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RESUMO

O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central, desempenha
um papel crucial em diversas func¢des fisiologicas. No entanto, o excesso de glutamato na fenda
sindptica induz a excitotoxicidade, um processo associado a vdrias doencas e condicdes
neuropatoldgicas. A busca por medicamentos em compostos bioativos de plantas, como as
lectinas, torna-se essencial para o bem-estar humano. As lectinas, proteinas que se ligam
especificamente e reversivelmente a carboidratos e glicoconjugados, demonstram atividades
promissoras ao sistema nervoso central como, antioxidantes, anti-inflamatérias e
neuroprotetoras. Contudo, seus mecanismos neuroprotetores focam apenas no dominio de
reconhecimento a carboidratos, negligenciando outros sitios de ligagdo. Por isso, este estudo
investigou o efeito neuroprotetor in vitro da lectina de Canavalia ensiformis - ConA em células
PC12 e in silico sua interacdo com glutamato através de um sitio diferente do dominio de
reconhecimento a carboidratos. A ConA foi testada quanto a neuroprotecdo contra a toxicidade
induzida por glutamato em células PCI12 utilizando ensaios de MTT. Técnicas de
espectroscopia de fluorescéncia e docking molecular foram utilizadas para avaliar a interacdo e
a afinidade entre a ConA e o glutamato. Os resultados revelaram que o efeito neuroprotetor da
ConA, nio é dose-dependente e independe do seu dominio de reconhecimento a carboidratos.
O mecanismo de acdo descoberto envolve o sequestro direto do glutamato através do sitio de
ligacdo a aminodcidos da ConA. As andlises de espectroscopia e docking molecular
confirmaram essa interagao por este sitio hidrofébico. Essas descobertas ampliam o potencial
terapéutico das lectinas vegetais no tratamento de doengas do sistema nervoso central, abrindo

novas perspectivas para o desenvolvimento de terapias mais direcionadas e inovadoras.

Palavras-chave: excitotoxicidade; neuroprotecdo; sitio de ligacdo a aminodcidos; PC12;

lectina.



ABSTRACT

Glutamate, the main excitatory neurotransmitter in the central nervous system, plays a crucial
role in various physiological functions. However, excess glutamate in the synaptic cleft induces
excitotoxicity, a process associated with several neuropathological diseases and conditions. The
search for drugs from bioactive plant compounds, such as lectins, becomes essential for human
well-being. Lectins, proteins that specifically and reversibly bind to carbohydrates and
glycoconjugates, demonstrate promising activities in the central nervous system, such as
antioxidant, anti-inflammatory, and neuroprotective effects. However, their neuroprotective
mechanisms focus only on the carbohydrate-recognition domain, neglecting other binding sites.
Therefore, this study investigated the in vitro neuroprotective effect of Canavalia ensiformis
lectin - ConA in PC12 cells and its in silico interaction with glutamate through a site different
from the carbohydrate-recognition domain. ConA was tested for neuroprotection against
glutamate-induced toxicity in PC12 cells using MTT assays. Fluorescence spectroscopy and
molecular docking techniques were used to evaluate the interaction and affinity between ConA
and glutamate. The results revealed that the neuroprotective effect of ConA is not dose-
dependent and is independent of its carbohydrate-recognition domain. The mechanism of action
discovered involves the direct sequestration of glutamate through ConA's amino acid binding
site. Spectroscopy and molecular docking analyses confirmed this interaction through this
hydrophobic site. These findings expand the therapeutic potential of plant lectins in the
treatment of central nervous system diseases, opening new perspectives for the development of

more targeted and innovative therapies.

Keywords: excitotoxicity; neuroprotection; amino acid binding site; PC12; lectin.
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1. CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

1.1 Glutamato

O glutamato € um aminodcido ndo essencial, que desempenha um papel crucial em
diversas vias metabodlicas celulares (Figura 1) (Loi & Cynober, 2022). Sua participagdo €
fundamental no ciclo do 4cido tricarboxilico, atuando como um importante doador de carbono
para a sintese de macromoléculas bioldgicas, como proteinas, carboidratos e lipidios. Além
disso, o glutamato atua como doador de nitrogénio, sendo precursor na biossintese de
nucleotideos, glucosamina e outros aminodcidos ndo essenciais, através de reacdes de
transaminacao e desaminacao. Adicionalmente, o glutamato ainda € um precursor chave na
sintese de moléculas antioxidantes, como a glutationa (GSH) (Zhang, Hua & Li, 2024).

Contudo, sua principal fun¢do no sistema nervoso central € atuar como o principal
neurotransmissor excitatério. A neurotransmissdo glutamatérgica, mediada por uma complexa
rede de receptores e transportadores, € essencial diversas fungdes fisioldgicas, incluindo
processos de aprendizagem, memoria, movimento, coordenagdo, visao, audicao, tato, controle
da frequéncia cardiaca e respiracdo. Manter os niveis de glutamato no espaco extracelular
dentro de uma faixa fisiolégica €, portanto, crucial para assegurar a transmissdo sindptica
eficiente e a viabilidade neuronal (Neves et al., 2023). A disfun¢do na homeostase do glutamato,
caracterizada por desequilibrios em sua sintese, liberacao, recaptacao ou metabolismo, acarreta
consequéncias neuropatoldgicas significativas e tem sido implicada no desenvolvimento e
progressdo de diversas doengas neuroldgicas e neurodegenerativas, como epilepsia, esclerose
multipla, doenga de Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose lateral amiotréfica e doenca

de Parkinson (Lovino, Tremblay & Civiero, 2020; Daniele et al., 2021).
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Figura 1 - Metabolismo do glutamato. Diversidade de funcdes do glutamato, desde percussor de outros

aminodcidos e moléculas até sua funcdo como neurotransmissor excitatério.
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Fonte: Autor. Créditos: Biorender.

1.2 Receptores glutamatérgicos

Devido ao seu papel como principal neurotransmissor excitatério no sistema nervoso
central, o glutamato interage com uma rede de receptores, que sao classicamente divididos em
duas classes principais: receptores ionotropicos (iGluRs) e receptores metabotrépicos
(mGluRs) (Figura 2) (Zhang, Chu & Wong, 2022). Os receptores ionotrépicos (iGluRs) sao
canais i6nicos dependentes de ligantes, ou seja, sua ativacdo € diretamente controlada pela
ligacao do glutamato. Eles formam complexos receptor-canal, permitindo a passagem rapida
de ions através da membrana celular. Os iGluRs s@o subdivididos em trés familias principais:
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
1soxazolpropidnico), e receptores de kainato (KARs). A ativacido desses receptores resulta em
efeitos excitatorios rapidos, devido ao influxo de cétions, principalmente sddio (Na*) nos
AMPARs e KARs, e Na* e célcio (Ca**) nos NMDARs (Willard & Koochekpour, 2013;
Martami & Holton, 2023).
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Os receptores metabotropicos (mGluRs), por sua vez, sdo receptores acoplados a
proteina G (GPCRs). Ao contrério dos iGluRs, eles ndo formam canais i0nicos diretamente. A
ligacdo do glutamato aos mGluRs aciona a proteina G, que desencadeia uma cascata de
sinalizacdo intracelular envolvendo segundos mensageiros, como o AMP ciclico (cAMP) e o
fosfatidilinositol (PI). Oito subtipos de mGluRs foram identificados (mGluR1 a mGIluR8), os
quais sdo agrupados em trés grupos (Grupo I, Grupo II e Grupo III) com base em sua homologia
de sequéncia, mecanismos de transdu¢do de sinal e farmacologia. O Grupo I (mGluR1 e
mGluRS5) estd geralmente associado a excitagdo neuronal mais lenta, mediada principalmente
pelo aumento do célcio intracelular. Os Grupos II (mGIluR2 e mGluR3) e III (mGluR4,
mGluR6, mGluR7 e mGluR8) estdo predominantemente associados a inibi¢do pré-sindptica da
liberacdo de neurotransmissores, através da inibi¢do da adenilato ciclase e consequente reducio
dos niveis de cAMP. (Willard & Koochekpour, 2013; Gongalves-Ribeiro et al., 2019; Martami
& Holton, 2023).

Figura 2 - Receptores glutamatérgicos. As duas grandes classes de receptores de glutamato e suas diferencas nos

mecanismos de ativacao.
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Fonte: Autor. Créditos: Biorender.

1.3 Neurotransmissao glutamatérgica

Durante a transmissao sindptica, o glutamato liberado pelos neuronios pré-sindpticos
ativa os receptores de glutamato nos neurdnios pds-sindpticos, mediando a neurotransmissao

excitatdria. O ciclo glutamato-glutamina desempenha um papel fundamental nesse processo,
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garantindo a remocao eficiente do glutamato da fenda sindptica e mantendo sua concentra¢io
extracelular em niveis fisiolégicos (Andersen et al., 2021).

A liberacdo de glutamato ocorre por dois mecanismos principais: vesicular e ndo
vesicular. Liberacdo vesicular ou ciclo glutamato-glutamina (Figura 3) compreende o
mecanismo, conhecido como exocitose dependente de vesiculas, sendo o principal modo de
liberagdo de glutamato em condi¢des fisiologicas. Um potencial de acdo no neurdnio pré-
sindptico causa a despolariza¢io da membrana e a ativacdo de canais de Ca’" dependentes de
voltagem. O influxo de Ca’' desencadeia a fusdo das vesiculas sindpticas, que contém
glutamato, com a membrana pré-sindptica, liberando o neurotransmissor na fenda sinéptica.
Ap6s a liberagdo, o glutamato € rapidamente recaptado por transportadores de aminoacidos
excitatérios (EAATS), presentes principalmente em astrdcitos e células da glia. Dentro dos
astrocitos, o glutamato é convertido em glutamina pela enzima glutamina sintetase. A
glutamina, entdo, é transportada de volta para os neurdnios pré-sindpticos, onde € convertida
novamente em glutamato pela enzima glutaminase, completando o ciclo (Lovino, Tremblay &

Civiero, 2020; Zhang, Chu & Wong, 2022).

Figura 3 - Ciclo glutamato-glutamina. Este ciclo garante que o glutamato seja reciclado e que sua concentraciao na

fenda sindptica seja mantida em niveis adequados para a neurotransmissao.
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Fonte: Autor. Créditos: Biorender.
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Ja a liberagdo ndo vesicular (Figura 4), ocorre principalmente em condi¢des patoldgicas,
como isquemia, trauma ou inflamagao. Envolve diferentes vias, incluindo a liberag@o por canais
anidnicos, cujo sua abertura na membrana neuronal pode levar a liberacao de glutamato e o
efluxo reverso pelos EAATs que em certas condi¢des, como alta concentracao extracelular de
glutamato ou alteracdes no gradiente idnico, os EAATs podem operar em reverso, liberando
glutamato na fenda sindptica levando a excitotoxicidade (Zhang, Hua & Li, 2024).

Além dos transportadores EAAT e vesiculares de glutamato (VGLUTSs), existe ainda o
antiportador cistina-glutamato (xCT) (Figura 4), presente em neurdnios e glia, que supre cistina
para a sintese de glutationa (GSH) ao trocar glutamato intracelular por cistina extracelular. O
acumulo extracelular de glutamato pode bloquear o xCT, inibindo a sintese de glutationa (GSH)

e resultando em estresse oxidativo e morte celular (Green, Dos Santos & Fontana, 2021).

Figura 4 - Representacdo esquemadtica das demais vias de neurotransmissdo glutamatérgica. Em amarelo
encontrasse o EAAT, responsdvel pela liberagdo ndo vesicular de glutamato, cujo em condi¢des patologicas
assume o papel de reversdo de seu funcionamento, liberando glutamato para o espacgo extracelular. O actimulo de
glutamato extracelular pode levar a danos neuronais. Em Azul temos o antiportador cistina-glutamato que recolhe
cistina extracelular e envia glutamato intracelular. A cistina € essencial para a sintese de glutationa, um importante

antioxidante que protege as células contra o estresse oxidativo.
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Fonte: Autor. Créditos: Biorender.

1.4 Excitotoxicidade glutamatérgica
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A neurotransmissdo glutamatérgica, requer um controle preciso da concentragdo de
glutamato na fenda sindptica. A ativacao excessiva e prolongada dos receptores de glutamato
em neurdnios pds-sindpticos desencadeia a excitotoxicidade, levando a neurodegeneragdo. Para
evitar esse dano, o glutamato liberado na fenda sindptica é rapidamente removido por
mecanismos de recaptacdo (Gongalves-Ribeiro et al., 2019). Em condi¢des fisioldgicas, os
astrocitos, células da glia especializadas, sdo os principais responsdveis por essa remocao,
capturando cerca de 90% do glutamato presente na fenda sinaptica através de transportadores
de alta afinidade, como os EAATS, principalmente EAAT1 e EAAT?2, prevenindo o acimulo
excessivo do neurotransmissor € a consequente excitotoxicidade (Satarker et al., 2022). No
entanto, quando esse sistema de regulacao falha, seja por liberacdo excessiva de glutamato ou
por recaptacdo ineficiente, ocorre um acumulo extracelular que pode levar a degeneracdo e
morte neuronal (Prasansuklab, Brimson & Tencomnao, 2020; Nicosia et al., 2024).

A excitotoxicidade glutamatérgica pode ocorrer por duas vias principais: dependente ou
independente de receptor. A via dependente de receptor ou cldssica (Figura 5), envolve a
ativacdo excessiva dos receptores de glutamato, principalmente os receptores NMDA (Neves
et al., 2023). O aumento da concentracdo de glutamato extracelular resulta em um influxo
macico de fons Na* e Ca>" para o interior dos neurdnios pés-sindpticos (Choi, 2020). O influxo
de sodio causa edema celular, geralmente reversivel. No entanto, o influxo de cdlcio
desencadeia uma cascata de eventos que levam a lesdo excitotdxica irreversivel. Apds o influxo
inicial de célcio, outros mecanismos intracelulares amplificam a elevacao do calcio citosdlico,
contribuindo para a morte neuronal por meio da ativagdo excessiva de proteases, como as
calpainas, despolarizacdo da membrana plasmdtica e aumento do estresse oxidativo. A ativagao
desses processos consome grandes quantidades de adenosina trifosfato (ATP), levando a
deplecdo energética celular e comprometendo ainda mais a funcdo dos transportadores de
glutamato, criando um ciclo vicioso de excitotoxicidade (Daniele et al., 2021; Verma, Lizama

& Chu, 2022).
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Figura 5 - Excitotoxicidade glutamatérgica cldssica, cujo ocorre a saturagdo dos receptores de glutamato e um

influxo massivo de fons, culminando em estresse oxidativo e resultando em danos celulares.

| Glutamato

Fonte: Autor. Créditos: Biorender.

A via independente de receptor ou via do antiportador cistina-glutamato (Figura 6) é
mediada pelo transportador xCT, também conhecido como sistema SLC7A11, um antiportador
que transporta glutamato para fora da célula em troca de cistina para o interior celular. O
actimulo extracelular de glutamato pode saturar o XCT, inibindo a entrada de cistina na célula.
A cistina € um precursor limitante na sintese de GSH, impedindo sua acdo antioxidante
(Prasansuklab, Brimson & Tencomnao, 2020). A redugdo da captacdo de cistina resulta em
diminui¢do dos niveis de GSH, o que leva a um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e, consequentemente, ao estresse oxidativo celular. O excesso de EROs causa
danos a estrutura e fun¢do das mitocondrias, comprometendo a producao de energia celular e
facilitando a ativacao de vias de morte celular programada, como a sinalizac@o do fator indutor

de apoptose mitocondrial (AIF) (Green, Dos Santos & Fontana, 2021).
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Figura 6 - Excitotoxicidade glutamatérgica via antiportador cistina-glutamato, o excesso de glutamato extracelular
inibe a entrada de cistina na célula, assim diminuindo os niveis de GSH e aumentando o nimero de espécies

reativas a oxigénio, levando a apoptose.
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Fonte: Autor. Créditos: Biorender.

Neste contexto, o glutamato passou a ser visto como uma molécula critica subjacente a
patogénese das doencas neurodegenerativas, logo terapias que visam a restauracdo da
homeostase glutamatérgica, através do aumento da expressdo, inibicdo ou atividade
regulada/auxilio da funcdo dos transportadores, ou captagdo seletiva de glutamato pode atenuar
a excitotoxicidade e, consequentemente, retardar e impedir a morte neuronal (Prasansuklab,

Brimson & Tencomnao, 2020; Arnold et al., 2024).

1.5 Prospeccio de moléculas neuroprotetoras

Em todo o mundo, as plantas medicinais t€m ganhado espaco como uma importante
alternativa terapéutica, especialmente no tratamento de doengas neurodegenerativas. Embora a
medicina convencional tenha apresentado avangos significativos, os compostos ativos presentes
nestas plantas continuam a desempenhar um papel crucial na promogao do bem-estar humano
(Wadhwa et al., 2022). Diversas plantas se destacam por suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e pela capacidade de modular a atividade de neurotransmissores. Um exemplo

notavel é a Moringa oleifera, cujos efeitos benéficos sdo atribuidos a rica composi¢do de
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metabolitos secunddrios presentes em todas suas partes, como compostos fendlicos e
flavonoides (Worku & Tolossa, 2024).

Os flavonoides sao caracterizados por uma estrutura central de benzopirona, contendo
grupos fendlicos ou polifendlicos em diversas posicdes (Ullah et al., 2020). Essa diversidade
estrutural permite a classificacdo dos flavonoides em diferentes subclasses, como flavanonas,
flavonas, isoflavonas, flavondis e antocianinas. A distin¢ao entre essas classes se baseia nas
substitui¢cdes e no grau de oxidacdo do anel pirano heterociclico (Al-Khayri et al., 2022). Eles
atuam como antioxidantes exdgenos, combatendo EROs e espécies reativas a nitrogénio (ERN),
por meio da inibi¢do de enzimas como a 6xido nitrico sintase (NOS) e a xantina oxidase (XO),
além da regulacdo de canais i6nicos. Essa acdo antioxidante contribui para a modulacdo de
diversas enzimas envolvidas em processos oxidativos (Ullah et al., 2020). Adicionalmente, os
flavonoides interagem com a sinalizagdo glial e outras vias celulares, exercendo efeitos
benéficos sobre a funcdo neuronal e potencialmente promovendo a regeneracdo neuronal
(Uddin et al., 2020).

Além dos metabdlitos secunddrios, metabodlitos primdrios, como as lectinas vegetais,
também tém sido explorados como ferramentas farmacoldgicas em neurobiologia. Lectinas sao
proteinas que reconhecem e se ligam reversivelmente a carboidratos e glicoconjugados,
exibindo diversas atividades bioldgicas, incluindo propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e neuroprotetoras (Aradjo et al., 2020). A lectina das sementes de Canavalia
ensiformis (ConA), por exemplo, demonstrou induzir neuroplasticidade (Lin & Levitan, 1991)
e modular receptores glutamatérgicos, como AMPA e kainato (Thalhammer, Everts &
Hollmann, 2002; Fay & Bowie, 2006). J4 a lectina das sementes de Canavalia brasiliensis
(ConBr), por sua vez, apresenta atividade neuroprotetora contra a excitotoxicidade induzida por
glutamato em fatias de hipocampo murino (Jacques et al., 2013) e influencia a regulacao
comportamental (Rieger et al., 2014). Apesar da relativa semelhanga na composi¢ao de
aminodcidos e especificidade de ligacdo a carboidratos entre as diferentes lectinas, os
mecanismos de acdo variam consideravelmente (Cavada et al., 2019a). A lectina de Vatairea
macrocarpa (VML), por exemplo, demonstrou induzir efeitos depressivos, aumentando a
expressdo de proteinas relacionadas a inflamacdo e promovendo reatividade glial, apresentando
efeitos potencialmente t6xicos no hipocampo de camundongos, aparentemente mediados por
respostas neuroinflamatérias (Gongalves et al., 2013; Cavada et al., 2019a; Aradjo et al., 2020).
Essa diversidade de efeitos demonstra a complexidade da interacao das lectinas com o sistema

nervoso central. Os mecanismos pelos quais as lectinas exercem seus efeitos no sistema nervoso
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sdo variados e complexos e a compreensdo detalhada desses mecanismos € fundamental para o

desenvolvimento de terapias direcionadas.

1.6 Lectina de Canavalia ensiformis (ConA)

1.6.1 Historico

A lectina isolada das sementes de C. ensiformis (ConA) possui um papel histérico
significativo na bioquimica de macromoléculas, sendo a primeira lectina a ser purificada e
cristalizada por James B. Sumner em 1919, a partir da fracdo de globulinas. Este feito a
consagrou como a lectina mais estudada e caracterizada até hoje. Devido a sua caracterizagdo
inicial e semelhanca estrutural, as demais lectinas da subtribo Diocleinae sdo denominadas
"ConA-like" (Lagarda-Diaz, Guzman-Partida & Vazquez-Moreno, 2017; Cavada et al., 2019a).

Em 1974, a sequéncia completa de aminodcidos da ConA foi determinada por meio de
degradacao de Edman e foi simultaneamente confirmado por dados cristalograficos obtidos por
difracdo de raios X, revelando que ela é composta por 237 aminoacidos dispostos em duas
grandes folhas [ antiparalelas, o que consagrou a ConA como a primeira lectina com sequéncia
completa e estrutura tridimensional determinadas. A mesma publica¢do também estabeleceu o
local exato de clivagem da cadeia polipeptidica durante o seu processamento pds-traducional
(Cavada et al., 2018; Cavada et al., 2019b). Em 1983, foi elucidado que sua biossintese envolve
uma modificacdo pos-traducional complexa: a proteina € inicialmente sintetizada como uma
pré-pré-lectina, que sofre clivagens proteoliticas sequenciais para gerar a pré-lectina,
precursora da lectina nativa. Tal processamento € chamado de permutacio circular (Cavada et

al., 2019b).

1.6.2 Purificagdo e afinidade de ligagdo

Sua purificacdo € dada por cromatografia de afinidade em matriz Sephadex, geralmente
utilizada a G-50, onde o pico ndo retido € eluido com a solucao de equilibrio, e a proteina ligada
a resina € eluida por alteracdo do pH do meio, utilizando um tampao acido suave, como a
glicina-HCI, pH 2,6 ou por competi¢do utilizando um carboidrato inibidor com maior
molaridade, como a manose 0,1 M. Outra maneira de purificar a ConA € utilizando um sistema

aquoso de duas fases (ATPS) e ambos métodos resultam em um alto grau de pureza da amostra
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(Cavada et al., 2019a). Seu perfil eletroforético € composto por trés bandas de peso molecular
aparente € de 25, 13 e 12 kDa e ndo possui glicosilagdes em sua estrutura. (Souza Teixeira et
al., 2012)

A ConA apresenta especificidade para os monossacarideos manose e glicose. Estudos
demonstraram que os grupos hidroxila nas posi¢des C-3, C-4 e C-6 da manose sdo cruciais para
a interacdo com a lectina, enquanto a hidroxila em C-2 ndo ¢ essencial. O o-metil-D-
manopiranosideo (aMM), um monossacarideo altamente especifico para a ConA, é capaz de
inibir a atividade lectinica em menores concentracdes, refletido pela baixa energia livre de
ligacdo. Além de monossacarideos, a ConA também reconhece e se liga a dimanosideos,
trimanosideos e glicoconjugados complexos que possuem residuos de Mana (o-manose) ou

Glca (a-glicose) nas extremidades terminais e semi-terminais (Cavada et al., 2018a).

1.6.3 Estrutura tridimensional

A obtenc¢do de cristais de ConA foi relatado desde o seu isolamento inicial em 1919
(Sumner, 1919). Desde entdo, diversos estudos de cristalizacdo e co-cristalizacdo foram
conduzidos, permitindo a elucidagdo, por difracdo de raios X, de caracteristicas estruturais
importantes, como as dimensdes do grupo espacial, da célula unitdria, localizacdo e o arranjo
dos dominios de reconhecimento a carboidratos (CRDs) e dos sitios de ligagdo a metais (MBSs)
(Figura 7), além da identifica¢do da cavidade hidrofébica. Essas andlises cristalogréficas foram
cruciais para validar as caracteristicas fisico-quimicas previamente descritas para a ConA,
confirmando sua dependéncia de metais para a atividade e a influéncia do pH em seu estado de
oligomerizacdo: em pHs inferiores a 5,8, a ConA se apresenta como um dimero, enquanto que
em valores de pHs superiores, ela se associa em um tetramero (Cavada et al., 2018; Cavada et
al., 2019a).

Na estrutura monomérica da ConA (Figura 7), o CRD esta localizado em uma depressao
na superficie da proteina. Este sitio é composto pelos residuos de aminodcidos Asp14, Leu99,
Tyr100, Gly98, Ala207, Asp208 e Arg228, que interagem com carboidratos por meio de
ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas, conferindo a especificidade de ligagdo. Na
vizinhanca do CRD encontra-se o MBS (Figura 7), que acomoda dois ions metélicos: um fon
manganés (Mn?*), coordenado pelos residuos Glu8, Asp10, Asp19, His24 e duas moléculas de
dgua; e um fon Ca?*, coordenado por Asp10, Tyr12, Asnl4, Asp19 e também duas moléculas

de dgua. A presencga desses cdtions € essencial para a manutengdo da conformacdo “cis” da
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ligacdo peptidica entre o dipeptideo Ala207-Asp208. Essa conformacao, por sua vez, modula o
arranjo espacial do CRD, sendo que a auséncia dos metais resulta na perda da capacidade da
lectina de reconhecer e se ligar a carboidratos. (Loris, 1998; Cavada et al., 2019b). Além do
CRD e do MBS, a ConA apresenta um sitio hidrofébico adicional pouco explorado (Delatorre

et al., 2007).

Figura 7 - Estrutura tridimensional da ConA complexada com trimanosideo (PDB ID: 1CVN). O trimanosideo
interage com o CRD que ¢ estabilizado pelo MBS, os fons célcio (verde) e manganés (roxo) sdo mostrados ao

fundo. A: Representacdo monomérica. B: Representacdo tretamérica.

Fonte: Autor. Créditos: Discovery Studio Vizualizer e Biorender.

Delatorre e colaboradores (2007), ao resolverem a estrutura cristalografica da lectina
das sementes de Canavalia gladiata (CGL) (PDB ID: 2D7F) (Figura 8), descreveram um sitio
hidrofébico altamente conservado em lectinas semelhantes a ConA (Tabela 1). A anéalise
revelou a presenca de um aminodcido ndo proteico, o acido o-aminobutirico (AABA),
interagindo entre os dimeros candnicos da CGL. Essa interacdo contribui para a estabilizagao
eletronica da regidao. Os residuos de aminodcidos que compdem este bolso hidrofébico incluem
Asnl24, Alal25, Leul26 e Vall79 de um mondmero, além de GInl137 e Aspl139 de outro
monomero do dimero. A presenca do AABA foi correlacionada com um aumento na resposta
de hipersensibilidade, sugerindo um possivel papel adicional da lectina na defesa da planta.
Essa descoberta abre novas perspectivas para a compreensao da funcao das lectinas ConA-like,

levantando a possibilidade de que esse sitio de ligacdo a aminodcidos, frequentemente
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negligenciado em relacdo a atividade primdria do CRD, desempenhe um papel bioldgico

relevante.

Figura 8 - Estrutura tridimensional da CGL (PDB ID: 2D7F), enfatizando a presenca do AABA na interface do

dimero canonico das lectinas ConA-like.

AABA

Fonte: Autor. Créditos: Discovery Studio Vizualizer e Biorender.

Tabela 1 - Residuos de aminoacidos que compdem o bolso hidrofébico do AABA, mostrando a conservagio de
sequéncia nas lectinas ConA-like. Em vermelho, os aminodcidos ndo conservados em relag@o ao sitio de ligagao

original do AABA.

LECTINAS RESIDUOS
C. gladiata - CGL Asnl24 | Alal25 | Leul26 | GIn137 | Asp139 | Vall79
C. ensiformis - ConA Asnl24 | Alal25 | Leul26 | GIn137 | Asp139 | Vall79
C. brasiliensis - ConBr Asnl24 | Alal25 | Leul26 | GIn137 | Asp139 | Vall79
C. maritima - ConM Asnl24 | Alal25 | Leul26 | GIn137 | Aspl139 | Vall79
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C. boliviana - Cbol Asnl24 | Alal25 | Leul26 | GIn137 | Aspl139 | Vall79

C. bonariensis - CaBo Asnl24 | Alal25 | Leul26 | GIn137 | Asp139 | Vall79

C. grandiflora - ConGF Asnl24 | Alal25 | Leul26 | GInl137 | Aspl139 | Vall79

C. virosa - ConV Asnl24 | Alal25 | Leul26 | GIn137 | Asp139 | Vall79

Dioclea lasiocarpa - DLL | Asnl24 | Ser125 | Leul26 | Prol37 | Aspl139 | Vall79

D. lasiophylla - DlyL Asnl24 | Ser125 | Leul26 | Prol137 | Asp139 | Vall79
D. reflexa - DrfLL Asnl24 | Ser125 | Leul26 | Prol37 | Aspl139 | Vall79
D. violaceae - DVL Asnl24 | Ser125 | Leul26 | Prol37 | Aspl139 | Vall79
D. virgata - Dvir Asnl24 | Ser125 | Leul26 | Prol37 | Asp139 | Vall79

1.6.4 Atividades biologicas

Historicamente, a ConA foi utilizada como ferramenta padrdo em ensaios biolégicos,
logo possuindo numerosas investigagdes, revelando uma diversidade de atividades bioldgicas
(Figura 9). Por exemplo, ela exerce um papel dual na resposta imune, atuando tanto como
promotora quanto como inibidora da inflamag¢do. Quando administrada localmente, induz
edema e recrutamento de neutréfilos, caracteristicas tipicas de uma resposta inflamatéria aguda.
No entanto, a administracdo sist€émica da lectina pode resultar em um efeito anti-inflamatério,
sugerindo a existéncia de mecanismos complexos que modulam sua a¢do imune (Cavada et al.,
2018).

Além da via de aplicacio da ConA em ensaios, sua concentragdo deve ser
cuidadosamente controlada. Estudos demonstraram que doses iguais ou superiores a 50 pg/mL
podem induzir efeitos toéxicos nos hepatdcitos in vitro e causar danos sist€émicos adversos em
camundongos in vivo. Portanto, o uso racional e controlado € essencial para alcancar resultados
benéficos (Chen et al., 2020; Zhao et al., 2023).

A ConA ¢ reconhecida por sua potente capacidade de estimular a proliferacdo de
linfécitos T, atuando como um mitégeno. Essa atividade € atribuida a sua alta afinidade por

carboidratos presentes na superficie celular, desencadeando uma cascata de sinalizacdo que
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culmina na ativacdo celular. A mitogenicidade da ConA a torna uma ferramenta valiosa em
estudos imunoldgicos e abre perspectivas para seu uso em terapias imunomoduladoras (Huldani
etal.,2022). A ConA também foi investigada como um potencial agente anticancerigeno devido
a sua capacidade de induzir apoptose e autofagia em células tumorais. A ligacdo da lectina a
glicoproteinas presentes na membrana plasmdtica de células cancerigenas pode desencadear
mecanismos que levam a morte celular (Huldani et al., 2022).

Estudos demonstram ainda, que a ConA possui atividade antibacteriana, antifingica e
antibiofilme. O mecanismo proposto para essa a¢do envolve a ligacdo da lectina a glicanos
presentes na superficie celular dos microrganismos, interferindo em processos essenciais para
sua sobrevivéncia (Cavada et al., 2018). Embora menos explorados que as investigacdes
anteriormente descritas, os efeitos da ConA no sistema nervoso central sdo promissores.
Pesquisas indicam que a lectina pode influenciar o crescimento neuronal, a regeneracao axonal
e na plasticidade sindptica (Araujo et al., 2020). No entanto, a maioria destes estudos demonstra
que a pré-incubacdo da ConA com seus carboidratos especificos inibe parcialmente ou
totalmente seus efeitos, sugerindo que a atividade do CRD ¢é fundamental para suas respostas
bioldgicas (Cavada et al., 2018). Toda via, a exploracdo de sitios secundérios da ConA pode
auxiliar no desenvolvimento de novas metodologias e aprofundar o conhecimento sobre os
efeitos da ConA no sistema nervoso central potencializando seus efeitos terapéuticos e

reduzindo o risco de efeitos colaterais.
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Figura 9 - Representacdo de algumas atividades bioldgicas descritas para a ConA.
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Fonte: Autor. Créditos: Biorender.
1.7 Modelo de estudo: células PC12

Estudos recentes sobre neurotoxicidade em doencas do sistema nervoso dependem
principalmente de modelos in vivo. Esses experimentos estao associados a questdes éticas, além
de serem onerosos, trabalhosos e, por vezes, levar a resultados que exigem interpretagdo
adicional. Toda via, métodos in vitro, sao formas relativamente rapidas e menos exigentes de
testar produtos quimicos e moléculas ativas quanto as suas propriedades neurotdxicas e
capacidades neuroprotetoras (Bal-Price et al., 2018; Wiatrak et al., 2020).

As células PC12, derivadas de um feocromocitoma adrenal de rato (Greene & Tischler,
1976), representam uma linhagem celular amplamente utilizada em pesquisas biomédicas, com
destaque para as dreas de neurociéncia e toxicologia. Sua relevancia reside na capacidade de
mimetizar aspectos fisiolégicos e bioquimicos de neuronios, oferecendo um modelo in vitro
robusto e versatil.

Por serem oriundas de um tumor da glandula adrenal que secreta catecolaminas, as

células PC12 possuem a capacidade de armazenar e secretar dopamina e norepinefrina,
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neurotransmissores que desempenham papéis cruciais na comunicacao entre 0s neurénios € em
diversas fungOes cerebrais (Greene & Tischler, 1976). Outra caracteristica crucial € sua origem
celular monoclonal que garante uniformidade genética, o que simplifica a interpretacdo dos
resultados experimentais e reduz a variabilidade. Essa caracteristica, aliada a sua capacidade de
mimetizar neurdnios em cultura, as torna ideais para investigar mecanismos de morte celular
neuronal em condi¢des como doencas neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson) e lesdes
cerebrais (Greene & Tischler, 1976; Oprea et al., 2022).

Adicionalmente, as células PC12 sdo empregadas para avaliar a toxicidade de diversas
substancias (neurotoxinas) sobre os neurdnios, contribuindo para o desenvolvimento de terapias
neuroprotetoras (Figura 10). Sua versatilidade permite aos pesquisadores explorar tanto os
mecanismos basicos da fun¢do neuronal quanto os processos patologicos complexos envolvidos
em doencas neuroldgicas. (Greene & Tischler, 1976; Xie et al., 2023).

As células PC12 podem ser divididas em dois tipos, diferenciadas e indiferenciadas,
quanto ao modelo de cultivo. As células PC12 indiferenciadas sdo aglomerados de células
flutuantes, pequenas, de formato irregular, ou células dispersas levemente aderidas (Xie et al.,
2023). Elas sao cultivadas em um ambiente sem a adi¢do de fatores de crescimento, como o
fator de crescimento nervoso (NGF). Nessas condi¢des, elas mantém suas caracteristicas
intrinsecas, como a capacidade de sintetizar e armazenar catecolaminas. Essas células
apresentam um fen6tipo mais semelhante a células cromafins, precursoras das células neuronais

(Wiatrak et al., 2020).
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Figura 10 - Modelo de ensaio neuroprotetor in vitro utilizando células PC12.
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Fonte: Autor. Créditos: Biorender.

Quando cultivadas na presenca de fatores de crescimento, como o NGF, as células PC12
sofrem um processo de diferenciacio, adquirindo caracteristicas semelhantes as de neurdnios.
Esse processo é acompanhado por mudancas morfolégicas, como a formacdo de
prolongamentos denominados neuritos, que se assemelham a axonios e dendritos de neurdnios.
Além disso, as células PC12 diferenciadas passam a expressar diferentes neurotransmissores,
como a acetilcolina, e desenvolvem a capacidade de estabelecer comunicacdo sindptica
(Tominami et al., 2024).

Ademais, a membrana das células PC12 possuem receptores NMDA como receptores
que regulam a neurotransmissao excitatoria. A falha dessa conducdo nervosa mediada por esses
receptores pode levar ao envelhecimento cerebral precoce, danos a neuroplasticidade e
disfuncdo cognitiva. Assim, tornando as células PC12 um modelo valioso e versatil para estudos
que visam reverter e modular a neurotoxicidade do glutamato (Xie et al., 2023). Outra
alternativa, é a utilizacdo das células PC12 em modelos neurobiolégicos mais complexos,
incluindo o uso de co-culturas com outros tipos de células. Devido a presenca de receptores
TLR4 (Toll-like receptor 4), as células PC12 sdo utilizadas, entre outros, para o estudo da

neuroinflamagdo, especialmente através de co-culturas com microglia ou astrécitos, onde a
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resposta inflamatdria € potencializada pela secrecdo de citocinas pré-inflamatérias como, IL-1

e IL-6 (de Almeida et al., 2020; Wakulik et al., 2020).
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2. HIPOTESE

Hipotetizamos que o glutamato pode interagir diretamente com o sitio de liga¢do de
aminodcidos da ConA e essa interacdo reduzird a disponibilidade extracelular de glutamato,

protegendo as células PC12 da excitotoxicidade independentemente da atividade do CRD.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito neuroprotetor in vitro da lectina de C. ensiformis (ConA) via sitio de
ligacdo a aminoacidos frente a excitotoxicidade glutamatérgica em células da linhagem PC12

Adh e comprovar in silico a interacao ConA-glutamato.

3.2 Objetivos especificos

Investigar a interagdo molecular entre o glutamato e a ConA;

Demonstrar o efeito neuroprotetor da ConA em células PC12 expostas a concentracao
téxica de glutamato;

Elucidar o papel do dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) na atividade
neuroprotetora da ConA;

Investigar a influéncia do sitio de ligacdo a aminodcidos na atividade neuroprotetora da
ConA;

Analisar se as atividades do sitio de ligagdo de aminodcidos e do CRD sao independentes
e mutuamente ndo interferentes;

Quantificar a interagdo do glutamato com o sitio de ligacdo a aminodcidos da ConA.
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4. CAPITULO 2: ARTIGO PUBLICADO

Este capitulo apresenta uma versdo adaptada para o portugués do artigo originalmente
publicado na International Journal of Biological Macromolecules, periédico com fator de
impacto 7.7. O contetddo foi ligeiramente modificado para assegurar a conformidade com as
diretrizes de direitos autorais da revista mantendo a integridade da pesquisa e seguindo as
normas académicas da Universidade Federal do Cearda (UFC). O artigo original pode ser

acessado em: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2025.143463.
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Resumo

O L-glutamato € o principal neurotransmissor excitatério no cérebro. No entanto, niveis
excessivos de L-glutamato levam a um fendmeno conhecido como excitotoxicidade mediada
por L-glutamato, que estd associado a varias doencas como Alzheimer e Parkinson. Moléculas
que modulam a excitotoxicidade por L-glutamato sdo de grande interesse, especialmente
aquelas derivadas de plantas com propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Nesse
contexto, a lectina de Canavalia ensiformis (ConA) € utilizada como ferramenta modelo entre
as lectinas para estudos no sistema nervoso central. Assim, este estudo teve como objetivo
analisar in vitro o potencial efeito neuroprotetor da ConA contra a excitotoxicidade
glutamatérgica e in silico elucidar qual dominio proteico e mecanismos estao envolvidos. Para
isso, foram utilizadas ConA nativa e desmetalizada. Ambas as formas de ConA foram testadas
quanto a citotoxicidade e, posteriormente, em ensaios de neuroprotecao usando células PC12.
Metodologias de docking molecular e espectroscopia de fluorescéncia também foram
empregadas. Como resultados, a ConA demonstrou biocompatibilidade com células PC12, ndo
possuindo citotoxicidade nas concentracdes testadas (1-50 mM), e as protegeu da
excitotoxicidade glutamatérgica na concentragdo de 15,6 ug/mL. Foi observado um aumento
significativo na viabilidade celular, subindo de 80% no grupo exposto ao glutamato para niveis
acima de 90% apOs pré-incubacido com a lectina. Além disso, verificamos que o dominio de
reconhecimento de carboidratos ndo estava envolvido no processo de neuroprote¢do, um
resultado corroborado por ensaios de afinidade e ligacdo, onde evidenciamos o envolvimento
do sitio de ligacdo de aminodcidos no efeito neuroprotetor. Nossas descobertas concluem que
a ConA possui potencial neuroprotetor contra a excitotoxicidade glutamatérgica em células
PC12, por meio de um mecanismo de sequestro de L-glutamato mediado pelo sitio de ligagdo

de aminoacidos.

Palavras-chaves: Canavalia ensiformis; excitotoxicidade glutamatérgica; células PC12; sitio

de ligacdo de aminodcidos; desmetalizada.
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4.1 Introducao

O L-Glutamato € o principal neurotransmissor excitatério no cérebro, desempenhando
papéis cruciais na cogni¢do, aprendizagem, memoria, dor, emog¢do e regulacio motora (Pal,
2021). Como principal mediador da excitacdo neuronal, o L-glutamato atua por meio de varios
receptores distribuidos por todo o sistema nervoso central. Esses receptores sdo categorizados
em dois tipos principais: receptores ionotropicos (iGluRs) e receptores metabotropicos
(mGluRs). Os iGluRs sdo canais i6nicos dependentes de ligante que incluem os receptores
NMDA, AMPA e kainato, enquanto os mGluRs sdo receptores acoplados a proteina G
(Martami & Holton, 2023).

Niveis excessivos de L-glutamato podem causar a superativacao dos receptores de L-
glutamato, levando a um acimulo de altas concentracdes intracelulares de célcio, ativagao de
cascatas apoptoticas e, por fim, a morte celular. Esse processo é conhecido como
excitotoxicidade mediada por L-glutamato (Martami & Holton, 2023; Ge et al., 2022).
Desregulacdes na homeostase glutamatérgica tém sido implicadas em vérias doencgas
neuroldgicas, incluindo acidente vascular cerebral isquémico e hemorrdgico, aneurisma,
esclerose lateral amiotréfica (ELA), glioma e doenga de Parkinson (Pal, 2021; Martami &
Holton, 2023; Ge et al., 2022; Kawakita et al., 2022).

Moléculas que modulam as cascatas de sinalizagdo intracelular envolvidas na
excitotoxicidade por L-glutamato podem potencialmente mitigar as causas primdrias da morte
neuronal. Consequentemente, metabdlitos vegetais, particularmente aqueles com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatoérias, t€ém sido extensivamente investigados como potenciais
agentes terapéuticos para doencas neuroldgicas (Lima Pereira et al., 2017; Ferreira et al., 2023;
Dos Santos Souza et al., 2018; Ferreira et al., 2021).

As lectinas vegetais sdo um grupo diversificado de proteinas nao imunoldgicas capazes
de reconhecer e se ligar especificamente a carboidratos e glicoconjugados (Van Damme, 2022).
A Concanavalina A (ConA), uma lectina extraida das sementes de Canavalia ensiformis (L.)
DC. (feijao-de-porco), exibe afinidade por manose e glicose e foi a primeira lectina a ser
purificada e caracterizada estruturalmente (Huldani et al., 2022).

Desde a década de 1990, a ConA tem servido como um modelo valioso para estudar o
isolamento de proteinas sindpticas (Partin et al., 1993), liberacdo de neurotransmissores

(Boehm & Huck, 1998), neuroplasticidade (Lin & Levitan, 1991), vias de sinalizacdo

intracelular associadas a neuroprotecao (Li et al., 2022) e os mecanismos subjacentes a ligagdo
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e modulacdo de receptores glutamatérgicos (Fay & Bowie 2006). Embora estudos anteriores
tenham se concentrado principalmente nas propriedades de reconhecimento lectina-carboidrato
das lectinas, essas investigacdes oferecem uma visdo limitada. Lectinas ConA-like t€ém sido
relatadas por possuirem um sitio de ligacdo adicional, denominado sitio de ligacdo de
aminodcidos, que também pode estar envolvido em diversas atividades biolégicas (Delatorre et
al., 2007).

O primeiro relato desse sitio de ligacio de aminodcidos foi baseado na estrutura
cristalografica da lectina de Canavalia gladiata, que revelou uma interacdo entre o acido o-
aminobutirico (AABA) e residuos especificos (Asnl124, Alal25, Leul26, GInl137, Aspl139 e
Val179). Essa interacao foi caracterizada por uma densidade eletronica estdvel dentro das algas
dessa regido (Delatorre et al., 2007). Com base nesse achado, Delatorre e colegas (2007)
levantaram a hipétese que outros aminodcidos ndo proteicos, estruturalmente semelhantes ao
AABA, poderiam se ligar a essa regido. Isso inclui isdmeros de AABA, dcido B-aminobutirico
(BABA), 4cido y-aminobutirico (GABA), e até mesmo o L-glutamato, dado seu papel como
principal precursor da sintese de GABA.

Diante do exposto, este estudo investigou in vitro o potencial efeito neuroprotetor da
ConA contra a excitotoxicidade mediada por L-glutamato em células de feocromocitoma

murino, e in silico a elucidacdo do possivel envolvimento do sitio de ligacdo de aminodcidos.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Produtos quimicos e reagentes

O Cloreto de sédio (S9888), Cloreto de célcio (C5080), Cloreto de magnésio (449164),
Sephadex G-75 (G75120), albumina de soro bovino (A7030), tripsina (T4799), acido
etilenodiaminotetracético (E9884), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazélio brometo
(475989), dodecil sulfato de soédio (71736), a-metil-D-mannopiranosideo (67770) e L-
glutamato (G8415) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EUA. O Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco foi obtido da Gibco (Grand Island, Erie Co., NY, EUA), enquanto a
L-glutamina, soro fetal bovino inativado (FBS), soro equino inativado (HS), penicilina e

estreptomicina foram adquiridos da Cultilab, SP, Brasil.

4.2.2 Purifica¢do da lectina de C. ensiformis — ConA
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A purificagdo da lectina da C. ensiformis foi realizada de acordo com Santos e
colaboradores (Santos et al., 2021). As sementes foram obtidas da empresa Pirai Sementes (SP,
Brasil) e subsequentemente moidas em um moinho elétrico até a obtencdo de um pé de
granulacdo fina, conhecido como farinha. Em seguida, as proteinas totais da farinha foram
extraidas com solu¢@o de NaCl 0,15 M por 4 horas, na propor¢do de 1:10 (m/v).

Logo apds, a solucdo foi centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente (25 °C) e o sobrenadante, denominado extrato bruto, foi filtrado através de papel de
filtro qualitativo 80g, 40x40 cm (Cequimica Ltda, Cear4, Brasil) e coletado. Subsequentemente,
10 mL do extrato bruto de C. ensiformis foram aplicados a uma coluna de Sephadex G-75 (5 x
10 cm) previamente equilibrada com NaCl 0,15 M, contendo 5 mM de CaCl. e MgClz. Apds a
remog¢ao completa da fracdo nao retida, a fracdo retida foi eluida com glicina 0,1 M pH 2,6.
Todas as fracdes foram coletadas em tubos de ensaio com 1,5 mL a uma vazio de 30 mL.h"!, e
as aliquotas foram monitoradas em um espectrofotdometro a 280 nm (Genesys 10S UV—Vis
spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA).

Ap6s o processo de purificagdo, a lectina foi dialisada (Dialysis sacks D6066 Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, EUA) com dgua destilada por um periodo de 10 horas sob agitacio
constante, por meio de um agitador magnético (C-MAG, Cequimica Ltda, Ceard, Brasil), com
a agua sendo trocada a cada hora. Em seguida, foi liofilizada (Liotop Freeze Dryer L101,
Liobras, Brasil) para os testes restantes. A pureza da amostra da lectina foi avaliada por
eletroforese em SDS-PAGE a 12,5% conforme descrito por Laemmli (1970). A concentragdo
de proteinas soldveis totais foi estimada pelo método de Bradford (1976) usando albumina de

soro bovino (BSA) como proteina padrao.

4.2.3 Inativacdo do dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD)

A lectina de C. ensiformis (ConA) foi solubilizada em 4gua destilada na proporcao de
I:1, sendo 10 mg em 10 mL (p/v), e extensivamente dialisada contra dacido
etilenodiaminotetracético (EDTA), na proporc¢do de 1:100 (v/v) por 10 horas. A solugdo do
agente quelante foi substituida a cada hora por uma nova. Todo o processo foi auxiliado por um
agitador magnético. Posteriormente, a ConA foi dialisada contra d4gua destilada para remover o
excesso de EDTA e preparar a amostra para ser novamente liofilizada e utilizada em ensaios

bioldgicos.
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A atividade hemaglutinante da amostra desmetalizada foi verificada. As amostras foram
solubilizadas em NaCl 0,15 M na concentracdo de 125 ug/mL, e o ensaio foi realizado com
eritrocitos de coelho nativos (ndo tratados enzimaticamente) a 3%. Para fins de comparacao, a

ConA nativa foi utilizada seguindo 0os mesmos parametros.

4.2.4 Cultura e tratamentos das células PC12

A linhagem celular de feocromocitoma murino PC12 Adh foram adquiridaa do Banco
de Células ATCC. Essas células foram cultivadas em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 10% de soro fetal bovino inativado (SFB),
10% de soro equino inativado (HS), 1% de penicilina e 1% de estreptomicina.

As células PC12 foram cultivadas em placas de poliestireno (TPP, Trasadingen, Suiga),
com trocas de meio a cada 48 horas até atingirem a confluéncia. Em seguida, as células foram
descoladas da placa usando uma solucao de 0,05% de tripsina e 0,02% de EDTA diluida em
PBS. Posteriormente, as células foram plaqueadas em placas de cultura de poliestireno de 96
pocos (Kasvi, Brasil) a uma densidade de 1x10* células/cm? e mantidas em estufa com
atmosfera umidificada de 95% de ar e 5% de CO> a 37 °C por 24 horas (Heracell Vios 160i,
Thermo Fisher Scientific, EUA) (Pereira et al., 2017). Apds 24 horas, o meio foi trocado e a
ConA e/ou L-glutamato, diluidos em meio sem soro, foram adicionados diretamente a cultura

de células PC12. O grupo controle negativo recebeu apenas meio sem Soro.

4.2.5 Ensaio de viabilidade celular

A citotoxicidade da ConA (nas suas formas nativa e desmetalizada) e do L-glutamato
em células PC12 foi determinada utilizando o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazélio
brometo (MTT). As células PC12 foram cultivadas por 24 horas em placas de 96 pocos (TPP,
Trasadingen, Suica). O meio de cultura foi removido, e as células foram tratadas com
concentracoes crescentes de L-glutamato (1; 5; 10; 20; 30; 40 e 50 mM) e de lectina nativa e
desmetalizada (15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL). O grupo controle negativo foi
mantido em meio de cultura sem soro.

O ensaio de MTT foi realizado 24 horas apds os tratamentos. Uma solucdo de MTT (100
uL) foi diluida em meio DMEM e adicionada a cada poco para uma concentracdo final de 1

pg/mL. As placas foram incubadas por 2 horas em uma atmosfera umidificada com 5% de CO»
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a 37 °C. Apos esse periodo, o sobrenadante foi descartado e 100 uL. de dodecil sulfato de sddio
puro (SDS) foram adicionados para lisar as células e solubilizar o formazan. Formazan é um
produto colorido resultante da reducdo de sais de tetrazdlio, como o MTT, por enzimas
mitocondriais ativas dentro das células vivas. A quantidade de formazan formada ¢é
proporcional ao ndmero de células vidveis. Apds 12 horas em temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas a 595 nm (Thermo Varioscan, Finlandia).
A 1nibicdo da redu¢do do MTT indica diminui¢do da viabilidade celular (Mosmann, 1983). Os

experimentos foram realizados em triplicata e repetidos em trés dias diferentes.

4.2.6 Ensaio de neuroprotegdo

Para avaliar o efeito neuroprotetor da ConA (nas suas formas nativa e desmetalizada)
contra a excitotoxicidade induzida por L-glutamato, células PC12 foram cultivadas por 24 horas
em placas de 96 pocos. A lectina, tanto na forma nativa quanto na desmetalizada, em
concentracdes de 15,625; 31,25; 62,5 e 125 ug/mL, foi incubada por 1 hora com 10 mM de L-
glutamato. Em seguida, o meio de cultura foi removido, e as células foram tratadas
concomitantemente com ConA nativa e L-glutamato, e ConA desmetalizada e L-glutamato.
Ambas as solugdes foram diluidas em meio sem soro. O grupo controle de toxicidade positiva
recebeu apenas 10 mM de L-glutamato, e o controle negativo foi mantido apenas com meio de
cultura suplementado sem soro. O efeito da lectina e suas formas nativa e desmetalizada contra
o dano neuronal induzido por L-glutamato foi medido usando o teste de MTT, conforme
descrito anteriormente. A morfologia das células no ensaio de excitotoxicidade por L-glutamato

também foi analisada por microscopia de contraste de fase.

4.2.7 Ensaio de neuroprotecdo na presenga de carboidrato

Para avaliar se a atividade neuroprotetora da ConA € independente do dominio de
reconhecimento de carboidratos, o ensaio de MTT foi repetido conforme descrito
anteriormente, com a adi¢do do carboidrato o-metil-D-mannopiranosideo (aMM).
Primeiramente, uma curva de toxicidade foi delimitada para verificar se o carboidrato nas
concentragdes de (6,25 e 12,5 M) apresentava toxicidade para as células PC12. Apds a escolha
da concentrac¢do ideal de aMM que ndo fosse toxica para a cultura celular e fosse capaz de inibir

a atividade dalectina, a ConA (15,6 pg/mL) em suas formas nativa e desmetalizada foi incubada
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por 1 hora com aMM 6,25 mM e 10 mM de L-glutamato, sendo entdo adicionados

concomitantemente a cultura celular.

4.2.8 Atividade hemaglutinante e inibicdo na presenca de L-glutamato

Os ensaios de hemaglutinacdo foram realizados conforme descrito por Santos e
colaboradores (Santos et al., 2019), com algumas adaptagdes, utilizando dilui¢des seriadas de
eritrocitos nativos de coelho a 3% e adicionando a concentragdo téxica escolhida de L-
glutamato (10 mM). Os resultados foram expressos em unidades hemaglutinantes (HU), onde
uma HU representa a concentracio minima de proteina (mg/mL) necessdria para induzir a
formacgdo de uma rede de células aglutinadas, visivel a olho nu.

A especificidade de ligacdo da lectina a carboidratos foi definida como a menor
concentracdo de acucar capaz de inibir completamente a aglutina¢do. Diluicdes seriadas
(concentracdo inicial de 100 mM) de a-metil-D-mannopiranosideo (aMM) foram preparadas
em solucdo fisioldgica. ConA (4 HU) e a concentragdo toxica designada de L-glutamato (10
mM) também foram adicionadas a cada diluicdo. Variacdes na atividade hemaglutinante,
inibicdo da atividade hemaglutinante e viabilidade dos eritrécitos foram avaliadas, em

comparagdo com o grupo controle sem a presencga de L-glutamato.

4.2.9 Espectroscopia de fluorescéncia intrinseca

Para investigar a interacio ConA-L-glutamato, foram realizadas medi¢des de
espectroscopia de fluorescéncia intrinseca em um espectrofotometro de fluorescéncia Varian-
Cary Eclipse de estado estaciondrio, equipado com um sistema de controle de temperatura. Foi
utilizada uma solugdo de ConA (2,0 uM) em tampao Tris-HC1 50 mM pH 7,4 contendo NaCl
150 mM. Os residuos de aminodcidos aromaticos da ConA foram excitados a 290 nm, e os
espectros de emissdo de fluorescéncia foram registrados de 300 a 450 nm a 20 °C. O L-
glutamato foi titulado na solu¢do de ConA (ou ConA contendo 1 mM de aMM) para
concentragdes finais variando de 0,0 a 2,4 mM. As intensidades de emissdo foram corrigidas
para a fluorescéncia de fundo causada pelo tampao e substratos, para dilui¢@o e para efeitos de
filtro interno. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A constante de ligacdo
(Kb) e o nimero de sitios de ligacdo (n) foram estimados usando a relacdo (modelo de ligacdo

de um sitio):log(FO—F/F) = log(Kb ) + nlog(L-glutamato ou aMM) onde FO e F sdo as
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intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca de L-glutamato (ou aMM),

respectivamente (Lakowicz, 2000).

4.2.10 Docking molecular

Estudo de docking molecular foi conduzido utilizando o AutoDock 4.2.6 e o Autodock
Vina 1.1.2, ambos componentes do pacote de software AutoDockTools 1.5.7. A estrutura
tridimensional da ConA, com c6digo de acesso PDB 1CVN, foi obtida do Protein Data Bank
(PDB). A estrutura do ligante, L-glutamato, foi obtida do banco de dados ChemSpider.

A primeira etapa do docking consistiu na preparacao da proteina e do ligante, ou seja,
determinar a protonacdo, calcular as cargas e especificar a ligacdo do ligante e da proteina para
definir a posi¢ao da caixa de grade e suas dimensdes, utilizando o software AutoDock 4.2.6. A
caixa de grade foi delimitada como 42x52x34 A (X, y e z), com dimensdes 7,151, -1,828 e
15,162, respectivamente, utilizando os residuos de Asn124, Alal25, Leul26, GIn137, Asp139
e Vall79 do sitio de ligacao de aminoacidos da cadeia C como uma regido de ligacao especifica.

Subsequentemente, os arquivos de proteina e ligante foram salvos no formato PDBQT,
que € um pré-requisito para o docking usando o Autodock Vina 1.1.2 (Trott & Olson, 2010).
Cem execugOes individuais do algoritmo foram realizadas com diferentes combinacdes de
configuracdes de parametros ou configuracdes personalizadas. O algoritmo Lamarckiano foi
empregado em todas as simulagdes para otimizar a pose do ligante (Morris et al., 1998).
Imagens da interacdo de ligacao da proteina foram feitas usando o software Biovia Discovery

Studio 2024.

4.2.11 Andlise estatistica

Para as andlises estatisticas dos testes in vitro, empregou-se o software GraphPad Prism
6.0. Cada ensaio foi realizado em triplicata e repetido em trés momentos distintos. A anélise
dos dados foi feita por meio de ANOVA de uma via, complementada pelo teste post hoc de
Bonferroni. Nos ensaios de citotoxicidade, os resultados foram apresentados como média +
desvio padrao, tendo como referéncia o controle negativo (definido como 100% de viabilidade).
Ja para os testes de neuroprotecdo, os resultados foram expressos como média + desvio padrao
em relacdo ao grupo controle positivo de toxicidade (GLU). Adotou-se um nivel de

significancia de p <0,05.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Purificacdo da ConA

A lectina de C. ensiformis (ConA) foi purificada por cromatografia de afinidade
utilizando uma coluna de Sephadex G-75. A andlise eletroforética subsequente revelou um
perfil composto por trés bandas distintas com pesos moleculares de 25, 13 e 12 kDa (Figura
Suplementar 1). Esse padrao de multiplas bandas € atribuido a modifica¢des pds-traducionais,
uma caracteristica marcante de lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae, conforme ja relatado
(Cavada et al., 2019a; Cavada et al., 2019b).

Através do ensaio de hemaglutinacdo utilizando eritrécitos de coelho, a ConA nativa
exibiu um titulo de hemaglutinacdo de 32 HU, e sua atividade foi inibida pelo carboidrato aMM
com uma concentracdo inibitéria minima (MIC) de 6,25 mM. Em contraste, a ConA
desmetalizada apresentou uma atividade hemaglutinante residual significativamente menor (8
HU), e sua atividade nao foi inibida pelo carboidrato na concentragao de 100 mM (Tabela 2).

Essa diferenca nas atividades € atribuida ao fato de que as lectinas dependentes a metais,
como a ConA, sdo metaloproteinas que contém ions Ca** e Mn** em suas estruturas. Esses ions
metélicos, presentes no sitio de ligacdo de metais, contribuem para a formacdo de uma cavidade
hidrofébica que acomoda o carboidrato e estabiliza a conformacdo do dominio de
reconhecimento a carboidratos (CRD). A auséncia desses ions pode levar a desestabilizacao da
estrutura tercidria da proteina e a reducdo da afinidade pelo glicano (Osterne et al., 2017;

Cavada et al., 2019b).

Tabela 2 - Atividade hemaglutinante da ConA em suas formas nativa e desmetalizada, na presencga e auséncia de

L-glutamato.

Lectina! Atividade Inibicdo da

hemaglutinante (H.U.) hemaglutina¢io (MIC)?
ConA Nativa 32 6,25
ConA Desmetalizada 8 NI

Presenca de L-glutamato?
ConA Nativa 32 6,25
ConA Desmetalizada 8 NI
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1: ConA na concentragdo de 125 ug/mL.
2: L-glutamato na concentracdo de 10 mM.

3: a-metil-D-mannopiranosideo (aMM) na concentragdo de 0,1 M.

Cada cation bivalente (Mn?** e Ca?") interage com um conjunto especifico de residuos
de aminodcidos e moléculas de dgua, formando uma complexa rede de ligacdes coordenadas.
O Mn?* ¢ coordenado aos residuos Glu8, Asp10, Asp19 e His24, enquanto o Ca*" interage com
Tyrl2, Asnl4, Asp208 e Arg228. Uma molécula de dgua faz a ponte entre Asnl4 e Ca**, e outra
molécula de agua faz a ponte entre Asp208 e Ca**, formando uma liga¢do de hidrogénio com o
carbonila de Asp208. Essa interacdo induz uma mudanca conformacional crucial: a
isomerizacdo da ligacdo peptidica cis-trans entre os residuos Ala207 e Asp208 (conforme
ilustrado na Figura Suplementar 2). Essa alterac@o estrutural é essencial para a integridade do
CRD, pois posiciona adequadamente os residuos Asnl4 e Arg228, que sdo cruciais para a

ligacdo especifica de carboidratos (Loris et al., 1998).

4.3.2 Ensaio de citotoxicidade

O L-glutamato reduziu a viabilidade das células PC12 em todas as concentracdes
testadas (1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mM) (Figura 11). A concentra¢do de 10 mM de L-glutamato
diminuiu a viabilidade em aproximadamente 20% em comparagdao com o controle dentro de 24
horas, e esse nivel de toxicidade foi mantido até a maior concentracio testada. Portanto, L-
glutamato (10 mM) foi selecionado como a concentracdo mais apropriada para os ensaios
subsequentes de neuroprotecao.

Essa redugdo na viabilidade das células PC12 induzida pelo L-glutamato provavelmente
se deve tanto a desregulacao da atividade dos receptores de L-glutamato quanto a saturacao do
antiportador cistina/glutamato, o que leva a superproducio de espécies reativas de oxigénio.
Ambos os mecanismos podem, em ultima instincia, resultar em morte celular (Choi, 2020;

Prasansuklab, Brimson & Tencomnao, 2020).
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Figura 11 - Curva de toxicidade do L-glutamato em células PC12. A viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio de MTT 24 horas apds os tratamentos. Os experimentos foram feitos em triplicatas e em trés ocasides
diferentes. Os resultados foram expressos como porcentagem do controle (CT), considerado 100% onde a

significancia foi considerada (*p < 0,05, **p < 0,01 ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Concentracoes aproximadas de 10 mM sdo rotineiramente empregadas em ensaios de
citotoxicidade induzida por L-glutamato. Por exemplo, Chang et al. (2020) utilizaram 20 mM
de L-glutamato para induzir toxicidade em células PC12, enquanto Hu et al. (Hu et al., 2016)
administraram 25 mM de L-glutamato a células PC12 diferenciadas. Similarmente, Wang et al.
(2016) implementaram 20 mM de L-glutamato em células Y-79 diferenciadas. Esses achados
ressaltam a necessidade de concentracdes elevadas de L-glutamato em ensaios in vitro,
atribuiveis a fatores como a auséncia de mecanismos endégenos de recaptagdo de L-glutamato
inerentes ao cérebro, bem como disparidades na sensibilidade da linhagem celular. E de suma
importancia reconhecer que a viabilidade celular pode ser modulada por varidveis incluindo a
duragdo da incubagdo, a concentracdo de L-glutamato, o fenétipo da linhagem celular e o
nimero de passagens (Kritis et al., 2015; Chang et al., 2020; Hu et al., 2016; Wang et al., 2016).

A ConA nativa exibiu toxicidade nas concentracdes mais elevadas testadas (250 e 500
pg/mL), enquanto sua forma desmetalizada ndao induziu toxicidade quando adicionada a cultura
de células (Figura 12). Portanto, as concentragdes de 15,625, 31,25, 62,5 e 125 pg/mL foram
selecionadas para os ensaios de neuroprotecao. Nossos achados sugerem que o efeito citotoxico
da ConA em células PC12 é dependente do CRD. Esses resultados corroboram outros estudos
que mostram que a ConA exibe toxicidade e genotoxicidade em Drosophila melanogaster via

CRD (de Oliveira dos Santos et al., 2022). Adicionalmente, Huldani et al. (2022) demonstraram
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que a ConA exibe toxicidade em células tumorais, induzindo tanto vias dependentes quanto

independentes de caspase, promovendo autofagia.

Figura 12 - Curva de citotoxicidade da ConA em células PC12. (A) = Forma nativa. (B) = Forma desmetalizada.
A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio de MTT 24 horas apds o tratamento. Cada experimento foi feito
em triplicata e repetido em trés momentos diferentes. Os resultados foram apresentados como uma porcentagem
do controle (CT), que foi considerado 100% onde a significancia foi considerada (*p < 0,05, **p < 0,01 ANOVA

seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.3.3 Efeito neuroprotetor da ConA

Tanto a ConA nativa quanto a desmetalizada exerceram efeitos neuroprotetores contra
a excitotoxicidade induzida por L-glutamato na concentragdo de 15,6 pg/mL (Figura 13),
indicando que o efeito ndo é dose-dependente. A ConA desmetalizada elevou a viabilidade
celular para 95%, enquanto a ConA nativa atingiu 93%, em comparacdo com 80% nas células
expostas apenas ao L-glutamato. Esses achados indicam um potencial significativo para futuras
atividades neuroprotetoras. O efeito neuroprotetor observado neste experimento pode estar
relacionado a capacidade de algumas lectinas interagirem com aminodcidos em um sitio de
ligacdo especifico. Lectinas ConA-like possuem um sitio de ligagdo para o aminoacido nao
proteico AABA, como ja descrito para lectinas de Dioclea wilsonii (Rangel et al., 2012),
Cymbosema roseum (Rocha et al., 2011), C. gladiata (Delatorre et al., 2007) e C. brasiliensis
(Bezerra et al., 2011).

Portanto, acreditamos que a ConA pode ter interagido com o L-glutamato via seu sitio

de ligacdo de amino4cidos, protegendo assim as células PC12 da excitotoxicidade induzida por



54

L-glutamato. A atividade bioldgica observada provavelmente surge de uma competi¢ao pelo
sitio de ligagdo de aminoacidos na ConA. A ConA purificada apresenta o aminoacido AABA
ligado a esse sitio. No entanto, devido a maior disponibilidade e, possivelmente, maior
afinidade pelo glutamato, este aminodcido possa interagir com o mesmo sitio. Cada molécula
de ConA, sendo um tetramero, pode interagir com até quatro moléculas de L-glutamato. Cada
monodmero de ConA possui um sitio de ligacdo de aminodcidos, cuja acessibilidade € modulada
pela oligomerizagcdo dos dimeros, posicionando o sitio em uma regido interna da estrutura do

dimero.

Figura 13 - Ensaio de neuroprote¢do da ConA em células PC12. (A) = Forma nativa com 10 mM de glutamato.
(B) = Forma desmetalizada com 10 mM de glutamato. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT
24 horas ap0s os tratamentos. Triplicatas foram realizadas em trés ocasides distintas. Os resultados sdo comparados

ao glutamato (GLU) onde a significancia foi considerada (*p < 0,05, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Ao analisar o ensaio de neuroprote¢do por microscopia de contraste de fase (Figura 14),
as células neuronais PCI12 em condigdes controle exibiram uma morfologia poligonal,
formaram aglomerados, quase ndo apresentavam neuritos e permaneceram aderidas a
superficie, indicando viabilidade celular. Células expostas a 10 mM de L-glutamato, contudo,
mostraram uma redugdo na contagem celular, aumento do espacamento ¢ dano celular. No
entanto, quando as células PC12 foram pré-tratadas com ConA nativa ou desmetalizada antes
da exposi¢do ao L-glutamato, a morfologia e a viabilidade celular foram restauradas aos niveis

préximos do controle, sugerindo um efeito neuroprotetor. Os resultados presentes corroboram
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estudos anteriores que demonstram o potencial da ConA em pesquisa neurobioldgica (Partin et
al., 1993; Boehm & Huck, 1998; Lin & Levitan, 1991; Li et al., 2022; Fay & Bowie 2006;
Araujo et al., 2020). Contudo, a investigac¢do de efeitos neuroprotetores utilizando culturas de
células e lectinas vegetais permanece limitada, em contraste com os efeitos observados com
galectinas animais (Aragjo et al., 2020; Siew & Chern, 2018) e outros compostos naturais. Por
exemplo, Pereira et al. (2017) relataram efeitos neuroprotetores do extrato de Amburana
cearensis em células PC12, enquanto Dos Santos Souza et al. (2018) e Ferreira et al. (2021)

descreveram os efeitos benéficos da agatisflavona e da rutina em modelos de cultura neuronal.

Figura 14 - Ensaio de neuroprote¢do da ConA exclusivamente nas concentracdes que protegeram a cultura de
células PC12 da excitotoxicidade por L-glutamato. (A) = Ensaio de neuroprote¢do da ConA 15,6 pg/mL nas formas
nativa e desmetalizada com 10 mM de L-glutamato. Os experimentos foram realizados em triplicatas, em trés
ocasides distintas. A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio de MTT 24 h pds-tratamento. Os resultados
foram comparados ao L-glutamato (GLU) onde a significancia foi considerada (*p < 0,05, **p < 0,01 ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni). (B) = Andlise microscopica de células PC12 apds tratamento com 10 mM de L-
glutamato, 10 mM de L-glutamato com ConA nativa 15,6 pg/mL, 10 mM de L-glutamato com ConA
desmetalizada 15,6 pg/mL, ¢ controle negativo. Objetiva x40. Escala = 100 pm.
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Para investigar o papel do CDR no efeito neuroprotetor da ConA, empregamos o aMM,

um conhecido inibidor do CDR da ConA (Cavada et al., 2019a). Dado que a ConBr, uma lectina
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estruturalmente similar, exerce neuroprotecdo via seu CDR (Jacques et al, 2013),
hipotetizamos que o bloqueio do CDR da ConA atenuaria seu efeito neuroprotetor.

No entanto, a adicdo de aMM nao diminuiu a atividade neuroprotetora da ConA em sua
forma nativa nem desmetalizada, sugerindo que o CDR nao é essencial para este efeito (Figura
15). Nossas descobertas aprimoram a compreensao do efeito neuroprotetor da ConA, revelando
que ele ndo se deve primariamente a interacdo com carboidratos, mas sim a um mecanismo
alternativo: o sequestro de L-glutamato através do sitio de ligacdo de aminoécidos. Essa
conclusdo confirma nossa hipétese inicial e encontra suporte no estudo de Delatorre et al.
(2007), que demonstrou o potencial do sitio de ligacdo de aminodcidos para modular atividades
biolégicas. Portanto, nossos resultados desvendam um novo mecanismo de a¢do para a ConA
e lectinas ConA-like, expandindo significativamente a compreensao do papel dessas proteinas
em processos bioldgicos (Delatorre et al., 2013).

Andlises morfoldgicas (Figura 15) revelaram ainda que células PC12 tratadas com
ConA (tanto nativa quanto desmetalizada) exibiram um padrio de crescimento comparavel ao
grupo controle, o que demonstrou viabilidade celular. Este resultado sugere que, além de sua
capacidade de modular a disponibilidade de glutamato no meio extracelular, a ConA pode

exercer um efeito mitogénico significativo nessas células.
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Figura 15 - Ensaio de neuroprotecio da ConA com adicdo de aMM em células PC12. (A) = Curva de citotoxicidade
de aMM. A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio de MTT 24 h pés-tratamento. Triplicatas foram
realizadas em trés ocasides distintas. Os resultados foram comparados ao controle (CT) (*p < 0,05, ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni). (B) = Ensaio de neuroprote¢do da ConA 15,6 pg/mL nas formas nativa e
desmetalizada com 10 mM de L-glutamato e 6,25 mM de aMM. Os experimentos foram realizados em triplicatas,
em trés momentos distintos. Os resultados foram comparados ao L-glutamato (GLU) onde a significincia foi
considerada (*p < 0,05, **p < 0,01 ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). (C) = Andlise microscépica de
células PC12 ap6s tratamento com 10 mM de L-glutamato + 6,25 mM de aMM, 10 mM de L-glutamato com ConA
nativa 15,6 pg/mL + 6,25 mM de aMM, 10 mM de L-glutamato com 15,6 pg/mL de ConA desmetalizada + apenas
6,25 mM de aMM, 6,25 mM de aMM, e um controle negativo. Objetiva x40. Escala = 100 pm.
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Essa descoberta é consistente com estudos anteriores que demonstraram a influéncia da
ConA na neuroplasticidade e na promog¢ao do crescimento de neuritos (Lin & Levitan, 1991).
Além disso, Huldani et al. (2022) reconheceram a ConA como um potente agente mitogénico
em linfocitos € uma promissora molécula terapéutica. Li et al. (2022) observam que a atividade
mitogénica da ConA, no entanto, pode variar dependendo do tipo celular e das vias de
sinalizacdo envolvidas. Dada a natureza pioneira de nossos achados, este resultado representa
uma importante hipdtese que servird de base para futuros estudos. Especificamente, sdo
necessarias mais investigacoes para avaliar minuciosamente o potencial mitogénico da ConA

em células neurais, além de sua capacidade de modular o L-glutamato.
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4.3.4 Atividade hemaglutinante e inibicdo na presenca de L-glutamato

Os ensaios de hemaglutinacio e inibicdo por carboidrato foram replicados
suplementando a solucdo com L-glutamato (10 mM) (Tabela 2) contudo, nenhuma discrepancia
foi observada em comparacdo com o ensaio realizado na auséncia de L-glutamato. Isso
confirma que a atividade do CRD permanece inalterada pelo sitio de ligacdo de aminoacidos da
lectina. Delatorre et al. (2007), ao elucidar a presenca de AABA na estrutura da lectina de C.
gladiata, observaram que ele estava complexado com o carboidrato aMM, indicando que se
tratam de sitios distintos e que suas atividades ndo sdo correlacionadas, o que estd em

consonancia com nossos achados.

4.3.5 ConA se liga ao L-glutamato

A espectroscopia de fluorescéncia intrinseca foi utilizada para estudar a interacao entre
L-glutamato e ConA. A absorbancia do L-glutamato foi desprezivel em todas as concentragdes
testadas, mesmo na concentragdo mais alta medida (2,4 mM), e a intensidade de emissao de
fluorescéncia também foi desprezivel (Figura 16a). O espectro de emissdo da ConA a 20 °C e
pH 7.4 exibiu um pico com intensidade mdxima em 338 nm, caracteristico de residuos
aromaticos parcialmente expostos ao tampao circundante (Figura 16a).

Concentracdes crescentes de L-glutamato diminuem gradualmente a intensidade de
fluorescéncia da ConA (Figura 16a). O grafico de Stern-Volmer (inser¢ao superior, Figura 16a)
mostrou uma correlacdo linear, indicando um tnico mecanismo de quenching dominante
induzido pelo L-glutamato. Para caracterizar a interagdo L-glutamato-ConA, a constante de
ligacdo (Kb) e o numero de sitios de ligacdo (n) foram estimados assumindo sitios de ligacao
independentes (inser¢ao inferior, Figura 16a). Os dados foram ajustados a um modelo de
ligacdo de um sitio. Os valores estimados paran e Kb foramde 1,2+0,1e 1,21 £0,12 x 10°M 1,
respectivamente. O n em torno de 1 sugere um sitio de ligacdo para L-glutamato para cada
mondmero de ConA. E notivel que o Kb obtido para a interacio L-glutamato-ConA é
compardvel ao valor previamente relatado para a interacdo entre albumina sérica bovina e L-
glutamato (Kb = 1,29 x 10° M 1).

Para investigar se o L-glutamato interage com o CRD, realizamos experimentos
utilizando aMM. Concentracdes crescentes de aMM também levaram a uma diminui¢ao

gradual na fluorescéncia da ConA, embora menos pronunciada do que com o L-glutamato
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(Figura 16b). Nossas andlises, usando um modelo de ligacdo de um sitio, estimaram um Kb de
1,29 £ 0,13 x 10*M ! (n = 1,3 + 0,1) para a interacdo entre aMM e ConA (insercdo, Figura
16b), um valor consistente (Kb = 1,2 x 10* M !). Portanto, como esperado, o Kb para a intera¢ao
ConA-aMM € uma ordem de magnitude maior que o Kb para a interacdo ConA-L-glutamato.
Para garantir que todos os CRDs estivessem ocupados, realizamos a titulagdo de L-
glutamato na ConA na presenga de 1 mM de aMM. Novamente, concentracdes crescentes de
L-glutamato diminuiram gradualmente a intensidade de fluorescéncia da ConA (Figura 16c¢). O
grafico de Stern-Volmer (insercao superior, Figura 16¢) mostrou novamente uma correlacdo
linear e os valores estimados para n e Kb foram 1,2 + 0,1 e 1,14 £ 0,11 x 10° M1,
respectivamente (inserc¢ao inferior, Figura 16c). O Kb estimado para a interacdo L-glutamato-
ConA na auséncia e presenca de aMM sdo muito semelhantes, sugerindo que o L-glutamato se
liga ao sitio de ligagao de aminoacidos da ConA e niao ao CRD, confirmando nossa hipétese de

intera¢do do L-glutamato com o sitio de ligacdo de aminodcidos.

Figura 16 - Espectroscopia de fluorescéncia intrinseca. (A) = Espectros de emissdo da ConA na presenca de
diferentes concentracdes de L-glutamato (0 a 2,4 mM). Insercdo superior: Gréfico de Stern-Volmer (R? =0,984).
Insercdo inferior: Gréfico logaritmico duplo de log[(FO—F)/F)] versus log(L-glutamato) derivado do quenching de
fluorescéncia da ConA induzido por L-glutamato. (B) = Espectros de emissdo da ConA na presenga de diferentes
concentracdes de aMM (0 a 1,0 mM). Inserciio superior: Grifico de Stern-Volmer (R?= 0,995). Inser¢io inferior:
Gréfico logaritmico duplo de log[(FO—F)/F)] versus log(aMM) derivado do quenching de fluorescéncia da ConA
induzido por aMM. (C) = Espectros de emissdo da ConA na presenca de 1 mM de aMM e diferentes concentragdes
de L-glutamato (0 a 2,4 mM). Insergdo superior: Gréfico de Stern-Volmer (R? = 0,975). Insergdo inferior: Grafico
logaritmico duplo de log[(FO—F)/F)] versus log(L-glutamato) derivado do quenching de fluorescéncia da ConA

induzido por L-glutamato.
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4.3.6 Andlise do docking molecular
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O ligante, L-glutamato, interagiu com a ConA por meio de liga¢des de hidrogénio com
Serl13, Asnl24 e His180 (cadeia C), e GIn137 (cadeia D). Uma ligacdo carbono-hidrogénio
também foi observada com Vall79 (cadeia C) (Tabela 3). E importante notar que este sitio de
ligacdo de aminodcidos estd localizado na interface dos mondmeros, formando o dimero
candnico caracteristico das lectinas vegetais. Essa interacdo apresentou a menor (melhor)

energia de ligacdo de -5,7 kcal/mol, com um RMSD de 0.

Tabela 3 - Residuos de aminodcidos envolvidos na interacdo com L-glutamato.

Residuos de aminoacidos L-Glutamato Distincia (A)

Ligagoes polares (pontes de hidrogénio)

Ser113 O H3 2.26
Asnl24 O H3 2.88
Asnl24 O H4 2.38
Asnl24 HD21 08 2.11
GIn137 HE22* 08 2.8
His180 HD1 (01 2.04
His180 HN Ol 2.15

Ligacdes apolares (Carbono — hidrogénio)
Vall79 CA 01 2.81

*GIn137, destacando que o sitio de ligacio de aminodcidos estd localizado na interface dos mondmeros que

constituem o dimero candnico.

A intera¢do do L-glutamato com os residuos de aminodcidos do sitio de ligacdo de
aminodcidos da ConA foi muito semelhante a interacdo do AABA na estrutura da lectina de C.
gladiata (Figura 17). Isso se deve ao contato hidrofilico do d&tomo de hidrogénio (HE22) da
GIn137 com o dtomo de oxigénio (O8) do L-glutamato e ao contato hidrofébico do carbono
(CA) da Vall79 com o oxigénio (O1) do L-glutamato (Tabela 3). Essas interagdes efetivamente
ancoram o ligante, permitindo o aumento dos contatos intermoleculares e estabilizando o
dimero candnico, assim como ocorre com o0 AABA (Delatorre et al., 2007).

Desde 2006, (Komath, Kavitha & Swamy, 2006) ja apontavam a necessidade de
investigar a interacdo de moléculas ndo glicidicas com os sitios hidrofébicos das lectinas
vegetais. Explorar esses sitios abriria novas perpectivas para aplicagdes das lectinas, permitindo

estudos mais direcionados. A descoberta do AABA complexado a estrutura da CGL por
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Delattore et al. (2007) reforcou essa hip6tese, sugerindo que outros aminodcidos poderiam
interagir com o sitio de ligacdo de aminoacidos e modular respostas bioldgicas. Neste estudo,
confirmamos essa hipétese demonstrando o mecanismo de sequestro de L-glutamato pelo sitio
de ligacdo de aminodcidos da ConA e seu efeito neuroprotetor in vitro em células PC12 (Figura

Suplementar 3).

Figura 17 - Docking Molecular. (A) = Interacdo 3D dos residuos de aminodcidos pertencentes ao sitio de ligag@o
de aminodcidos da ConA que interagem com o L-glutamato e suas respectivas distdncias de ligacdo. Ligacdes
verdes correspondem a interacdes polares e ligacdes amarelas a interagdes apolares. (B) = Interacdo 2D dos
residuos de aminodcidos do sitio de ligacdo de aminodcidos da ConA com o L-glutamato. Ligacdes verdes
correspondem a interagdes polares e ligacdes amarelas a interacdes apolares. (C) = L-Glutamato ligado a estrutura
da ConA, evidenciando que o sitio de ligagdo de aminodcidos estd localizado na interface do dimero candnico das
lectinas ConA-like. A estrutura da ConA foi obtida do PDB com o c6digo de acesso ICVN. (D) = L-Glutamato

interagindo com a cavidade do sitio de ligacdo de aminoédcidos da ConA.
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Esse mecanismo possibilita o uso direcionado da ConA para a deteccdo e modulacio
dos niveis de L-glutamato. Portanto, perspectivas futuras que apliquem refinamento a sua
utilizacdo, por meio da criagdo de peptideos bioinspirados (Souza et al., 2022) e biossensores
(Colvin et al., 2023), podem representar um avango significativo no desenvolvimento de
ferramentas terap€uticas e diagnésticas para doencas neurodegenerativas. Esses achados

reforcam o papel do sitio de ligagdo de aminodcidos na utilizagdo da ConA em atividades
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bioldgicas, mitigando assim o foco singular no CRD ao aplicar lectinas vegetais em ensaios

bioldgicos que envolvem interagdes lectina-célula.

4.4 Conclusoes

Os achados deste estudo demonstram que a ConA exibe efeitos neuroprotetores contra
a excitotoxicidade induzida por L-glutamato em células PC12, via sitio de ligacdo de
aminodcidos. A independéncia desse efeito neuroprotetor da atividade do CRD revela um novo
mecanismo de acdo para esta lectina, com implicacdes significativas para o desenvolvimento
de terapias inovadoras para doencgas neurodegenerativas. No entanto, mais investigagdes sao
necessdrias para elucidar completamente os mecanismos moleculares subjacentes e identificar
os alvos celulares especificos da ConA.

Embora este estudo tenha sido conduzido in vitro, os resultados sio promissores e
justificam a realizacdo de estudos in vivo para avaliar o potencial terapéutico da ConA em
modelos animais de doengas neurodegenerativas. Além disso, a exploracao de outras lectinas
com propriedades semelhantes pode elucidar novas classes de compostos bioativos com

aplicacdes em neuroprote¢ao.
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APENDICE A - DADOS SUPLEMENTARES

Figura Suplementar 1 - Purificacdo da lectina ConA. (A) = Cromatograma obtido por cromatografia de afinidade
em Sephadex G-75. Pl representa as proteinas ndo retidas, enquanto PII representa as proteinas retidas. Glicina 0,1
M pH 2,6 foi utilizada como tampao de eluicdo. (B) = Andlise de SDS-PAGE da ConA. L1: Marcadores de peso
molecular (kDa): albumina sérica bovina (66), ovalbumina (45), tripsinogénio (24), inibidor de tripsina (20), a-

lactalbumina (14). L2: Cadeias da lectina ConA: a 25 kDa, § 16 kDa e y 12 kDa.
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Figura Suplementar 2 - Sitio de ligacdo a metais (MBS). Representagdo esquemadtica do sitio de ligagdo a metais,
ilustrando a coordenacdo de um fon magnésio (vermelho) e um fon célcio (verde) por residuos especificos de
aminodcidos. O magnésio é coordenado com duas moléculas de dgua e os residuos Glu8, Asp10, Asp19 e His24.
O célcio interage diretamente com Asp10, Tyr12, Asp19 e Arg228, e indiretamente com Asnl4 e Asp208 por meio

de ligagdes de hidrogénio mediadas por dgua.
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Figura Suplementar 3 - A sequéncia de eventos que valida nossas hipéteses, detalhando o efeito neuroprotetor in

vitro da ConA e sua intera¢do com o glutamato via o sitio de ligacdo de aminodcidos.
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