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RESUMO

Lectinas sdo proteinas e/ou glicoproteinas de origem ndo imune que possuem, N0 Minimo, um sitio ndo-
catalitico que se liga de forma reversivel a carboidratos e glicoconjugados, o que as tornam modelos ideais
de estudos de interacBes celula-célula, célula-virus, sendo bons modelos para o desenho de novos farmacos.
Algumas proteinas possuem capacidade de se ligar a carboidratos, assemelhando-se as lectinas, porém com
algumas diferencas estruturais e funcionais, que as excluem desse grupo. A Fabaceae Acacia farnesiana
possui em suas sementes uma aglutinina ligante de quitina (AFAL), classificada como PHA-like!. Seu
padrdo cromatografico revelou oligomerizacdo tempo-dependente. Esse comportamento dindmico dificulta a
cristalizacdo dessa proteina, bem como determinacdo da estrutura tridimensional. Visando compreender
melhor a relacdo estrutura-funcédo, este trabalho teve por objetivo analisar a atividade anti-inflamatéria de
AFAL através de comparacdo estrutural com lectinas de leguminosas. Para tanto, fez-se a modelagem e
docking molecular com um glicano e a carragenina. A AFAL apresentou um modelo dobrado como um
sanduiche de folhas B, que difere do molde utilizado (lectina de Pisum sativum) em regiGes de loops, no
numero de folhas B e no sitio de ligacdo a carboidratos. O docking revelou que a proteina se liga a
carragenina e ao glicano em sitios diferentes, o que pode ser explicado pela auséncia de uma sexta folha 8
frontal e de duas folhas B na regido posterior. A aglutinina de A. farnesiana pode inibir a inflamacdo causada
por carragenina, por se ligar a ela, impedindo sua entrada na célula e o desencadeamento de reagdes tipicas
do processo inflamatorio.

Palavras-chave: Acacia farnesiana, AFAL, lectina, atividade anti-inflamatoria, carragenina.

'PHA — Lectina de Phaseolus vulgaris



ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins of non-immune origin that have at least one non-catalytic site
which binds reversibly to carbohydrates and glycoconjugates, which makes them ideal models for
studies of cell-cell interactions and cell-virus, being good models for the design of new drugs. Some
carbohydrate-binding proteins resembling the lectins but with some structural and functional
differences, that exclude of this group. The Fabaceae Acacia farnesiana has in its seeds an
agglutinin chitin-binding (AFAL), classified as PHA-like’. Its standard chromatographic revealed
time-dependent oligomerization. This dynamic behavior complicates the protein crystallization and
determining of the three dimensional structure. To better understand the structure-function
relationship, this study aimed to examine AFAL anti-inflammatory activity through structural
comparison with legume lectins. For both, it was the molecular modeling and docking with a glycan
and carrageenan. AFAL model is folded as a B sandwich, which differs from the template used
(Pisum sativum lectin) in loop regions, number of B-sheets and carbohydrate site. The docking
showed that the protein binds to the carrageenan and glycan at different sites, which can be
explained by absence of the sixth B-sheet (frontal B-sheets) and two B-sheets in posterior region.
The A. farnesiana agglutinin can inhibit carrageenan induced inflammation due binding it,
preventing its entrance into the cell and triggers the inflammatory process reactions.

Keywords: Acacia farnesiana, AFAL, lectin, anti-inflammatory activity, carrageenan.

'PHA —Phaseolus vulgaris lectin.
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1- INTRODUGCAO

1.1 Lectinas

1.1.1 Consideracgdes Gerais

A primeira evidéncia das lectinas ocorreu em meados de 1888, quando Petter Hermann
Stillmark estudava fatores de toxicidade em extratos de mamona (Ricinus communis) em sua
tese de doutorado, apresentada a Universidade de Dorpart [BARONDES, 1988]. Ele observou
que esses extratos continham uma substancia com capacidade de aglutinar eritrocitos. A essa
substancia Stillmark deu o nome de “ricina” [PEUMANS & VAN DAMME, 1998]. Hoje sabe-
se que o que ele chamou de ricina era, na verdade, uma mistura de substancias toxicas e
lectinas ndo toxicas [BOLETI, 2003]. A ricina tem dois dominios principais, cada um possui
um sitio de ligacdo a D-galactose e um terceiro dominio com atividade enzimética, que é capaz
de ligar-se ao ribossomo e inativar a sintese protéica, caracterizando-o como uma RIP (do
inglés — Ribossome Inactive Protein) [RUTENBER et al., 1991]. Em 1978, o publico em geral
tomou conhecimento dessa proteina, depois do assassinato do escritor bulgaro Georgi Markov,
utilizando ricina na ponta de um guarda-chuva. Apds isso, a ricina j& foi cotada como potencial
arma de guerra por paises como Estados Unidos e Inglaterra. Posteriormente, H. Hellin
demonstrou a presenca de hemaglutinina toxica em feijao jequiriti (Abrus precatorius), a qual
chamou de abrina [SHARON & LIS, 2004].

Posteriormente, foram descobertas lectinas ndo-toxicas, como as da ervilha (Pisum
sativum L.) e da lentilha (Lens culinaris L.). Isso descartou a ideia de que a toxicidade era
caracteristica dessas macromoléculas. Constatou-se também a presenca de lectinas em animais,
virus e outros organismos, abandonando a suposi¢do de que eram exclusivamente vegetais
[ZANETTI, 2007].

Em 1919, James B. Summer, da Universidade de Cornel, isolou uma lectina de
sementes de Canavalia ensiformis e a chamou de concavalina A (ConA). Em 1936, Summer e
Howell relataram que ConA aglutinava células, como hemécias e precipitava glicogénio.
Mostraram que a aglutininagdo por ConA foi inibida por sacarose, demonstrando

especificidade por acucar. Na década de 1940, William C. Boyd, da Universidade de Boston e



Karl O. Renkanen, da Universidade de Helsinki, Finlandia, descobriram a especificidade de
hemaglutininas por determinados grupos sanguineos [SHARON & LIS, 2004].

Por possuirem capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos, essas proteinas
foram chamadas “lectinas”, do latim lego (escolher, selecionar) [BOYD e SHAPLEIGH,
1954]. O termo “aglutinina” foi sugerido por Peumans e Van Damme em 1995, devido a

habilidade dessas macromoléculas de aglutinarem eritrdcitos e outras células (Figura 1).

Acucar de membrana
Eritrocito

J_[ Lectina

Figura 1 - Representacdo esquematica da aglutinagdo por lectinas.

Lectinas podem ser definidas como (glico)proteinas com capacidade de ligarem-se de
forma reversivel e especifica a mono ou oligossacarideos sem alterar a estrutura do sitio de
ligacdo [PEUMANS & VAN DAMME, 1995]. A ligacdo entre proteina e carboidrato € feita
através de pontes de hidrogénio (devido ao grande nimero de hidroxilas em acgucares), ligaces
metalicas, forcas de Van der Waals e ligagcdes hidrofobicas. Além disso, algumas lectinas,
como aquelas de leguminosas, dependem da ligacdo com fons, como Ca®* e Mn?*, sendo
denominadas de metaloproteinas. [ELGAVISH & SHAANAN, 1997].

Num sentido mais amplo, pode-se afirmar que lectinas possuem a capacidade de atuar
como moléculas de reconhecimento no interior das células, na superficie das células (Figura 2)

e em fluidos fisioldgicos.
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Figura 2 - InteragBes entre lectinas e carboidratos ou
glicoproteinas de superficie celular. Fonte: Retirado de SHARON
& LIS, 2004.

As lectinas podem ser encontradas em muitos organismos e estdo envolvidas em
diversos processos celulares que envolvem reconhecimento de carboidratos, como interagdes
hospedeiro-patdgenos, direcionamento de proteinas dentro das células e interacdo célula-célula
[ELGAVISH & SHAANAN, 1997]. Muitos genes de lectinas com atividades especificas ja
foram clonados [LAM & NG, 2011], desde vegetais como alho [UPADHYAY et al., 2010],
fruta-pdo [OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009], soja [ADAR et al., 1997], tabaco
[LANNOO et al., 2007], arroz [BRANCO et al., 2004], ervilha [STUBBS et al., 1986] até
fungos [TATENO et al., 2004], como pode ser observado na Tabela 1.



Tabela 1 — Lectinas produzidas por técnicas recombinantes.

Fonte Natural da Lectina

Modificagdo Genética em Células

Folha do Alho (Allium sativum)

Fruta-pdo (Artocarpus incise)

Fruta-pdo (Artocarpus incise)

Soja (Glicine max)

Folhas de Tabaco (Nicotiana tabacum)

Raiz de Arroz (Oryza sativa)

Ervilha (Pisum sativum)

Corpos de Frutificacdo de Polyporus squamosus

cDNA clonado no plasmideo pET19b, restrito e
expresso em E. coli

cDNA clonado em pET-25b(+) e expresso em E.
coli

cDNA clonado e restrito no plasmideo pUC57 e
expresso em E. coli

cDNA clonado no plasmideo PET-3d e expresso
em E. coli

cDNA clonado em plasmideo restrito EcoRI/Notl
e expresso em E. coli

cDNA clonado no plasmideo pET3D e expresso
em E. coli

cDNA clonado em plasmideo  restrito

Hindl11/Pstl/BamHI e expresso em E. coli

cDNA clonado em  plasmideo  restrito
Ndel/BamHI e expresso em E. coli

Adaptado de LAM & NG, 2011.

1.2 Lectinas de Leguminosas

1.2.1 Aspectos Moleculares e Estruturais

Landstein e Raubischek (1908) foram os primeiros a discutir a especificidade das

lectinas e observaram que a hemaglutinagdo causada por extratos de sementes de leguminosas

diversas variava de animal para animal e também variava entre os tipos sanguineos humanos

[KENNEDY et al., 1995]. Essas diferencas podem ser explicadas através de estudos estruturais

dessas proteinas. E certo que as lectinas possuem ao menos um sitio de ligac&o a carboidratos,

chamado de “dominio de reconhecimento de carboidrato” (CRD), em cada cadeia polipeptidica

[ZANETTI, 2007].



10

Existe uma grande diversidade estrutural entre as lectinas e o nimero de subunidades
por molécula. Além disso, as cadeias polipeptidicas podem ter funcdes distintas, como
atividade enzimatica, por exemplo. As subunidades podem se associar por interagdes
hidrofébicas, pontes dissulfeto e ligacGes de hidrogénio. Outra caracteristica € como 0s sitios
de ligacdo a carboidratos estdo distribuidos. Os residuos de aminodcidos vizinhos podem
participar da formacéo do sitio de ligagdo [QUIOCHO, 1986].

A concavalina A (ConA), presente em sementes de C. ensiformis foi a primeira lectina a
ser isolada, sequenciada e que teve a estrutura tridimensional determinada por cristalografia de
Raios X. Os diversos estudos bioquimicos, biofisicos e estruturais realizados sobre essa
proteina faz dela a lectina vegetal melhor caracterizada até hoje [CAVADA et al., 2001].

Outras lectinas da subtribo Diocleinae também foram isoladas e tiveram sua estrutura
determinada a partir das propriedades da ConA, tanto do género Canavalia, como a do feijdo
brasileiro C. brasiliensis (ConBr) [MOREIRA & CAVADA, 1984], quanto de outros géneros,
como a lectina de sementes de Dioclea virgata (Dvir) [DELATORRE et al., 2011], além de
lectinas de outras subtribos, como a Phaseolinae, entre elas a ECorL (Erythrina
corallodendron) [ARANGO et al., 1990], DBL (Dolichus biflorus) [SCHNELL & ETZLER,
1987], PHA-L (P. vulgaris) [HOFFMAN & DONALDSON, 1985], SBA (Glycine max)
[VODKIN et al., 1983], também da subtribo Vicieae, como a lectina da ervilha (PSL -Pisum
sativum) [HIGGINS et al., 1983] e da lentilha (Lens culinaris) [FORIERS et al., 1981].

Para as lectinas ConA-like (nome dado ao grupo dessas proteinas que se seguem o
padrdo estrutural da lectina de sementes de C. ensiformis), o sitio de ligacdo do carboidrato
apresenta uma conservacgao necessaria para interacdo com os monossacarideos. A disposi¢do
espacial idéntica dos residuos tem sido atribuida & ligacdo com os fons Ca?* [SHARMA &
SUROLIA, 1997]. A ligacdo com esses ions conduz a isomerizacdo trans-a-cis da ligacao
peptidica entre Ala207 e Asp208, que é conservada em estruturas cristalinas de lectinas de
leguminosas. Esta ligacdo contribui para a estabilizacdo da bolsa de ligacdo por orientar as
posicdes dos residuos Asnl4d e Arg228 [DELATORRE et al., 2007]. O dobramento de uma
lectina de leguminosa ¢ um “sanduiche” de folhas-p antipararelas, que foi primeiro descrito
para ConA [LORIS et al., 1998].

Cada lectina de leguminosa tem uma subunidade formada por 237 a 253 residuos de

aminodcidos. Apresentam um alto grau de homologia, com identidade primaria de até 99%. As
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estruturas terciarias de todas elas sdo as mesmas, exceto por algumas varia¢cdes nos loops
[MANOJ & SUGUNA, 2001].

O monomero de lectina ¢ formado por trés folhas  antipararelas. A arquitetura “jelly
roll” dos mondmeros da concavalina A é essencialmente conservada na familia Leguminosae.
Esta consiste em seis folhas proximas planares ditas folhas “back”, sete folhas cOncavas ditas
folhas “front” e uma pequena folha no topo da molécula. Estas folhas sdo conectadas por
muitos loops de variados comprimentos [LORIS et al., 1998; VIJAYAN & CHANDRA et al.,
1999]. As estruturas tetraméricas das concanavalinas podem ser descritas como “dimeros de
dimeros”, denominados “dimeros canonicos” (Figura 3), caracterizados por doze folhas B, que
¢ resultado do alinhamento antiparalelo de seis pares de folhas B “back”. Dois dimeros se

associam para formar o tetramero [LORIS et al., 1998; LUZ, 2006].

./\-.
Tipo Il (ConA, ConBr, Tipo X1 (SBA, DBL, Tipo X2 (ConA,
PHAL, DBL, PSL, SBA)) PHAL, DB58) ConBr, DGL)

Tipo X3 (ECorL) Tipo X4 (GS4)

Figura 3 - a) Representacdo esquematica de folhas B envolvidas em diferentes modos de dimerizagdo em
lectinas de leguminosas. Extraida e modificada de Manoj et al., 2001. b) Exemplos das cinco maiores
interfaces em lectinas de leguminosas. A-E representam estruturas tridimensionais de lectinas de
leguminosas pertencentes aos cinco tipos de interfaces diméricas. As cadeias monomérica estdo
representadas em azul e vermelho. Apesar das estruturas tercirias serem similares, em todos os cinco
casos, as estruturas quaternarias diferem, como visto na figura. Os agrupamentos de residuos que formam a
regido de contato entre as cadeias estdo representada como esferas de van der Waals. Cada agrupamento
esta colorido de forma distinta, para diferencia-los na estrutura tridimensional. (A) Canénico-tipo Il (1FAT
cadeias A e B); (B) ECorL tipo X3 (1axy); (C) GS4 tipo X4 (LGSL); (D) DB58 tipo X1 (LQNW cadeias A
e C); (E) Interface ndo canbnica de ConA tipo X2 (1DGL, cadeias A e C). [BRINDA et al., 2004].
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A dimerizagdo, na maioria das vezes, envolve um arranjo lado-a-lado, resultando de

uma rede continua de doze folhas P. Esta associa¢do pode ser descrita como tipo II [JONES &

THORTON, 1995]. Esse processo também envolve diferentes tipos de associa¢des “back-to-

back” da rede de seis folhas B (chamadas tipo X1, X2, X3 e X4). Varios tipos de associacdes

diméricas podem ser observados na estrutura de lectinas de leguminosas, como mostrado

esquematicamente na figura 3. Entre as lectinas diméricas, a de Pisum sativum [EINSPAHR et

al., 1986] se associa no modelo tipo Il e as lectinas tetraméricas de C. ensiformis, C.

brasiliensis, Glycine max, Dolichus bilforus e a aglutinina de P. vulgaris possuem subunidades

1-2 e 3-4 associadas lado-a-lado (tipo ). Todos esses tetrdmeros podem ser considerados

como resultantes de associag¢des de dimeros tipo X (Tabela 2).

Tabela 2 — Tipos de Associagdes de dimeros em algumas lectinas.

Lectina

Estado de
Oligomerizagao

Natureza da(s)
interface(s)

Referéncia

Phaseolus vulgaris
Glycine max
Dolichus bilforus

Maackia amaurensis

Canavalia ensiformis

Canavalia brasiliensis

Erythrina corallodendron

Griffonia simplicifolia IV

Pisum sativum

4

4
4
4

SN

2 tipo Il e 2 tipo X1

2 tipo Il e 2 tipo X2

Tipo X3

Tipo X4

Tipo Il

[HAMELRYCK et al., 1996]
[DESSEN et al., 1995]
[HAMELRYCK et al., 1999]
[IMBERTY et al., 2000]

[SANZ-APARICIO et al., 1997]
[SANZ-APARICIO et al., 1997]

[SHAANAN etal., 1991]

[DELBAERE, et al., 1993]

[EINSPAHR et al., 1986]

Adaptado de MANOJ, 2001.

Todos os modelos de oligomerizagdo observados até agora em lectinas de leguminosas

podem ser explicados pela formacdo de duas classes de dimeros (tipo Il e tipo X) e varias
associacOes de dois desses dimeros em tetrameros [MANOJ & SUGUNA, 2001].



13

A partir da classificagdo das lectinas em diferentes tipos de associagdes, podemos
dividir as associacBes quaternarias em Canobnica, tipo ECorl (lectina de Erythrina
corallodendron), tipo GS4 (lectina de Griffonia simplicifolia), tipo DBL (lectina de Dolichus
biflorus), tipo ConA, tipo PNA (lectina de Arachis hypogeae), tipo GS1 (uma segunda lectina
de Griffonia simplicifolia), tipo DB58 (uma segunda lectina de Dolichus biflorus) e tipo
Arcelina-5 (aglutinina de P. vulgaris) (Figura 3). Todos sdo dimeros e tetrameros, exceto
arcelina-5, que existe como monémero, que é considerada devido a sua similaridade com as

lectinas de leguminosas em sequéncia e estrutura terciaria [MANOJ, et al., 2001].

1.2.2 Mltiplos Estados Oligoméricos

A estrutura quaternaria da concavalina A em solucédo é pH e temperatura-dependente.
Em pH fisiologico (pH 7,2) e temperatura 0°C, a proteina é um dimero, mas a 37°C é um
tetramero. Em pH 5,6, na mesma temperatura, € sempre um dimero. H& um intervalo de
temperatura em que o modelo de transi¢cdo dimero-tetramero ocorre [HUET & CLAVERIE,
1978; SENEAR & TELLER, 1980].

Entre os casos de variabilidade das associa¢fes quaternarias de lectinas, podemos
destacar o que foi observado na lectina de Erythrina corallodendron (EcorL), no qual foi
sugerido que a dimerizacdo é impedida devido aos sitios de glicosilacdo presentes em cada
dimero [SHAANAN et al., 1991], mas a lectina de Psophocarpus tetragonolobus tem 63% de
homologia com EcorL, mesmo com locais de glicosilagdo situados longe da regido que
constitui o dimero candnico, o que ndo impediria a formacéo do tal dimero, ela forma dimeros
tipo EcorL, demonstrando que a dimerizacdo é ditada por fatores intrinsecos da proteina
[PRABU et al., 1998].

A lectina de amendoim [BANERJEE, et al., 1996; BANERJEE et al., 1994] ¢ um
tetramero ndo-glicosilado e ainda assim sua interface dimérica ndo é canfnica, sugerindo que a
variabilidade em associacdo quaternaria em lectinas de leguminosas ndo é necessariamente
causada por intera¢cfes envolvendo o aglcar covalentemente ligado [PRABU et al., 1999].

Outro exemplo ¢ a lectina de Dolichus biflorus (DB58), conhecida por ser um dimero
tipo X1 em solucdo e um tetramero tipo Il + X1 na estrutura cristalina [BUTS et al., 2001]. Ja a

outra proteina da mesma planta (DBL), altamente semelhante a primeira, existe como tipo Il +
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X1 tanto em solugdo como no cristal. Foi proposto, entdo, que ambos podem existir como
dimeros e tetrameros em solucdo e que existe um equilibrio dindmico entre os dois estados
oligoméricos em ambos 0s casos, onde a preferéncia por tetrameros € mais forte em DBL e por
dimeros em DB58 [BUTS et al., 2001]. Esta preferéncia tem sido atribuida a substituicdo de
um aminodcido, causando a desestabilizacdo do tipo Il em DB58 [BRINDA et al., 2004].

Duas outras lectinas, a de Maackia amaurensis [IMBERTY et al., 2000] e a de Lablab
purpureus [HAMELRYCK et al., 2000] existem como tetrameros no cristal, mas se apresentam
como dimeros em solucdo [BRINDA et al., 2004].

A arcelina-5 [HAMELRYCK et al., 1996] é um mon6mero, embora seja capaz de
formar um dimero candnico. 1sso mostra que outras lectinas oligoméricas podem existir como
mondmeros, que podem estar em estado de equilibrio com seus oligbmeros mais ordenados
[BRINDA ET AL., 2004], o que demonstra que em lectinas de leguminosas, pequenas
mudancas na sequéncia priméaria podem causar grandes alteragdes na estrutura quaternéria da

proteina, mesmo que a estrutura terciaria permanega a mesma [PRABU et al., 1999].

1.3 Proteinas PHA-Like

Apesar das centenas de monossacarideos que sdo encontrados na natureza, a grande
maioria das lectinas reconhece apenas poucos desses agucares, principalmente manose, glicose,
galactose, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, fucose e acido N-acetilneuraminico.
Entretanto, essas proteinas apresentam especificidade por um grande ndmero de
oligossacarideos compostos por esses monossacarideos [SHARON & LIS, 2003]. Um exemplo
disso € a lectina extraida das sementes do feijdo comum (P. vulgaris L.), denominada PHA-L
que no seu processo de isolamento e caracterizacdo nao apresentou especificidade por agucares
simples [MOREIRA & PERRONE, 1977].

A PHA-L ¢é uma glicoproteina tetramérica, com as quatro subunidades idénticas, que
hemaglutina todos os tipos sanguineos (Figura 4). Assim como as demais lectinas de
leguminosas, possui sitios de ligacdo a fons metalicos (Ca®* e Mn?*). Além disso, possui sitios
de alta afinidade para Adenina [HAMELRYCK et al., 1996].
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Figura 4 — Estrutura tridimensional da lectina das sementes de
Phaseolus vulgaris (PHA), representada pelo codigo 1FAT
[http://www.rcsb.org/pdb Acesso em 17/12/12].

Existe um grupo de proteinas que possuem propriedades semelhantes as da lectina de P.
vulgaris, tanto em relacdo a capacidade de ligacdo a carboidratos complexos, como na
homologia da sequéncia de aminoacidos. Essas proteinas sdo caracterizadas como PHA-like.
As isolectinas de P. vulgaris (PHA) normalmente se ligam a 1,6 N-acetilglicosamina
ramificada contendo N-glicanos [SANTI-GADELHA et al., 2008]. Uma PHA-like que se liga a
quitina pode representar uma proteina de defesa mais potente contra insetos, fungos,
nematoides e bactérias [SHARON & LIS, 2003].

A quitina é um bipolimero de B(1-4)- ligado de N-acetilglicosamina (GIcNAc)n. As
plantas sintetizam uma grande variedade de proteinas capazes de se ligar reversivelmente a
uma matriz de quitina. Todas as proteinas que se ligam a esse polimero e possuem sua
sequéncia de aminoacidos conhecida contém um motivo comum de 30-43 aminoacidos com
cisteinas e glicinas em posi¢fes conservadas. Esse motivo é referido como dominio de ligacao
de quitina. Esse biopolimero nunca foi detectado em plantas superiores, mas é um componente
estrutural da parede celular de fungos e do exoesqueleto de muitos invertebrados, como insetos
e nematoides (Figura 5). Isso implica que proteinas que podem se ligar a esse carboidrato

complexo atuam, dentre outras funcdes, na defesa do hospedeiro [RAIKHEL & LEE, 1993].


http://www.rcsb.org/pdb
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Proteinas
lGPI-ancoradas

S

Quitina

p{1.3)glucanos

Figura 5 - Esquema estrutural da parede celular de fungos.
Yglicofosfatidilinositol (GPI). Fonte: Selitrenkfoff, 2001.

1.4 A aglutinina de Acacia farnesiana (AFAL): uma PHA-like

1.4.1 Acacia farnesiana (L.) Willd.

Popularmente conhecida no Brasil como esponjeira ou acacia-amarela, a A. farnesiana é
um arbusto pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae. Possui sin6nimos
boténicos como A. cavenia Bert, A. leptophylla D.C., Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn,
A. minuta (M.E. Jones) R.M. Beauch, A. smallii Isely, Mimosa farnesiana L., Pithecellobium
minutum M.E. Jones e Vachellia densiflora Alexander ex Small. [Dados do USDA, Link para

acesso: http://plants.usda.gov]. Seus nomes populares variam de acordo com o pais, sendo

conhecida como sweet acécia, cassie, espino blanco, aroma e muitos outros nomes [LITTLE &
WADSWORTH, 1964]. Essa planta € um arbusto médio com muitos ramos espalhados. Suas
flores sdo amarelas ou alaranjadas (Figura 6) e devido ao aroma caracteristico, séo utilizadas na

industria de perfumes em alguns paises, como na Franca [PARROTTA, 1992].


http://plants.usda.gov/
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Figura 6 — a) Partes vegetativas da A. farnesiana. b) Detalhe das sementes. Fonte: Site do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos.
(http://plants.usda.gov/java/profile?symbol=acfa). Acesso em 12 de Fevereiro de 2013.

Acredita-se ser nativa dos trépicos americanos. Hoje é encontrada no sul dos EUA, da
Califérnia a Florida, em todo o Ocidente, india, México, América Central e América do Sul,
até o sul do Chile e da Argentina e em muitos paises do chamado Velho Mundo. E a espécie
mais amplamente distribuida de acacia amarela [SEIGLER, 2003].

A A. farnesiana é uma espécie resistente a secas e cresce bem em regiées com uma
estacdo seca de 4 a 6 meses [WEBB, 1980]. Essa planta é usada para reflorestamento de terras
aridas degradadas e para alimentacdo do gado. Varias partes sdo utilizadas na medicina
tradicional [LIOGIER, 1990; PARROTTA, 2001]. Estudos sobre a fitoquimica dessa
leguminosa revelaram que as sementes contém acido linoléico e acido coronéarico. Também
estd presente 0 aminoacido ndo protéico N-acetildjenkolic. As flores de acacia amarela contém
salicilato de metila, anisaldeido, geraniol, benzaldeido, acetato de geranil, dentre outros
componentes, alguns responsaveis pelo aroma que deu origem ao perfume criado a partir dessa
planta. Sdo encontrados também alguns flavonoides, como a vicentina [SEIGLER et al., 1986;
SEIGLER, 2003]. No México, as flores sdo usadas para tratar dor de cabega e indigestdo, uma
decoccéo das vagens verdes € usada para o tratamento de disenteria e inflamag6es na pele. Na

india, casca, cerne e folhas também s&o usados para fins medicinais [PARROTTA, 2001].


http://plants.usda.gov/java/profile?symbol=acfa
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1.4.2 Caracteristicas da AFAL

Entre as proteinas PHA-like esta a que é extraida de sementes da leguminosa A.
farnesiana, denominada AFAL. Essa macromolécula foi bem caracterizada por Santi-Gadelha
et al. (2008). E uma proteina soluvel, retirada da fragdo albumina e possui processo de
oligomerizacdo tempo-dependente, apresentando dois picos na cromatografia de exclusdo
molecular com massa aparente de 40 e 80 KDa (Figura 7). Devido a essa demora na formacao
de dimeros e tetrdmeros, sua atividade hemaglutinante é tardia e sua afinidade por quitina €
variavel, podendo ser detectada tanto no pico retido como no pico ndo-retido da cromatografia
de afinidade. Sua atividade néo foi inibida por agucares simples nem compostos, bem como os
metilados ou derivados de (GIcNAc)n. Devido a dificuldade em se inibir sua atividade
hemaglutinante, ndo foi possivel tirar conclusdes a respeito da afinidade dessa proteina
[SANTI-GADELHA et al., 2008].

A purificagdo de AFAL foi verificada por SDS-PAGE, apresentando perfil
eletroforético consistindo de duas bandas de massa molecular aparente de 50 e 29KDa (Figura
8a). A espectrometria de massa (MALDI-ToF) revelou uma forma monomérica de
aproximadamente 24.2KDa e uma forma dimérica de 50KDa (Figura 8b) e massa molecular
aparente de 120KDa, que indica que AFAL é uma proteina tetramérica composta de
subunidades idénticas com a mesma massa molecular aparente [SANTI-GADELHA et al.,
2008].
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Figura 7 - Cromatografia de exclusdo molecular da fracdo albumina de sementes de A. farnesiana. O
processo de oligomerizagdo é evidenciado em AFAL a 37°C em relagdo ao tempo de incubacdo. AFAL
imediatamente injetada (a, Tempo 0). AFAL incubada em tampdao por 90 (b) e 180 min (c) a 37°C. Fonte:
Santi-Gadelha, 2008.
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Figura 8 — a) SDS-PAGE da proteina purificada de A. farnesiana. Pogo 1: marcadores de peso molecular
(BSA 66KDa, ovoalbumina 45KDa, Gliceraldeido 3P- desidrogenase 36KDa, anidrase carbbnica 29KDa,
tripsina pancreatica bovina 24KDa, inibidor de tripsina de soja 20KDa). Po¢o 2: AFAL. b) Espectrometria de
massa (MALDI-ToF) da proteina da fracdo albumina de A. farnesiana (pico retido na excluséo idnica).
* - massa molecular aparente de 12,7; 24,2 (mondmero) e 50KDa (dimero). Fonte: Santi-Gadelha, 2008.
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A anélise da sequéncia de aminoacidos demonstrou que a AFAL tem um alto teor de
acido aspartico (13,94%) e acido glutamico (12,19%) e seu ponto isoelétrico esta em torno do
pH 4,0. Essa proteina possui um alto grau de homologia com outras proteinas PHA-like, tendo
um N-terminal muito similar ao da lectina de A. constricta e outras lectinas de Phaseolus e
Dolichos, mas a similaridade é menos quando comparada a lectinas de Robinia. (Figura 9). O
alinhamento entre sequéncias de AFAL, DBL (Dolichos biflorus lectin) e PHA-L demonstrou

pelo menos cinco regides com alto grau de conservacdo [SANTI-GADELHA, 2008].

1 10 20 30 40 50 60

| I 1 I 1 1 1
A famesiana HKNLMQ LILQGLATVSSTGV|—(LTNVVDNGERT T SSLGRAFYS APIQIWD|...
A constricta’ TVSSE -——|LTNVI SSLGH| .- 87.5%)
PHAE PHAVU --ASQTS[E|SFQRFNETNLIL TVS  LRILINVINDNGEPT|LISSLGRAFYSAPIQIWDN [62.1%
PHA-L --ASQTF, SFD;:EFNLILQGDABVS GQLRILTNV] gsncaAFYSAPIQmDY 61.9%)
LEC5_DOLBI --ADIQS[FISEFKNFNSSSFILOGIATVSSS K~ LRILT SSLGRAFYSISIPIQLYDK (61.9%
LEC1 DOLBI --ANIQS SFKEFhEPE;LQGDATVSS K-LOILT SSLGRAFYS|SPIQ YPK 59.1%;
PHAL_PHAVU --SNDIYENFQ FNB’I‘NLIL S LRILTN aSLGRAFYSAPIQIWD.\J 58.2%
LCS2_ROBPS TGSILSFS[FPKFAANQP Y|[LIFR[RIOAL LQILTNV VN G VPSRE[SLGRAL-{Y[AA TWD|S |40.3%|
LCB1_ROBPS TGSLSFS iji‘opn L QILTNV vasckjmnm,-:ﬁzxitrwos 40.3%|

Figura 9 - Alinhamento de aminoacidos do N-terminal de AFAL. . Esses resultados mostraram
uma identidade de aminoéacidos com outras lectinas vegetais de 87,5%, 62,1%, 61,1%, 61,9%,
59,1%, 58,2%, 40,3% e 40,3% com a lectina de A. constricta; PHAE-PHAU (P. vulgaris);
PHA-L (P. ulgaris); LEC5 _DOLBI (D. biflorus); LEC1_DOLBI (D. biflorus);
PHAL_PHAUU (P. vulgaris); LCS2_ROBPS (Robinia pseudoacacia) e LCS1_ROBPS (R.
pseudoacacia), respectivamente. Fonte: Santi-Gadelha, 2008.

Os sitios de ligacdo de ions metalicos permanecem conservados e sao bastante
semelhantes aos de PHA-L. Os sitios de ligacdo a carboidratos também apresentam o mesmo
grau de conservacdo de aminoacidos [SANTI-GADELHA, 2008].

1.5 Aplicacgdes das Lectinas
Apesar das lectinas vegetais formarem a maior familia de lectinas estudada, o papel

fisiol6gico dessas proteinas ainda € pouco esclarecido. Alguns papéis tém sido descritos com

base na capacidade que elas tém de se ligar a carboidratos em superficies celulares, podendo
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atuar como mediadores de interacbes proteina-carboidrato [VAN DAMME et al., 2004B].
Também podem atuar na defesa, no caso de lectinas que se ligam a acUcares que ndo estdo
presentes em plantas, como lactose e galactose, servindo, assim, para interagdo com outros
organismos [VAN DAMME, et al., 2004A]. Algumas lectinas, como a de sementes de
Canavalia gladiata, reconhecem outros compostos além de carboidratos, o que indica que essas
proteinas podem atuar no transporte de metabdlitos secundarios, agindo na defesa da planta
[DELATORRE et al., 2007].

Em 1995, Kennedy e colaboradores enumeraram algumas aplicacGes das lectinas,
dentre elas o estudo de superficies celulares; identificacdo de eritrocitos; deteccdo de fungos;
mudancas dos sacarideos na superficie celular; fabricacdo de matrizes para purificar
glicoproteinas; identificacdo de algumas infec¢bes causadas por bactérias anaerdbicas e
caracterizacdo e quantificacdo de proteinas séricas.

Lectinas possibilitam o estudo de padrfes glicidicos que podem ocorrer nas superficies
celulares e auxiliar no entendimento do reconhecimento celular em sistemas bioldgicos
[SHARON & LIS, 1993]. Por possuirem sitios especificos de ligacdo a carboidratos, as lectinas
podem interagir com diversas moléculas e receptores de superficie celular, podendo atuar como
decodificador de informagdes trocadas entre moléculas, células e organismos [MISQUITH,
1994].

Em animais, algumas lectinas tém sido implicadas na imunidade inata. Um exemplo é o
receptor manose-especifico presente na superficie de macrofagos, que se liga a organismos
infecciosos [SHARON & LIS, 2004]. Em animais e microrganismos, podem servir para mediar
0 reconhecimento biolégico em diversos eventos relacionados & comunicacdo celular,
desenvolvimento, defesa, metéastase tumoral e inflamacdo [CAVADA et al., 2001]

Dentre as funcdes de lectinas com potencial farmacoldgico e biotecnoldgico ja
estudadas, pode-se destacar atividade cicatrizante [FIGUEIREDO, 2008; MELO, 2007; SILVA
et al., 2009], coagulante [SANTOS, 2007], analgésica [BITENCOURT et al., 2008;
FIGUEIREDO et al., 2009], antibacteriana [FREIRE, 2003; GAIDAMASHVILI & VAN
STADEN, 2002; PANDO, 2001], antifungica [FREIRE, 2003; NGAI & NG, 2007; VAZ et al.,
2010], inseticida [BOLET]I, 2003; FREIRE, 2003], nematicida [ZANETTI, 2007], antitumoral
[YAN et al., 2010], mitogénica [MACIEL, 2002; ZANETTI, 2007], antioxidante [SANTOS,

2007], entre muitas outras.
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1.5.1 Atividade Anti-inflamatéria

Um dos papéis desempenhados por esta classe de proteinas que tem recebido destaque,
principalmente entre as leguminosas, ¢ a atividade anti-inflamatoria que as lectinas apresentam.
Ja foram testadas varias lectinas, como as presentes em sementes de Dioclea violaceae,
Cratylia floribunda, Dioclea guianensis e Dioclea virgata [ASSREUY et al., 1997; ASSREUY
etal., 1999], Lonchocarpus sericeus [ALENCAR et al., 2005], Clitoria fairchildiana [LEITE et
al., 2012], além de outras familias de plantas, como a lectina presente no quiabo (Abelmoschus
esculentus) [SOARES et al., 2012], na monocotileddnia Araucaria angustifélia [SANTI-
GADELHA et al., 2006; MOTA et al., 2006] e até em lectinas de algas, como a de Hypnea
cervicornis [BITENCOURT et al., 2008] e em invertebrados marinhos, como Holoturia grisca
[MOURA et al., 2012].

1.5.1.1 O processo inflamatoério causado por carragenina

A palavra “Inflamacdo” ¢é derivada do grego “phlogosis” e do latim “flamma”, que
significa fogo, area em chamas. As caracteristicas da inflamacéo sdo bem conhecidas e foram
descritas desde o primeiro século, como sendo rubor, tumor, calor e dor. O rubor é causado
pelo aumento do fluxo sanguineo e dilatacdo de pequenos vasos no local, necessario para
recrutamento das células de defesa, o tumor é devido a permeabilidade vascular aumentada, o
que causaria calor, devido ao aumento da temperatura local [ROCHA E SILVA & LEME,
2006]

A resposta imune pode ser dividida em inata e adaptativa. O sistema imune inato é
ativado imediatamente apds a infeccdo e faz o reconhecimento do patégeno, emitindo um sinal
para a resposta imune adaptativa. Seus componentes celulares primarios sdo os macréfagos,
celulas dendriticas, células NK (do inglés, Natural Killer) e neutrofilos. A resposta imune
adaptada torna a resposta inata muito mais eficaz. Os linfocitos sdo as principais células desse
tipo de resposta [CASTARDO, 2007].

Em modelos experimentais, uma forma bastante utilizada para inducao de inflamacéo se
da por inoculagdo de algum agente flogistico, como a carragenina ou dextrana [HONMURA et

al., 1999]. Quando injetada na pata, a carragenina promove uma resposta inflamatéria que
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envolve diversos mediadores como histamina, bradicinina, prostaglandinas, citocinas, éxido
nitrico, infiltracdo de leucocitos e hiperalgesia [DAMAS & REMACLE-VOLON, 1992;
MEDEIROS et al., 1995; VAZ et al., 1996; HANDY & MOORE et al., 1998]. Esse modelo foi
descrito em ratos em 1962 por Winter e colaboradores e em 1969 foi adaptado para
camundongos [LEVY, 1969].

A carragenina (CGN) é um poligalactano sulfatado de alto peso molecular derivado de
algumas espécies de algas vermelhas (Rhodophyceae), as formas mais comuns de carragenina
sdo a lambda (1), kappa (k) e iota (1), que diferem quanto a posi¢do do grupo sulfatado e a
presenca ou ndo de anidrogalactose (Figura 10). S&o extraidas de algumas espécies de algas,
incluindo Gigartia sp., Chondrus sp. e Eucheuma sp. e sdo usadas na industria alimenticia para
melhorar a textura dos alimentos, emulsionando produtos lacteos, molhos para saladas, carne
processada, leite de soja, entre outros produtos [TOBACMAN, 2001; TOBACMAN, 2003].
Também tem sido utilizada em produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais, como creme

dental e cosméticos.

A administracdo da carragenina induz uma inflamacéo aguda que resulta em alteragdes
no fluxo sanguineo, calibre dos vasos e permeabilidade vascular [GEHLEN et al., 2004] e é um
modelo convencional para estudo desse tipo de inflamacdo [KALE et al., 2007]. Além disso,
CGN tem sido usada em modulacdo de inflamacédo intestinal em animais e para introduzir
inflamacdo em outras areas, como espaco peritoneal [TOBACMAN, 2001; TOBACMAN,
2003; NACIFE et al., 2000]. Um método de avaliar a acdo da CGN é através da contagem de
leucdcitos diferenciais, observando a migracdo de neutréfilos quatro horas apds a
administracdo desse agente flogistico [SOUZA & FERREIRA, 1985]. Outro teste ¢é a avaliacdo
da permeabilidade vascular [THURSTON et al., 2000], através do uso do azul de Evans. Esse
corante se liga a albumina plasmatica, formando um complexo que extravasa atraves da
barreira endotelial que sofreu lesdo [STEELE & WILHELM, 1966].

A maioria das carrageninas consistem de trés P-D-galactopiranoses e quatro a-D-
galactopiranoses ou 3,6-anidro-a-D-galactopiranoses ligados alternadamente [CAMPO et al.,
2009].
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Figura 10 — Representacdo esquematica das diferentes estruturas de carrageninas comerciais. Adaptado
de CAMPO et al, 2009.

As carrageninas do tipo kappa e iota formam uma rede de duplas hélices
tridimensionais (Figura 11), resultando da ligacdo cruzada de cadeias adjacentes que contém
grupos sulfato orientados externamente, j& nas do tipo lambda, o grupo sulfato é orientado
internamente, evitando a liga¢do cruzada [CAMPO et al., 2009].

Figura 11 — Modelo dupla hélice da 1-carragenina. Cada cadeia foi

representada de uma cor para melhor entendimento (PDB 1CAR).
Disponivel Para download em http://www.rcsb.org/pdb.

A carragenina induz uma via de NFxB e IL-8 nas células epiteliais do intestino humano.
Essa via € mediada por Bcl10 [BORTHAKUR et al., 2006; BHATTACHARY YA et al, 2008].
Estudos realizados por Borthakur e colaboradores (2007) com inflamacdo induzida por

carragenina, sugerem que esta estimule uma cascata de reacGes em células epiteliais normais.
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Esta via envolve a ativacdo de Bcl10 (B-cell lymphoma/leukemia 10), aumento da fosforilagdo
de IkBa, translocagdo nuclear de NFkB e aumento da produgdo de Interleucina-8 por um
mecaninsmo transcricional, como mostra a figura 12. NFkB (Fator Nuclear Kappa B) € um
complexo protéico que atua como fator de transcricdo na defesa do organismo. Para ser
liberado do citoplasma e translocado ao nucleo da célula, ¢ necessario que a proteina IkBa
(Inibidor do Fator Nuclear de Kappa B) [BAEUERLE, 1998] seja fosforilada e degrada. Para
realizar essa cascata de reacOes a carragenina precisaria entrar na célula de alguma forma. Um
estudo posterior a esse, identificou 0 TLR4 (Receptor Toll-Like 4), um membro da familia de
receptores da resposta imune inata, como receptor de membrana para carragenina
[BHATTACHARY YA et al, 2008].

Carragenina

Receptor
TI PA

Ativacédo
de Bcl10

IKBa

Degradacéo
proteossomica

Ativacdo e
translocacéo
Ativagédo nuclear
transcricional

Aumento da secre¢éo
de IL-8

Figura 12 - Modelo experimental da ativacdo de I1L-8 por CGN em
células epiteliais coloniais. As setas indicam 1) ativagdo de Bcl10 apds
exposi¢cdo a CGN, seguindo para 2) fosforilagdo de IxBa , 3) ativacéo e
translocacdo nuclear de NF«kB, em seguida, 4) ativagéo transcricional e
aumento da secrecdo de I1L-8. Extraida e Modificada de BORTHAKUR
et al., 2007.
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1.6 Estudo Estrutural de Proteinas

1.6.1 BLAST: Alinhamento e Anélise de Sequéncias Protéicas

O primeiro passo para se obter a estrutura protéica por modelagem molecular é encontrar
uma proteina-molde que possua uma alto grau de homologia com a molécula estudada. Esse
grau é encontrado a partir da analise das sequéncias de aminoacidos de proteinas da mesma
familia. O BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool) é uma ferramenta do
Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI) e esta entre as mais usadas para analise
de sequéncias (Figura 13). Existem varios tipos de BLAST para comparar todas as
combinagBes de nucleotideos ou proteinas. Consiste em uma heuristica que, além de realizar
alinhamentos, fornece informac0es estatisticas para ajudar a decifrar a significancia biologica
do alinhamento realizado [MCGINNIS & MADDEN, 2004].

O BLAST foi o ultimo dos mais populares programas de pesquisa de semelhancas em bases
de dados a ser publicado [ALTSCHUL et al., 1990] e passou a ser muito usado pelo fato de
procurar coincidéncias em sequéncias que que se assemelham e ndo apenas nas que sdo
estritamente idénticas [ROCHA, 2000]. Muitas versdes diferentes dessa ferramenta apareceram
nos ultimos anos [ALTSCHUL et al., 1997]. Ela utiliza o método de “blocos de identidades”
para selecionar regides de alinhamento mais promissoras, procurando apenas por matches
exatos de um certo comprimento em alinhamentos de sequéncias. Procura unicamente blocos
de identidade (semelhanca) perfeita. A matriz utilizada por defeito em BLAST é a BLOSUMG62
(BLOcks SUbstituition Matrix at 62%). Uma matriz de logaritmos de probabilidades derivada
das substituigdes de aminodcidos entre segmentos de sequencias de identidade inferior a 62%
[ROCHA, 2000].
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Figura 13 - Interface da ferramenta Protein BLAST, disponibilizada no site do NCBI. Link para acesso:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov

1.6.2 Modelagem Molecular

1.6.2.1 Modelagem Molecular por Homologia

A biologia estrutural nasceu em Cambridge, na Inglaterra dos anos 1950, quando foi
desvendada a estrutura da dupla hélice do DNA [WATSON & CRICK, 1953; WILKINS &
STOKES, 1953]. Também foram resolvidas, ndo muito tempo depois, as primeiras estruturas
tridimensionais de proteinas a partir da cristalizacdo destas, sendo elas a mioglobina
[KENDREW et al., 1958] e a hemoglobina [PERUTZ et al., 1960]. A partir dai, o nimero de
estruturas disponibilizadas s6 cresceu, contribuindo para aumentar o conhecimento acerca das
relacBes intrinsecas entre sequéncias, estruturas e funcdes de proteinas [BERMAN, 2012A].
Desde 1971, os dados tridimensionais de proteinas e acidos nucléicos vém sendo depositados
no PDB (do inglés, Protein Data Bank) [BERMAN, 2008]. Hoje, mais de 83.000 estruturas,
desvendadas por cristalografia de Raios X, espectrometria de RNM (Ressonancia Magnética
Nuclear), microscopia eletronica 3D e métodos hibridos encontram-se depositadas nesse banco
de dados [BERMAN et al., 2012B].

Apesar de todos os avancos feitos na biologia estrutural nos dltimos anos, ndo sao
muitos 0os meétodos capazes de caracterizar completamente a estrutura tridimensional de uma

molécula, desvendando as distancias e angulos de sua conformagdo [BARREIRO &
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RODRIGUES, 1997]. A técnica de cristalografia de Raios X ainda é a mais usada e mais
eficiente para obtencdo de todos os dados necessarios nesse processo [ABRAHAM, 1989], mas
ainda assim ndo ha garantia de que a conformacéo no estado cristalino seja a mesma que a
molécula apresenta em solucdo. Um exemplo € a lectina de Dolichus biflorus (DB58), que
apresenta-se como um dimero tipo X1 em solucdo e um tetrdmero tipo Il + X1 na estrutura
cristalina [BUTS et al., 2001]. Além disso, algumas moléculas ndo possuem uma estabilidade
estrutural a ponto de se arranjar organizadamente para formar cristais, que sdo ordenacfes
perfeitas e infinitas de unidades assimétricas que se arranjam em simetrias definidas
[DUCRUIX & GIEGE, 1992], como é o caso da lectina de Bauhinia variegata (BVL-I), que
apesar de ja ter sido parcialmente caracterizada [PINTO, et al., 2008], ndo tem estrutura
tridimensional determinada por ser intensamente glicosilada, dificultando, assim, sua
cristalizacdo [MOREIRA et al., 2010]. Desta forma, o uso da modelagem da estrutura
molecular por métodos computacionais surgiu como alternativa para resolucdo desses
problemas.

A modelagem molecular é uma técnica usada para simular o comportamento e/ou
movimento de moléculas com a finalidade de ganhar entendimentos mais profundos de
processos tais como estabilidade de macromoléculas, mudangas conformacionais,
enovelamento de proteinas, reconhecimento molecular em proteinas, DNA, membranas e
carboidratos, desenho racional de farmacos, transi¢es de fase — interfaces, fenémeno fora do
equilibrio termodinamico, efeitos quanticos e na bioinforméatica, como na modelagem por
homologia. O reconhecimento dessa técnica pelo mundo cientifico veio com o prémio Nobel
em Quimica de 1998, concedido a John Pople e Walter Kohn, por suas contribui¢cbes no
desenvolvimento da Quimica computacional e modelagem molecular [FREITAS, 1998].

Em um comunicado técnico sobre o uso da modelagem molecular por homologia para
analise gendémica funcional em 2005, Figueiredo e colaboradores relataram que a modelagem
molecular por homologia utiliza dados cristalogréficos conhecidos para determinar a estrutura e
predizer funcdo de proteinas desconhecidas. Esse procedimento utiliza dados estruturais
existentes para a construcdo dos modelos. As etapas para obtencdo da estrutura através da
homologia consistem na identificacdo do template (molde) para modelagem da proteina alvo,
alinhamento da seqiéncia-alvo com a seqiiéncia molde, construcdo e ajuste do esqueleto

carbbnico da molécula, adi¢do de cadeias laterais dos aminoacidos e refinamento do modelo,
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para que a molécula assuma menor estado de energia livre (minimizagdo de energia) e
aperfeicoamento e avaliacdo da qualidade do modelo gerado [KIEFER et al., 2009].

A predicdo da estrutura de proteinas pode ser feita por programas de acesso online
gratuito para analise estrutural comparativa, como o SWISS-MODEL [KIEFER et al., 2009] e
0 3D Jigsaw [BATES, et al., 2001].

1.6.2.2 SWISS-MODEL

Construir modelos por homologia requer programas especializados e bancos de dados
de sequéncias e estruturas. Integrar todas as ferramentas necessarias, programas e bancos de
dados em um Unico espaco de trabalho na World Wide Web (ou simplesmente web), facilita o
acesso a modelagem por homologia sem a necessidade de baixar e instalar grandes pacotes de
programas e bancos de dados. O SWISS-MODEL (Figura 14) é um espaco de trabalho de
acesso online dedicado a modelagem de proteinas por homologia [ARNOLD et al., 2006].

Ao usar o SWISS-MODEL, trés opcoes diferentes de se fazer a modelagem sdo
oferecidas: modo automatico, modo de alinhamento e modo de projeto. O modo automatico foi
desenvolvido para os casos em que a similaridade entre o molde (modelo usado) e o alvo
(proteina cuja estrutura serd simulada) é suficientemente alta. Como regra geral, ha uma
preferéncia que se use sequéncias com mais de 50% de homologia [ROST, 1999]. O modo de
alinhamento de sequéncias multiplas é usado para comparagdo de proteinas de uma mesma
familia, quando ao menos uma delas tem estrutura tridimensional resolvida e depositada no
PDB [WESTBROOK et al., 2003]. O modo de projeto é usado quando a modelagem é dificil e
o alinhamento das sequéncias pode gerar um modelo ndo muito claro, assim, o usuério pode
melhorar significativamente a qualidade do modelo resultante, fazendo uma inspecao visual e
manipulacdo da estrutura gerada [BATES et al., 2001]. Isso pode ser feito utilizando-se o
programa DeepView-SwissPabView [GUEX & PEITSH, 1997].
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Figura 14 - Vista tipica da interface do SWISS-MODEL Reposoitory. Para a entrada da sequéncia da glicerol-
desidrogenase de E. coli (GLDA _ECOLI), cujo cédigo no UniProt [BAIROCH, et al., 2005] é POA955, ¢é
obtido um modelo 3D, incluindo informacdes sobre a estrutura do modelo utilizado para construcdo (molde),
que nesse caso foi a estrutura cristalina da glicerol-desidrogenase de Thermotoga maritima (c6digo PDB:
1kg3), além de informacOes sobre o alinhamento das sequéncias e avaliagdo da qualidade do modelo obtido.
Link para acesso: http://swissmodel.expasy.org/repository
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1.6.2.3 Docking Molecular

Docking (“encaixe”, em portugués) ¢ uma simulacdo computacional para prever a
conformagdo de um complexo receptor-ligante, em que o receptor é geralmente uma proteina
ou uma molécula de acido nucléico (DNA ou RNA) e o ligante é uma pequena molécula ou
uma proteina. Também pode ser definida como uma simulacdo em que a posic¢do de um ligante
é estimada em um sitio de ligacdo predito ou pré-definido [DIAS & DE AZEVEDO, 2008].

Simulagdes de docking molecular podem ser usadas para reproduzir dados
experimentais através de algoritmos de validacdo de interacBes, onde as conformacgbes
proteina-ligante ou proteina-proteina, para uma proteina obtida in silico e comparar com
estruturas obtidas a partir de cristalografia de raios X ou ressonancia nuclear magnética
(RMN). Além disso, o docking ¢ uma das principais ferramentas para “screenings” virtuais,
onde uma biblioteca de varios compostos pode ser usada para docking contra uma droga
marcada, resultando na melhor conformacédo (mais provavel do ponto de vista termodinamico).
[DIAS & DE AZEVEDO, 2008].

A riqueza de estruturas tridimensionais disponiveis tem sido de grande valor para testes
de ligagdes entre moléculas. H& varios programas desenvolvidos para testes de docking
molecular, entre eles o0 Hex, que é um programa de superposi¢do molecular e encaixe interativo
de proteinas, que realiza uma simulacdo onde o ligante pode ser considerado um corpo rigido,
sem liberdade de girar os angulos de torcdo (dock rigido), ou pode girar seus angulos de torcéo
(dock flexivel). O problema da simulacdo de dockingé um problema de otimizagédo
computacional, onde temos que reproduzir computacionalmente a posicdo de um ligante na
estrutura de uma proteina (receptor) [RITCHIE & KEMP, 2000; RITCHIE et al., 2008].

1.6.2.4 Modelagem Molecular de Proteinas

Com a dificuldade encontrada na cristalizagdo de algumas proteinas e a necessidade de
estudar suas atividades bioldgicas de forma mais detalhada, a modelagem molecular tem sido
cada vez mais usada nas pesquisas envolvendo essas macromoléculas. E o caso da lectina | de

Bauhinia variegata (BVL-1), que se liga preferencialmente a D-galactose [PINTO et al., 2008]
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e cuja estrutura ainda ndo foi determinada devido a intensa glicosilagdo que apresenta, o que
dificulta sua cristalizacdo. Dessa forma, sua estrutura foi obtida por modelagem, utilizando-se o
SWISS-MODEL e o0 3D JIGSAW para analise estrutural comparativa e a lectina 4 de Griffonia
simplicifolia (GS-1V) como molde (Figura 15) [MOREIRA et al., 2010].

T XA

o

Figura 15 - a) Estrutura da BVL-1/SWISS-MODEL. Representacdo das folhas 8
caracteristicas de lectinas de leguminosas: folha frontal (vermelha), folha
posterior (amarela) e folha S (azul). b) Detalhe do CRD de BVL-I/SWISS-
MODEL sobreposta a GS-IV. Os quatro aminoacidos responsaveis pela
interacdo com o agucar s&o mostrados para BVL-I em azul e para GS-IV em
vermelho. Fonte: Moreira et al., 2010.

Outra proteina que teve sua estrutura resolvida por homologia foi a frutalina,
lectina de Artocarpus incisa L, tendo como base a estrutura da jacalina, lectina de Artocarpus
integrifélia [NEPOMUCENO, et al., 2008]. Em 1997, Inberty e colaboradores obtiveram o
modelo da regido C-terminal (um dominio tipo lectina) da proteina GalNac-T1
(Galactosaminil-transferase humana), usando como molde as lectinas de Ricinus communis L.

(ricina) e de Abrus precatorius (abrina) (Figura 16).
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Figura 16 - Modelo da regido C-terminal de GalNac-T1.
Os aminoé&cidos azuis estdo envolvidos na formacao do
nacleo hidrofébico, os amarelos representam as cisteinas,
envolvidos nas ligacOes dissulfeto, os verdes compdem o0s
residuos de ligagdo direta com a galactose e os vermelhos
sdo 0s residuos responsaveis pela N-glicosilacdo
[INBERTY, et al., 1997].

Um estudo recente envolvendo a familia de lectinas relacionadas com a GNA (lectina
de Galantus nivalis) e da hemaglutinina do virus Influenza (HA), objetivou a analise e relagdo
de suas estruturas tridimensionais obtidas através de modelagem por homologia, para investigar
a atividade anti-influenza dessas proteinas vegetais. As estruturas foram feitas usando o
software MODELLER9vV7, a partir da estrutura da GNA (Figura 17) [XU et al., 2012].



Figura 17 - Estruturas das lectinas relacionadas & GNA e hemaglutininas do virus
influenza humano, todas ligadas ao &cido sialico. a) lectina de Tulipa gesneriana
(TGL); b) lectina 1 de Yucca filamentosa (YFL-I); c) lectina de Arum moculatum
(AML?); d) lectina de Arisaema amaurense (AAL); e) hemglutinina do virus 1934 H1
humano; f) hemaglutinia do virus 1918 H1 humano. Os modelos de bola e bastdo
apresentam o acido sidlico em roxo, enquanto as ligagbes de hidrogénio sdo mostradas
como linhas amarelas [ XU et al., 2012].
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral:

Compreender a atividade anti-inflamatéria da aglutinina ligante de quitina presente em
sementes de A. farnesiana e suas caracteristicas através da obtencdo da estrutura tridimensional

por modelagem molecular.

2.2 - Especificos:

e Analisar a sequéncia priméaria de AFAL através de alinhamento multiplo para
identificacdo de uma lectina com alto grau de homologia em relacdo a proteina
estudada, para que sirva de molde na obtencdo da estrutura por modelagem
molecular;

e Obter a estrutura tridimensional da AFAL através da modelagem molecular,
relacionando interagdes possiveis entre monémeros, dimeros e tetrameros;

o Realizar testes de atividade pro e anti-inflamatdria da AFAL;

e Correlacionar a estrutura 3D com a funcgéo biologica encontrada para a AFAL;

¢ Realizar o docking molecular da AFAL com a carragenina a fim de explicar sua

atividade diante desse agente flogistico;
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3-CONCLUSAO

A obtencdo da estrutura tridimensional de uma proteina € um passo crucial para
explicagdo de sua atividade biologica e de caracteristicas estruturais, entretanto, nem todas as
proteinas possuem estruturas estaveis e aptas a formar cristais ou ndo sdo isoladas em
quantidades satisfatorias. Desta forma, no presente, a técnica de modelagem molecular por
homologia é a que melhor se aplica na predicdo da estrutura tridimensional de AFAL.

Atraves do alinhamento de multiplas sequéncias entre AFAL e outras lectinas da mesma
familia e obtencdo de estruturas tridimensionais por homologia, encontrou-se a lectina de
ervilha (Pisum sativum) como um bom molde para AFAL, apesar de seu grau de homologia ser
maior com a lectina de P. vulgaris (PHA-L).

O modelo estrutural obtido para a AFAL revelou a auséncia de folhas 3, o que permite
ligacdo direta desta proteina com a carragenina e ao mesmo tempo com glicanos, conforme
resultados observados no docking molecular realizado. Dessa forma, a AFAL pode diminuir os
efeitos da inflamacdo por impedir que a carragenina entre na célula para desencadear a cascata

de reacdes caracteristicas do processo inflamatorio.
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by absence of the sixth p-sheet (frontal B-sheets) and two [B-sheets in posterior region.
AFAL can inhibiting pathway inflammatory process by carrageenan injection by
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1. Introduction

Acacia farnesiana is a member of Leguminosae family, and it is included in the
Mimosoideae subfamily. Acacia farnesiana lectin-like (AFAL) has been purified and
classified as PHA agglutinin-like lectin [1]. Lectins are defined as carbohydrate-binding
glyco/proteins that are capable of agglutinate cells, without enzymatic activity toward
carbohydrate or glycoconjugates [2-4]. Plant lectins have been structural models for
studing carbohydrate recognition and oligomerization states [5-7]. AFAL has a time-
dependent oligomerization and based on their affinity by glycans is characterized as a
chitin-binding lectin, which elect it as a good example for structural studies. AFAL
hemagglutinating activity was not inhibited by carbohydrate compounds neither the
methylated or (GIcNAc) derivatives ones [1]. However, Phaseolus vulgaris (PHA)
isolectins usually bind to 1,6-branched GlcNac containing N-glycans and the inhibition
test result is normally positive [8-10].

Legume lectins represent the largest and most thoroughly studied family of these
proteins [11] and show a remarkable conservation in primary, secondary and tertiary
structures. Indeed, approximately 85% of each legume lectin sequence is devoted to
structurally conserved regions [12]. Comparisons of these sequences and structures have
established that differences in carbohydrate specificity appear to be primarily due to
differences in amino acid residues residing in adjacent loops to the carbohydrate-
binding site [13-16]. The conformation of these loops is determined by the presence of
calcium and transition metal ions coordinated in the protein structure [17-19]. Among
the known legume lectins, dimeric Pisum sativum lectin (PSL) [20], also a
mannose/glucose specific metalloprotein, has 42% similarity with AFAL.

One of the most studied biological activities of lectins is the ability to reduce the
effects of inflammation caused by certain phlogistic agents, such as carrageenan (CGN),
due to the large potential for development of drugs with anti-inflammatory action [21].
Carrageenan is a sulfated polysaccharide obtained from several species of red algae. It
is frequently incorporated into processed foods to improve texture and solubility [22].
CGN exposure possibly causes inflammation by inducing an increase in interleukin-8
(IL-8) secretion in cells. This increase was demonstrated in tissue cultures, animals
colon and human tissues [23-25]. Mechanisms of CGN-induced IL-8 activation require
nuclear localization of nuclear factor kB (NFxB) and can proceed for a toll-like receptor
4 (TLR4)-B-cell lymphoma/leukemia 10 (Bcl10)-mediated pathway [24].
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The aim of this paper is to explain the anti-inflammatory activity of AFAL
through structural comparison with legume lectins. The molecular modeling and
molecular docking with glycan and carrageenan were performed to explain the AFAL
structural behavior and biological activity.

2. Materials and Methods
2.1. Primary structure analysis of Acacia farnesiana lectin-like protein

The BLAST program [26] was used for a comparative analysis of the amino acid
sequence of AFAL with the amino acid sequence of other proteins, to obtain a ranking
of similar proteins. The alignment was performed with Protein Data Bank (PDB)
deposited protein structures only. The multiple alignment with selected lectins was done
using Mutalin tool [27].

2.2. Molecular modeling by homology of Acacia farnesiana protein

Models were created from known structures of proteins that had the highest
degree of identity among the primary structures aligned with AFAL. The structures
were created from the homology molecular modeling server SWISS-MODEL [28], a
free online program of Swiss Institute of Bioinformatics. This program allows a fully
automated protein structure homology-modeling, accessible via the ExPASy web
server. Structures from Phaseolus vulgaris lectin (1FAT), Dolichos biflorus lectin
(1LUL), Butea monosperma lectin (3USU), Glycine max lectin (2SBA), Robinia
pseudoacacia lectin (1FNY), Pisum sativum lectin (2BQP), Erythrina crystagalli lectin
(1UZY) and Erythrina corallodendron lectin (3N35) were tested in order to obtain the
high homology.

2.3. Molecular docking

Molecular docking was performed with Hex 6.3 molecular graphics program
[29]. The Hex is a fast molecular docking program for calculating and displaying
interactions and feasible docking modes of pairs of protein and DNA molecules. It can
superpose pairs of molecules using only knowledge of their 3D shapes and calculate
protein-ligand interactions using spherical polar Fourier (SPF) correlations to accelerate
the docking calculations [29].

The model of the AFAL obtained from molecular modeling was used to test the
binding to different carbohydrate compounds and to estimate possible binding sites of
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the sugars and other ligands. This was done in order to explain the biological activities
provided by this protein. It was used one oligosaccharide obtained from the structure of

the Lathyrus ochrus lectin (deposited under PDB code 1LGC) [30]. This
oligosaccharide 2.1 kDa was isolated from human lactotransferrin and was used due be
bound to a lectin which has a relativity high identity with AFAL of 40%. The lota-
carrageenan obtained under the PDB code 1CAR [31] was used as ligand for molecular

docking.

2.4. Biological activity

All protocols were approved by the USP Ethics Committee (USP- N° 183-2011).
Mice received intraperitoneal (i.p.) carrageenan (500 mg/cav.) dissolved in 0.5 mL of
sterile saline. AFAL was administered intravenously (i.v.) in 0.1 mL of saline 15
minutes before of the carrageenan injection. As a negative control, an experiment was

performed in mice that received saline i.v.

The neutrophil migration was evaluated 4 hours after injection of CGN. To this
end, the animals were sacrificed by cervical dislocation. Then the cells in the peritoneal
cavity were collected by rinsing injecting 3.0 mL of saline containing 5 IU/mL of
heparin. The abdomens of the animals were gently massaged, and through an incision

peritoneal fluids were collected.

The total and differential counting of leukocytes was performed according to
methodology previously described by Souza and Ferreira [32]. In this procedure, 20 pL
of fluid collected from each animal were diluted in 380 uL of Turk reagent and
subsequently used for total leukocyte count in a Neubauer chamber. The differential cell
count was performed using stained smears on slides, 50 uL of exudate were centrifuged
in cytocentrifuge at 400 x g for 10 min, after this process the smears were stained with
hematoxylin-eosin (HE) and the cells counted using an optical microscope and the
results expressed as the mean * standard error mean (SEM) number of cells x 10/mL of

peritoneal fluid.

For the assessment of vascular permeability, the mice received AFAL at a dose
of 1 mg/kg i.v. 15 minutes before administration of the stimulus CGN (500 mg/cav.).
Control group received only saline i.p. One hour before the sacrifice, the animals
received Evans blue (50 mg/kg) in plexus eye [33]. The animals were sacrificed by
cervical dislocation 3 hours after administration of CGN, and then the fluid in the

peritoneal cavity was collected by rinsing injecting 3.0 mL of saline containing heparin
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(5 Ul/mL). The abdomens of the animals were gently massaged and an incision through
were collected about 1.0 mL of peritoneal fluid. To quantify the Evans blue
extravasation into the peritoneal cavity, spectrophotometry was carried out by reading
the optical densities using a wavelength of 610 nm. The absorbance data obtained were
converted to mg of Evans Blue, by linear regression based on a standard curve of Evans
blue. Results were calculated as mg of Evans blue/mL of peritoneal fluid and expressed
as mean = SEM.

2.5. Hemagglutinating activity of AFAL with and without carrageenan

For hemagglutinating activity (HA) it was added to test tubes 100uL of 0.15M
NaCl solution, 100 pL of AFAL solution (Img/mL 0.5M NaCl). After mixing the
solutions, an aliquot (100uL) was removed and 100uL of 2% native rabbit erythrocytes
suspension was added. The test was placed in a stove for 30 min at 37°C and 30 min at
a temperature of 25°C. To verify the action of the carrageenan, it was used 100uL
0.15M NacCl solution, 100 pL of AFAL (1mg/mL) and 100uL of carrageenan solution
(5mg/ml) maintained in a stove for 30 min at 37°C. After that, was added 100 pl of 2%
rabbit erythrocytes suspension and incubated again in the same conditions. The negative
control was composed to 100uL of 0.15M NaCl solution and 100uL of 2% rabbit
erythrocytes. All results were observed macroscopically and the tests were done in
triplicate.

In the inhibition of hemagglutination activity by carrageenan, we used the
AFAL solution (2mg/mL 0.15M NacCl). In assay tubes, the carrageenan solution
(5mg/mL 0.15M NacCl) was diluted in 0.15M NaCl and taken to a stove at 37°C for 30
minutes. After this time, was added the AFAL solution and again taken to the stove. At
the same time, we tested the hemagglutinating activity without addition of carrageenan.
The results were observed macroscopically and were expressed as number of
hemagglutinating units (HU.100uL-1) which is calculated from the inverse of the
highest dilution title still had visible agglutination. In this study, the dilution was made

only to the second tube and then the title was calculated as 22.

3. Results
3.1. AFAL model structure

Phaseolus vulgaris lectin (PHA) showed high max score, but other proteins
present also acceptable identities (Fig. 1). All similarity proteins were used as templates



61

for molecular modeling by SWISS-MODEL program, but only the chain A of PSL
(PDB code 2BQP) [34] showed high Z-score which converges to a good structural
model (Table 1). The best modeling was performed based on template at 1.90 A
resolution with sequence identity of 42 %.

The AFAL structure model is folded as a  sandwich, as previously observed in
legume lectins (Fig. 2). The model differs of template PSL, in loops regions, number of
B-sheet and carbohydrate binding site (Fig. 2). The absence in the region of an helix in
of AFAL alters the unprovisions the carbohydrate binding recognition site folding not
allowing binding connection to simple carbohydrates. The AFAL model structure
contains five B sheets. The formation of dimer canonical structures is common in
legume lectins, but the absence of a sheet in canonical domain (frontal B-sheets)

prevents the possible formation of the canonical dimer in AFAL model.

3.2. Biological activity

The e.v. administration of the AFAL 15 minutes before stimulation by CGN,
reduced the intense migration of neutrophils into the peritoneal cavity at a dose of 1
mg/kg, 4th hour after CGN i.p. administration (500 mg / cav.). This inhibition was 71%.
The positive control group (CGN) produced a significant increase in neutrophils as
compared to saline group (Fig. 3).

The CGN i.p. administration (500 pg / cav.) induced a significant increase in
vascular permeability in the control group, seen through the leakage of dye (Evans blue)
to the intraperitoneal fluid. The pretreatment of the animals with intravenous AFAL (1
mg/kg) reduced significantly the alteration of vascular permeability (40% inhibition) in
the cavity induced by CGN (Fig. 3).

3.3. Hemagglutinating activity of AFAL

The erythrocytes agglutination without carrageenan was observed after 24 hours
while the hemagglutinating activity in the presence of carrageenan had its agglutination

observed 60 minutes after the addition of erythrocytes, both calculated as 4 HU.100pL

1. The Inhibition of hemagglutination activity of AFAL by CGN showed

hemagglutinating activity against the rabbits erythrocytes diluted in 0.15 M NaCl in the
first hour after. The test showed that the carrageenan has not been capable of inhibiting
the binding of protein to erythrocytes membrane carbohydrates.
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3.4. Molecular Docking

AFAL molecular docking was performed with carrageenan (Fig. 4) and revealed
that carrageenan interacts with amino acids Ser129, Alal31, Leul56, Serl72, Aspl73,
Argl74, 11e130, Glul180 and Alal108 through hydrogen bonds, as described in the Table
2. AFAL/carrageenan interactions show favorable binding energy with E-value -
328.430.

The AFAL/glycan molecular docking was performed (Fig. 4) with the aim of
corroborate that the carrageenan was not able to inhibit the AFAL hemagglutination
activity. AFL/oligosaccharide interactions show favorable binding energy with E-value
-445.4719. The AFAL-oligosaccharide interaction occurred through amino acids Asp73,
Gly92, Leu93, Leu94, Leu96, Phe97, Glull0, Cysl14, Asnll6, Glull8, Hisl119,
Aspl20, Gly194, Leul95, Glul97 and Asn512 establishing 34 hydrogen bonds. This
showed that both bind to different sites on AFAL (Fig. 2).

4. Discussion

Due to the inability of simple carbohydrates and by derivatives chitin saccharide
(two to eight residues GIcNAc) and ovomucoid glycoprotein (rich in GIcNAC) in inhibit
AFAL haemmaglutinating activity, Santi-Gadelha and collaborators (2008)
characterized AFAL as PHA-like. The AFAL sequence analysis showed the highest
identity among plant lectins with PHA (64%). However, the molecular modeling of
AFAL not show favorable results when the model chosen was PHA, with the Z-score of
-3.7 by Swiss-Model. Low quality model is expected to have strongly negative Z-scores

(-1 to -4) featuring the model as unworkable.

New templates with favorable result of the Blast alignment were tested. Lectins
of Dolichus biflorus (58%), Butea monosperma (51%), Glycine max (50%), Robinia
pseudoacacia (48%), Pisum sativum (42%), Erythrina crystagalli (38%) and Erythrina
corallodendron (37%) were identified as the best ones. Among these templates tested,
the highest score was obtained from Pisum sativum lectin structure with Z-score of
0.00.

Structural superposition of AFAL/PSL showed two major differences. First,
AFAL has an absent sheet in frontal B-sheets and two absent in posterior p-sheets
conferring AFAL a differentiated characteristic from other legume lectins; their ability
to bind to carrageenan. Molecular docking of AFAL/ carrageenan show negative E-
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value confirming the ability to bind carrageenan. Second, AFAL has absence of an helix
in carbohydrate binding site region changing it and not allowing binding to simple
carbohydrates. AFAL/glycan molecular docking shows negative E-value confirming the
integrity of the carbohydrate binding recognition site. Positive values of
hemagglutinating activity corroborate this result.

Alencar et al. [35] demonstrated that legume lectins act in inflammatory process
via carbohydrate recognition domain (CDR). AFAL structural analysis showed that
carrageenan and glycan binding domains are independents. This corroborates our
findings for the inhibition test (HA) by carrageenan, in which no change was observed
in agglutination, probably due the fact that carbohydrate binding site is not affected by
the presence of carrageenan that binds in distinct domain.

The ability to AFAL binding carrageenan can be explained by absence of the

sixth B-sheet (frontal B-sheets) and two B-sheets in posterior region and seems to be

responsible for its inability to form dimers. The analysis of composition of the fifth -
sheet of AFAL differs from PSL lectin by presence Ala209-His230, Lys211-Glu232,

Met212-Leu233, respectively. This change in the radical groups causes a frontal 3-sheet

deletion on AFAL and increases his loop region also preventing the stabilization and

formation of the dimer. This absence allows AFAL bind to carrageenan, the full

posterior 3-sheets of legume lectins does not allow the stabilization of the carrageenan,

not allowing their binding. Therefore, there must also be a difference in anti-
inflammatory mechanism of action between AFAL and other legume lectins.

The biological activity assay of AFAL showed that intravenous administration
of this protein reduced neutrophil migration into the peritoneal cavity and vascular
permeability induced by CGN. From these data, it is possible make relationship
between anti-inflammatory activity of AFAL and carrageenan. This sulfated
polysaccharide has long been used to test inflammation and anti-inflammatory activity
with lectins, but little can be deduced about how is this activity. Some authors assumed
that lowering of inflammation and neutrophil migration occurs through competition for
binding to the selectins to neutrophils [36], but the AFAL can inhibiting pathway the
carrageenan by connecting to it and preventing its entry into the cell and trigger the
reactions, allowing the protein modify the defense of the organism and simultaneously
exert its activity of binding to carbohydrates as demonstrated by inhibition with
carbohydrates, in which HA was not reversed by addition of carrageenan.
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The time-dependent oligomerization states of the AFAL observed by Santi-
Gadelha et al. [1] can be stabilized in the presence of carrageenan and also agglutinate
blood cells; this is due to AFAL / CGN interaction that positively contributes to the
formation of the dimer. This small increase in stability can allow the formation of fine
AFAL crystals and possibility that its structure could be resolved by X-ray
crystallography.

5. Conclusion

Afal differs of the legume lectins in anti-inflammatory activity by structural

absence of -sheets allows direct connection to carrageenan and at the same time with

glycans, decreasing the amount of carrageenan that enters the cell and reducing the

inflammation effects.
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Table 1. Templates for molecular modeling by Swiss-Model program. The chain A for
lectin from Pisum sativum seeds shows high Z-score.

Table Il. The overall interactions between AFAL and carrageenan
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Fig. 1 Alignment of amino acid sequences of the AFAL with some lectins. Were used
lectins of Phaseolus vulgaris (PHA), Dolichus biflorus (DB58), Butea monosperma
(BMA), Glycine max (SBL), Robinia pseudoacacia (RPbAI), Erythrina cristagalli
(ECL), Erythrina corallodendron (EcorL) and Pisum sativum (PSL).

Fig. 2 AFAL structure obtained by molecular modeling. A) AFAL model. B) Superposition of
Pisum sativium lectin (PDB code 2BQP) in green and AFAL model in blue. Gray arrow shows
the absence of a frontal B-sheet in AFAL model. Empty arrows show the absence of two
posterior B-sheets in AFAL model. C) Superposition of Pisum sativium lectin in green and
AFAL model in blue. Highlighted (circle) the carbohydrate recognition domain. The Afal lacks
the a-helix. D) AFAL binding the carrageenan and oligosaccharide in different sites.

Fig. 3 Antiinflammatory activity of AFAL. A) Anti-inflammatory effect of A.
farnesiana on carrageenan-induced peritonitis in mice. Mice were treated with saline
(0.1 ml, i.v.) or AFAL (1 mg/kg, i.v., 15 min before) and then injected i.p. with
carrageenan at a dose of 500 pg/cavity. The neutrophil migration was evaluated 4 h
later. The white bars represent the neutrophil migration induced by saline injected i.p.
The values are means + SD. *P<0.05 compared to carrageenan group; #P<0.05
compared to saline group (ANOVA followed by Bonferroni’s t test). B) AFAL reduce
vascular permeability on carrageenan-induced peritonitis in mice. Effects of the
pretreatment with AFAL on vascular permeability. Vehicle (saline) or AFAL (1 mg/kg)
was injected i.v. and, 15 min later, carrageenan (500 pg/cavity). The values are means +
SD. *P<0.05 compared to carrageenan group; #P<0.05 compared to saline group
(ANOVA followed by Bonferroni’s t test).

Fig. 4 AFAL molecular docking. A) The AFAL molecular docking with carrageenan which
interacts via amino acids Ser129, Alal3l, Leul56, Serl72, Aspl73, Argl74, 11e130,
Glu180 and Alal08. B) The AFAL molecular docking with oligosaccharide which interacts

via amino Asp73, Gly92, Leu93, Leu94, Leu96, Phe97, Glul1l0, Cysl114, Asnll6, Glulls,
His119, Asp120, Gly194, Leul95, Glu197 and Asn512.
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Table(s)
Code Template Score
1FAT Phaseolus vulgaris lectin -3.7
ILUL Dolichos biflorus lectin -3.99
3UST Butea monosperma lectin -3.18
25BA Glycine max lectin -3.32
IFNY Robinia pseudoacacia lectin -3.75
2BQP Pisum sativum lectin 0.00
1UZY Ervthrina crystagalli lectin -3.87
IN35 Ervthrina corallodendron lectin -3.86
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Table(s)

Carrageenan Serl29 Alal3l Leul56 Serl72  Aspl73  Argl74 1Ilel30 Glul80 Alal08

o} oG 0 N (o} 0 OD2 0 0 N OE2 0
G452 01 285 - - - - - - - - 324 E -
02 327 - - - - - - - - - - -
G485 02 - - - - - - - - 313 = - =
06 - - - - - - - - - - 333 -

07 = S B G B = - - - - - 329
DGSs2* 07 - - 251 233 - - - = = - 2 =
09 - - - 326 - - - - . - . -
03 335 308 - - - - - - - - - -
Dese 03 - - - - - - 3.1 - 2 = 2 =
07 - - - - 282 321 - 257 - - - -
08 - 3.39 - - 2.96 - - - = % - E




