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1 INTRODUCAO

Lectinas s&o proteinas de origem n&o-imune capazes de se ligar com
especificidade a diversos agucares sob diferentes niveis de afinidade. Tais proteinas
podem ser isoladas de inumeros organismos, principalmente de plantas. Sua
classificagao é feita de acordo com o numero de dominios de reconhecimento de
carboidratos (CRD) e com a presencga ou nao de sitios cataliticos (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995). Varias lectinas ja tiveram sua estrutura tridimensional elucidada
(LORIS et al., 1998). Tais trabalhos forneceram informagdes detalhadas sobre seus
CRD e propuseram, inclusive, seus mecanismos de acdo em uma possivel rota
metabdlica. A lectina 1 de Bauhinia variegata (BVL-l) se liga preferencialmente ao
monossacarideo D-galactose e, apesar de ter sido parcialmente caracterizada
(PINTO et al., 2008), sua estrutura tridimensional ainda n&o foi determinada, visto
que essa proteina € intensamente glicosilada, mecanismo que dificulta sua
cristalizagao e consequente determinacado de sua estrutura. Dessa forma, o presente
trabalho busca a predigcdo da estrutura da BVL-l nativa com base em estruturas ja
depositadas em bancos de dados de modo a determinar os sitios ligantes a
carboidratos e as principais caracteristicas moleculares e estruturais que podem
estar relacionadas com sua fungéo.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

A sequéncia de aminoacidos da BVL-l nativa foi obtida no GenBank
(codigo de acesso: ABQ45362). Por se tratar de uma proteina que sofre
modificagdes pos-traducionais, seu peptideo sinal (1-28 aminoacidos) foi
desprezado, caracterizando sua forma ativa final. A predicdo da estrutura dessa
proteina foi feita por dois programas de acesso online para analise estrutural
comparativa: SwissModel (KIEFER et al., 2001) e 3D Jigsaw (BATES et al., 2001). O
primeiro utilizou como base a lectina 4 de Griffonia simplicifolia (GS-1V). Portanto,
sua sequéncia de aminoacidos para o alinhamento foi obtida no GenBank (cédigo de
acesso: 1LECA) e sua estrutura para as sobreposigdes pelo Protein Data Bank
(PDB, codigo de acesso: 1LEC). Utilizando o programa BioEdit v7.0.5 (HALL, 1999),
as duas sequéncias foram alinhadas por slide ends e uma matriz de similaridade
entre elas foi gerada pelo algoritmo BLOSUMG62. Para sobrepor € manipular as
estruturas obtidas da BVL-l e da GS-IV, utilizou-se o programa PyMol v0.99rc6. A
predicdo obtida pelo 3D Jigsaw nao informa a lectina utilizada como base, mas a
molécula gerada por ele foi analisada e manipulada do mesmo modo que a predigao
do SwissModel. O controle para o sitio de ligacdo a D-galactose foi feito com a
estrutura da lectina de Erythrina corallodendron (EcorlL), que teve sua sequéncia do
GenBank (codigo de acesso: 1AXZA) alinhada e sua estrutura do PDB (codigo de
acesso: 1AXZ) sobreposta a BVL-I com os mesmos programas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a predi¢cao da estrutura da lectina BVL-I, o SwissModel utilizou como
molde a lectina GS-IV. O alinhamento das sequéncias dessas duas proteinas foi
feito por slide ends, pois essa opg¢ao representa a sobreposicdo estrutural de
proteinas. Em seguida, a matriz BLOSUMG62 indicou 75,66% de similaridade,
mostrando que a utilizagdo de GS-IV como molde para a predicdo da estrutura de
BVL-l & confiavel. Assim, a BVL-l apresenta os trés conjuntos de folhas-$3
caracteristicos de lectinas de leguminosas: folha frontal, folha posterior e folha S
(Figura 1A e 1B) (LORIS et al.,, 1998). No entanto, o SwissMoldel adaptou a
sequéncia analisada de modo que sua estrutura figue semelhante com uma ja
existente. Nesse caso, os 7 primeiros e os 18 ultimos residuos de aminoacidos da
BVL-lI foram desprezados, o que torna a predicdo menos confiavel. Em vista de
solucionar esse problema, o programa 3D Jigsaw foi utilizado. Sua predigéo
descartou apenas os 2 primeiros residuos de aminoacidos, porém a estrutura das
folhas-B caracteristicas de lectinas de leguminosas n&o ficou bem definida (Figura
1C). O sitio de interagcdo com o agucar (DELBAERE et al., 1993) da BVL-
I/'SwissModel se mostrou altamente conservado (Figura 2A), ao contrario do sitio da
BVL-1/3D Jigsaw, que foi bastante divergente (Figura 2B). Pelo 3D Jigsaw, os 16
ultimos residuos da BVL-I tiveram sua estrutura determinada apenas pela interacao
entre seus monbémeros, interferindo na formacdo das folhas de lectinas de
leguminosas, mostrada na Figura 1C. Esse tipo de predigdo ocorreu porque
nenhuma lectina com estrutura tridimensional ja determinada possui sequéncia
semelhante a esses 16 residuos de aminoacidos. Assim, essa regido € representada
como uma alga (Figura 2C) que, do modo como foi predita, dificiimente contribuira
para a atividade da BVL-I.

Figura 1: representacdo das folhas-B caracteristicas de lectinas de leguminosas: folha frontal
(vermelho); folha posterior (amarelo); e folha S (azul). (A) Estrutura da BVL-I/SwissModel. (B)
estrutura da GS-IV. (C) Estrutura BVL-I/3D Jigsaw, na qual a folha S nao é bem definida.
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Figura 2: detalhe do CRD das predicbes e da alga de 16 aminoacidos. (A) BVL-I/SwissModel
sobreposta a GS-IV. (B) BVL-1/3D Jigsaw sobreposta a GS-IV. Em A e B, os quatro aminoacidos
responsaveis pela interacdo com o agucar sdo mostrados para BVL-l (ll) e para GS-IV (H). (C)
Estrutura da BVL-I/3D Jigsaw com a alga de 16 aminoacidos na regido C-terminal marcada (0).
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A lectina usada como modelo (GS-IV) possui algumas caracteristicas
particulares. Uma delas € que a interagdo com D-galactose ocorre apenas quando
esse agucar estda complexado com outros (DELBAERE et al., 1993). Além disso,
possui uma alga de 5 aminoacidos, situada perto da regido ligante, a qual estabiliza
sua atividade (LORIS et al., 1998). Por comparagao, a BVL-l também possui essa
alca, mas, ao contrario da GS-IV, ela é capaz de ligar a D-galactose nao-
complexada (PINTO et al., 2008). Desse modo, a alga aparentemente inutilizada,
mostrada na Figura 2C, pode ter efeito estabilizante no CRD para o agucar nao-
complexado, conferindo uma estrutura diferente entre as predi¢des (Figura 3A e 3B).
As poucas lectinas de leguminosas que se ligam preferencialmente a D-galactose
livre e que tiveram sua estrutura tridimensional determinada ndo sio similares a
BVL-I, impossibilitando o aumento da qualidade das predi¢des. Alternativamente, a
estrutura da lectina EcorlL foi utilizada, ja que também se liga a D-galactose livre,
porém nao preferencialmente (ELGAVISH & SHAANAN, 1998). A mesma apresenta
significante similaridade com a BVL-l (52,19%), denotada pela matriz BLOSUMG62
apos alinhamento por slide ends. Mesmo com a grande semelhanga entre essas
lectinas, as predicbes de BVL-I, quando sobrepostas a EcorlL, mostram diferencgas
estruturais significantes tanto na algca estabilizante (Figura 3C e 3D) quanto no
motivo de ligagdo ao agucar (Figura 3E e 3F). Isso reforga a idéia de que a alga
representada ao final da BVL-I/3D Jigsaw pode interferir na estrutura de suas folhas
caracteristicas de lectinas de leguminosas e nas regides ligantes de modo a explicar
a interacao preferencial com D-galactose livre.

A

a GS-1V. (B) BVL-I/3D Jigsaw sobreposta a GS-IV. (C) BVL-I/SwissModel sobreposta a EcorL. (D)
BVL-1/3D Jigsaw sobreposta a EcorL. (E) BVL-I/ SwissModel sobreposta a EcorL. (F) BVL-I/3D Jigsaw
sobreposta a EcorL. Estdo marcadas as regides para BVL-| (@), GS-1V (l) e EcorL (@).

4 CONCLUSOES

A anadlise comparativa permitiu definir algumas propriedades sobre a
classificagdo e atividade da BVL-l. Embora o SwissModel descarte um numero
consideravel de aminoacidos da BVL-l durante o processo de modelagem, a
estrutura predita apresenta caracteristicas compativeis as apresentadas por lectinas
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de leguminosas. No entanto, essa informacdao nédo permite explicar sua atividade
diferenciada em relagéo a lectina GS-1V usada como molde, uma vez que os motivos
de atividade foram altamente semelhantes entre elas. O 3D Jigsaw desprezou
apenas os 2 primeiros residuos de aminoacidos da BVL-Il, mas sua estrutura nao foi
condizente com a de uma lectina tipica de leguminosas. Apesar desses fatores, a
sobreposi¢cao das predicdbes com o molde GS-IV e com a lectina controle EcorL
permitiu observar que a BVL-l apresenta uma por¢cao C-terminal que pode estar
relacionada com sua atividade ligante a D-galactose livre. A explicagdo para a
atividade do seu CRD é de crucial entendimento do papel dessa lectina em
sinalizagdes celulares que, por exemplo, estimulam ou inibem a proliferacéo celular.
Além de incrementar os conhecimentos acerca da BVL-l, os resultados obtidos
servirdo para aperfeicoar as ferramentas de predi¢cdo. Pois, apds a cristalografia da
BVL-l eles serdao analisados quanto sua veracidade de modo a aumentar sua
confiabilidade.
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