de equilibrio NVT e
NPT foram aplicados em 100 ps acoplados ao termostato Nose-Hoover para manter a
temperatura constante de 300 K (NOSE, 1984; HOOVER, 1985) e ao barostato Parrinelo-
Rahman para manter o sistema isotropico a 1 bar (PARRINELLO & RAHMAN, 1981). O
algoritmo LINCS (HESS et al., 1997) foi aplicado para restringir todas as ligagdes antes da
simula¢do, enquanto o método PME (DARDEN et al, 1993) foi utilizado para calcular
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interagdes eletrostaticas de distAncia maxima de 12 A e intera¢des de van der Waals de até 15
A. O software VMD (HUMPHREY et al., 1996) foi utilizado para visualizar a trajetorias e os
graficos foram gerados no software Xmgrace. Utilizou-se também os programas Ligplot
(LASKOWSKI & SWINDELLS, 2011) e Pymol (DELANO, 2002) para avaliar as interagdes
ligante-proteina durante cada dinamica, coletando-se imagens a cada 10 ns de simulagdo e no

momento antes do agtcar sair do sitio.



45

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Alinhamento e analise de sequéncias

Um tblastn foi realizado utilizando a sequéncia da proteina SL-1 como consulta
dentro do banco de dados refseq e assim as sequéncias de nucleotideos das lectinas precursoras
de Arachis duranensis (XM _016087184.1) e de Arachis ipaensis (XM _016319204.1) foram
adquiridas (BERTIOLI er al., 2016). Um blastp entre as sequéncias das preproteinas revelou
que a pre-ADL e a pre-AIL possuem 95% e 97% de similaridade com a pre-SL-1,
respectivamente. O alinhamento das preproteinas de SL-1, ADL e de AIL com a lectina madura
de CTL (Uniprot; COHJXT1) (Figura 6), outra lectina da tribo das Dalbergieae, revelou que essas
proteinas ainda possuem peptideo sinal e que elas devem passar por processamentos pos-
traducionais para atingirem suas sequéncias maduras. O servidor SignalP v. 4.1 indicou um
peptideo sinal que se estende do aminoacido 1 ao 27 na pre-ADL e do 1 ao 26 na pre-AlL. Os
peptideos sinais removidos foram N-MAAISKKILPLLYIATIFLLLLNKAHS-C; e Ni-
MAISKKILPLLSIATIFLLLLNKAHS-C; nas respectivas lectinas. Ademais, a comparacao
entre as sequéncias das pre-lectinas de Arachis com a lectina de CTL revelou também uma
sequéncia nao sobreposta na regido C-terminal, o que indica um possivel processamento pos-
traducional nessa regido. As sequéncias removidas nessa regido correspondem aos peptideos
Nt-LKLGRFMIYGTIMVSISQISLSCM-C:; para pre-ADL e Ni-LKLGRFMI-C:; para pre-AlL,

os quais também foram removidos para obtencao das respectivas sequéncias maduras.

Os tamanhos das proteinas ADL e AIL apos clivagem das regides C e N-terminal
estdo de acordo com a massa intacta da lectina SL-1 obtida por espectrometria de massas, visto
que a sequéncia alinhada de SL-1 possui massa tedrica de 26.636,10 Da correspondente a massa
intacta de 26.649,56 Da obtida em estudos prévios (AGRAWAL et al., 2010), onde a pequena
diferenca entre essas massas pode ser resultante da presenca de glicosilagdes ou isoformas. As
proteinas maduras geradas foram entdo submetidas a um blastp contra proteinas depositadas no

PDB e a CTL revelou maior similaridade com a ADL (71%) e com a AIL (70%).
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Figura 6 — Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos de lectinas precursoras das
espécies Arachis hypogaea, Arachis duranensis and Arachis ipaensis com a lectina madura de
Centrolobium tomentosum (CTL).
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As sequéncias apresentaram conservagao nos residuos relacionados ao CRD e ao
sitio de ligacdo a metais (metal binding site; MBS) presentes na CTL. Exce¢des foram as
substitui¢des dos residuos Asnl137 e Glu222 na CTL por Asp138 e GIn223 em ambas lectinas.
Os residuos conservados em ADL e AIL estdo em uma posi¢do a mais devido ao fato de que a
CTL possui um aminoacido a menos que essas lectinas na posi¢do 15 do alinhamento (Figura
7). O servidor NetNGlyc 1.0 indicou que as sequéncias de aminodcidos de ambas lectinas
maduras de Arachis possuem sitios de N-glicosilagdo previstos, porém apresentam uma
diferenca no sitio de glicosilagdo, presente como Asn-Glu-Ser em CTL (ALMEIDA et al.,
2016) e como Asn-Pro-Ser em AIL e ADL. O servidor NetNGlyc indica uma alerta informando
possivel impossibilidade de glicosilagdo nos sitios que contém prolina apds o residuo de
asparagina, o que se explica por um risco de impedimento estérico. Entretanto, dados anteriores
(SINGH & DAS, 1994; PATHAK et al., 2006) indicam que a SL-1 contém a mesma

modificacdo e ¢ glicosilada, um forte indicio de que ADL e AIL também sdo.
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Figura 7 — Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoéacidos da lectina de Centrolobium
tomentosum (CTL) com as sequéncias maduras das lectinas de Arachis duranensis e de Arachis
ipaensis. Os simbolos correspondem aos seguintes: hélices (n), a-hélice (a), voltas B (TT),
residuos conservados no CRD (e), residuos envolvidos no sitio de ligagdo a metal (m), residuos
do CRD parcialmente conservados (*).
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Os pontos isoelétricos (pl) e as massas moleculares tedricas obtidos para essas
proteinas foram 4,72 e 26.690 Da para ADL, e 4,54 ¢ 26.607 Da para AIL, valores proéximos
aqueles obtidos para CTL, com pl tedrico de 4,76 e massa molecular de 27.063 KDa. Dados
experimentais da lectina de Platypodium elegans (PELa), uma espécie também pertencente a
tribo Dalbergieae, mostraram que uma de suas isolectinas possui pl de 5,69 (ARARIPE et al.,
2017), um valor préximo ao téorico de 5,73 também indicado pela ferramenta Compute pl/MW
do portal ExPASy, o que evidencia a confiabilidade desses dados tedricos comparados ao

experimental.
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4.2 Modelagem molecular e validacao

O melhor modelo para cada proteina foi selecionado com base em diversos testes
de valida¢do. O melhor modelo de ADL apresentou 92.52% de seus aminoacidos com uma
média de escore de correlacdo 3D-1D maior que 0,2, enquanto o de AIL apresentou 89.76%, o
que ¢ um bom parametro ja que proteinas com mais de 80% sdo consideradas aceitdveis. A
ferramenta de validagdo Swiss Model indicou um Qmean6 de 0.770 para ADL e de 0.752 para
AIL, o que aponta para alta qualidade dos modelos gerados. Os Zscores também foram
determinados pela mesma ferramenta e correspondem a 0.013 para ADL e -0.111 para AIL,
ambos valores considerados Otimos para modelos moleculares. A andlise utilizando
PROCHECK mostrou que 100% dos aminoacidos de ambas proteinas estdo em regides
permitidas do grafico de Ramachandran e apontou que nenhum problema sério foi detectado

nessas estruturas.

Ap6s validagdo, as estruturas foram editadas no software Coot (EMSLEY et al,
2010) para remover o peptideo Ni-TSPHY-C; que ndo alinhou com o molde. Embora esse
peptideo tenha sido observado na estrutura primaria da lectina de CTL, a mesma ndo foi
observada na estrutura cristalografica obtida, o que pode ser causado pela limitagdo da técnica
de difracdo de raios X em captar residuos com muitos graus de liberdade, como certos loops ou
em regides com glicosilagdes extensas. As estruturas minimizadas foram sobrepostas (Figura
8) com o0 modelo de SL-1 obtido do banco de dados ModBase (ID: Q70DJ5) (AGRAWAL et
al., 2010) e com CTL (PDB id: SEYY) para medir o RMSD de seus carbonos alfa em

comparagao com essas duas outras lectinas, como indicado na Tabela 2.

Tabela 2 — RMSD dos carbonos alfa das estruturas de ADL e AIL superpostas com as
estruturas SL-1 e CTL.

Estruturas sobrepostas Ca RMSD
AIL - SL-1 0.504
ADL - SL-1 0.532
AIL - CTL 0.373
ADL - CTL 0.385

Fonte: Elaborada pelo Autor

O modelo molecular da lectina SL-1 utilizado para fazer essa sobreposi¢ao foi
obtido através da modelagem comparativa da sua sequéncia utilizando a estrutura da lectina de
Pterocarpus angolensis (PATHAK et al., 2006), a qual possui 65% de similaridade com SL-1.

O fato de que os modelos de ADL e de AIL foram gerados utilizando uma estrutura de maior


http://www.uniprot.org/uniprot/Q70DJ5
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homologia, refor¢ca a maior fidelidade desses modelos as estruturas reais, o que explicao RMSD
discrepante dessas estruturas quando comparadas com o modelo de SL-1. Os modelos gerados
possuem o mesmo motivo jellyroll observado em muitas proteinas de capas virais (ARGOS et
al., 1980; CHELVANAYAGAM et al., 1992) e em muitas lectinas de leguminosas, descrito
pela sua composicao de duas folhas-beta anti-paralelas (LORIS et al, 1998). Em ambas
lectinas, uma folha-beta curvada de 7 fitas se posiciona voltada para o CRD (Figura 8)
mantendo os loops 86-88, 105-109, 134-140 e 221-224, os quais contém aminoacidos
diretamente envolvidos com o sitio de ligagdo (Figura 8). Do outro lado, uma folha-beta de 6

fitas parcialmente estendida mantém a estabilidade estrutural da proteina.

Figura 8 — Sobreposicao das estruturas de ADL (verde) e de AIL (cinza) com SL-1 (azul) na
representacao tipo cartoon. Numeros brancos enumeram as fitas da folha 3 traseira enquanto os
amarelos enumeram as fitas da folha § frontal, voltada para o CRD.
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Os loops envolvidos no CRD sao similares na ADL e na AIL, mas alguns se diferem
da CTL, como pode ser observado no alinhamento da Figura 6. Os aminoacidos presentes nos
loops 128-135, 139-143 e 155-157 fazem contato direto com os ions de célcio e manganés na
estrutura da CTL (PDB id SEYY) e esses residuos estdo todos conservados nas lectinas de
Arachis (Figura 9. Dentre os residuos presentes nos loops que formam o arcabougo do MBS,
os aminoécidos Glu130 e His148 interagem diretamente com o Mn** e os aminoacidos Asp132,

Phe 134, Asn140 e Asp143 interagem diretamente com o Ca*".

Assim como outras lectinas de leguminosas, ADL e AIL possuem um aminoécido
ligado por uma ligagdo peptidica cis, localizada entre Ala87 ¢ Asp88. Essa conformagdo ¢
mantida através de uma molécula de agua estrutural que conecta um dos metais divalentes
(Ca®") ao residuo de 4cido aspartico, estabilizando assim a conformacdo cis. Embora essa
caracteristica seja bem conhecida em lectinas de leguminosas pela cristalografia de raios X, a
falta de campos de forga que caracterizem esses ions ainda é um fator limitante para o estudo
dessas interacdes pelo pacote GROMACS. O residuo correspondente a Asp88 nas lectinas de
Arachis ¢ altamente conservado em outras lectinas de leguminosas e ele ¢ muito importante
para estabilizar o carboidrato no CRD, estando presente na base do sitio de ligacao (LORIS et

al., 1998).

Figura 9 — Representacdo do sitio de ligacdo a metal conservado da CTL (vermelho) superposto
com estruturas modeladas ADL (verde) e AIL (cinza). Tanto o Ca2+ quanto o Mn2+ foram
observados a partir da estrutura cristalografica de CTL (PDB id: SEYY).

==

=

Phel34
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4.3 Docking molecular

Os escores de docking obtidos para ADL e AIL com monossacarideos,
dissacarideos e N-glicanos ricos em manose estdo dispostos na Tabela 3. AIL apresentou
melhor escore nas suas interagdes com monossacarideos e dissacarideos, com exce¢do dos
dimanosideos formados por ligacdes al—3, B1—3 e f1—6. Em relagdo aos monossacarideos,
a presenca do grupo metil no ligante a-metil-D-manosideo aumentou o valor de escore de
atracamento com as duas lectinas, corroborando com dados experimentais previamente obtidos
para SL-1 (AGRAWAL et al., 2010). O tipo de ligagao glicosidica dos dimanosideos causou
diferengas nos valores dos escores, seja aumentando ou diminuindo, porém, a presenca ou
auséncia do grupo metil ndo gerou diferencas significativas nesses valores. A ADL manifestou
escores de atracamento melhores com os N-glicanos MAN3 e MAN9Y, enquanto os escores
contra MANS foram relativamente baixos para as duas proteinas. Esses glicanos ricos em
manose sdo relevantes em alguns processos moleculares como os de reconhecimento celular,
recrutamento de leucécitos (GU et al., 2012), auxilio no folding de proteinas quando interagem
com lectinas (SCHWARZ et al., 2011). MAN3 constitui o centro de todos os N-glicanos e
MANS ¢ o precursor de diversos glicanos ricos em manose, enquanto MAN9 pode ser
encontrado em proteinas como a gpl120 do envelope viral do HIV ou como receptores de
insulina (STANLEY et al., 2009). Esse comportamento foi previamente observado para outras
lectinas de leguminosas especificas a manose como as das espécies: Pisum arvense, Pisum
sativum, Lens cullinaris, Vicia faba, Dioclea lasiophylla e Dioclea reflexa que apresentam
efeitos vasorelaxantes, proinflamatério e anti-HIV (STANLEY et al., 2009; HANSEN et al.,
1989; PINTO-JUNIOR et al., 2017a, 2017b, 2017c), o que sugere que ambas ADL e AIL

podem apresentar essas mesmas atividades biologicas.

Tabela 3— Escore de atracamento da ADL e da AIL com os carboidratos testados no screen
virtual. a) Escore do docking = Einter + Eintra, onde Einter é a energia de interacdo ligante-

proteina.
Einer D ie tigand 2o e igana LEPio(Tig) -+ 332.0(g;q;/47; )]
Escore do Docking®

Carboidratos ADL AIL
o-metil-D-manosideo -38.24 -40,45
2-(Acetil amino)-2-deoxi-a-D-manopiranose -37,24 -38,48
N-acetil-D-glicosamina -37,88 -39,26
B-D-manose -36,85 -38.,40
o-D-manose -36,75 -40,45
Manose-1,2-0-D-manose -47.94 -48,99
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Manose-1,3-a-D-manose -49,37 -46,66
Manose-1,4-a-D-manose -45,41 -46,12
Manose-1,6-0-D-manose -48.,94 -51,99
Manose-1,2-3-D-manose -46,20 -46,43
Manose-1,3-B-D-manose -49,02 -46,85
Manose-1,4-B-D-manose -42,73 -46,64
Manose-1,6--D-manose -49,49 -47,73
Metil manose-1,2-0-D-manose -50,51 -48,71
Metil manose-1,3-0-D-manose -52,26 -49,57
Metil manose-1,4-0-D-manose -46,77 -46,15
Metil manose-1,6-0-D-manose -46,98 -51,42
Metil manose-1,2-f-D-manose -47,19 -44,94
Metil manose-1,3-3-D-manose -49,40 -48,02
Metil manose-1,4-3-D-manose -41,27 -44,57
Metil manose-1,6-f-D-manose -48,59 -47,81
MAN3 -56,06 -46,80
MANS5 -37,67 -38,96
MAN9 -63,15 -48,96

Fonte: elaborada pelo autor.

4.4 Dinamica molecular

4.4.1 Desvio quadrdtico médio e flutuagdo quadrdtica média

Graficos do desvio quadratico médio (RMSD) foram plotados para avaliar a

estabilidade da proteina durante todas simulagdes: sem ligante, com D-manose e com a-metil-

D-manosideo. Para ADL, a variacdo atingiu equilibrio em volta de 4.000 ps (Figura 10 A). E

importante considerar esse intervalo pois ele representa o tempo que a proteina leva para fazer

sua transi¢ao do estdgio minimizado para a sua conformac¢do totalmente solvatada. O grafico

gerado para proteina sem ligante sofreu menos variagdes comparado com as simulagdes na

presenca de ligantes. D-manose abandonou o sitio de ligacao da proteina a proteina apds 9.500

ps, 0 que poderia explicar o aumento ocorrido no RMSD apds 10.000 ps durante essa simulagao.

O a-metil-D-manosideo, por outro lado, permaneceu interagindo com a proteina durante toda

simulacgao.
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Figura 10— Graficos do desvio quadratico médio da proteina durante as simulag¢des de dinamica
molecular. A) ADL; B) AIL.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

AIL levou mais tempo para chegar ao equilibrio e seu RMSD estabilizou por volta
de 7.000 ps (Figura 10 B). A simulagdo feita sem ligante manifestou uma elevacao no desvio
apods 15.000 ps, mas nenhuma diferencga foi vista no sistema. Simulagdes revelaram que a D-
manose deixou de interagir com a proteina ap6s 2,720 ps e que a-metil-D-manosideo se soltou
ap6s 15.170 ps.

Os fatores-B tedricos desses sistemas foram gerados para avaliar a flexibilidade de
cada residuo de aminodcido durante as simula¢des. Resultados dos graficos da flutuacdo
quadratica média (RMSF; do ingés Root Mean Square Fluctuation) (Figura 11) revelaram que
os aminoacidos presentes nas regides 132-142 foram os que mais variaram posi¢ao em ambas
lectinas. A regidao 114-123 flutuou na auséncia de ligante e foi estabilizada pelas interagdes
carboidrato-lectina. Na ADL (Figura 11 A), a D-manose ndo pdde estabilizar a regido 114-123

e aregido 103-108 se comportou de forma diferente quando comparada as outras simulagdes.
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Figura 11— Graficos da flutuagdo quadratica média de cada residuo de aminoéacido durante as
simulacdes de dinamica molecular. A) ADL; B) AIL
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise das pontes de hidrogénio revelou que a ADL foi capaz de estabelecer mais
pontes de hidrogénio com MMA (Figura 12 A) do que com MAN (Figura 12 B). Como
discutido anteriormente, MAN se separou do sitio de ligagao da ADL apos 9.500 ps e as pontes
de hidrogénio estabelecidas apds esse momento aconteceram com aminodcidos laterais
carregados que ndo pertencem ao CRD. Nas simula¢des da AIL, MAN se separou do sitio de

ligacao apds 2.700 ps e as interacdes de hidrogénio estabelecidas apds esse momento também
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ocorreram de forma inespecifica com aminoécidos polares, o que indica a menor especificidade
da AIL com MAN (Figura 13 B). Na simulacdo AIL-MMA, também houve escape do ligante,

mas somente apds 15.170 ps, um indicio da importincia do grupo metil para estabilizar
interacao (Figura 13 A).

Figura 12— Numero de liga¢des de hidrogénio estabelecidas entre ADL e seus ligantes em
cada momento da dindmica molecular. A) MMA; B) MAN
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 — Numero de ligagdes de hidrogénio estabelecidas entre AIL e seus ligantes em
cada momento da dindmica molecular. A) MMA; B) MAN
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4.4.2 Andlise de interacoes

As interagdes estabelecidas entre as lectinas e seus respectivos ligantes durante as
simulacdes foram avaliadas através de representacdes coletadas em intervalos de 10 ns ou no
momento anterior a separagdo ligante-proteina. As representacdes foram feitas utilizando o
programa PyMol para visualizacdo em 3D da interacdo e com o programa LigPlot para

visualizacdo em 2D, incluindo a influéncia dos residuos hidrofébicos. Os dados coletados da
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ADL e da AIL revelaram a conservacao dos aminoacidos que formaram liga¢des de hidrogénio

com os carboidratos testados.

No primeiro momento, 0 ns, de interagao entre AIL e MAN (Figura 14 A-B), pode-
se observar que as ligacdes de hidrogénio sdo estabelecidas somente com os aminoacidos
Asp88, Alal06 e GIn223, enquanto as interagdes hidrofobicas ocorrem com Gly107, Gly108,
Ser139 e Gly222. Quando a MAN esta prestes a se separar, a 2.72 ns (Figura 14 C-D), os tinicos
aminoacidos interagindo sao Gly107 e Gly108, ambos posicionados na lateral do sitio. O fato
dessas ligagdes ndo terem segurado o ligante no sitio de ligagao pode ser atribuido pela distancia

entre o aminoacido basal Asp88 e o ligante.

Para MMA, o ligante permaneceu em contato com a lectina por 15.17 ns. As
imagens coletadas revelaram que o MMA estabeleceu mais ligagdes de hidrogénio com os
aminoacidos no momento 0 ns (Figura 15 A-B), incluindo Asp88, Alal06, Gly108, GIn223,
GIn224, e intera¢des hidrofobicas com a participagdo dos residuos Ala87, Glyl07, Phel34,
Ser139 e Gly222. Em 10 ns (Figura 15 C-D), uma flexibiliza¢ao dos loops do CRD ¢ observada,
o que resultou na formagao de novas pontes de hidrogénio com Ala87 e com Gly222, ao passo
que a interacao envolvendo o residuo Gly108 foi desfeita. Gly107, GIn222 e GIn223 também
atuam sobre o ligante por interagdes hidrofobicas. Para MMA, as imagens coletadas em 0 e 10
ns nado revelaram interacdes hidrofobicas com o grupamento metil (Figura 15 B e D; espinhos
em vermelho) e uma diferenca pode ser observada na orientacao do ligante quando ele esta se

separando do CRD.

No caso da MAN, o carbono 1 (C1) tende a ficar virado para o lado contrario do
CRD, para que assim o C6 e o oxigénio 6 (O6) possam interagir com os aminoacidos basais do
CRD. Na simulagdo com MMA, o ligante permanece na mesma posicao, a qual pode ser
reforgada pelo grupo metil que estabelece interagdes com as cadeias carbonicas dos residuos
laterais GIn223, GIn224, Tyr133, Gly86 e Asn85. Ademais, a presenga desse grupamento metil,
ausente na D-manose, diminui a liberdade de movimentagdo do ligante e assim dificulta sua
rotacdo, mantendo o contato com os aminoacidos basais e, consequentemente, mantendo o C1
e o C7 (do grupo metil) afastados da base do sitio. O C1 do MMA ¢ observado em uma
orientacdo diferente somente quando estd se separando do CRD, como pode se observar no
momento 15.17 ns (Figura 15 E-F), quando o grupo metil esta estabelecendo interagdes
hidrofobicas com Ala87, Asp88, Thr 133 e Gly222, mas somente uma ligacao de hidrogénio
com GIn224 (Figura 15 F).



58

Figura 14 — Dominio de reconhecimento a carboidratos da AIL interagindo com MAN durante
a simulacdo de dindmica molecular. Esquerda: representagdes geradas pelo programa PyMol.
Tracejados azuis representam pontes de hidrogénio. Direita: representacdes geradas pelo
programa LIGPLOT com pontes de hidrogénio representadas em verde e interagdes
hidrofébicas representadas em vermelho. A e B) 0 ns; C e D) 2.72 ns.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 15 — Dominio de reconhecimento a carboidratos da AIL interagindo com MMA durante
a simulacdo de dindmica molecular. Esquerda: representagdes geradas pelo programa PyMol.
Tracejados azuis representam pontes de hidrogénio. Direita: representacdes geradas pelo
programa LIGPLOT com pontes de hidrogénio representadas em verde e interagdes
hidrofobicas representadas em vermelho. A e B) Ons; Ce D) 10ns; Ee F) 15.17 ns.
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Uma orientacdo similar no ligante ¢ observada quando MAN interage com ADL.
Embora mais ligagdes de hidrogénio sejam estabelecidas, C1 e O1 permanecem orientados para
o lado de fora do sitio de ligagao. C6 e O6, por outro lado, se posicionam proéximos aos residuos
Asp88, GIn223 e GIn224. Em 0 ns (Figura 16 A-B), a lectina apresenta interacdo com 0s
residuos Asp88, Alal06, Gly108, Gly222, GIn223 e GIn224 por pontes de hidrogénio e com
Ala87, Glyl07, Phel34 e Gly222 por interacdes hidrofobicas. Ainda assim, a ligacdo nao
demonstrou estabilidade ja que o ligante se separou apods 9.5 ns (Figura 16 C-D). No momento
da separacdo, MAN estéd interagindo com Asp88 por ponte de hidrogénio e com Phel34 e
Trp142 por interacdes hidrofobicas.

MMA apresentou maior estabilidade (Figura 17) e esse ligante permaneceu ligado
por toda simulagdo. Ao contrario da AIL, o grupo metil (C7) do MMA conseguiu estabelecer
interagdes hidrofobicas com alguns residuos, incluindo Asp138, Ser139, GIn223 e GIn224.
Essas interagdes revelaram ser importantes pois o C7 ndo alterou abruptamente sua orientagao
como foi observado para AIL e, assim, manteve-se ligado durante toda a simulagdo. Durante a
simula¢do, os aminoacidos Ala87, Asp88, Alal06, Glyl108, Gly222, GIn223e GIn224 fizeram
interacdes de hidrogénio com MMA e os residuos Ala87, Alal106, Gly107, Gly108, Phel34,
Aspl38, Ser139, Gly222 e GIn223 estabeleceram interagdes hidrofobicas. A Tabela 4 apresenta

um sumario dos aminoacidos que interagiram com os ligantes estudados durante as simulagdes.

Figura 16 — Dominio de reconhecimento a carboidratos da ADL interagindo com MAN durante
a simulacdo de dindmica molecular. Esquerda: representacdes geradas pelo programa PyMol.
Tracejados azuis representam pontes de hidrogénio. Direita: representagcdes geradas pelo
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programa LIGPLOT com pontes de hidrogénio representadas em verde e interagdes
hidrofébicas representadas em vermelho. A e B) 0 ns; C e D) 9.5 ns.
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Figura 17 — Dominio de reconhecimento a carboidratos da ADL interagindo com MMA durante
a simulacao de dindmica molecular. Esquerda: representacdes geradas pelo programa PyMol.
Tracejados azuis representam pontes de hidrogénio. Direita: representacdes geradas pelo
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programa LIGPLOT com pontes de hidrogénio representadas em verde e interagdes
hidrofébicas representadas em vermelho. A e B) 0 ns; C e D) 10 ns; E e F) 20 ns.
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Como observado na Figura 16, os aminoacidos Asnl03 e Ser116 da AIL, os quais

estao localizados em loops proximos ao sitio de ligacao, estao substituidos por Lys103 e GIn116

na ADL, os quais possuem grupos-R maiores. Essa mudanca pode ter causado algumas das
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diferengas observadas nas interagdes proteina-ligante, através da mudanca de mobilidade dos
residuos Alal06 e Glyl08, os quais foram observados formando pontes de hidrogénio com
ambos MAN e MMA. Para ilustrar essa hipdtese, um grafico de RMSF foi gerado (Figura 18)
comparando a ADL e a AIL na presenga dos ligantes. Os resultados mostraram que a regiao
correspondente a Asn103-Ser116 flutuou mais em ADL que em AIL, indicando que os grupos-
R mais volumosos dos aminoécidos Lys103 e GInl116 podem ter influenciado a mobilidade do

loop assim como a estabilidade das interagdes com os ligantes.
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Figura 18 — Comparacao dos graficos da flutuagdo quadratica média de cada aminoécido das
lectinas ADL e AIL. A) Complexadas com MAN; B) Complexadas com MMA
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Tabela 4— Residuos de aminoacidos das proteinas ADL e AIL que interagem com os ligantes
MAN ¢ MMA durante as simula¢des de dindmica molecular.

Tipo de interacao

Ligante

ADL

AIL

Interacoes
Hidrofobicas

MAN

Ala87, Gly107, Phel34,
Trp142, Gly222,

Ala87, Gly107, Phel34,
Trp142, Gly222

MMA

Ala87, Alal06, Gly107,
Gly108, Phel34, Asp138,
Ser139, Gly222, GIn223

Ala87, Alal06, Gly107,
Gly108, Phe134, Asp138,
Ser139, Gly222, GIn223

Pontes de
Hidrogénio

MAN

Asp88, Alal06, Gly108,
Gly222, GIn223, GIn224

Asps8, Ala106, Gly108,
GIn223

MMA

Asp88, Alal06, Gly108,
Gly222, GIn223, GIn224

Ala87, Asp88, Alal06,
Gly108, Gly222, GIn223,
GIn224

Fonte: elaborada pelo autor.
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5 CONCLUSAO

Modelos confiaveis das proteinas ADL e AIL foram gerados com bons parametros
em ferramentas de validagdo, permitindo o uso dessas estruturas como modelos representativos.
Suas interacdes com carboidratos foram avaliadas por docking e dindmica moleculares, o que
revelou que essas proteinas interagem de forma diferente aos ligantes testados, apesar da
similaridade estrutural dessas lectinas. O seu comportamento em solugdo aquosa foi observado
pela captura de imagens realizada durante as simula¢des, ajudando a elucidar as propriedades
de ligagdo e os residuos envolvidos na ligacdo com carboidratos. Este estudo serve como um
guia para pesquisas futuras sobre lectinas especificas de a-metil-D-manosideo de Arachis

duranensis e Arachis ipaensis.
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