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RESUMO

As lectinas sdo proteinas que se ligam especificamente a carboidratos e formam complexos
com moléculas bioldgicas e estruturas contendo sacarideos, sem alterar a estrutura covalente
dos ligantes glicosidicos. Estas proteinas tém um grande potencial biotecnoldgico devido as
suas diversas atividades bioldgicas. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da lectina
de Dolichos lablab no processo inflamatoério e analisar sua interagdo com carboidratos. A
lectina Man/Glc especifica de Dolichos lablab, denominada FRIL, ¢ uma lectina tetramérica
de duas cadeias (aff), apresentando 67 kDa de massa molecular. A interagdo de FRIL com
carboidratos, tal como determinado por docking molecular, mostrou que esta lectina tem
afinidade mais elevada para o carboidrato trimanosideo (-135,618 MDS), seguido por
trealosamina (-127,072 MDS) e aa-trealose (-121,729 MD). Nos ensaios de inflamag¢ao FRIL
elicitou edema dose-dependente, aumentando volumes da pata dos animais. O efeito
edematogénico da lectina foi acompanhada por um aumento significativo na permeabilidade
vascular, cerca de 10 vezes maior em comparacdo com o controle. FRIL também elevou
significativamente a hipernocicepgdo em resposta a estimulo mecéanico na primeira, segunda e
terceira horas em relacdo ao controle. A injecdo de o-metil-manosideo associado com a
lectina inibiu tanto o edema na terceira hora, quanto a hipernocicep¢do. A analise
histopatologica das patas dos animais mostraram um processo inflamatoério agudo que
caracteristicamente incluiu infiltragdo severa de leucocitos mistos, alteracdes na
citoarquitetura, edema e areas focais de hemorragia. Além disso, ensaios in silico
confirmaram que FRIL interage preferencialmente com trimanosideos que constituem o
nicleo de N-glicanos celulares. Esses dados em conjuto corroboram com a hipotese de que o
dominio lectinico e/ou os glicoconjugados contendo residuos de a-metil-manosideo e

trimanosideos contribuem para os efeitos inflamatorios de FRIL .

Palavras-chave: Dolichos lablab, lectina, FRIL, docking molecular, pro-inflamatoria.



ABSTRACT

Lectins are proteins that specifically bind to carbohydrates and form complexes with
molecules and biological structures containing saccharides, without altering the covalent
structure of the glycosyl ligands, these proteins have great biotechnological potential because
of its diverse biological activities. The aim of this study was to investigate the effects of
Dolichos lablab lectin in inflamatory process and analyze its interaction with carbohydrates.
The Man/Glc-specific lectin of Dolichos lablab, termed FRIL, is a dimeric two-chain (o)
lectin presenting 67 kDa molecular mass. The interaction of FRIL with carbohydrates, as
determined by molecular docking, showed that this lectin has highest affinity to the
carbohydrate trimannoside (-135.618 MDS), followed by trehalosamine (-127.072 MDS) and
ao-trehalose (-121.729 MDS). FRIL evoked dose-dependent paw edema, increasing animal
paw volumes. The edematogenic effect of FRIL was paralleled by a significant increase in
vascular permeability, about 10-fold higher compared to control. FRIL also significantly
raised the animals flinch reaction in the first, third and fifth hours in response to mechanical
stimulation. Injection of a-methyl-D-mannoside associated with FRIL inhibited either edema,
at the third hour and hypernociception. The histopathological analysis of animal paws showed
a characteristically acute inflammatory process that included severe infiltration of mixed
leukocytes, changes in cytoarchitecture, edema and focal areas of hemorrhage. In addition, in
silico assays confirmed that FRIL preferentially interacts with trimannoside that makes up the
core N-glycans cell. Therefore, our study supports the hypothesis that the lectin domain and/or
the likely glycoconjugates containing o-methyl-D-mannoside and trimannosides residues

contribute to the inflammatory effects of FRIL.

Keywords: Dolichos lablab, lectin, FRIL, Molecular docking, pro-inflamatory.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lectinas - Definicao e historico

A palavra lectina vem do latim /legere que significa “selecionar” ou “escolher”.
Lectinas tem sido definidas como proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune capazes de
reconhecer e se ligar reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos sem, no entanto,
alterar suas estruturas quimicas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995, KOCOUREK;
HOUREIJSI, 1983). Essas moléculas estdo amplamente distribuidas na natureza podendo ser
encontradas em praticamente todos os organismos desde microorganismos como virus e
bactérias até animais superiores como os seres humanos. As lectinas também sdo chamadas de
aglutininas devido a sua capacidade de aglutinar células (eritrocitos, por exemplo).

O primeiro relato de uma atividade aglutinante com o envolvimento de lectinas foi
realizado em 1860 pelo psiquiatra e neurologista Silas Weir Mitchel, que verificou que uma
gota do veneno da cobra Crotalus durissus foi capaz de aglutinar rapidamente uma gota de
sangue de um pombo (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Em relacdo a lectinas oriundas de
plantas, o primeiro relato que se tem data de 1888 por Peter Hermann Stillmark que, enquanto
estudava os efeitos toxicos da mamona (Ricinus communis), verificou o fendmeno da
hemaglutinacao e, a partir desse dado, a aglutinina toxica foi isolada de sementes da mamona
e foi denominada Ricina. Posteriormente, em 1891, H. Hellin demonstrou que o extrato de
sementes de Abrus precatorius possuia atividade hemaglutinante, e a hemaglutinina toxica foi
isolada e denominada abrina (MOREIRA et al., 1991). Em 1891, Paul Ehrlish fez uso das
duas hemaglutininas toxicas Ricina e abrina e, com isso, ele foi capaz de estabelecer varios
dos principios fundamentais da imunoldgia tais como: a especificidade da resposta do
anticorpo, o fendmeno da memdoria imunolodgica e a transferéncia da imunidade humoral da
mae para sua progénie (SHARON; LIS, 2004).

Em 1919, se teve o primeiro relato da purificagdo de uma hemaglutinina de planta,
quando Jammes B. Summer purificou a lectina chamada de Concanavalina A ou ConA a
partir de sementes de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformes). Passadas duas décadas, no ano
de 1936, Summer e Howell relataram que a lectina de Canavalia ensiformes (ConA) tinha a
capacidade de aglutinar células como eritrocitos e leveduras e também era capaz de precipitar
glicogénio em solucdo. Esses pesquisadores também demonstraram a inibicdo da atividade

hemaglutinante da ConA com o uso de sacarose, e esse € tido como o primeiro relato da que
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as lectinas eram capazes de se ligar a carboidratos. A partir desse dados foi sugerido que a
lectina era capaz de interagir com os carboidratos encontrados na superficie celular
(SHARON; LIS, 2004). Os pesquisadores Boyd e Shapleigh (1954) propuseram o nome de
lectinas para essas moléculas, porque verificaram que extratos brutos de vdrias plantas
possuiam perfis de hemaglutinacdo distintos quando testados com diferentes grupos
sanguineos humanos. As lectinas de plantas eram anteriormente designadas como aglutininas
ou fitoaglutininas, mas depois da observacdo de Boyd e Shapleigh que essas proteinas
possuiam certa especificidade pelo tipo sanguineo foi proposto o nome de lectinas. O nimero
de lectinas purificadas cresceu significativamente a partir da década de 70 com o
desenvolvimento das cromatografias de afinidade aplicado a purificagdo dessas proteinas
(AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1965). Houve um aumento no interesse pelas lectinas quando
essas proteinas mostraram ter diversas aplicagdes biotecnologicas tais como: detecg¢do e
caracterizacao de glicoconjugados (FISHER et al., 1984); andlises de mudangas que ocorrem
na superficie celular durante processos fisiologicos e patologicos (AUB et al., 1965) e
mitogenicidade para linfocitos (MOREIRA et al., 1991). Devido as diversas aplicacdes
biotecnoldgicas das lectinas, hoje ja se tem um grande numero de lectinas de plantas,

microorganismos, algas e animais, todas purificadas e caracterizadas.

1.2 Fungdes das lectinas de plantas

As fungdes fisiologicas das lectinas nas plantas ainda ndo sao bem entendidas. Porém
se tem evidéncias que essas proteinas estdo envolvidas no reconhecimento célula-célula e
célula com outras moléculas glicosiladas, sugerindo que as lectinas estdo envolvidas na
regulacdo das fungdes fisiologicas das plantas. Outras fungdes atribuidas as lectinas sdo:
atuacdo como proteinas de reserva, forte envolvimento nos mecanismos de defesa das plantas
contra micoorganismos, insetos, herbivoros e fungos, envolvimento na ligacdo de rizdbios
simbiontes, principalmente em plantas leguminosas, para formagdo dos nodulos nas raizes
(DE HOFF et al., 2009).

Uma outra suposicdo ¢ que as lectinas de plantas podem se ligar a metabolitos
secundarios e/ou compostos hidrofobicos como hormdnios vegetais e efetuar o carreamento

dos mesmos na planta (DELATORRE et al., 2013).
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1.3 Classificacao das lectinas

1.3.1 Classificacdo baseada em relagoes de sequéncia e evolutivas

Peumans e Van Damme (1998) propuseram uma divisdo das lectinas em familias
baseando-se em suas relacdes de sequéncia e evolutivas, e de acordo com essa divisdo as
lectinas sdo subdivididas nas sete familias a seguir: lectinas de leguminosas, lectinas de
monocotiledoneas ligantes a manose, lectinas ligantes a quitina contendo dominios
heveinicos, proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2, proteinas relacionadas a jacalina,

lectinas de Amaranthaceae lectinas e lectinas do floema de Cucurbitaceae.

1.3.1. a) Lectinas de leguminosas: correspondem a familia de lectinas mais bem estudada, as
proteinas desse grupo contém alta similaridade estrutural e de sequéncia. Se enquadram nesse
grupo a lectina extraida de Canavalia ensiformes (ConA) e as lectinas de Cymbosema roseum
(CAVADA et al., 2006, ROCHA et al., 2009). Mais detalhes sobre as lectinas de leguminosas
¢ mostrado adiante. A estrutura da lectina manose especifica de Cymbosema roseum é

mostrada na figura 1A.

1.3.1 b) Lectinas de monocotiledoneas ligantes a manose: ¢ um grupo de lectinas bastante
similares que foram encontradas em diversas familias de monocotiledoneas: Amaryllidaceae,
Alliaceae, Araceae, Orchidaceae, Liliaceae e Bromeliaceae (PEUMANS; VAN DAMME,
1995). Quando se compara a sequéncia desse grupo de lectinas verifica-se que essas lectinas
pertecem a uma unica superfamilia de proteinas evolucionariamente relacionadas. Quanto a
estrutura esse grupo de lectinas sdo formados por 1 a 4 subunidades de aproximadamente 12
kDa e sdo especificas exclusivamente por manose. Algumas atividades bioldgicas relatadas
para esse grupo de proteinas sdo as atividades antiviral (KAUR et al., 2007) e inseticida
(MAJUNDER et al., 2005, MONDAL et al., 2012). Na figura 1B. tem-se a estrutura da

lectina manose-especifica de Gastrodia elata.

1.3.1. ¢) Lectinas ligantes a quitina homdélogas a heveina: ¢ um grupo de lectinas que possui
especificidade por N-acetil-glicosamina e possuem como caracteristica principal a presenga de
um dominio heveinico. Esse dominio heveinico se refere a heveina, uma merolectina ligante a
quitina que possui em sua estrutura primaria 43 residuos de aminoécidos e ¢ extraida do latex

da seringueira (Hevea brasiliensis) (WAIJUNO et al., 1975). Esse grupo de lectinas possui
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como principal representante a lectina de gérmen de trigo (WGA), que ¢ composta por duas
subunidades de 18 kDa e ¢ constituido por quatro dominios estruturalmente semelhantes a

Heveina (RAIKHEL et al., 1993). A estrutura da lectina WGA ¢ mostrada na figura 1C.

1.3.1. d) Proteinas inativadoras de ribossomo tipo 2: As RIPs tipo 2 consituem uma tipica
familia de quimerolectinas compostas de um dominio com atividade de inativagdo de
ribossomos (Cadeia A) ligado em tandem com um dominio de reconhecimento a carboidrato
(Cadeia B) (BARBIERI et al., 1993). Esse grupo de moléculas ¢ formado por duas cadeias
polipetidicas sintetizadas a partir de uma uUnica molécula precursora. A atividade de
inativacdo dos ribossomos por essas proteinas ocorre devido a sua capacidade de remover um
residuo de adenina especifico de um loop na grande subunidade do RNA ribossomal 28 S. A
cadeia A das RIPs tipo 2 ¢ formada por um polipeptideo constituido de um dominio adenosina
glicosidase e a cadeia B contém o sitio de ligacdo a carboidrato, essas cadeias estdo
inicialmente unidas por ligag¢des dissulfeto mas quando hé a penetracdo nas células a ligagao ¢
rompida e a cadeia A adquire forte atividade N-glicosidase e, com isso, a proteina consegue
inativar ribossomos procarioticos e eucarioticos (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Como
exemplos cladssicos se tem a Ricina e a Abrina extraidas de Ricinus communis e Abrus
precatorius, respectivamente, e a Pulchelina, lectina extraida de Abrus pulchellus

(CASTILHO et al., 2008). A estrutura da Abrina ¢ mostrada na figura 1D.

1.3.1. e) Lectinas relacionadas a jacalina: esse grupo de lectinas compreende dois subgrupos
diferentes as que reconhecem galactose e as que reconhecem manose. Esse grupo de lectinas
recebem essa denominagdao devido a relacdo evolucionaria e estrutural com as lectinas
extraidas de sementes de jaca (Artocarpus integrifolia). Lectinas pertencentes a esse grupo
sdo encontradas em espécies de Moraceae e Convovulaceae (PEUMANS; VAN DAMME,
1998). Sabe-se que as lectinas galactose especificas, principalmente extraida de espécies de
Moraceae possuem alta afinidade pelo antigeno T expresso em vérios tipos de cancer [Gal
B(1,3)GalNAc] JEYAPRAKASH et al., 2002, GAIKWAD; KHAN, 2006). A estrutura da jacalina

¢ mostrada na figura 1E.

1.3.1. f) Lectinas de Amaranthaceae: esse grupo tem como representante principal a
Amarantina, lectina extraida de Amaranthus caudatus, que ndo se assemelha a nenhuma outra
lectina de planta tanto sequencialmente quanto em sua estrutura tridimensional. Esse grupo

contém varias outras lectinas extraidas de plantas do género Amaranthus, todas elas sendo
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ligantes a N-acetil-galactosamina (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). A estrutura da

Amarantina ¢ mostrada na figura 1F.

1.3.1. g) Lectinas do floema de Cucurbitaceae: representam a menor entre as familias de
lectinas, sendo que um numero consideravel de espécies de Cucurbitaceae apresentam altas
concentragdes de lectinas que sdo especificas a N-acetil-glicosamina (WANG et al., 1994).
Estruturalmente esse grupo contém lectinas diméricas compostas de duas subunidades
idénticas de 24 kDa. Essas lectinas possuem grande similaridade sequencial entre si mas sdo
muito diferentes de outras lectinas de plantas. Até o momento ndo se tem estruturas resolvidas

de lectinas de floema de Cucurbitaceae.

Figura 1 — Classificagdo das lectinas de plantas em familias evolucionalmente relacionadas. Exemplos de
lectinas com estrutura tridimensional. a) CRL I (PDB 3A0K), b) Lectina manose especifica de Gastrodia elata

(PDB 1XD6), c) WGA (2UVO), d) Abrina (PBD 2ZR1), e) Jacalina (PBD 1UGW), f) Amarantina (PDB 1JLY).

B)

E) F)

Fonte: Imagem produzida pelo autor.

1.3.2 Classificacdo baseada em estrutura e nos DRCs.

Estruturalmente Peumans e Van Damme em 1995 e 1998 dividiram as lectinas em
quatro classes levando em consideracdo tanto a estrutura quanto aos dominios de ligagdo a

carboidratos. Essas classes foram: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.
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Os esquemas e exemplos de estruturas de lectinas de cada um dos grupos ¢ mostrado na figura

2.

Figura 2 — Classificagdo das lectinas de plantas quanto a estrutura ¢ os dominios de reconhecimento a

carboidrato, merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

@ orc @oRc - sitio catalitico

s Lectina de
Heveina - 1HEV DWL - 35H3 PPL2-2GSJ Musa acuminata - 3MIT

Fonte: Imagem adaptada de VAN DAMME et al., 1998.

1.3.2. a) Merolectinas: sio as lectinas que possuem em sua estrutura apenas um dominio de
ligacdo a carboidrato sendo, portanto, monovalentes e nao possuindo a capacidade de
aglutinar células ou precipitar glicoconjugados por ndo formarem a ligacdo cruzada entre as
células e/ou glicoconjugados. Como exemplo de merolectina se tem a heveina, lectina ligante

a quitina extraida do latex da seringueira (Hevea brasiliensis) (VAN PARIJS et al., 1991).

1.3.2. b) Hololectinas: sao as proteinas que possuem mais de um dominio de liga¢do a
carboidrato em sua estrutura, esse ¢ a classe de lectinas mais comum e corresponde a maioria
das lectinas estudadas, as hololectinas possuem a capacidade de aglutinar células e/ou
precipitar glicoconjugados devido a sua capacidade de formar liga¢des cruzadas. Como
exemplo dessa classe de lectinas se tem a lectina extraida de sementes de Dioclea wilsonii

(DWL) (RANGEL et al., 2011).
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1.3.2. ¢) Quimerolectinas: s3o a classe de lectinas que, além do(s) dominios de ligagdo a
carboidrato, possuem um dominio que pode ser catalitico com uma atividade bem definida e
com atividade ndo relacionada a liga¢do a carboidrato. De acordo com o numero de sitios de
ligagdo a carboidrato as quimerolectinas podem se comportar como merolectinas ou
hololectinas. Um exemplo tipico de quimerolectina ¢ a Ricina que ¢ uma RIP tipo 2 extraida
de sementes de Ricinus communis que possui um dominio inativador de ribossomo e dois
sitios de ligacdo a carboidrato se comportando como uma hololectina. Um segundo exemplo
de quimerolectina ¢ a PPL-2 uma lectina ligante a quitina isolada de semente de Parkia
platycephala, que possui também um sitio catalitico com atividade endoquitinasica além dos

dominios de ligacdo a carboidrato (CAVADA et al.. 2006).

1.3.2. d) Superlectinas: ¢ a classe que engloba as lectinas que possuem pelo menos dois
dominios de reconhecimento a carboidrato que reconhecem agucares estruturalmente
distintos. Como exemplo de superlectina se tem a lectina do bulbo da tulipa (TXxLCI) que ¢
capaz de se ligar a manose e N-acetil-galactosamina e a lectina da banana que possui dois
sitios distintos de reconhecimento de laminaribiose e Xyl-f1,3-Man-a-O-Methyl em dominios
distintos (MEAGHER et al., 2005), além da lectina de Burkholderia cenocepacia
recentemente caracterizada (SULAK et al., 2010).

1.4 Lectinas de leguminosas

Entre as plantas, a familia das leguminosas tem recebido maior atencdo, devido as
sementes dessas plantas serem particularmente ricas em lectinas. Por esse motivo e a relativa
facilidade de purificagdo dessas proteinas se tem um grande nimero de lectinas de
leguminosas que foram purificadas e caracterizadas (PINTO-JUNIOR et al., 2013, CORREIA
et al.,, 2011, NASCIMENTO et al., 2012). Esse grupo de lectinas sdo bastante similares
quanto as suas propriedades fisico-quimicas e estruturais. Porém apesar da grande
similaridade entre elas, as lectinas de leguminosas possuem muitos resultados diferentes
quando testadas em vérias atividades biologicas (REEKE; BECKER, 1988, CAVADA et al.,
2001).

Lectinas de leguminosas normalmente consistem de duas ou quatro subunidades com
cerca de 25 - 30 kDa. Cada subunidade ou mondmero apresenta um sitio de ligacdo a

carboidrato e, geralmente, dois sitios de ligacdo a ions metdlicos (calcio e mangangés).
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Comparacdes realizadas com as sequéncias primarias dessas lectinas indicam que elas se
mantém bem conservadas durante a evolugdo (ROUGE et al., 1992) Ainda em relagio a
sequéncia primdria, verifica-se uma alta homologia principalmente nos aminodcidos que estdo
relacionados ao dominio de reconhecimento a carboidrato (SHARON; LIS, 2002) e os
aminoacidos que coordenam os ions metalicos (BREITWIESER, 2003). Muitas dessas
lectinas apresentam o fendmeno de oligomerizagdo dependente de pH, onde a proporcao de
lectinas no estado dimérico e tetramérico depende do pH do meio (CALVETE et al., 1999,
NAGANO et al., 2008).

1.5 Aplicacoes das lectinas

As sdo bastante empregadas no ramo da biotecnologia. Como foi citado anteriormente
algumas lectinas s3o potentes toxinas e podem ser aplicadas como agentes terapéuticos. Por
exemplo a Ricina e a Abrina foram combinadas com anticorpos monoclonais especificos e
usadas como immunotoxinas na terapia do cancer (OLSNES, 2004). Lectinas podem ser
utilizadas como carreadores de agentes terapéuticos, principalmente com o uso de
nanoparticulas (GUPTA et al., 2007), além do que essas proteinas sdo importantes reagentes
para investigacdo de receptores celulares glicosilados de microorganismos, plantas e animais
superiores (FRANZ, et al., 2006). Lectinas tem sido aplicadas para identificacdo e tipagem de
microorganismos como: bactérias, fungos e protozoarios (LIS; SHARON, 1986). Além disso
podem ser usadas em experimentos de tipagem sanguinea onde se utilizam lectinas
especificas para grupos sanguineos diferentes, visando a identificagdo desse grupo
(SHARON; LIS, 2004), tornando-as ferramentas muito tteis em bancos de sangue.

Buscando-se aplicacdes biotecnoldgicas para essas proteinas também encontram-se
lectinas com atividade inseticida (WANG et al., 2003), fungicida (KLAFKE et al., 2013),
bactericida e anti-biofilmes (CAVALCANTE et al., 2011), lectinas com efeito no processo
inflamatério (ROCHA et al., 2011, RANGEL et al., 2011, ASSREUY et al., 1997), lectinas
com efeito vasodilatador (ASSREUY et al., 2009), lectinas usadas para mapeamento e
diagnéstico do cancer (DE MEJIA; PRISECARU, 2005), lectinas imobilizadas em matrizes
visando seu uso para captura de glicoproteinas e glicoprotedmica (PINTO-JUNIOR et al.,
2013), etc. Recentemente, também ¢ possivel se encontrar o uso dessas moléculas em

nanobiotecnologia principalmente visando o seu uso terapéutico (LIU et al., 2010).
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1.6 Dolichos lablab

A Dolichos lablab (Subtribo: Phaseolinae), originaria da Africa, ¢ uma das mais
antigas plantas cultivadas, tendo relatos de sua cultura inclusive no Antigo Egito e na India. E
uma leguminosa conhecida popularmente como labe-labe, de talos bastante longos, trepadores
e cilindricos que pode ser encontrada em distintas variedades (ex: lignosus, typicus, rongai)
(Figura 3). E anual ou bianual, de habito indeterminado, de clima tropical e subtropical, ndo
tolerando geadas. Desde a antiguidade, ¢ utilizada na alimentacdo humana e como forragem
verde para bovinos e equinos. Algumas variedades com suas vagens tenras e graos, sao
bastante apreciadas também para o consumo humano. O labe-labe contém duas lectinas onde
uma delas ¢ ligante a manose (FRIL) e a segunda ¢ uma quimerolectina ligante a galactose

com atividade polifenol oxidase (DLL-II) (LATHA et al., 2006).

Figura 3 - Imagens da planta e sementes de Dolichos

lablab

£

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Leguminosae
Tribo: Phaseolae
Subtribo: Phaseolinae

Género: Dolichos

Espécie: Dolichos lablab Fonte: Fotos retiradas e adaptadas de: www.lablablab.org.
Acesso em 10/11/13 as 17:30h



22

1.7 Lectina manose/glicose de Dolichos lablab (FRIL)

A FRIL ¢ uma lectina tetramérica extraida a partir das sementes da leguminosa
Dolichos lablab. A lectina possui uma massa aparente de 67.000 daltons e ¢ formada por duas
subunidades diferentes (a e ) onde a cadeia o tem uma massa relativa de 15.000 daltons e a
cadeia B tem massa relativa de 12.000 daltons. Essas subunidades se associam ndo
covalentemente na forma oyB, , cada um dos mondmeros possuindo um dominio de
reconhecimento a carboidrato (GOWDA et al., 1994).

A FRIL foi isolada e parcialmente caracterizada por Sivakumar e Rao (1986),
utilizando uma metodologia de cromatografia de afinidade por manose, apresentou
especificidade por carboidratos como manose e glicose e carboidratos relacionados. A sua
sequéncia primdria foi publicada por Gowda, Savithri ¢ Rao (1994) onde verificou-se uma
similaridade de 52 % em relagdo a sequéncia da ConA. A estrutura tridimensional da lectina
(Figura 4) foi resolvida por cristalografia de raios X usando como modelo para substituicdo
molecular a ConA (HAMELRYCK et al., 2000). Uma aplicag@o biotecnologica dessa lectina
¢ a sua capacidade de preservar células tronco em cultura (Figura 5) por at¢ um més sendo
capaz de inibir tanto a proliferacdo de células quanto a sua diferenciagdo, lembrando que essa
manutengdo de células ¢ muito importante para muitas aplicagdes clinicas dessas células

(YAO et al., 2008).

Figura 4 — Estrutura tridimensional de FRIL (PDB 1QMO).

Fonte: Imagem retirada e adaptada de HAMELRYCK et al., 2000).
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Figura 5 — Capacidade de FRIL de preservar células progenitoras neurais indiferenciadas em cultura. (a, b) —
NPCs e NPCs + FRIL em meio sem agente de diferenciacdo respectivamente, (c, e, g) — NPCs em meio

contendo agentes de diferenciagdo, (d, e, h) — Meio contendo NPCs, agentes de diferenciagdo e FRIL.

b= b= -
10 m 10 jm 10 pm 10 pm

ot et (= —
10 wm L0 m 10 10 m

1] | B

Fonte: Imagem retirada e adaptada de YAO et al., 2008.

1.8 Docking molecular

O docking molecular ¢ uma técnica computacional e preditiva que tem como funcao
encontrar o melhor ajuste de encaixe entre duas moléculas buscando-se, na maioria das vezes,
da orientacdo preferencial de uma molécula com relacdo a outra, quando ambas tendem a
formar complexos. A orientagdo assumida pelas moléculas em um complexo depende da
complementaridade em tamanho, forma, distribuicdo de cargas, polaridade e potencial de
interagdes, e da afinidade entre as moléculas (POLANSKI; KIMMEL, 2007).

Andlises de docking podem ser tteis para a localizag¢do de sitios ativos em proteinas,
locais preferenciais para ligacdo de drogas, analises de ligacdo entre lectinas e carboidratos,
medida da forga das interagdes entre as moléculas. Além disso com o uso do docking ¢
possivel verificar como as alteragdes estruturais podem afetar a formag¢do do complexo, para
isso sdo feitas andlises comparativas com outras moléculas mutadas (REGO, 2012).

O docking de moléculas com suas moléculas ligantes seguem uma ordem logica.
Primeiramente tem-se a separacdo de regides provaveis para acontecerem ligagdes entre
ambas as moléculas, posteriormente faz-se a sobreposicdo destas regides e utiliza-se
estatistica e funcdes de pontuagdo para obtencdo dos complexos mais proximos do que
acontece experimentalmente. A andlise dos encaixes ¢ dada pontuando-se a formagao de cada
complexo e, esta andlise ¢ feita de modo comparativo, em que cada complexo formado ¢

avaliado com uma pontuacdo, que ao final serd posicionado em um ranking

(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2005).



24

Para a realizacdo do docking tem que se levar em consideragdo as propriedades
importantes para a intera¢do das proteinas com outras moléculas. Essas propriedades sdo: o
potencial eletrostatico, que ¢ uma forca atrativa entre grupamentos de aminoéacidos de cargas
opostas e, estas interagdes representam um dos tipos de forcas que estabilizam a estrutura
proteica. Este tipo de interagdo ocorre quando as cargas negativas de uma regido da proteina
sdo neutralizadas pelas excedente de cargas positivas de outra por¢do da mesma proteina ou
de algum ligante, o que resulta na formacdo de interacdes eletrostaticas entre essas moléculas,
sendo que a forca de interacdo entre elas ¢ maior conforme ha o aumento da carga e a
diminui¢do das distncias entre os sitios de interacdo (XIONG, 2006). A polaridade das
proteinas ¢ uma das caracteristicas importantes para a interacdo com ligantes, essa polaridade
advém especificamente das cadeias laterais dos aminoacidos que as compdem. Esta
propriedade caracteriza a interagdo com outros componentes quimicos e moléculas de agua.
Cadeias laterais polares podem interagir com outras cadeias laterais polares, com a cadeia
principal, ou com moléculas de agua, formando ligagdes de hidrogénio, enquanto que as
cadeias apolares somente interagem com moléculas formadas por atomos de mesma
eletronegatividade (LESK, 2006). O exemplo do uso de docking para lectinas (XU et al.,
2012) ¢ mostrado na figura 6.

Figura 6 — Exemplo do uso de docking para lectinas. a) Docking da lectina de Yucca filamentosa com acido

sidlico, b) Docking da lectina de Arum maculatum com acido sialico.

Fonte: Imagem retirada de XU et al., 2012.
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1.9 Inflamacao

A inflamag¢do pode ser definida como um evento localizado e protetor elicitado por
injuria ou outros traumas que serve para destruir, diluir ou repelir tanto o agente nocivo
quanto o tecido injuriado. A resposta inflamatoria ¢ desencadeada por sinais quimicos
liberados por tecidos ou células do sistema imune (SHERWOOD; TOLIVER KINSKY,
2004). Celsus na Roma antiga, caracterizou a inflamag¢do baseando-se em observagao visual,
usando cinco sinais principais: a vermelhiddo (rubor), inchago (tumor), calor e dor
(FANTONE; WARD, 1990). O quinto sinal da inflamacdo: lesdo aguda dos tecidos com
perda de funcdo dos 6rgdos foi mencionado no século XIX por Virchow. Mesmo que a
inflamacdo fosse reconhecida como parte do processo de cura, nos tempos antigos, esse
processo foi visto como uma resposta ndo desejavel que era prejudicial ao portador, sendo que
essa visdo permaneceu até o fim do século XIX. O trabalho de Metchikoff e outros
pesquisadores no século XIX contribuiram para a formagao de novas percepgdes na papel da
inflamacao nas defesas do corpo e no processo de cura (ROCHA E SILVA, 1978).

Os processos inflamatérios podem ser divididos em cronicos e agudos dependendo do
tempo de duracdo e das caracteristicas patologicas. A inflamagdo aguda apresenta curta
duracdo (horas a dias) enquanto a inflamagdo cronica pode durar semanas, meses ou até
mesmo anos, este ultimo caracteriza-se pela presenga do processo inflamatdrio
simultaneamente com a tentativa de reparo tecidual com consequente destrui¢do do tecido e
formagdo de fibrose. Durante o processo inflamatorio agudo, muitos mediadores como o
oxido nitrico (NO) e prostaglandinas, promovem principalmente vasodilatacdo, um dos sinais
classicos do processo inflamatdrio agudo, representado pelo calor e rubor caracteristicos da
reacdo inflamatoria (SHERWOOD; TOLIVER KINSKY, 2004). A vasodilatacdo ¢ uma das
primeiras mudancas fisicas em resposta ao estimulo inflamatério. Em condi¢do fisioldgica
normal, as células do endotélio funcionam como uma barreira semipermeavel, restringindo a
entrada das proteinas plasmaticas no espago intravascular. Como consequéncia da mudanga
conformacional do endotélio ocorrem dois eventos importantes: o aumento do leito dos
capilares, promovendo maior aporte sanguineo e levando a vermelhidao e ao calor locais; e
aumento da permeabilidade vascular, que ocorre por contracdo das células endoteliais pds-
capilares (MAJNO; PALADE, 1961) e pela abertura de canais intracelulares nas proprias
células endoteliais (LAMPUGNANI; DEJANA, 1997). Este tltimo permite a saida de fluido
plasmatico rico em proteinas do interior dos vasos para o intersticio e a presenca de proteinas

plasmaticas no tecido, como a albumina, provoca um aumento da pressao oncoética intersticial
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que leva a um maior extravasamento de plasma. Dependendo do volume de liquido
extravasado e da eficiéncia do sistema de drenagem linfética, pode ocorrer um aumento no
volume local: o edema (CARNEIRO, 2009). O edema ocorre justamente devido ao fluxo
transvascular de fluido rico em proteinas plasmaticas dos compartimentos intravasculares para
o intersticio devido ao aumento de permeabilidade vascular de capilares e vénulas (Figura 7),
como resultado da liberagdo de substancias vasoativas como histamina, bradicinina,
leucotrienos, produtos da ativacdo do complemento e da coagulagdo, substancia P e fator de
agregacao plaquetaria (PAF) no sitio inflamado (SHERWOOD; TOLIVER KINSKY, 2004,
PIRES, 2011).

Figura 7 — Alteragdes vasculares e celulares induzidas pelo processo inflamatorio.
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FLUXO SANGUINEO AUMENTADO

Fonte: imagem adaptada de Robbins, 2010.

Uma das fungdes principais da inflamacdo ¢ recrutar os leucocitos diretamente ao
local da injuria. Essas células de defesa atuam no processo inflamatorio fagocitando os
agentes agressores, impedindo o crescimento de um eventual microorgamismo patogénico,
removendo restos celulares da area afetada, degradando o tecido necrético e iniciando a
reparacao tecidual (FORD-HUTCHINSON, 1992). O extravasamento de leucécitos (Figura 8)
da corrente sanguinea para o tecido perivascular (diapedese) ocorre através de trés passos
coordenados: rolamento dos leucocitos sobre a parede endotelial, adesdo firme as células
endoteliais e a transmigrag¢do para o sitio de injuria (SPRINGER, 1995). Os eventos iniciais

de migragdo sdo mediados pelas moléculas chamadas selectinas. Entre essas moléculas
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destacam-se a E-selectina e a P-selectina presentes no endotélio ativado e em plaquetas e a L-
selectina, presentes constitutivamente nos leucocitos. O papel desta classe de moléculas de
adesdo ¢ formar ligacdes de baixa afinidade entre os leucdcitos e a parede endotelial,
diminuindo a velocidade destas células dentro das vénulas e promovendo a etapa de captura e
rolamento (SPRINGER, 1995, MULLER, 2002).

Estruturalmente as selectinas apresentam um dominio N-terminal semelhante ao
dominio lectinico que ¢ responsavel por sua propriedade adesiva, um dominio semelhante ao
fator de crescimento epidérmico, um numero varidvel de repeti¢des consenso de uma
sequéncia encontrada em proteinas reguladoras do sistema complemento, um dominio
transmembrana ¢ uma curta causa citoplasmatica (ROSSITER et al., 1997, CRONSTEIN;
WEISSMAN, 1993).

Enquanto os leucdcitos rolam sobre o endotélio movidos pela forca do fluxo
sanguineo, eles sdo ativados por quimiocinas e outros fatores atraentes, mudando seu padrao
de expressdo de receptores de superficie tanto para estas substancias, como para as moléculas
de adesdo (VIDEM; STRAND, 2004). Como conseqiiéncia da ativacdo, ocorre uma
redistribuicdo das integrinas leucocitarias, seguindo-se uma mudanga conformacional nas
mesmas, facilitando assim a aderéncia firme as moléculas da superfamilia das
imunoglobulinas, expressas no endotélio ativado. O aumento da aderéncia leva a uma
diminui¢do do rolamento dos leucocitos, fazendo com que os mesmos parem, apesar do fluxo
sanguineo continuo (DIAMOND; SPRINGER, 1993; MULLER, 2002). Apds a firme fixagdo
ocorre o achatamento da célula, reduzindo a exposicdo as forgas decorrente do fluxo
sanguineo aumentando-se, desta forma a area de contato com a superficie endotelial vascular.
Firmemente aderidos ao endotélio, os leucocitos iniciam entdo o processo de transmigragao
do espaco intra para o extravascular através das jun¢des endoteliais. Apos o extravasamento
os leucocitos emigram nos tecidos em direcdo a regido injuriada através de um processo
denominado de quimiotaxia ou locomogdo através de um gradiente quimico. A inflamagdo
aguda finaliza-se com a resolucdo de todos os eventos do processo inflamatorio e retorno do
tecido lesionado a normalidade ou sua substitui¢cdo por tecido conjuntivo (GILROY et al.,

2004, ADEREM; SMITH, 2004).
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Figura 8 — Emigracdo de leucécitos para o local da injuria, sdo mostradas as etapas de rolamento, adesdo e

transmigragao.
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Fonte: adaptado de PIRES, 2011.

E importante citar que a liberagdio de mediadores em tecidos inflamados pode
sensibilizar fibras nociceptivas periféricas, promovendo a facilitacdo central da transmissao
nociceptiva (VANEGAS; SHAIBLE, 2004), levando a uma resposta dolorosa aumentada a
um estimulo, fendmeno chamado de hiperalgesia (SANDKUHLER, 2009).

Em geral, muitas lectinas da tribo Phaseolae possuem algum efeito na inflamagao,
podendo ser pro- e/ou anti-inflamatorias dependendo da via de aplicagdo. Por exemplo,
quando aplicadas sistematicamente varias lectinas da subtribo Diocleinae inibem o edema de
pata induzido por carragenina, sendo, portanto, anti-inflamatorias por via sistemica
(ASSREUY et al., 1997). Quando as lectinas sdo aplicadas por via local a resposta tende a ser
mais estimulatoria da inflamacao, tendo-se como exemplo algumas lectinas de Canavalia e a
lectina de Cymbosema roseum que induzem edema e/ou peritonite em ratos, sendo

consideradas pro-inflamatdrias por via local (BENTO et al., 1993, ROCHA et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar, analisar a interagdo com carboidratos e investigar o efeito da lectina manose-
especifica de Dolichos lablab (FRIL) em modelos de inflamacdo e hipernocicepcdo em

camundongos.

2.2 Objetivos especificos

Purificar a lectina a partir de sementes de Dolichos lablab utilizando metodologias

tradicionais de quimica de proteinas.

* Analisar a massa molecular aparente da lectina usando SDS-PAGE.

* Testar a atividade hemaglutinante de FRIL.

* Realizar a inibi¢do da atividade hemaglutinante de FRIL por carboidratos.

* Analisar a associacdo de FRIL com diversos carboidratos utilizando metodologias de

Docking molecular.

* Verificar o efeito da lectina em modelo de edema de pata em camundongos.

* Testar a lectina em modelo de hipernocicep¢ao em camundongos.

* Realizar andlises histopatologicas com os animais submetidos aos experimentos com a

lectina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Purificacao da lectina de sementes de Dolichos lablab

3.1.1 Preparagdo da farinha

Para a obtencdo da farinha de Dolichos lablab, as sementes foram descascadas e
submetidas a triturag¢do através do uso de moedor elétrico. A farinha fina foi armazenada em

frascos hermeticamente fechados para posterior utilizagao.

3.1.2 Extragdo e fracionamento das proteinas

A extragdo de proteinas totais foi realizada através da ressuspensdo da farinha fina em
tampao Tris-HCI 25 mM pH 7,5 contendo NaCl 0,15 M, na proporcao 1:10 (p/v). A mistura
foi mantida sob agitacdo por 12 horas em temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a
10.000 x g durante 15 minutos. O precipitado obtido foi descartado e o sobrenadante foi
coletado e denominado extrato bruto. Esse extrato foi submetido a fracionamento proteico por
precipitagdo com sulfato de amoénio a 60 % de saturagdo durante um periodo de 12 h na
temperatura de 4 °C. A fracdo 0-60% obtida foi centrifugada a 10.000 x g durante 15 min a 4
°C e o precipitado foi ressuspenso em tampao Tris-HCI 25 mM pH 7,5 contendo NaCl 0,15 M

e foi usado nas demais etapas de purificagao.

3.1.3 Cromatografia de Afinidade Manose-Sepharose

A fracdo 0-60% foi sumetida a cromatografia de afinidade em matriz de Manose-
Sepharose. Primeiramente a fragdo foi centrifugada (10.000 x g/ 15 min, 4 °C) para a retirada
de proteinas precipitadas, em seguida a fracdo clarificada foi aplicada na matriz de manose-
Sepharose previamente equilibrada com o tampao Tris-HCI 25 mM pH 7,5 com NaCl 0,15 M.
As proteinas nao retidas na matriz foram eluidas com o tampao de equilibrio e a fragdo retida
foi eluida com tampao de equilibrio adicionado de manose 0,2 M. Foram coletadas fragdes de
1,5 ml a um fluxo de 1 ml/min. As fra¢des retiradas da coluna foram acompanhadas por
espectrofotometria em um comprimento de onde da 280 nm. As fracdes retidas foram
reunidas, dialisadas exaustivamente contra dgua destilada e liofilizadas (Protocolo adaptado

de SIVAKUMAR; RAO, 1986).
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3.2. Atividade hemaglutinante e ensaios de inibicao

Os testes de hemaglutinacdo foram aplicados para se determinar a atividade da lectina
apos cada passo de purificagdo. Os testes foram realizados utilizando-se placas de
microtitulacdio de 96 pocos (contendo 8 fileiras de 12 pogos cada), esses pogos foram
preenchidos com 50 pL tampao tris-HCl 50 mM pH 7,6 com NaCl 0,15 M e em seguida
foram adicionados 50 pL da amostra nos primeiros pogos das fileiras. A amostra foi entdo
diluida seriadamente, com agitacdo e transferéncia de 50 puL para o pogo seguinte. Apds a
diluicdo das amostras foram adicionados 50 pL da suspensdo de eritrocitos de coelho a 3 %
(nativos e tratados com as enzimas proteoliticas tripsina e papaina), sendo que o tratamento
dos eritrocitos com as enzimas foi realizado seguindo protocolo de (AINOUZ et al., 1992).

As placas foram incubadas a 37 °C em estufa durante 30 min seguido de incubagdo a
temperatura ambiente por mais 30 min. A hemaglutinacdo foi avaliada macroscopicamente. O
experimento foi realizado em duplicata e pocos contendo apenas os eritrocitos foram
utilizados como controle.

O titulo da hemaglutinagdo (Unidades de hemaglutinacdo-UH) foi definido como
sendo o inverso da maior diluicdo capaz de apresentar hemaglutinacdo visivel
macroscopicamente.

Os ensaios de inibicdo foram utilizados para se definir os carboidratos capazes de
inibir a atividade hemaglutinante da FRIL, bem como as concentra¢gdes minimas rqueridas
para essa inibi¢do. Em placas de microtitulagdo de 96 pocos foram adicionados 50 pL de
tampao tris-HCl 50 mM pH 7,6 com NaCl 0,15 M em cada pogo, 50 pL de diferentes
carboidratos (concentragdo inicial de 0,1 M preparados em NaCl 0,15 M) foram adicionados
nos primeiros pogos das fileiras e diluidos seriadamente, seguiu-se com a adi¢ao da lectina (4
UH em NaCl 0,15 M) nos pocos contendo os carboidratos. As placas foram incubadas em
estufa a 37 °C e, em seguida foram adicionados 50 pL da suspensdo de eritrocitos de coelho a
3 %. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa durante 30 min. A inibi¢do foi avaliada
macroscopicamente. A concentragdo inibitéria minima dos carboidratos sobre a atividade
hemaglutinante da FRIL foi calculada dividindo-se a concentragdo inicial dos agucares pelo
fator de diluicdo. O experimento foi realizado em duplicata e pogos contendo apenas os
acucares foram utilizados como controle. Os agticares utilizados nesse teste foram: D-glicose,
D-manose, o-metil-manosideo, N-acetil-D-glicosamina, N-acetil-D-manosamina, sacarose, o-

lactose, B-lactose, D-galactose e D-xilose.
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3.3 Determinacdo da massa molecular

A avaliacdo da pureza da amostra bem como a determinagdo da massa molecular
aparente das subunidades foi realizada utilizando-se a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de SDS (SDS-PAGE) seguindo método descrito por Laemmli
(1970) com algumas alteragcdes. O gel de separagdo (separation gel) foi montado em uma
concentragdo de 15 % (propor¢do de acilamida/bisacrilamida 30:0,8) preparado usando-se
tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,8, contendo SDS 1 %, persulfato de aménio 0,1 % ¢ TEMED
0,04 %. O gel de empilhamento (stacking gel) foi preparado na concentracao de 4 % em
tampao Tris-HCl 0,1 M pH 6,8, 1 % de SDS, 0,1 % de persulfato de aménio e 0,04 % de
TEMED.

Uma aliquota da fra¢do retida da cromatografia de afinidade foi solubilizada em
tampao de amostra contendo Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, 10 % de glicerol, 0,02% de azul de
bromofenol e 1 % de SDS.

Como tampao de corrida foi utilizado Tris-HCI1 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1
%, pH 8,8. A corrida eletroforética foi realizada com amperagem constante de 25 maA,
poténcia de 5 W e voltagem variando até¢ 150 V. O marcador de massa molecular utilizado
foi utilizado como padrio de comparacdo e era composto de: Fosforilase B (97 KDa),
albumina sérica bovina (66 HDa), ovalbumina (45 KDa), anidrase carbonica (30 KDa) e
inibidor de tripsina (20,1 KDa). Apos a corrida as bandas proteicas foram coradas com
Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05%, dissolvido em metanol, dcido acético e d4gua a uma
proporcao 1 : 3,5 : 8 (v/v/v). O excesso de corante foi retirado através de sucessivas lavagens

com agua destilada aquecida.

3.4 Docking molecular

Para as simulagdes de docking de ligantes a estrutura cristalografica do monoémero de
FRIL (PDB - cédigo 1QMO) foi utilizado para todas as simulagdes. As estruturas 3D dos
carboidratos foram desenhadas usando o programa PRODRG (SCHUTTELKOPF;
AALTEN, 2004). Os carboidratos utilizados foram: D-glicose, D-manose, a-metil-manosideo,
N-acetil-D-glicosamina, N-acetil-D-manosamina, sacarose, a-lactose, B-lactose, D-galactose e
D-xilose, aa-trealose, trealosamina e trimanosideo. As simulagdes de docking molecular
foram realizadas usando o programa Molegro Virtual Docker (THOMSEN; CHRISTENSEN,
2006).
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O Moldock Score [GRID] foi calculado usando a fungdo de pontuagdo do programa.
A resolucio do grid foi 0.30 A com raio de 15. O algoritmo de busca utilizado foi o0 Moldock
optimizer, com configura¢des padrdo. O niimero de corridas foram 10 e o nimero méaximo de
interagdes foram 2000. O tamanho da populacdo e o nimero maximo de posi¢des foram 200 e
10 respectivamente. A energia de interacdo proteina-ligante foi expressa na forma de escore
do Moldock (MDS) em unidades arbitrarias onde um valor mais negativo indica uma

interagcdo mais forte (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

3.5 Edema de pata e permeabilidade vascular

O modelo experimental de edema de pata, induzido pela FRIL, em camundongos foi
empregado para se verificar a capacidade da lectina de desencadear um processo inflamatorio.
Foram utilizandos camundongos Swiss machos (25-30 g) mantidos em ambiente controlado
(ciclo circadiano, 25 °C, comida e 4gua a vontade). Os experimentos foram conduzidos de
acordo com os principios para uso de animais na pesquisa (diretrizes NIH) e foi aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Ceara (UECE - n° 10130208-8/40)

O edema de pata foi induzido por inje¢do subcutanea intraplantar de FRIL nas
concentragdes de 3, 30 e 300 pug/ pata solubilizada em NaCl 0,9 % estéril, o grupo controle
recebeu apenas a salina estéril (NaCl 0,9 %; 0,01 ml/pata). O edema foi mensurado por
pletismometria no tempo zero (antes dos extimulos) e de 30 minutos a 72 horas apds as
inje¢des. Os dados foram expressos como a diferenca de volume da pata (em pL) em relagdo
ao tempo zero, ou a area sob a curva (ASC) (unidades arbitrarias). Para se verificar a
importancia do dominio de ligagdo a carboidrato no processo edematogénico provocado pela
lectina, para isso 300 pg da FRIL foram incubados com o acglcar inibitoério a-metil-D-
manosideo (0,1 M) por 60 minutos a 37 °C antes da injecdo. A lectina e o aclicar também
foram incubados em solugdes separadas nas mesmas condigdes experimentais como
controles.

A permeabilidade vascular foi analisada 5 horas apds o estimulo com a lectina a 300
pg/pata. Para isso o corante azul de Evans na concentracdo de 25 mg/Kg foi injetado por via
intravenosa uma hora antes da eutandsia. As patas foram entdo seccionadas, pesadas e
incubadas em formamida por 72 horas a 37 °C para a extracdo do corante. O corante extraido
foi estimado por espectrofotometria analisando-se a absorbancia a 600 nm (ug de azul de

Evans/ g de tecido). (LEME; WILHELM, 1975).
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3.6 Hipernocicep¢io

Os camundongos foram colocados individualmente em caixas de acrilico transparentes
em plataformas elevadas de malha de arame para permitir o acesso a face ventral das patas
traseiras. Apos o periodo de aclimatagdo a frequéncia de retirada da pata em resposta a 6
aplicacdes do filamento de Von Frey foi determinada antes (valor basal) e 1, 3 ¢ 5 horas
depois da injecdo subcutanea intraplantar de Fril a 300 pg/pata. O grupo controle recebeu
salina estéril na concentragdo de 0,01 ml/pata. A reversdo da atividade foi tentada utilizando,

para a injecdo, a lectina previamente incubada com a-metil-D-manosideo (0,1 M).

3.7 Analises histopatologicas

As andlises histopatologicas dos tecidos das patas foram realizados 5 horas apds a
injecdo subcutanea intraplantar de Fril na concentragdo de 300 pg/pata. O tecido subplantar
das patas foram coletados e fixados em formaldeido 10 % por 24 horas e foram analisados
macroscopicamente. As amostras foram entdo desidratadas em série alcodlica crescente,
diafanizadas em xilol, impregnadas com parafina, aquecidas a 60 °C, blocadas em parafina,
seccionadas com cortes de 5 um por um micrétomo e coradas com eosina-hematoxilina. As
mudancas histopatoldgicas observadas foram: edema e congestdo do vaso, extravasacdo de

eritrocitos, necrose ¢ infiltrado inflamatorio.

3.8 Analises estatisticas

Dados histopatologicos foram expressos como uma mediana (maxima e minima) e
analisadas pelo teste de Mann-Whitney. Todos os outros dados foram expressos como uma
média + o erro estatistico padrdo analisado pelos testes de varidncia de dois sentidos
(ANOVA) e de Bonferroni. A significancia estatistica foi fixada em p < 0.05. Todos os

protocolos foram realizados usando 6 a 8 animais por grupo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacao

A lectina manose/glicose especifica de sementes de Dolichos lablab foi purificada
através de metodologia baseada em precipitacdo com sulfato de amonio (0-60 %) seguido de
cromatografia de afinidade em coluna de manose-Sepharose. O pico retido foi eluido com 0,2
M de D-manose e toda a atividade hemaglutinante se concentrou nessa fracdo onde se obteve

a lectina 14,73 vezes mais pura em relagdo ao extrato bruto (Figura 9).

Figura 9 — Cromatograma da fra¢do 0-60% em cromatografia de afinidade Sepharose-manose.
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4.2 Atividade hemaglutinante e ensaios de inibicao

A atividade hemaglutinante de FRIL foi determinada utilizando-se eritrocitos de
coelho a 3 %, tanto nativos quanto tratados com tripsina e papaina. Os resultados sdo
mostrados na tabela 1. Observou-se que a lectina aglutina fortemente eritrocitos de coelho em
geral, mas possui maior seletividade para os eritrocitos tratados com as enzimas proteoliticas.

A agdo inibitoria e a concentragdo inibitdria minima de diferentes carboidratos sobre a
atividade hemaglutinante de FRIL foi testada com a lectina purificada solubilizada em NaCl
0,15 M. O ensaio foi realizado com dez agucares diferentes ¢ os resultados sdo mostrados na

tabela 2. Eritrocitos de coelho nativos a 3 % foram utilizados nos ensaios. Como resultado
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verificou-se que a atividade hemaglutinante de FRIL é completamente inibida por D-glicose
(50 mM), D-manose (25 mM), N-acetil-D-glicosamina (25 mM) e a-metil-D-manosideo (6,25
mM) diferentemente dos actcares D-galactose, D-xylose, N-acetil-D-manosamina, sacarose, o-
lactose e B-lactose, que ndo foram capazes de inibir a atividade da lectina nas concentragdes
testadas. A inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidratos, determinada como
concentragdo inibitéria minima (MIC), foi comparada com os resultados obtidos
anteriormente (MO et al., 1999), onde os ensaios de inibi¢do foram realizados por
imunoprecipitacdo. A comparacdo ¢ mostrada na tabela 2. Verificou-se que os resultados
pelas duas metodologias em respeito aos a¢licares inibitdrios foram bastante semelhantes.

As simulagdes de docking para a FRIL foram realizadas utilizando-se o programa
Molegro Virtual Docker e como modelo para a lectina utilizou-se a estrutura cristalografica
depositada no PDB (codigo 1QMO0). Como resultado se obteve os Moldock score para cada
carboidrato testado onde um escore mais negativo indica uma interagcdo teoricamente mais
forte: D-glicose (-60,62 MDS), D-manose (-62,65 MDS), a-metil-manosideo (-68,56 MDS).
Interessantemente os valores de inibi¢dao obtidos por MO et al. (1999) mostraram que FRIL
tem especificidade muito alta pelos carboidratos: aa-trealose, trealosamina e trimanosideo e,
entdo, achou-se interessante investigar essas interacdes com uso de docking molecular e
constatou-se que a lectina possui uma interagdo mais forte pelo trimanosideo (-135,618 MDS)
(Figura 10), seguido por trealosamina (-127,072 MDS) e aa-trealose (-121,729 MDS). Tanto
esses quanto os demais valores obtidos por meio de docking corroboram tanto com os dados

obtidos por imunoprecipitagdo quanto com os resultados obtidos pelo nosso grupo.

Tabela 1 — Tabela de purificagdo da lectina manose-especifica de Dolichos lablab (FRIL).

Etapa Proteina Atividade Atividade indice de
(mg/ml)* hemaglutinante especifica purificacio
(U.H/mL)" (U.H/mgP) (x)
Extrato bruto 0,35 64 182,85 1
Fracao (NH4)SO, 0-60% 0,93 512 550,5 3,01

Sepharose-mannose 0,19 512 2694,73 14,73




37

Tabela 2 — Efeito inibitorio de carboidratos na atividade hemaglutinante de FRIL, comparagdo com os resultados

de MO et al. (1999) e resultados das analises por docking.

Carboidrato CIM Iso (mM)* MDS®
(mM)

D-manose 25 1,45 -62,95

D-glicose 50 2,5-3,0 -60,62

o-Metil-D-manosideo 6,25 0,4 -68,56
N-acetil-D-glucosamina 25 0,93 ND
N-acetil-D-manosamina NI NI ND
Sacarose NI 9,8 ND
a-Lactose NI NI ND
B-Lactose NI NI ND
D-galactose NI NI ND
D-xilose NI NI ND

CIM —Concentragao inibitéria minima.

NI — ndo inibitdrio em todas as concentragdes testadas.

ND - Nio determinado

a — Resultados de inibigdo de FRIL com precipitagdo de IgM (MO et al., 1999).

b — Escore MolDock (MDS) = Eiyer + Einra 0nde Ejyer € a energia de interagdo entre a proteina e o ligante.
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Figura 10 — Docking molecular de FRIL. a) Interagdes do trimanosideo no dominio de reconhecimento a
carboidrato. Linhas amarelas representam pontes de hidrogénio, b) Representacdo Ligplot das interagdes

hidrofobicas e pontes de hidrogénio entre o trimanosideo e o DRC de FRIL.
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4.3 Determinacdo da massa molecular

A determinacdo da pureza da amostra apds os passos de purificagio bem como a
massa molecular aparente das subunidades de FRIL foi determinada por eletroforese em gel
de poliacrilamida 15 % em presenca de SDS (Figura 11). Pode-se verificar que a lectina
apresenta uma banda de massa aparente de 67 kDa correspondendo a lectina intacta, e
apresenta quatro bandas com massas aparentes entre 14 e 22 kDa que correspondem as 4
cadeias a0 e uma pequena banda de massa aparente 10 kDa correspondente a cadeia B da
lectina, demonstrando sua heterogeneidade. Esse padrao eletroforético foi o mesmo
encontrado por MO et al. (1999). Em FRIL, essa variagdo na massa relativa das bandas
provavelmente ocorre devido a diferente nimero de N-glicanos, processamento diferencial

dos N-glicanos ou processamento dos aminoacidos no C-terminal (COLUCCI et al., 1999).
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Figura 11 — SDS-Page do ultimo passo de purificagdo de FRIL.
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4.4 Edema de pata e permeabilidade vascular

Verificando-se o efeito edematogénico de FRIL injetada por via subcutanea
intraplantar nas concentragdes de 3, 30 e 300 pg/pata, observou-se que a lectina, nas trés
doses testadas, induziu um efeito edematogénico dose-dependente (Figura 12A, B). O
aumento volume da pata do animal foi comparado ao grupo controle que recebeu salina estéril
(7,04 + 1,46 ASC) e obtiveram-se os seguintes resultados: nos animais que receberam 3
pg/pata observou-se um aumento no volume da pata 2 vezes maior que o controle (13,59 +
2,73 ASC), sendo que nessa concentracdo de lectina o edema se mostrou significativo apenas
na terceira hora (36,25 + 4,2 uL); na dose de 30 pg/pata o aumento no volume da pata dos
animais foram 4 vezes maior em comparacao ao controle (26,21 + 3,18 ASC), o edema, com
esse concentracao de lectina se iniciou na terceira hora ap6s a injecao (33,75 + 3,75 uL) e se
manteve significativo até a quinta hora; com 300 pg/pata verificou-se um aumento do volume
6 vezes maior que o do controle (42,98 + 2,31 ASC), e nessa dose o edema iniciou-se com 30
minutos, alcangou seu maximo na quinta hora (122,5 + 5,9 pL) e durou 48 horas (12,5 + 3,65
puL) em comparacao com o grupo controle (3,75 + 2,63 uL).

A injecdo do agucar associado a FRIL na dose de 300 pg/pata inibiu o edema induzido
pela lectina em 50%. FRIL a 300 pg/pata (29,45 + 4,5 ASC), FRIL + a-metil-D-manosideo

(14,85 £+ 3,95 ASC). Tanto a salina quanto o a-metil-D-manosideo isoladamente ndo tiveram
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efeito consideravel no processo inflamatorio. Esses resultados indicaram a participacdo do
dominio de reconhecimento a carboidrato na inducao do edema de pata (Figura 12D).

Com relagdo a permeabilidade vascular o efeito edematogénico de FRIL na dose de
300 pg/pata na quinta hora foi acompanhada por aumento significativo na permeabilidade
vascular, o que foi verificado através da quantificacdo do corante azul de Evans na pata dos
animais, esse corante possui a capacidade de se ligar a proteinas plasmaticas sendo uma
medida indireta para o extravasamento proteico e, portanto, permeabilidade vascular.
Verificou-se que as patas dos animais que receberam a lectina mostraram uma liberagdo do
corante cerca de 10 vezes maior (8,84+0,95 pg) em comparagdo com o grupo controle

(0,03+0,26 pg azul de Evans/g de peso seco da pata) (Figura 12C).

Figura 12 — FRIL induz edema de pata com aumento de permeabilidade vascular com participagdo do dominio
lectinico. A) Edema expresso como area sob a curva (unidades arbitrarias), B) Edema expresso como aumento
do volume da pata do animal, C) Permeabilidade vascular expressa como pg/g de azul de Evans por g de peso
seco de pata, D) Reversdo do edema com o-metil-D-manosideo expressa como aumento da pata do animal.

*P<0,05 comparado a salina, #P<0,05 comparado a FRIL 0,3 pg/para ou 30 pg/pata.
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4.5 Hipernocicepcao

O teste de hipernocicepcao foi realizado através do uso do filamento de Von Frey. O
teste foi realizado em animais que receberam a lectina na dose de 300 pg/pata, FRIL
aumentou significativamente a resposta de retirada da pata dos animais na primeira hora
(76,17 £+ 8,8 %), terceira hora (76,16 + 4,9 %) e na quinta hora (63,87 £ 7,9 %) em resposta
ao estimulo mecanico do filamento de Von Frey em comparacdo com o grupo controle que
recebeu salina estéril: primeira hora (2,30 + 2,3 %); terceira hora (9.48+3.3 %) e quinta hora
(7,12 £ 4,9 %).

A aplicacdo da lectina na dose de 300 pg/pata previamente incubada com a-metil-D-
manosideo reduziu a hipernocicep¢do consideravelmente na quinta hora (38,06 + 7,0 %)
enquanto a lectina ndo incubada teve como resultado 63,87 += 7,9 % de retirada da pata. A
salina  e/ou o agucar isoladamente ndo exerceram nenhum efeito consideravel na

hipernocicepg¢ao (Figura 13).

Figura 13 — Efeito hipernociceptivo de FRIL ocorre via dominio lectinico. ¥P<0,05 comparado a salina, #P<0,05

comparado a FRIL.
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4.6 Analises histopatologicas

As andlises histopatologicas das patas dos animais que receberam a injecdo da lectina
na dose de 300 pg/pata mostraram, em comparagdo com o grupo controle, caracteristicas de
processo inflamatorio agudo que incluem: infiltrado severo de leucdcitos, mudangas na
citoarquitetura, edema e area com foco de hemorragia (Figura 14).

Focando-se na fase aguda da resposta inflamatoria desencadeada pela FRIL verifica-se a
presenca de edema, aumento na permeabilidade vascular, infiltracdo de leucocitos e
hipernocicep¢do nas patas inflamadas. Muitos mediadores da inflamacdo, como histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas estdo associadas com esses eventos (MONCADA;
HIGGS, 1991). Outras lectinas da subtribo Phaseolae extraidas de Canavalia gradiflora, C.
ensiformes (BENTO et al., 1993), Dioclea rostrata (FIGUEIREDO et al., 2009), C.
brasiliensis, C. gladiata, C. maritima (ASSREUY et al., 2009) e Cymbosema roseum
(ROCHA et al., 2011) sdo exemplos de lectinas que também elicitam respostas inflamatdrias
que podem ser revertidas pelos seus carboidratos inibitorios. Os processos inflamatorios
eliminados por FRIL foram parcialmente inibidos com o-metil-D-manosideo, o
monossacarideo mais inibitério da lectina.

Através das andlises de docking se verificou que a lectina interage preferencialmente
com os trimanosideos presentes nas células. Essa interacdo pode corrobrar com a hipdtese que
a lectina interage com os N-glicanos presentes na membrana dos leucdcitos, o que pode
auxiliar o reconhecimento da selectina que ¢ responsavel pela adesdo do leucocito no
endotélio vascular na cascata de eventos que levam ao processo inflamatorio
(BEVILACQUA; NELSON, 1993).

O presente estudo suporta a hipotese que o dominio lectinico e/ou os glicoconjugados
contendo residuos de a-metil-D-manosideo estdo envolvidos no efeito inflamatério de FRIL
visto que Os N-glicanos principais envolvidos no reconhecimento molecular das células sdao

os esqueletos de high-manoses e carboidratos complexos (MITOMA et al., 2007).
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Figura 14 — Fotomocrografias das sec¢des histologicas dos tecidos subplantar das patas. A e B) Imagem de
tecidos normais (auséncia de edema, infiltrados inflamatdrios ou areas com foco de hemorragia (Aumento de
100x e 200x respectivamente). C e D) Imagens do processo inflamatério agudo desencadeado por FRIL, com

mudangas na citoarquitetura e infiltrado severo de leucécitos (Aumento de 100x e 200x respectivamente).

Saline

FRIL
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel purificar uma lectina a partir de sementes de
Dolichos lablab, denominada FRIL, utilizando-se de protocolo estabelecido anteriormente
composto por técnicas de quimica de proteinas tradicionais como precipitacdo por sulfato de
amoOnio e cromatografia de afinidade. A lectina mostrou-se hetrogénea no SDS-PAGE
apresentando quatro bandas para a cadeia o, hetrogeneidade que ocorre provavelmente devido
a processamentos pos traducionais, e uma banda para a cadeia f3.

A lectina mostrou ter uma alta especificidade para monossacarideos como o-metil-
manosideo e as andlises por docking molecular revelaram alta especificidade para trealose,
trealosamina e trimanosideo.

Em relagdo a participagdo no processo inflamatério FRIL apresenta atividade pro-
inflamatoria e hipernociceptiva e ambas essas atividades foram parcialmente inibidas por a-
metil-manosideo indicando que ocorrem com a participacdo do dominio de reconhecimento a
carboidrato. Esse ¢ o primeiro relato de uma analise da hipernocicep¢do em um processo
inflamatorio desencadeado por uma lectina.

Esses resultados sugerem que FRIL possa ser utilizada como ferramenta importante no
estudo dos mecanismos da inflamagdo e para estudos relacionados a estrutura/fungdo de
lectinas pro-inflamatorias. Como proximos passos se buscard resolver a estrutura
tridimensional da lectina em uma boa resolugdo além de buscar aplica-la em outras atividades

bioldgicas como, por exemplo, imobiliza¢ao e analises glicoprotedmicas.
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