GHENT

UNIVERSITY
UNIVERSIDADE FEDERAL DO GHENT UNIVERSITY
CEARA FACULDADE DE ENGENHARIA DE
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS BIOCIENCIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DEPARTAMENTO DE
DE PESCA BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM BIOTECNOLOGIA DE EM ENGENHARIA DE
RECURSOS NATURAIS BIOCIENCIAS: BIOTECNOLOGIA

VINICIUS JOSE DA SILVA OSTERNE

CONSTRUCAO E APLICACAO DE UM SISTEMA DE LIBERACAO
CONTROLADA/LENTA BASEADA EM BIOCONJUGADOS DE CARBONATO
DE CALCIO E LECTINA DE Dioclea violacea: EFEITO EM CELULAS DE
CANCER CERVICAL

FORTALEZA
2020



VINICIUS JOSE DA SILVA OSTERNE

CONSTRUCAO E APLICACAO DE UM SISTEMA DE LIBERACAO
CONTROLADA/LENTA BASEADA EM BIOCONJUGADOS DE CARBONATO DE
CALCIO E LECTINA DE Dioclea violacea: EFEITO EM CELULAS DE CANCER
CERVICAL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Biotecnologia de Recursos
Naturais e Programa de Pds-Graduagdo em
Engenharia de Biociéncias: Biotecnologia
como requisito parcial para obtencdo dos
seguintes titulos: Doutor em Biotecnologia de
Recursos Naturais pela UFC e Doutor em
Engenharia de Biociéncias: Biotecnologia pela
UGent.

Orientadores: Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada
(UFC)

Prof. Dr. Els Van Damme (UGent)

Coorientador: Prof. Dr. Kyria Santiago do
Nascimento (UFC)

FORTALEZA
2020



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

094c Osterne, Vinicius José da Silva.
Construcdo e aplicacdo de um sistema de liberacdo controlada/lenta baseada em bioconjugados de carbonato
de célcio e lectina de Dioclea violacea : efeito em células de cancer cervical / Vinicius José da Silva
Osterne. — 2020.
118 f. : il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia de Recursos Naturais, Fortaleza, 2020.

Orientacdo: Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada.

Coorientacdo: Prof. Dr. Kyria Santiago do Nascimento.

1. Lectina. 2. Dioclea violacea. 3. Anticancer. 4. Particulas. 5. Liberagdo controlada. I. Titulo.
CDD 660.6




VINICIUS JOSE DA SILVA OSTERNE

CONSTRUCAO E APLICACAO DE UM SISTEMA DE LIBERACAO
CONTROLADA/LENTA BASEADA EM BIOCONJUGADOS DE CARBONATO DE
CALCIO E LECTINA DE Dioclea violacea: EFEITO EM CELULAS DE CANCER
CERVICAL

Aprovadaem: [/ |/

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Biotecnologia de Recursos
Naturais e Programa de Pds-Graduagdo em
Engenharia de Biociéncias: Biotecnologia
como requisito parcial para obtencdo dos
seguintes titulos: Doutor em Biotecnologia de
Recursos Naturais pela UFC e Doutor em
Engenharia de Biociéncias: Biotecnologia pela
UGent.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada
(Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Els Van Damme (Orientadora)
Ghent University (UGent)

Prof. Dr. Kyria Santiago do Nascimento
(Coorientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Andre Skirtach
Ghent University (UGent)

Prof. Dr. Rodrigo Bainy Leal
Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC)

Prof. Dr. Wandemberg paiva Ferreira
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Pierre Basilio Almeida Fechine
Universidade Federal do Ceara (UFC)



A todos que me ajudaram em minha jornadal!!



AGRADECIMENTOS

Antes de tudo, gostaria de agradecer a minha familia, em especial minha avé
Lucia, minha mée Alzenir, meu irmdo Victor, meu pai Wladimir, minha segunda mae Neide,
meu amado irmdo Enzo, meus primos Biel e Digo, minha tia Herbene entre varios outros,
pelo profundo apoio que me é dado. Sou extremamente grato a todos.

Meus mais profundos agradecimentos ao Prof e Profa (eles conhecem o cddigo)
por me oferecerem a oportunidade de trabalhar em seu laboratoério, a orientacdo por varios
anos e um enorme apoio. O que foi dito para minha familia também pode ser dito aqui, porque
considero vocés dois como tais.

Meus agradecimentos a Profa Els Van Damme por me aceitar em seu grupo. Esses
momentos foram incriveis. Como eu disse quando nos conhecemos, vocé é meu idolo!
Conhecé-la foi um dos destaques da minha carreira que eu ndo tenho davida que irei me gabar
)

Meus agradecimentos ao Prof. Andre Skirtach e ao Prof. Guy Smagghe por me
darem a oportunidade de trabalhar em seus laboratérios. Um segundo obrigado ao Prof Andre
por aceitar meu convite ao Jari.

Aos professores Wandemberg, Rodrigo e Pierre por aceitarem meu convite para a
Banca.

Meus queridos amigos, Vanir, Mayara, Adolph e JV, é melhor vocé acreditar que
as pessoas sdo incriveis. Amo voceés todos.

Gragas a minha incrivel segunda familia de BioMol. Nosso grupo é excelente,
cada um de vocés é especial para mim. Até Claudio (chocantemente). Infelizmente, existem
pessoas que ainda ndo tomam café, mas ha tempo para mudar isso !!!

Meus mais profundos agradecimentos ao Glyco group e aos outros grupos da
UGent. Gernot, Gosia, Mariya, Simin, Andrea, Sinem, Jeroen, Jeroen Lambin, Pieter, Isabel,
Koen, Chen, Kristof, Bogdan, Johannes (esse nome € super legal, vocé sabe?!), assim como
todos 0s outros que eu tive. prazer em conhecer.

A FUNCAP e CNPq pelos recursos financeiros necessarios para uma pesquisa
bem-sucedida.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001.



“O que antecipamos raramente ocorre; o que

menos esperamos geralmente acontece.”

Benjamin Disraeli



RESUMO

As lectinas sdo proteinas que se ligam especificamente a carboidratos e séo capazes de formar
complexos com moléculas contendo sacarideos sem alterar sua estrutura. Devido as muitas
atividades biologicas exibidas por essas proteinas, elas possuem grande aplicabilidade na
biotecnologia. A tecnologia de liberacdo controlada/lenta de medicamentos é uma das
aplicacdes mais promissoras da nanotecnologia no tratamento e diagnostico de doencas, visto
que supera diversos problemas associados ao uso de macromoléculas, como proteinas e
medicamentos. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um
sistema para a liberacdo controlada da lectina de Dioclea violacea (DVL), uma lectina de
leguminosa especifica para manose/glicose com propriedades anticancer, através da aplicacdo
de dois tamanhos diferentes de particulas de CaCOs, um composto de baixo custo,
amplamente disponivel e biocompativel. Os resultados mostraram que os sistemas sdo viaveis
e apresentam propriedades desejaveis de adsorcao e liberagdo. A aplicacdao dos bioconjugados
nas células HeL.a mostrou que o sistema proposto é eficaz como agente citotoxico contra esse
tipo de célula, mais potente inclusive gue lectina livre. Os dados obtidos demonstram que o
sistema tem uma aplicagdo potencial no tratamento do cancer e a metodologia permite 0 uso

de outras lectinas/proteinas anticancer.

Palavras-chave: Lectina. Dioclea violacea. Anticancer. Particulas. Liberacdo controlada.



ABSTRACT

Lectins are proteins that bind specifically to carbohydrates and are able to form complexes
with molecules containing saccharides without changing their structure. Because of the many
biological activities displayed by these proteins, they have great applicability in
biotechnology. Controlled/slow drug release technology is one of the most promising
applications of nanotechnology for disease treatment and diagnosis because it overcomes
several problems associated with the use of macromolecules such as proteins as drugs. In this
context, the present investigation aimed to develop a system for the controlled release of
Dioclea violacea lectin (DVL), a mannose/glucose-specific legume lectin with anticancer
properties, by applying two different sizes of CaCOs particles, a low-cost, broadly available
and biocompatible compound. Results show that the systems are feasible and present
desirable properties of adsorption and release. The application of the bioconjugates on HelLa
cells indicates that the proposed system is effective as a cytotoxic agent against this cell type,
even more than the free lectin. The present data demonstrate that the system has a potential
application in cancer treatment and the methodology enables the use of other anticancer

lectins/proteins.

Keywords: Lectin. Dioclea violacea. Anticancer. Particles. Controlled release.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carboidratos e glicanos

As funcgdes da porcdo de carboidrato dos glicoconjugados sdo tdo numerosas
quanto sua diversidade estrutural. Duas fungdes importantes podem ser destacadas sdo a
fungdo estrutural e o papel no reconhecimento molecular. Essas propriedades fisicas dos
carboidratos, como alta carga eletrostatica e alta solubilidade, conferem a eles um papel na
estabilizacdo estrutural, solubilizacdo e protecdo contra a protedlise em glicoproteinas
(JAYAPRAKASH; SUROLIA, 2017). A glicosilacdo de proteinas é uma das modificaces
pos-traducionais mais comuns, influenciando fortemente muitos aspectos funcionais,
incluindo localizacdo celular, degradacio e controle de qualidade da proteina (SOLA;
GRIEBENOW, 2009; VARKI et al., 2017). A glicosilacdo tem uma variedade de papéis
importantes em muitos eventos celulares que variam de um papel estrutural a sinalizacéo e
reconhecimento. A chave para entender essas funcdes é o conhecimento da estrutura priméria
dos glicoconjugados. Existem dois tipos principais de glicosilacdo: glicosilacdo N-ligada e a
O-ligada. Na N-glicosilacdo, um residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) é ligado por uma
ligacdo amida a um residuo de asparagina pertencente a uma sequéncia de consenso Asn-X-
Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido exceto prolina. A presenca da sequéncia de
consenso é necessaria para a N-glicosilacdo, no entanto, a ocupagdo do sitio potencial ndo é
obrigatdria. Portanto, uma glicoproteina pode conter varios sitios potenciais de N-glicosilacéo,
cada um dos quais pode ou ndo ser glicosilado (STANLEY; TANIGUCHI; AEBI, 2017). Os
glicanos N-ligados séo sintetizados no reticulo endoplasmatico (RE). Quando a proteina
nascente entra no RE, um bloco de agucares (Glc3Man9GIcNAc2) é transferido para o grupo
amino na cadeia lateral da asparagina e o glicano € posteriormente processado e modificado
no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi, gerando os trés tipos de N-glicanos
encontrados em proteinas maduras: os tipos oligomanose, complexo e hibrido (STANLEY;
TANIGUCHI; AEBI, 2017) (Figura 1). Geralmente, as cadeias encontradas nas glicoproteinas
ttm um nucleo comum Manal-6(Manal-3)ManBl-4GIcNAcB1-4GIcNAcBL1-Asn-X-
Ser/Thr. Os glicanos oligomanose sdo aqueles nos quais apenas residuos de manose estao
ligados ao nucleo; N-glicanos complexos sdo aqueles em que ramificagdes iniciadas com uma
N-acetilglucosamina (GIcNAc) estdo ligadas ao nucleo, normalmente com adicdo subsequente
de residuos de galactose em ligacdo B1-4 com GIcNAc, formando uma N-acetilactosamina

(LacNACc). As cadeias Poly-LacNAc sdo encontradas em varios tipos de células e podem
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servir como suporte para a insercao de outras por¢oes de glicanos. N&o é incomum também a
formagdo de ramos GalNAcP1-4GIcNAc. N-glicanos hibridos tém caracteristicas dos dois
tipos anteriores, com algumas ramificagcdes apresentando residuos de manose e outros com
ligacdo ao GIcNAc (MARQUES et al.,, 2017; PINTO-JUNIOR et al., 2017; STANLEY;
TANIGUCHI; AEBI, 2017).

Figura 1 — Exemplos da estrutura dos trés principais tipos de N-glicano. A) Tipo
oligomanose, B) Tipo hibrido e C) Tipo complexo

A) 3“::tl._-

p ONO.omm
Q-0

b
.7.“*5« b b a
ﬂ/,?; 4 4
C) . D-manose

. N-acetil-D-glucosamina

O D-galactose
‘ L-fucose

Fonte: Elaborado pelo autor.

As glicoformas de uma proteina, ou a variagao estrutural e complexa associada a
glicoproteina, acabam por definir sua funcéo e atividade. Além disso, a comunicacéo celular,
como interagbes célula-célula, matriz-célula, proteina-proteina e acucar-aglcar, sao
controladas por meio de interagdes especificas entre glicanos e seus alvos (VARKI, 2017,
VARKI et al., 2017). A modulacao da glicosilagdo de proteinas por variagdes na ocupacao de
sitios na cadeia polipeptidica ou variagdo de estruturas de oligossacarideos que ocupam um
determinado sitio de glicosilagdo modulam a atividade biologica das glicoproteinas e a
glicosilagdo anormal foi identificada em muitas doengas de mamiferos, incluindo distirbios
hereditarios, imunodeficiéncias, doencas cardiovasculares e cancer (TONG et al., 2003).

Estudos j& mostraram que a identificacdo de padrdes anormais de glicosilagdo nas células
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pode ser usada para diagnosticar algumas doengas, como o céncer (PERACAULA et al.,
2008; STOWELL; JU; CUMMINGS, 2015). O processo de transformacédo de células normais
em células neoplésicas esta relacionado a alteragfes na composicdo dos glicanos presentes na
membrana celular, que determinam caracteristicas relacionadas aos fendmenos de
diferenciacdo e maturacdo. As alteracdes sdo detectadas com mais frequéncia nos processos
de metéstase, uma vez que no tumor primario, elas s&o minimas, sugerindo que essas
alteracdes podem proporcionar vantagens as células tumorais ao longo de seu processo de
progressdo tumoral (STOWELL,; JU; CUMMINGS, 2015). Alteragdes nos glicoconjugados
na superficie celular podem gerar ramificacbes em estruturas complexas de carboidratos e
gerar glicanos estruturalmente incomuns. Assim, proteinas que reconhecem carboidratos tém
sido utilizadas como ferramentas simples para reconhecer essas alteracdes, identificar e
classificar tumores malignos e benignos, além de avaliar o grau de glicosilacdo associada a
metastase (PERACAULA et al., 2008; TAYLOR-PAPADIMITRIOU; EPENETOS, 1994).
Além disso, algumas dessas proteinas apresentam atividade antitumoral em certos tipos de
neoplasias, induzindo a morte celular (DE MEJIA; PRISECARU, 2005). Um dos tipos mais
frequentes de alteracdes na superficie das células neoplasicas € o aumento da presenca de
epitopos contendo residuos de N-acetilgalactosamina, resultantes de alteracfes nas vias de
glicosilagdo. Entre esses epitopos, o antigeno Tn (GalNAc-a-O-Ser / Thr) é uma das
estruturas mais especificas associadas ao cancer em humanos e é frequentemente usado como
biomarcador. Este epitopo esta presente em mucinas O-glicosiladas nas células epiteliais e é
acessivel espacialmente na superficie celular na maioria dos carcinomas, diferentemente das
células normais e dos tumores benignos, nos quais é inacessivel (FU et al., 2016), a adicdo de
residuos de carboidratos a esses dissacarideos da origem as estruturas normalmente
encontradas em células saudaveis e torna o antigeno Tn inacessivel, funcionando como uma
espécie de bloqueador molecular. O antigeno Tn é considerado um marcador bioldgico de
grande potencial para diagnostico e terapia do cancer, dada sua ampla distribuicdo e
aparecimento precoce em diferentes tipos de cancer em humanos e animais, bem como sua
capacidade de induzir respostas nas células T (JU et al. 2014). Estes foram alguns exemplos

de alteragdes no padrdo de glicosilagdo que ocorrem nas células malignas.

1.2 Viséo geral das lectinas

Existe uma enorme variedade de glicanos expressa por organismos. Considerando

apenas a N-glicosilacdo, estima-se que aproximadamente trés quartos das proteinas
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depositadas no banco de dados SWISS-PROT sejam modificadas dessa maneira
(APWEILER, 1999). Aproveitando essa variedade, os organismos fazem uso de glicanos em
uma série de processos fisiologicos, muitos deles com alta especificidade. A alta diversidade
estrutural de glicanos gera um codigo especifico, o chamado glicocddigo, envolvido em
varios processos biolégicos (AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005). Para decifrar esse
cddigo, os organismos tém um arsenal de proteinas capazes de ligar carboidratos.

Proteinas de ligacdo a carboidratos sdo definidas como aquelas que as reconhecem
e se ligam a elas sem exibir atividade enzimatica no mesmo local de ligacdo. Com excecao
dos anticorpos gerados com especificidade para certos glicanos, a maioria das proteinas com
essa capacidade € denominada lectinas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME
et al.,, 1998), que podem ser agrupadas em uma série de familias filogeneticamente e
estruturalmente distintas (VAN DAMME et al., 1998). As lectinas se ligam a mono- ou
oligossacarideos, geralmente com alta especificidade, mas baixa afinidade, uma afinidade
normalmente aumentada pela aplicacdo de multivaléncia (LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-
PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017; ROY; MURPHY; GABIUS, 2016).

Descobertas pela primeira vez em plantas hd mais de cem anos, guiadas por sua
capacidade de aglutinar eritrcitos, as lectinas sdo encontradas em todos 0Ss grupos
taxondmicos e também estdo presentes em virus (GILBOA-GARBER; AVICHEZER;
GARBER, 1996; WEIS, 1997). De fato, em virus, lectinas ou hemaglutininas sdo essenciais
para a fusdo entre virus e células e, portanto, sdo importantes para o campo da medicina, o
que levou ao fato de que uma das primeiras estruturas 3D de uma lectina determinada
experimentalmente era a hemaglutinina do virus influenza (WILSON; SKEHEL; WILEY,
1981).

Historicamente, o primeiro relato de uma atividade com o envolvimento de
lectinas foi feito em 1860 pelo psiquiatra e neurologista Silas Weir Mitchel, que descobriu
gue uma gota do veneno de Crotalus durissus era capaz de aglutinar rapidamente uma gota de
sangue de um pombo (Van Damme et al., 1998). Em 1902, a atividade aglutinante foi
confirmada por Simon Flexner e H. Noguchy, quando relataram com mais detalhes o processo
de hemaglutinacdo (KILPATRICK, 2002). Em relacéo as lectinas de plantas, o primeiro relato
data de 1888 por Peter Hermann Stillmark que, ao estudar os efeitos toxicos da mamona
(Ricinus communis), verificou que, ao misturar eritrocitos com o extrato dessa semente,
ocorreu hemaglutinacdo. A aglutinina tdxica foi isolada e denominada Ricina. Mais tarde, em
1891, H. Hellin mostrou que o extrato de sementes de Abrus precatorius demonstrava as

mesmas atividades que a ricina e, com base nessa observagdo, a hemaglutinina toxica foi
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isolada e denominada Abrina (SHARON; LIS, 2004). Em 1891, Paul Ehrlich fez uso das duas
hemaglutininas toxicas Ricina e Abrina e observou que 0s ratos se tornaram imunes a uma
dose letal de ricinaa ou abrina através da aplicacdo repetida de pequenas doses subletais, e
também descobriu que o anticorpo anti-ricina ndo protegia os animais contra o efeito toxico
da abrina e nem o anti-abrina os protegeu contra a ricina. Estes resultados foram uma
evidéncia clara da especificidade da resposta imune. Esses anticorpos foram utilizados em
diversas experiéncias e, com isso, foi possivel estabelecer varios dos principios fundamentais
da imunologia, tais como: a especificidade da resposta do anticorpo, o fendmeno da memoria
imunolégica e a transferéncia da imunidade humoral da mée para sua progénie. (SHARON;
LIS, 2004).

No ano de 1907, em um trabalho realizado por Landsteiner e Raubischek,
verificou-se que extratos de Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Lens culinaris e Vicia sativa
tinham atividades hemaglutinantes distintas contra o sangue de varios animais, indicando que
as lectinas tinham diferencas em sua capacidades de aglutinacdo, além disso, esses extratos
ndo eram tdxicos, 0 que demonstrou que a toxicidade ndo € uma propriedade intrinseca das
lectinas (SHARON; LIS, 2004).

Em 1919, houve o primeiro relato da purificacdo de uma hemaglutinina vegetal,
quando James B. Summer purificou a lectina chamada Concanavalina A ou ConA das
sementes de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis). Duas décadas depois, no ano de 1936,
Summer e Howell relataram que a lectina de Canavalia ensiformis (ConA) tinha a capacidade
de aglutinar células como eritrdcitos e leveduras e também era capaz de precipitar glicogénio
em solucdo. Esses pesquisadores também demonstraram a inibicdo da atividade
hemaglutinante da ConA com a adi¢do de sacarose, sendo este o primeiro relato de que as
lectinas sdo capazes de se ligar aos carboidratos. A partir desses dados, sugeriu-se que a
lectina era capaz de interagir com os carboidratos encontrados na superficie celular (DAN;
LIU; NG, 2016). Em seguida, Boyd e Shapleigh (1954) descobriram que extratos de proteinas
de varias plantas tinham perfis de hemaglutinacéo diferentes quando testados com diferentes
grupos sanguineos humanos. As lectinas de plantas foram previamente designadas como
aglutininas ou fitoaglutininas, mas apos a observagdo de que essas proteinas tinham uma certa
especificidade por tipo de sangue, foi proposto o nome de lectinas do latim 'legere’, que
significa selecionar (LAM; NG, 2011). O numero de lectinas purificadas cresceu
significativamente desde a década de 1970, com o desenvolvimento da cromatografia de
afinidade aplicada na purificacéo dessas proteinas (AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1965). Houve

um aumento no interesse pelas lectinas quando essas proteinas demonstraram apresentar
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diversas aplicacBes biotecnologicas, tais como: detecgdo e caracterizacdo de glicoconjugados
(WU et al., 2009); andlise de alteracdes que ocorrem na superficie celular durante processos
fisioldgicos e patoldgicos (AUB; SANFORD; COTE, 1965) e mitogenicidade para linfdcitos
(ASHRAF; KHAN, 2003). Devido as diversas aplicacdes biotecnoldgicas das lectinas, hoje ja
temos um grande namero de lectinas de plantas, microorganismos, algas e animais, todos

purificados e caracterizados.

1.3 Classificacdo das lectinas

As lectinas das plantas sdo ubiquas e de natureza muito diversificada, dificultando
a classificacdo em diferentes grupos. Tentativas no passado subdividiram lectinas de plantas
em grupos com base em varios critérios. Em um esforco inicial, Peumans ¢ Van Damme
(1998) propuseram uma classificagdo das lectinas com base em sua sequéncia e relacdes
evolutivas. De acordo com esta divisdo, as lectinas sdo separadas nas sete familias: lectinas de
leguminosas, lectinas de ligacdo a quitina compostas por dominios heveinicos, proteinas
inativadoras de ribossomo tipo 2, lectinas de monocotileddneas ligantes a manose, proteinas
relacionadas a jacalina, lectinas de Amaranthaceae e lectinas do floema de Cucurbitaceae .
a) Lectinas de leguminosas: é a familia de lectinas mais bem estudada, as proteinas desse
grupo compartilham alta similaridade tanto na estrutura tridimensional quanto na sequéncia de
aminoacidos. Dentro desse grupo, encontram-se as lectinas de Canavalia (CAVADA,
BENILDO SOUSA; OSTERNE; PINTO-JUNIOR; et al., 2019), Dioclea (PINTO-JUNIOR et
al., 2017), Vatairea (SOUSA et al., 2016) , entre varias outras. A lectina de Canavalia virosa
(ConV) é mostrada na Figura 2A.
b) Lectinas de monocotiledéneas ligantes a manose: um grupo de lectinas muito similares
encontradas em varias familias de monocotiledéneas: Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae,
Orchidaceae, Liliaceae e Bromeliaceae. Ao comparar a sequéncia desse grupo de lectinas,
parece que essas lectinas pertencem a uma unica superfamilia de proteinas evolutivamente
relacionadas. Estruturalmente, essas lectinas sdo formadas por 1 a 4 subunidades de
aproximadamente 12 kDa e sdo manose-especificas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995;
VAN DAMME et al., 1998). A Figura 2B mostra a estrutura da lectina manose-especifica de
Gastrodia elata.
c) Lectinas ligantes a quitina compostas por dominios heveinicos: um grupo de lectinas que
tém especificidade para GICNAc e sua principal caracteristica é a presenca de dominios

heveinicos. A heveina é uma merolectina ligante a quitina com 43 residuos de aminoacidos
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extraidos do latex da seringueira (Hevea brasiliensis) (ITAKURA et al., 2017). Este grupo de
lectinas tem como principal representante a lectina de gérmen de trigo (WGA), composta por
duas subunidades de 18 kDa e composta por quatro dominios estruturalmente semelhantes aos
de heveina (PORTILLO-TELLEZ et al., 2011). A estrutura da lectina WGA é mostrada na
figura 2C.

d) Proteinas inativadoras de ribossomos do tipo 2: as RIPs do tipo 2 sdo formadas por duas
cadeias polipeptidicas (cadeias A e B). A cadeia A é formada por um polipeptideo que
consiste em um dominio de adenosina glicosidase e a cadeia B possui propriedades de lectina
que permitem a ligacdo dessas proteinas aos carboidratos da superficie celular. As cadeias A e
B sdo inicialmente ligadas por ligagdes dissulfeto, mas quando a proteina entra nas células, a
ligacdo é quebrada e a cadeia A adquire uma forte atividade de N-glicosidase e, com isso, a
proteina é capaz de inativar ribossomos procariéticos e eucarioticos. (SCHROT; WENG;
MELZIG, 2015). A atividade de inativacdo dos ribossomos elicitada por essas proteinas
ocorre devido a sua capacidade de remover um residuo de adenina especifico de um loop na
subunidade maior do RNA ribossémico 28S (ENDO, 1988). Exemplos classicos incluem a
ricina e a abrina extraidos de Ricinus communis e Abrus precatorius, respectivamente. A
estrutura de abrina é mostrada na figura 2D.

e) Lectinas relacionadas a jacalina: o jacalin € uma das duas lectinas presentes nas sementes
de jaca (Artocarpus integrifolia). O termo "lectinas relacionadas a jacalina" é usado para
todas as lectinas que estdo estrutural e evolutivamente relacionadas a jacalina. Com base na
especificidade dos carboidratos, essas lectinas sdo classificadas em dois grupos: as galactose-
especificas e as manose-especificas. Lectinas pertencentes a esse grupo sao encontradas em
espécies de Moraceae e Convolvulaceae (VAN DAMME et al., 1998). A estrutura da jacalina
é mostrada na figura 2E.

f) Lectinas de Amaranthaceae: esse grupo tem como principal representante a Amarantina,
uma lectina extraida de Amaranthus caudatus, que ndo se assemelha a nenhuma outra lectina
vegetal, tanto na sequéncia quanto na estrutura tridimensional. Estruturalmente, séo proteinas
homodiméricas compostas por duas subunidades de aproximadamente 30 kDa. Este grupo
contém varias outras lectinas extraidas de plantas do género Amaranthus, todas elas
especificas para GaINAc (KAUR et al., 2006; VAN DAMME et al., 1998). A estrutura da
amarantina é mostrada na figura 2F.

g) lectinas do floema de Cucurbitaceae: uma pequena familia de lectinas de ligagdo a quitina
gue ocorre no floema de algumas plantas da familia Cucurbitaceae. Estruturalmente, esse

grupo contém lectinas diméricas compostas por duas subunidades de 24 kDa. Essas lectinas
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tém grande semelhanca seqiencial entre si, mas s&o muito diferentes das outras lectinas
vegetais (LANNOO; VAN DAMME, 2014; VAN DAMME et al., 1998). Até o momento,
ndo existem estruturas resolvidas de lectinas do floema de Cucurbitaceae.

A seguir, foram feitas tentativas para classificar as lectinas em quatro grupos com
base em sua estrutura (VAN DAMME et al., 1998). Nesse sistema, as merolectinas sdo
lectinas com apenas um dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) em sua estrutura
e, portanto, monovalentes em relacdo a ligacdo com carboidratos, ndo possuindo, portanto,
capacidade de aglutinacdo. As hololectinas tém pelo menos dois DRCs sendo bi- ou
multivalentes e, portanto, capazes de aglutinar células, bem como precipitar glicoconjugados.
A maioria das lectinas vegetais pertence ao grupo das hololectinas. As quimerolectinas
combinam um ou mais dominios de reconhecimento de carboidratos com dominios néo-
relacionados. Esses dominios funcionam independentemente e podem ter diferentes funcdes
bioldgicas. Superlectinas séo lectinas que possuem dois ou mais DRCs que ligam carboidratos
estruturalmente ndo relacionados. A Figura 3 mostra um esquema, bem como exemplos de
lectinas que podem ser classificadas em cada grupo.

Outro método para a classificacdo de lectinas esta relacionado a especificidade por
carboidratos, tais como ligantes a: manose, manose/glicose, GICNAc, manose/maltose,
galactose/GalNAc e lectinas especificas a fucose (VAN DAMME et al., 1998). Este sistema
de classificacdo é Util para a selecdo de lectinas para aplicagdes especificas, mas é artificial e
ndo fornece informacdes relevantes sobre sua similaridade ou histéria evolutiva. Mais
recentemente, as lectinas de plantas foram agrupadas de acordo com sua relacdo evolutiva e
semelhancas de sequéncia e considerando a conservacdo do DRC, aproveitando o rapido
progresso na analise estrutural e no sequenciamento de DNA (JIANG; MA;
RAMACHANDRAN, 2010). A comparacdo de sequéncias e andlises filogenéticas das
lectinas vegetais disponiveis distinguiu 12 familias, como mostra a Tabela 1 (VAN DAMME
etal., 2008; DE SCHUTTER; VAN DAMME, 2015).
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Figura 2 — Estrutura tridimensional de uma lectina de cada familia evolutivamente
relacionada. A) Lectina de leguminosas - ConV (PDB id: 5F5Q), B) Lectinas de
monocotileddneas ligantes a manose - lectina Gastrodia elata (PDB id: 1XDG), C) Lectinas
ligantes a quitina compostas por dominios heveinicos - aglutinina de gérmen de trigo (PDB
id: 2UVO), D) Proteina inativadora de ribossomo do tipo 2 - Abrina (PDB id: 2ZR1), E)
Lectinas relacionadas a Jacalina - Jacalina (PDB id: 1UGW), F) Lectinas de Amaranthaceae -
Amarantina (PDB id: JLY)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3 — Classificacdo estrutural de lectinas vegetais em merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas. A) Heveina (PDB: 1HEV), B) Lectina de Dioclea wilsonii
(PDB: 3SH3), C) Lectina 2 de Parkia platycephalla (PDB: 2GSJ) e D) Lectina de Musa
acuminata (PDB: 3MIT)

Merolectinas Hololectinas Quimerolectinas Superlectinas

Outro sitio ativo

Fonte: Elaborado pelo autor.

A ocorréncia onipresente de lectinas e estruturas de carboidratos na natureza
sugere que as lectinas provavelmente possuem varias fungGes. De fato, em muitos
microrganismos, como virus, bactérias e fungos, elas desempenham papéis importantes na
infeccdo do hospedeiro e contribuem para a patogenicidade (SHARON; LIS, 2007). As
lectinas de plantas contribuem para o crescimento, desenvolvimento, defesa e simbiose de
plantas com bactérias fixadoras de nitrogénio. As lectinas animais estdo envolvidas no
controle da biossintese de glicoproteinas, imunidade, regula¢do do crescimento e apoptose das
células, regulacdo do ciclo celular, direcionamento de enzimas lisossdmicas, homing de
leucdcitos, interacdes célula-célula nos sistemas imune e neural e interacdo esperma-évulo
(SHARON; LIS, 2004).



Tabela 1 - Familias de lectinas de plantas
classificadas de acordo com as relagdes estruturais e
evolutivas e a conservacdo do DRC

Familia de lectinas

Especificidade

Familia de lectinas de

Agaricus bisporus

GIcNAc/GalNAc,

Galactose

Familia de aglutininas

relacionadas a quitinase

N-glicanos oligomanose

Familia da Amarantina

GalNAc

Familia da Cianovirina

Manose

Familiade lectinas de

Euonymus europaeus

Galactosideos, N-

glicanos oligomanose

Familia de lectinas de Manose
Galanthus nivalis
Familia da Heveina Quitina

Familia da Jacalina

Subgrupos manose- e

galactose-especificas

Familia das lectinas de

leguminosas

Manose

Familia da LysM

Quitina, peptideoglicanos

Familia da lectina de

Nicotiana tabacum

(GIcNAc)n, N-glicanos
oligomanoses e

complexos

Familia da Ricina-B

Gal/GalNAc,
Gal/GalNAc-sializado

Fonte: Adaptado de DE SCHUTTER; VAN DAMME, 2015

1.4 Lectinas de leguminosas
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As mais bem estudadas de longe sdo aquelas extraidas de plantas da familia
Leguminosae (Lectinas de leguminosas - LL). Entre todas as lectinas, as LLs formam um
grande grupo de lectinas relacionadas que, apesar de suas diferencas de especificidade para
carboidratos, compartilham um alto grau de similaridade de sequéncia e regides conservadas
(GAUTAM et al., 2018; LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ- MORENO,
2017). Além disso, as LLs geralmente sdo abundantes em sementes e significativamente
menos abundantes em outros tecidos. As LLs geralmente se ligam a agucares simples, como
glicose/manose, N-acetil-galactosamina/galactose, fucose e N-acetil-glucosamina, além de
acucares mais complexos, como glicanos de tamanhos variados (FERNANDES et al., 2011;
GAUTAM et al., 2018). Muitas LLs sdo hololectinas que tém potencial para aglutinar células
e precipitar glicoconjugados. Os dominios de reconhecimento de carboidratos nas LLs sdo
altamente conservados e compostos por 4 alcas diferentes na estrutura da proteina
(SHARMA,; SUROLIA, 1997). Caracteristicamente também, a atividade de ligacdo a
carboidratos ndo ocorre sem a presenca concomitante de calcio e outro ion de transicdo nas
proximidades do DRC para a vasta maioria das LLs (LORIS et al., 1998). Alem da
capacidade de ligar carboidratos, essas lectinas também sdo capazes de interagir com outros
ligantes, como moléculas hidrofébicas, em uma regido distinta do DRC (DELATORRE et al.,
2013; ROBERTS; GOLDSTEIN, 1983). Muitas, mas néo todas, as LLs séo glicosiladas e tém
pelo menos uma glicosilacdo oligomanose ou complexa. A glicosilacdo nessas lectinas
normalmente resulta na formacdo de complexos quaternarios de LLs estabilizando ou
desestabilizando a associa¢do ndo-covalente das subunidades para auxiliar na formacgédo de
dimeros ou impedir a formacdo de tetrameros (PEUMANS et al., 2001). Até agora, ndo ha
evidéncias de que os glicanos desempenhem um papel estrutural no reconhecimento de
ligantes.

As lectinas de leguminosas sdo bem caracterizadas em termos de suas estruturas
terciarias e a interacdo com os carboidratos € muito conservada em termos de topologia
estrutural semelhante a um jellyroll ou arquitetura B-sanduiche. Cada unidade estrutural
contém aproximadamente 250 amino&cidos e é construida com 13 fitas-p, sete na face frontal
e seis na face traseira interconectados por loops e p-voltas. As a-hélices ndo séo encontrada e
aproximadamente metade dos residuos no dominio consiste em loops e voltas. Uma figura do
jellyroll é apresentada na figura 4. O arranjo antiparalelo das fitas-p nas faces frontal e traseira

tem, como consequéncia, uma conectividade muito forte dentro do monémero devido as
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varias ligacdes de hidrogénio entre elas (BRINDA et al., 2004 ; HAMELRYCK, THOMAS
W. etal., 1998; LORIS et al., 1998; OSTERNE et al., 2017).

Figura 4 — Esquema de um jellyroll da estrutural da lectina de Centrolobium microchaete
(PDB id: 5EYY)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A nivel da estrutura quaternaria, as LLs sdo encontradas principalmente nas
formas de dimeros ou tetrameros. Algumas dessas oligomerizacfes geram um ndmero de
bolsdes hidrofébicos que podem acomodar ligantes hidrofébicos como adenina e outros
hormdnios. A varia¢do na associagdo de subunidades também resulta em um nivel mais alto
de especificidade e afinidade de ligagdo (HAMELRYCK, T. W. et al., 1999; MANOJ;
SUGUNA, 2001; SHETTY et al., 2013). O dominio de reconhecimento a carboidratos é
normalmente uma cavidade superficial na superficie da lectina com sequéncias contendo
alguns aminoacidos invariantes comuns a todas as lectinas de leguminosas, como um &cido
aspartico, uma asparagina, uma glicina e um residuo aromatico ou uma leucina (SHARON;
LIS, 2001). Apesar da presenca de residuos-chave, ha variabilidade na especificidade dentro
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deste grupo com lectinas como ConA que se ligam amanose e derivados, engquanto outras
lectinas como a aglutinina de amendoim e aglutinina de soja que se ligam a galactose e
derivados. Isso mostra claramente que os aminoacidos invariantes sdo muito importantes para
a ligacdo, mas ndo sdo responsaveis pela especificidade que surge de outras regides do
dominio de ligacdo. A estrutura do DRC é formada por quatro loops geralmente designados
como A, B, C e D, sendo o ultimo bastante varidvel em comprimento, sequéncia e
conformacéo e supfe-se que seja um fator importante na determinacéo da especificidade da
lectina (AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005; SHARMA; SUROLIA, 1997; SHARON;
LIS, 2001). Nas proximidades do CRD, as LLs apresentam um sitio de ligacdo a metais
contendo um Ca?" e um Mn?* por mondmero. Esses cations nio estdo diretamente envolvidos
com a ligacdo com carboidratos, mas sdo essenciais para o posicionamento dos residuos para
interacdo com os mesmos (LORIS et al., 1998). A interacdo com carboidratos ocorre através
de uma intrincada rede de liga¢des de hidrogénio e interacBes hidrofébicas entre a proteina e o
ligante (AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005; LORIS et al., 1998).

As lectinas de plantas, especialmente LLs, atrairam o interesse da comunidade
cientifica, uma vez que sdo ferramentas muito Uteis em biotecnologia, na industria quimica e
nas ciéncias médicas. Isso levou a uma situacdo em que se sabe muito sobre essas proteinas,
suas especificidades/afinidades, estrutura etc., mas praticamente nada se sabe sobre suas
funcgBes bioldgicas no organismo do qual séo extraidas. Portanto, embora as funcGes exatas
dessas proteinas nas plantas permanecam incertas, os dados da literatura sugerem uma
variedade de papéis, como mediar a ligacdo de bactérias nas raizes (BREWIN;
KARDAILSKY, 1997; HIRSCH, 1999, RAMOS et al., 2000). proteinas de armazenamento
(GAUTAM et al., 2018), defesa contra patdégenos (LANNOO; VAN DAMME, 2014;
PEUMANS; VAN DAMME, 1995), entre outros.

Em relacdo a sua aplicabilidade, as lectinas podem ser aplicadas em diversas
atividades biol6gicas e/como ferramentas biotecnoldgicas. Ndo é de surpreender que a grande
maioria das aplicacdes dependa da interacdo lectina-carboidrato. Algumas de suas aplicacfes
sdo0: imunotoxinas (FRANZ; PFULLER, 1983), ferramentas para a investigacdo de receptores
glicosilados (BELICKY; KATRLIK; TKAC, 2016), microrganismos e tipagem sanguinea
(HART, 1980; KHAN, FAUZIA et al., 2002) , atividade inseticida (MACEDO; OLIVEIRA,;
OLIVEIRA, 2015; REYES-MONTARNO; VEGA-CASTRO, 2018), antifingica (GOMES et
al., 2012), bactericida e antibiofilme (ALYOUSEF; ALQASIM; ALOAHD, 2018;
VASCONCELOS et al.,, 2014), antiviral (MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2018), efeito
inflamatdrio (ALMEIDA et al., 2016; ASSREUY et al., 1997), efeito vasorelaxante (ALVES
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et al., 2015), mapeamento e diagndstico do cancer (HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017),
lectinas imunomodulatérias (SOUZA et al., 2013), captura de glicoconjugados para estudos
de glicoprotedbmica (ALVES et al., 2015), bem como suas aplicacdes em nanobiotecnologia,
visando o uso em terapia e pesquisa (SHARMA, ANJALI; SHARMA ; KHULLER, 2004;
VENUGOPAL et al., 2016).

1.5 Lectinas de Diocleinae

As lectinas de leguminosas extraidas de plantas da subtribo Diocleinae
normalmente tém especificidade para manose/glicose e carboidratos relacionados. Este grupo
de lectinas, também chamadas de lectinas do tipo ConA, designadas por sua semelhanga com
a lectina de Canavalia ensiformis (ConA), é bastante estudado e varios trabalhos relataram
suas purificacOes, caracterizagBes fisico-quimicas e estruturais, além de suas aplicacfes em
diversas atividades bioldgicas (CAVADA et al., 2018; CAVADA et al., 2019; OSTERNE et
al., 2017). Uma caracteristica interessante sobre esse grupo de proteinas é seu alto grau de
similaridade nos niveis de estrutura primaria e terciaria, o0 que ndo impede que eles
apresentem resultados muito diferentes quando testados para atividades bioldgicas. A
explicacdo para isso € o fato de que a substituicdo de alguns aminoacidos altera a posi¢édo de
residuos-chave, o que resulta em alteragdes na estrutura tercidria e quaternaria, alterando
levemente a interacdo com carboidratos e, consequentemente, as atividades bioldgicas
dependentes dessa interacdo (CAVADA et al., 2019; CAVADA et al., 2001).

As lectinas do tipo ConA tém a interessante propriedade de ter um conjunto de
subunidades muito caracteristico, resultantes de um processamento pos-traducional chamado
permutacdo circular (GOODSELL, 2010; HEMPERLY; CUNNINGHAM, 1983). Nesse
processamento, o gene da lectina é traduzido em uma pré-proteina glicosilada. No reticulo
endoplasmatico, o precursor da lectina perde seu peptideo sinal e agora é chamado de pro-
lectina. No complexo de Golgi, a pré-lectina sofre clivagem proteolitica e perde um segmento
glicosilado de quinze aminoacidos no centro de sua estrutura e um peptideo na regido C-
terminal, esse processo libera uma quantidade suficiente de energia para posterior religagéo.
Com esta perda na cadeia inicial, o polipeptideo € agora clivado em dois peptideos B e vy, que
agora estdo ligados, mas em ordem diferente. A subunidade que estava anteriormente na
regido N-terminal estd ligada a subunidade B tendo uma inversdo entre as regifes N e C-
terminal formando a subunidade o, também chamada lectina madura. Este processo €

catalisado por uma enzima asparaginil endopeptidase que ndo possui 100% de rendimento,
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uma vez que algumas cadeias B e y ndo ligadas estdo sempre presentes na preparacdo dessas
lectinas. Portanto, em um gel de SDS-PAGE, trés bandas s&o observadas. Acredita-se que a
maioria das lectinas do tipo ConA sofra 0 mesmo processamento (CARRINGTON;
AUFFRET; HANKE, 1985; OSTERNE et al., 2014; SHARON; LIS, 2007). A determinacao
das estruturas primarias e terciarias foi usada como uma maneira de entender essa diferenga
na especificacdo de proteinas purificadas a partir de amostras filogeneticamente estreitamente
relacionadas e para obter informac6es sobre sua origem evolutiva.

Outra propriedade de algumas lectinas do tipo ConA ¢ a oligomerizacéo dependente de pH, na
qual a propor¢éo de proteinas na oligomerizacdo dimérica e tetramérica pode ser alterada de
acordo com o pH do meio (NAGANO et al.,, 2008). As alteracdes nesse equilibrio
dimero/tetramero podem influenciar diretamente as atividades bioldgicas, pois essas lectinas
sdo capazes de interagir com glicanos de glicoconjugados com maior afinidade quando na
forma tetramérica (OLIVEIRA et al., 2008; SOL et al., 2007; WAH et al., 2001).

Vérias lectinas da subtribo Diocleinae podem elicitar atividades bioldgicas como
inflamatdria, vasoativa, antiproliferativa, imunomodulatéria, entre outras. Essas atividades
estdo diretamente relacionadas a sua capacidade de interagir com ligantes de glicano na
superficie celular e, por isso, o efeito é afetado de perto pela afinidade e pelo modo de ligacdo
entre carboidratos e lectina, gerando variabilidade em efeito (CAVADA et al., 2019a ,
2019b).

1.6 Lectina de Dioclea violacea

Dioclea violacea é uma leguminosa nativa do Brasil conhecida popularmente
como olho-de-boi. A planta é uma videira lenhosa cujas folhas sdo compostas por trés foliolos
elipticos ovais, com inflorescéncia em forma de orelha, comprida com flores roxas e pétalas
branco-amareladas na base. Os frutos sdo vagens contendo sementes globosas grandes, duras
e marrons (QUEIROZ, 2015; ZAPPI et al., 2015). Esta planta é usada na medicina popular
como tranquilizante, tbnico, parasiticida e inseticida. Verifica-se também sua aplicacdo na
prevencdo de derrames e remocdo de sequelas decorrentes desse problema, além de ser
aplicada em casos de epilepsia (FERN, 2020). Imagens da semente e planta, bem como a

taxonomia de Dioclea violacea sdo mostradas na figura 5.
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Figura 5 — Taxonomia e imagens de sementes e plantas de
Dioclea violacea

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Leguminosae
Tribo: Phaseolae
Subtribo: Diocleinae

Género: Dioclea

Espécie: Dioclea violacea

Fonte: Imagens de: https://faunaefloradorn.blogspot.com/2018/07/olho-
de-boi-dioclea-violacea-mart-ex.html

A lectina de Dioclea violacea (DVL) é uma lectina do tipo ConA com afinidade
para manose, glicose e acUcares relacionados, inicialmente purificada por Moreira et al. 1996.
ConA e DVL mostraram ser bastante semelhantes, compartilhando mais de 80% de
similaridade no nivel da estrutura primaria e também no nivel da estrutura tridimensional,
apesar de seus efeitos nos testes bioldgicos serem bastante diferentes em alguns trabalhos
(NASCIMENTO et al., 2018, 2019). Estruturalmente, DVL se apresenta na oligomerizacao
tetramérica, independentemente do pH do meio (BEZERRA et al., 2013). Em modelos
animais, a administracdo de DVL foi associada com ambas as atividades anti-inflamatorias e
pro-inflamatorias (CLEMENTE-NAPIMOGA et al., 2019; DE ALENCAR et al., 2013).
Além disso, DVL foi capaz de induzir o relaxamento das aortas de ratos, além de outras
atividades biologicas. Em relacdo ao efeito antitumoral, foi relatado que o DVL tem efeito
antitumoral nas células de glioma de camundongos da linha C6 e glioma humano da linha
U87, um efeito envolvido na ativagdo dos fendmenos programados de morte celular,
basicamente autofagia e apoptose (NASCIMENTO et al., 2018, 2019). A sequéncia e a

estrutura tridimensional estéo representadas na figura 6.
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Figura 6 — Estruturas primaria, secundaria e terciaria da lectina de Dioclea violacea lectin
(PDB id: 2GDF)
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1.7 Aplicacdes das lectinas no diagnostico e terapia do cancer

O termo cancer inclui diferentes patologias que tém caracteristicas comuns:
desregulacdo na divisdo celular, perda da capacidade de diferenciacdo celular, aumento da
sobrevivéncia celular e aumento da capacidade de migracao celular (FOUAD; AANEI, 2017).
A tumorigénese em humanos é um processo complexo que reflete alteragdes genéticas que
levam a uma transformacéo progressiva de células normais em derivadas altamente malignas
(TABASSUM; POLYAK, 2015). O processo pelo qual as células normais se transformam
progressivamente em células tumorais pode ser o resultado de processos enddgenos, como
erros na replicacdo do DNA, instabilidade quimica intrinseca de algumas bases de DNA,
perda de heterozigosose ou ataque de radicais livres gerados durante o metabolismo. O dano
ao DNA também pode ser o resultado de interacdes com agentes exdgenos, como radiacao

ionizante, radiacdo UV e/ou agentes cancerigenos quimicos. As células possuem mecanismos
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para reparar esses danos, mas, por varias razes, podem ocorrer erros e, com isso, mutacoes
no genoma dessas células (BERTRAM, 2000).

A transicdo das células normais para as células tumorais envolve a participacédo de
genes envolvidos nos mecanismos de homeostase que controlam a proliferacdo e morte
celular. Se essas alteracbes e mutacGes induzem a ativacdo de genes que estimulam a
proliferacdo ou protegem a célula da morte, esses genes sdo chamados protooncogenes. Se
mutacdes inativam genes que normalmente inibem a proliferacdo, esses genes séo referidos
como supressores de tumores (LEE; MULLER, 2010). As marcas de cancer sdo seis
capacidades adquiridas durante o desenvolvimento de tumores. Eles incluem a manutencédo da
sinalizacdo proliferativa, evasdo de supressores proliferativos, resisténcia & morte celular,
ativacdo da imortalidade replicativa, inducdo da angiogénese e capacidade de invasdo e
metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

As abordagens atuais para o tratamento do cancer e seus efeitos inevitavelmente
acabam causando varias condicGes nocivas e perigosas para o0 paciente, por isso hd uma
demanda por uma alternativa eficaz e especifica contra essas doengas que gerariam menos
efeitos adversos. Para diminuir essas condi¢cdes prejudiciais, sugerem-se alguns alvos
especificos, abrindo portas para novas terapias e métodos de diagnostico.

Como existem estruturas aberrantes e o aparecimento de glicoconjugados com
estruturas incomuns nos glicanos encontrados nas células cancerigenas, a deteccdo desses
glicoconjugados é facilmente realizada pela aplicacdo de lectinas (HASHIM; JAYAPALAN;
LEE, 2017). As lectinas vegetais também tém sido utilizadas como ferramentas para o
reconhecimento de tumores, considerando sua capacidade de diferenciar tumores benignos e
malignos com base no grau de glicosilagio (PIHIKOVA; KASAK; TKAC, 2015). Como
exemplo, a lectina de Lens culinaris (LCA) é datil na discriminacdo de carcinoma
hepatocelular de doencas hepaticas benignas e também € vantajosa no diagnostico de algumas
condicBes de metastase do hepatoma (ALSALLOOM, 2016). O desenvolvimento de novos
microarranjos com lectinas ajuda na determinacdo de estruturas de glicanos e fornece uma
plataforma Gtil para analises com alto rendimento de amostras bioldgicas, fornecendo uma
nova dimensdo para o diagnéstico e progndéstico do cancer.

Além de reconhecer os glicanos nas células cancerigenas, varias lectinas também
demonstram atividade antiproliferativa diretamente, esse efeito geralmente é causado pela
ligacdo a glicanos nos na membrana celular desencadeando processos de aglutinagdo ou
agregacdo concomitantemente ou ndo com citotoxicidade através de mecanismos tais como
apoptose, autofagia e/ou necrose (DE MEJIA; PRISECARU, 2005). Além do que foi dito
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anteriormente, as lectinas também podem induzir atividade imunomodulatéria por meio da
interacdo com glicanos presentes na superficie das células do sistema imune, o0 que ativa a
liberacdo de citocinas que exercem um efeito tumoricida (SOUZA et al., 2013) . Da mesma
forma, novas estratégias foram estabelecidas em investigacdes pré-clinicas e clinicas para
desenvolver um tratamento combinat6rio que consiste em imunoterapia juntamente com
outras terapias anticancer. As lectinas vegetais também tém sido amplamente utilizadas para
direcionamento especifico nos sistemas de drug-delivery. Como exemplo disso tem-se a
aplicacdo de WGA em terapias para cancer de bexiga como agente para entregar
doxorrubicina diretamente no tumor (APFELTHALER et al., 2018), além de lectinas
imobilizadas em estruturas nanoestruturadas para administragdo de medicamentos.

Além de serem utilizadas na administracdo de medicamentos, estudos mostraram
que as proprias lectinas podem ser aplicadas como agentes antineoplasicos devido a seus
potentes efeitos antiproliferativos e a capacidade de induzir apoptose e autofagia em vérias
linhagens de células tumorais (CATANZARO et al., 2019). O efeito dessas lectinas esta
relacionado a sua capacidade de se ligar a proteinas glicosiladas na membrana das células
cancerigenas e é sabido que os glicoconjugados tém funcGes importantes em varios processos
bioldgicos, sendo o desenvolvimento e manutencdo do cancer um deles.

Estudos tém demonstrado o efeito antiproliferativo de lectinas como as lectinas de
Canavalia ensiformis (ConA), Canavalia bonariensis (CaBo), Dioclea violacea (DVL) e
Dioclea lasiocarpa (DLL) contra células de glioblastoma. Todas essas lectinas induziram uma
reducdo significativa na viabilidade celular. Em adi¢do, algumas delas afetaram o potencial da
membrana mitocondrial, a migracdo celular e induziram alteracGes morfoldgicas nas células.
A andlise colorimétrica indicou morte celular por autofagia, apoptose e necrose induzida pela
via mitocondrial e modulacdo de metaloproteinases (CAVADA et al., 2018; NASCIMENTO
et al.,, 2019; PRATT,; ROY; ANNABI, 2012). As lectinas também foram testadas contra
linhagens de células cancerigenas de ovario, pulmdo, préstata, mama, pele, entre outras e, em
praticamente todos os casos, algum nivel de inducdo de morte celular foi geralmente
observado pela indugéo de alguma via de morte celular programada (CAVADA et al., 2018;
DE MEJIA; PRISECARU, 2005; GONDIM et al., 2017).

1.8 Nanotecnologia e particulas de CaCO3

A nanotecnologia é definida como qualquer tecnologia em nanoescala que tenha

aplicacdo no mundo real. A nanotecnologia abrange a producdo e aplicacdo de sistemas
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fisicos, quimicos e bioldgicos em escalas que variam de um &tomo individual a varios &tomos
ou moléculas em dimensGes nanométricas, bem como a integracdo das nanoestruturas
resultantes em sistemas maiores. E provavel que a nanotecnologia tenha um impacto profundo
em nossa economia e sociedade no inicio do século XXI, comparavel ao da tecnologia de
semicondutores, tecnologia da informacdo e biologia celular/molecular. A nanotecnologia
promete avangos em areas como materiais e manufatura, nanoeletrdnica, medicina e salde,
energia, biotecnologia, tecnologia da informacdo e seguranca nacional. A nanotecnologia é
amplamente considerada a proxima Revolucdo Industrial (JEEVANANDAM et al., 2018;
RAI; RAI 2015).

Os recursos em nanoescala sdo construidos principalmente a partir de seus
constituintes elementares (KHAN, IBRAHIM; SAEED; KHAN, 2019). Exemplos incluem
sintese quimica, automontagem a partir de reagentes simples em solucdo, biomoléculas como
DNA e proteinas usadas como blocos de construcdo para produzir nanoestruturas e pontos
quéanticos (BHUSHAN, 2007).

A descoberta de novos materiais e processos em escala nanométrica e o
desenvolvimento de novas técnicas experimentais e tedricas criam novas oportunidades para o
desenvolvimento de nanossistemas inovadores e materiais nanoestruturados. As propriedades
dos nanomateriais podem ser dramaticamente diferentes daquelas em uma escala maior.
Quando o tamanho de um material é pequeno, ocorrem mudancas consideraveis nas suas
propriedades. Se apenas um comprimento de uma nanoestrutura tridimensional é de
dimensBGes nanométricas, a estrutura € chamada de po¢o quantico; se dois lados tém um
nandémetro de comprimento, a estrutura é chamada de fio quantico; se todas as trés dimensdes
estdo na faixa nano, e estrutura é chamada de ponto quantico. O termo quantum esta associado
a esses trés tipos de nanoestruturas porque alteracdes nas propriedades surgem da natureza
mecanica da fisica no dominio nanométrico (OWENS; POOLE, 2008). Os materiais podem
ser nanoestruturados para obtencdo de novas propriedades e desempenho inovador. Este
campo esta abrindo novos caminhos em ciéncia, tecnologia e saude.

Na nanotecnologia, candidatos promissores para o desenvolvimento de sistemas
de liberacdo controlada e liberagdo de medicamentos sdo nanoparticulas porosas feitas de
materiais inorganicos (PATRA et al., 2018). Nesse contexto, o carbonato de calcio (CaCOs) é
um biomaterial inorganico promissor devido a sua estabilidade quimica, bioatividade,
biocompatibilidade e potencial de aplicagdo na administracdo de medicamentos (DIZAJ et al.,
2015). CaCOs existe em trés modificacbes polimorficas anidras: vaterita, aragonita e calcita,

com estruturas romboédrica, ortorrdmbica e hexagonal, respectivamente (ERCAN; ORAL;
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KAPUSUZ, 2019). Dentre esses polimorfos, a vaterita € o mais promissor devido a sua
tendéncia a formar agregados policristalinos com alta porosidade e area superficial, resultando
em alta capacidade de carga de medicamentos e na possibilidade de liberacdo lenta/controlada
da substancia terapéutica (TRUSHINA et al., 2014). O tamanho e a forma das particulas tém
uma alta influéncia na recristalizacdo, propriedades de dissolucgéo e estabilidade na solucao.
Em aplicagcbes de administragdo de medicamentos, o formato das particulas mostrou-se
fortemente relacionado as respostas celulares, absorcdo de particulas pelas células, efeito na
viabilidade celular, apoptose, adesdo, migracao e formacéo de citoesqueleto (JINDAL, 2017;
ZHENG; YU, 2016)

As particulas de carbonato de calcio tém uma ampla gama de aplicagdes como
modelos para a montagem de microparticulas a partir de hidroxiapatita (TRUSHINA et al.,
2014) ou em complexos com biomoléculas como proteinas (ERGUL YILMAZ et al., 2016),
além de microcédpsulas e nanocapsulas criadas pela técnica conhecida como camada por
camada (JOSHI; SRIVASTAVA, 2009; SUKHORUKOQV et al., 2004). Para a fabricacdo de
capsulas, as particulas de carbonato de célcio sdo amplamente reconhecidas como estando
entre 0s nacleos mais atraentes. Isso se deve principalmente aos métodos simples e de baixo
custo disponiveis para sua fabricacdo. A estrutura da capsula é determinada pelo tamanho,
forma e propriedades do molde (BISWAS; NAGARAJA; MCSHANE, 2014; LIU et al.,
2009) e a porosidade do molde sélido determina a estrutura interna da capsula, a morfologia
da casca e das propriedades de liberacdo do material final (LIU et al., 2009; YOW; ROUTH,
2006). Particulas porosas, como as de carbonato de calcio, permitem um encapsulamento mais
eficaz de moléculas do que particulas ndo-porosas, como silica e poliestireno (RENDER et
al., 2016; SUKHORUKAOV et al., 2004; TROFIMOV et al., 2018).

Vérias morfologias de particulas de carbonato de calcio na faixa de tamanho de
micrémetros, incluindo esferas ocas (CAIl et al., 2008), hexagonos (POUGET et al., 2010),
microanéis (MAO et al., 2013) entre outras. Muitas abordagens tém sido amplamente
utilizadas para controlar as fases e a morfologia das particulas e aditivos sollveis em agua,
tais como surfactantes aniénicos, tém sido tipicamente usados para modificar polimorfos de
cristais de CaCOz (KANG et al., 2005). Particulas de vaterita com diferentes morfologias
(como amendoim, tipo haltere, etc.) foram produzidas com fatias hexagonais. Nessas
abordagens, os copolimeros geralmente eram produzidos durante a fabricacdo (BOYJOO;
PAREEK; LIU, 2014). No entanto, a presenca de aditivos solUveis pode afetar a estrutura
final e levar a propriedades interessantes, principalmente no que diz respeito a

biocompatibilidade.
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O tamanho dos cristais esféricos das particulas de CaCOs pode ser regulado por
condigOes de agitacdo, principalmente tempo e velocidade de agitagdo durante a mistura direta
dos sais precursores (CaClz e Na2CO3) em supersaturacdo (YAN et al., 2009), esse fendbmeno
pode ser explicado por um efeito de agitacdo na formacdo de ndcleos durante o processo de
nucleacdo heterogénea. Uma abordagem alternativa que pode ser usada para controlar a forma
e o0 tamanho das particulas de vaterita é baseada na diminuicdo da taxa de solubilizagdo dos
sais, substituindo parcialmente o solvente; de fato, a influéncia do solvente no tamanho das
particulas esféricas de vaterita e o mecanismo de sua formacdo ja foram relatados
anteriormente (KONOPACKA-YSYSWAWA, 2019). Além disso, a sintese de particulas
anisotropicas foi recentemente demonstrada (PARAKHONSKIY et al., 2015). Algumas das
aplicacdes mais avancadas dessas particulas, bem como capsulas modeladas nessas particulas,
estdo previstas na area de administracdo de medicamentos e liberacdo controlada.

Biomoléculas e particulas podem interagir de diferentes maneiras, geralmente
através de algum tipo de funcionalizacdo e varios tipos de estratégias de conjugacdo foram
desenvolvidos. Um dos métodos mais antigos de ligacdo de moléculas e particulas é a
adsorcdo direta. As biomoléculas podem interagir com particulas de maneira direta com
diferentes tipos de particulas. Entretanto, a interacdo desse tipo é geralmente fraca e
inespecifica e, por isso, poucas aplica¢des fazem uso desse tipo de conjugacdo (CAGLIANI;
GATTO; BARDI, 2019), embora essa caracteristica possa ser desejavel, como no caso de
sistemas de liberacdo lenta. O acoplamento covalente, em contraste com o método de
adsorcdo, fornece uma conjugacdo especifica e estavel de biomoléculas com particulas.
Normalmente, grupos funcionais na superficie das particulas, incluindo grupos carboxilicos,
amidas e tiois, podem fazer conexdes com biomoléculas por meio de varias estratégias cujo
resultado final é a formacdo de uma ligacdo quimica forte entre a particula e a biomolécula
(AUBIN-TAM, 2013; CAGLIANI; GATTO; BARDI, 2019; MOLAVIPORDANJANI;
HOSSEINIMEHR, 2019).

1.9 Sistemas de liberacéo controlada

Os métodos convencionais de administracdo de medicamentos sédo desenvolvidos
de maneira a liberar o agente ativo rapidamente. Nesses sistemas, geralmente, compostos
diluentes sdo empregados para ajudar na solubilizacdo do agente e, nesses sistemas, manter o
medicamento dentro de uma faixa terapéutica as vezes é dificil (WEN; JUNG,; LI, 2015). Nos

métodos convencionais de administracdo, a concentracdo do medicamento aumenta até a
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dissolucdo completa e comeca a baixar pouco tempo depois, exigindo uma nova dose, iSso
pode levar a alguns problemas. Altas concentracfes da droga, acima da faixa terapéutica,
podem ser toxicas, enquanto baixas concentragdes podem nao ser eficazes e tém o problema
adicional de levar a resisténcia. Uma das maneiras de minimizar esses problemas € a criacdo
de sistemas de liberagdo controlada, geralmente aplicando sistemas nanoestruturados para
encapsular e modular a liberacdo do medicamento e mantendo sua concentracdo na faixa
terapéutica pelo maior tempo possivel (SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012; WEN; JUNG,;
LI, 2015).

Os sistemas de liberacdo controlada emergem como uma nova estratégia para a
administracdo de medicamentos, com grandes vantagens, como um melhor controle da
liberacdo do medicamento, tempos reduzidos em doses tdéxicas e subterapéuticas,
possibilidade de verificar os niveis do medicamento no local da aplicacdo, obtencdo de altos
concentragcbes do medicamento no local especifico a ser tratado, direcionando o principio
ativo a alvos especificos sem passar por locais probleméticos, como o trato gastrointestinal,
gue podem ser um obstaculo se o medicamento ndo for absorvido por essa via. Alguns desses
sistemas também podem apresentar a capacidade de proteger a substancia ativa da degradacéo
que, em um método de administracdo convencional, exigiria aplicacGes repetidas da
substancia (HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019; TIWARI et al., 2012) . Um dos principais
fatores a serem considerados nos sistemas de liberacdo controlada é a degradacdo do sistema
encapsulante, que influencia diretamente a liberacdo do medicamento, tornando a estabilidade
do sistema um dos principais fatores a serem considerados para evitar uma degradacdo
prematura. Os sistemas poliméricos aplicados em sistemas de liberagdo controlada podem ser
sintetizados a partir de varios polimeros, biodegradaveis ou ndo. Esses polimeros precisam ser
biocompativeis, quimicamente inertes, ndo-carcinogénicos e hipoalergénicos. Além disso, o
material ndo deve ser fisica ou quimicamente alterado pelo tecido local ou provocar qualquer
resposta inflamatéria (KAMALY et al., 2016; LEE; YEO, 2015; YANG; PIERSTORFF,
2012). Diferentes tipos de materiais e sistemas coloidais podem e influenciaréo a cinética, a
distribuicéo e a liberacdo da substancia ativa, por exemplo medicamento, vacina ou proteina
terapéutica.

Os principais sistemas aplicados para entrega e liberacdo de drogas séo aqueles
em que o medicamento é encontrado incorporado ou adsorvido na estrutura do transportador.
A droga pode ser liberada no organismo principalmente por dois mecanismos diferentes, a
difusdo e a erosédo (LIECHTY et al., 2010; RAVAL; PARIKH; ENGINEER, 2010). Na
difusdo, o agente ativo difunde-se do agente encapsulante devido a diferenca de concentragéo.
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Na erosdo, o controle quimico ocorre devido & degradacdo do transportador. Um terceiro tipo
de liberacdo envolve o processo de ativagdo do solvente, no qual as cadeias poliméricas séo
quebradas pela clivagem das ligacbes quimicas, resultando na liberacdo da droga. Outra
estratégia é aplicada quando o farmaco é covalentemente ligado ao polimero e pode ser

liberado por enzimas especificas (LIECHTY et al., 2010).

1.10 Docking molecular aplicado a lectinologia

Com o surgimento de novas tecnologias de sequenciamento, varias espécies
tiveram seu genoma sequenciado, revelando o conhecimento sobre varias proteinas mesmo
antes de sua purificacdo. A obtencdo da estrutura da proteina e sua andlise geral ainda séo
muito dependentes de metodologias caras e trabalhosas, como a cristalografia de raios-X. O
campo da bioinformatica aplicado as proteinas é um étimo complemento para esses estudos,
devido a sua capacidade de prever alguns resultados, direcionando e reduzindo e direcionando
0s experimentos de bancada necessarios. A bioinformatica aplicada em estudos de proteinas
concentra-se na modelagem molecular para prever a estrutura tridimensional, geralmente
baseando-se em outras estruturas resolvidas experimentalmente com um alto grau de
identidade, docking molecular para prever a ligacdo entre proteinas e ligantes e a dinamica
molecular para estudar os estados da proteina em solucdo, esta Ultima técnica complementa as
outras duas, ajudando na validacdo e gerando muitos dados sobre a dindmica da proteina.

O docking molecular surgiu devido as necessidades da biologia estrutural e da
descoberta de drogas. Essa técnica foi facilitada pelo aumento dramatico no poder
computacional e pela facilitagdo no acesso a estruturas de ligantes na literatura e nas bases de
dados (PINZI; RASTELLI, 2019). O objetivo do docking molecular é prever o
reconhecimento molecular, estruturalmente, encontrando-se posicGes favoraveis de ligacdo e
energicamente, predizendo a afinidade de ligacdo. Esta técnica tem uma variedade de
aplicacdes, incluindo previsdo da localizacdo de sitios de ligacdo nas proteinas, localizagédo
das regides para interacbes com drogas, analise de ligacdo entre lectinas e carboidratos,
estimativa da forca das interacBes entre moléculas. Além disso, é possivel verificar como as
alteracOes estruturais podem afetar a ligacdo das proteinas aos ligantes, por meio de analise
comparativa com moléculas mutadas (FAN; FU; ZHANG, 2019; JAIN et al., 2018).

Essa técnica permite a triagem de grandes bibliotecas de compostos, avaliacéo da
afinidade e especificidade com base em propriedades estruturais e quimicas, como tamanho,

geometria, distribuicdo de carga, polaridade e potencial para interagcbes hidrofobicas e
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ligacBes de hidrogénio. O objetivo de testar bancos de possiveis ligantes é identificar
compostos que se ligam a uma proteina-alvo. Dessa forma, a reagdo bioquimica que a
proteina alvo realiza pode ser alterada, permitindo a descoberta de possiveis ferramentas
médicas e/ou biotecnoldgicas (CHEN et al., 2012; COLEMAN et al., 2013). Atualmente, o
acesso a um banco de dados de estruturas de proteinas (Protein Data Bank) e grandes
bibliotecas de pequenas moléculas comercialmente acessiveis, como o banco de dados ZINC
(IRWIN; SHOICHET, 2005), fornecem um grande ndmero de possiveis novos ligantes e
alvos a serem testados. Uma vez testados in silico, esses ligantes podem ser comprados ou
sintetizados para testes in vitro e/ou in vivo, acelerando a pesquisa farmacéutica e
biotecnoldgica (LORBER; SHOICHET, 2005). Essa abordagem de testar um grande nimero
de compostos usando docking molecular é chamada de screening virtual.

O encaixe de moléculas com possiveis ligantes segue uma ordem. Primeiro, € feita
a separacao dos provaveis sitios de ligacdo, depois € feita a sobreposicéo dessas regides e, por
meio de funcGes de analise estatistica e pontuacdo, tenta-se obter os complexos mais
préximos do que ocorre experimentalmente. A analise das inser¢bes é feita pontuando a
formacdo de cada complexo. A partir desse escore, € realizada uma andalise comparativa, na
qual cada complexo formado é avaliado e, ao final, sdo posicionados em um ranking
(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2005, 2012).

O docking molecular tem sido amplamente aplicado no estudo com lectinas, a fim
de buscar estruturas de carboidratos capazes de ligar a lectinas de interesse. Alguns exemplos
de aplicacdo dessa técnica sdo: uso na lectina de Dolichos lablab para analise da interacédo
entre a proteina e oligomanosideos (TEIXEIRA et al., 2014), busca de ligantes para lectinas
bacterianas (TOPIN et al., 2013), para a analise da interacdo entre lectinas e varios glicanos
(CAVADA et al.,, 2018; MARQUES et al., 2017), entre outros. Uma imagem de um
acoplamento molecular entre a lectina de Dioclea lasiophylla e um glicano ¢ mostrada na

figura 7.
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Figura 7 — Docking molecular entre a lectina de Dioclea lasiophylla e um glicano de
oligomanose. Representacdo em bastfes do DRC da lectina em complexo com o glicano com
carbonos em azul para a proteina e em amarelo para o ligante (& esquerda). Diagrama 2D do
Ligplot das interacdes (a direita)
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Fonte: Pinto-Junior e colegas (2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Esta pesquisa faz parte de um projeto maior que foca na purificacdo, caracterizacao fisico-
quimica e estrutural, atividades bioldgicas e estudos de bioinformatica de varias lectinas. Os
resultados gerados no projeto atual podem ser acessados nos artigos listados na se¢do anexos.
Com relacdo ao presente trabalho, o principal objetivo foi construir um sistema de liberacdo
controlada/lenta para a lectina de Dioclea violacea aplicando particulas de carbonato de célcio
e investigar os efeitos da lectina e dos bioconjugados contra células cancerigenas cervicais da

linhagem HelLa .

2.2 Objetivos especificos

* Purificar a lectina das sementes de Dioclea violacea aplicando técnicas consolidadas de
quimica de proteinas.

* Sintetizar 2 tamanhos de particulas de carbonato de célcio.

* Avaliar a capacidade das particulas de adsorver DVL, bem como o rendimento de adsorcao.
» Caracterizar a adsor¢do em relag@o a dependéncia do tempo e a concentragdo da lectina.

» Comparar o processo de recristalizacdo das particulas isoladamente e dos bioconjugados.

* Avaliar a liberacao de DVL das particulas.

» Caracterizar os bioconjugados por FITR e microscopia eletronica.

* Avaliar o potencial citotoxico do DVL e dos bioconjugados contra células HeLa.

* Estudar a interacdo entre DVL e glicanos encontrados na superficie das células HeLLa usando
simulagdes in silico de docking molecular.

* Investigar a internalizagdo de bioconjugados pelas celulas HeL.a usando microscopia

confocal.
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3 METODOLOGIA

3.1 Isolamento e purificacdo de DVL

A purificagéo da lectina a partir de sementes de Dioclea violacea foi realizada de
acordo com protocolo adaptado de Moreira et al. (1996) (MOREIRA et al., 1996).
Inicialmente, as sementes descascadas foram moidas em um moedor de café até a obtencdo de
um pé fino. Posteriormente, a farinha foi ressuspensa em NaCl 150 mM (1:10 p / v) e mantida
sob agitacdo constante por 4 h em temperatura ambiente para extracdo de proteina soltvel. A
suspensdo foi entdo centrifugada a 10.000 x g por 20 min, o sedimento foi descartado, o
sobrenadante filtrado em um filtro de papel (Whatman TM), coletado e designado como
extrato bruto. A seguir, este extrato foi aplicado em cromatografia de afinidade na matriz
Sephadex®-G50 previamente equilibrada com NaCl 150 mM contendo CaClz 5 mM e MnCl,
5 mM. As proteinas ndo retidas (P1) foram eluidas com a mesma solugédo e a fracédo retida
(P2) foi eluido com glicose 100 MM em NaCl 150 mM. Fracdes de 1,5 mL foram coletadas
com fluxo de 2 mL/min e todas as fragfes foram monitoradas por espectrofotometria em
comprimento de onda de 280 nm. As fracOes retidas foram reunidas, dialisadas contra agua
destilada e liofilizadas. Testes de hemaglutinacdo foram aplicados para determinar a atividade
da lectina durante as etapas de purificacdo. Este teste foi realizado em placas de 96 pocos em
que Tris-HCI 50 mM, pH 7,6 + NaCl 150 mM, foi adicionado em cada poco, seguido pela
adicdo da amostra no primeiro poco, a solucdo foi entdo diluida seriadamente e uma
suspensao de eritrdcitos de coelho a 3% em NaCl 150 mM foi adicionado em cada poco. As
placas foram incubadas a 37 °C por 30 min, seguidas de 30 min de incubacdo a temperatura
ambiente, ap6s o qual a aglutinacdo foi observada macroscopicamente. Este ensaio foi

realizado em triplicata e o tampé&o foi aplicado como controle.

3.2 Sintese das particulas

Particulas esféricas de CaCOs foram obtidas como resultado da reacdo de
agregacéo coloidal devido a mistura rapida de CaCl> e NaxCOs (PARAKHONSKIY et al.,
2014). Para a preparacdo das particulas maiores de CaCO3z (MPs), solugbes previamente
preparadas de CaCl> e Na,COs, ambas na concentracdo de 330 mM, foram misturadas em

proporcdes iguais e mantidas sob agitacdo em um agitador magnético (500 rpm) a temperatura
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ambiente por 1 h. Apds o que, as particulas foram separadas da suspenséo por centrifugacao a
3200 x g por 3 min, lavadas com etanol a 100% e secas em estufa a 50 °C.

Para a preparacdo das particulas menores (NPs), CaCl, e Na,COs, ambos a 330
mM foram misturados em proporcGes iguais, seguidos pela adigdo de etilenoglicol na reacéo
em uma concentracdo final de 83%. A suspensdo foi mantida sob agitagdo constante (500
rpm). Do mesmo modo que as particulas maiores, as particulas menores foram separadas da
suspensdo por centrifugacdo a 3200 x g por 10 min, lavadas com etanol a 100% e secas em
estufa a 50 °C.

3.3 Bioconjugacéo

Inicialmente, solugcdes de DVL nas concentragdes 1 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,1
mg/mL foram preparadas solubilizando a lectina liofilizada em Tris-HCI 50 mM, pH 7,6 +
NaCl 150 mM. Para verificar a adsor¢édo de DVL nas MPs e NPs, 1 mL de cada solucéo foi
misturado com 10 mg de MPs e NPs e a suspensédo foi mantida sob agitacdo constante em um
agitador orbital por 1 h. A seguir, o sélido foi separado do liquido por centrifugacdo a 5000 x
g por 5 min. A quantidade de lectina adsorvida em cada condicdo foi calculada por
espectrofotometria em comprimento de onda de 280 nm em que o sobrenadante foi medido, a
absorbancia aplicada em uma curva padrdo previamente preparada e a concentragdo foi
estimada e removida do valor inicial para determinar a quantidade de lectina adsorvida nas
particulas. A concentracdo com maior redimento de adsorcdo sem grande desperdicio de
lectina foi escolhida para os préximos passos da caracterizacdo. Estes experimentos foram
realizados em triplicata.

3.4 Caracterizacao dos bioconjugados

3.4.1 Adsorc¢ao durante o tempo

A dependéncia do tempo para o rendimento de adsorcéo foi verificada da seguinte
forma: 1 mL de uma solucdo recem-preparada de DVL em Tris-HCI 50 mM pH 7,6 + NaCl
150 mM a 1 mg/mL foi misturada com 10 mg de MPs e NPs e a suspensédo foi mantida sob
agitacdo constante por diferentes tempos (5 min, 30 min, 1 h, 2 he 3 h) a temperatura
ambiente. Apds cada tempo, a suspensdo foi centrifugada a 5000 x g por 5 min, o

sobrenadante foi removido e a concentracdo de lectina foi medida por espectrofotometria a
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280 nm, a fim de determinar a quantidade de lectina nas particulas ap6s cada tempo. Cada
tempo foi testado trés vezes.

3.4.2 Recristalizacdo

The time required for the particles to recrystallize in a calcite phase was calculated
for non-conjugated and DVL-conjugated particles to verify if the conjugates are compatible
with the time needed for biological activities as well as verify if the lectin can affect the
crystallization time. For this, MPs-DVL and NPs-DVL were freshly prepared by mixing 1 mL
of a 1 mg/mL solution of DVL with 10 mg of MPs and NPs and stirring the suspension in an
orbital shaker until maximum adsorption yield. After the removal of the supernatant, both
MPs-DVL and NPs-DVL conjugates and MPs-only and NPs-only were mixed with 1 mL of
50 mM Tris-HCI pH 7.6 + 150 mM NaCl and kept under stirring for several days. At regular
intervals, a drop of the suspension was removed and observed by optical microscopy (100x
magnification) with a 100x/1.4-0.7-oil immersion objective. The number of particles in
vaterite and calcite were then manually counted. A minimum of 100 particles have been
counted each time. The results were expressed as a percentage of calcite particles. This

experiment was performed in triplicate.

3.4.3 DVL release assays

O tempo necessario para a recristalizacdo das particulas para uma fase de calcita
foi calculado para particulas ndo-conjugadas e conjugadas com DVL para verificar se 0s
conjugados sdo compativeis com as atividades bioldgicas a serem realizadas, bem como
verificar se a lectina pode afetar o tempo de recristalizacdo. Para isso, MPs-DVL e NPs-DVL
foram preparados misturando 1 mL de uma solugdo de 1 mg/mL de DVL com 10 mg de MPs
e NPs e agitando a suspensdo em um agitador orbital até 0 maximo rendimento de adsorgé&o.
Ap0s a remocao do sobrenadante, os conjugados MPs-DVL e NPs-DVL e MPs-apenas e NPs-
apenas foram misturados com 1 mL de Tris-HCI 50 mM pH 7,6 + NaCl 150 mM e mantidos
sob agitacdo por varios dias. Em intervalos regulares, uma gota da suspensédo foi removida e
observada em microscopio optico (ampliagdo de 100x) com uma objetiva de imersdo em 0Oleo
100x/1,4-0,7-6leo. O ndmero de particulas em vaterita e calcita foi entdo contado

manualmente. Um minimo de 100 particulas foram contadas de cada vez. Os resultados foram
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expressos como uma porcentagem de particulas de calcita. Estes experimentos foram

realizados em triplicata.

3.4.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A estrutura molecular de MPs e NPs com e sem DVL foi examinada por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier. Conjugados foram preparados
misturando 1 mL de uma solucdo de DVL a 1 mg/mL com 10 mg de MPs e NPs e agitando a
suspensdo em um agitador orbital por 1 h, apds o qual as particulas foram separadas da
solugdo por centrifugacdo a 5000 x g por 5 min. As particulas foram entdo secas em estufa a
50 °C e um espectro por amostra foi coletado na faixa espectral de 400 e 1500 cm™, com

resolucéo de 2 cm™ e média de 25 varreduras.

3.4.5 Microscopia eletronica

A morfologia das particulas foi determinada por microscopia eletrébnica em um
Microscopio eletrébnico de varredura ambiental comfonte por emissdo de campo com
ampliacdo de 5000x a 50000x.

3.5 Ensaios com células

3.5.1 Cultura de células

A linhagem de células HeLa de cancer cervical humano (LANDRY et al., 2013)
foi mantida em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10% (v/v) de soro
fetal bovino (SFB). As células foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera umidificada com
95% de O2 e CO- a 5% ate 80-90% de confluéncia, ponto em que foram aplicadas nos testes

subsequentes.
3.5.2 Ensaios de viabilidade
DVL e os bioconjugados foram solubilizados/suspensos em tampé&o fosfato-salino

pH 7,4 na concentragéo inicial de 1 mg/mL de lectina. Para os testes, placas de 96 pocos

foram semeadas com meio DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB),



49

seqguido por lectina/bioconjugado em diferentes concentragdes de DVL, variando de 6,25
pg/mL (0,062 uM) a 100 pg/mL (1 puM) ou veiculo (controle) seguido pela adigdo de células
em um numero final de 10.000 células/pogo. Em seguida, as placas foram incubadas por 24 h,
48 he 72 h a 37 °C em uma atmosfera umidificada de 95% de O e 5% de CO,. Apds o
periodo de tratamento, o reagente PrestoBlue ™ Cell Viability (ThermoFisher Scientific) foi
adicionado e as placas foram incubadas por 2 h a 37 °C, protegidas da luz para a determinacgéo
da viabilidade celular. A fluorescéncia foi medida no equipamento Infinite 200 PRO (Tecan)
com excitacdo a 560 nm e emissdo a 590 nm. O numero de células em cada poco foi
determinado comparando o valor da fluorescéncia com uma curva padrdo previamente
preparada. Foram realizadas trés repeticdes bioldgicas cada uma com trés repeticGes técnicas.
O efeito do tratamento da morfologia celular foi avaliado por microscopia Optica em

microscopio de campo amplo (ampliacdo de 40x).

3.5.3 Internalizacdo dos bioconjugados nas células

A visualizacdo da internalizacdo de bioconjugados nas células HelLa foi realizada
por microscopia confocal. Para a marcacdo de DVL com rodamina, foi preparada uma solugédo
de lectina a 4 mg/mL em tampdo bicarbonato de sodio, enquanto 1 mg/mL de tetrametil-
rodamina (TRITC) foi preparada em DMSO. A solucdo TRITC foi adicionada a lectina na
proporcéo de 50 puL de TRITC por mL de solugéo de lectina.

Para adsorcdo da proteina marcada nas particulas, 10 miligramas de MPs e NPs
foram incubados cada um com 1 mL de DVL-TRITC por 30 min sob agitacdo constante.
Posteriormente, as particulas foram centrifugadas por 3 min a 3.000 x g e lavadas duas vezes
com PBS (Sigma-Aldrich) para remover o excesso de DVL-TRITC. O controle foi preparado
com BSA-TRITC. Antes das experiéncias confocais, as particulas foram contadas usando um
hemocitémetro e diluidas em meio DMEM para atingir uma concentracdo final de 10
particulas por célula.

Os ensaios foram realizados da seguinte forma: As células Hela foram cultivadas
conforme explicado na se¢do 3.5.1, semeadas em placas de cultura de células de fundo de
vidro (35.000 células/placa) e incubadas durante a noite a 37 °C em atmosfera de 95% de Oz e
5% de CO. para adesdo celular. Posteriormente, o0 meio de cultura de células foi descartado,
as células foram lavadas com PBS e as particulas dos conjugados DVL-TRITC foram

adicionadas as placas e incubadas por 48 h. As células foram coradas com calceina
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(Thermofisher) por 45 min a 37 °C e lavadas duas vezes com PBS antes das andlises ao
microscopio confocal.

As imagens confocais foram obtidas usando um microscopio confocal Al da
Nikon Instruments. O software NIS-Elements C (Laboratory Imaging) foi utilizado para
coleta de dados e anélise de imagens. Os comprimentos de onda das emissdes/excitacao foram
525/488 para calceina e 595/560 para TRITC.

3.6 Bioinformatica - Docking molecular

Para verificar a potencial capacidade de DVL de interagir com os N-glicanos
presentes na membrana celular das células Hel a, foi aplicada a técnica de docking molecular.
Inicialmente, a estrutura dos glicanos presentes nas células foi obtida da literatura (HORVAT
et al., 2013) e desenhada com a ajuda do servidor Carbohydrate Builder (http://glycam.org)
(KIRSCHNER et al., 2008) e todas as estruturas geradas foram submetidas & minimizagéo de
energia com moddulo integrado no servidor. As simulacGes de docking molecular foram
realizadas usando o programa GOLD v. 5.5 (CDCC, Cambridge, Inglaterra), um programa
que testa varias conformacdes de ligantes, permitindo flexibilidade parcial dos residuos do
receptor (JONES et al., 1997). A regido de interacdo foi definida como o centro sendo o
dominio de reconhecimento de carboidratos de DVL, bem como todos os dtomos dentro de
um raio de 11 A a partir dele. Os pardmetros utilizados para o docking foram: tamanho da
populacdo de 100, pressdo de selecdo de 1,1, namero de operacgdes de 10.000, nimero de ilhas
5, tamanho de nicho 2, frequéncia de cruzamento 95, um total de 20 poses para cada ligante e
fungdo de pontuagdo Chemscore (ELDRIDGE et al., 1997). As melhores poses foram
escolhidas combinando a pontuacédo do docking, penalidades na geometria do ligante, ligacdes
de hidrogénio e interacdes hidrofobicas (DE AVILA et al., 2017; HEBERLE; AZEVEDO,
2011; HECK et al., 2017; XAVIER et al., 2016) As figuras foram geradas no software PyMol
(Schrodinger).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacdo de DVL

A lectina das sementes de Dioclea violacea foi purificada por cromatografia de
afinidade em uma matriz de afinidade por dextrana. A proteina retida foi eluida com D-
glicose 100 mM. A atividade hemaglutinante de cada fracdo ap6s a cromatografia foi
determinada usando ensaios de aglutinacdo com eritrocitos de coelho, e a hemaglutinacéo foi
observada apenas na fracdo retida na matriz, indicando que o DVL foi completamente
separada das outras proteinas no extrato bruto.

4.2 Sintese das particulas

No presente trabalho, dois tamanhos diferentes de particulas de CaCOsz foram
obtidos. As particulas maiores (MPs) apresentaram didmetro médio de 4 um e foram obtidas
pela mistura de quantidades equimolares de CaCl. e Na2COs, enquanto a sintese de particulas
menores (NPs), com cerca de 700 nm de diametro, incluiu etilenoglicol na reacdo o que
favoreceu a sintese de particulas menores, como explicado abaixo.

As particulas de CaCOs foram obtidas utilizando uma mistura rapida de sais de
cloreto de célcio e carbonato de sodio. Essas particulas emergem devido aos processos de
nucleacdo, crescimento e agregacdo de carbonato de calcio (PARAKHONSKIY et al., 2014).
O tamanho das particulas durante esse processo € inversamente proporcional ao tempo de
reacdo, mas esse processo é afetado negativamente pela formacdo de particulas na fase de
calcita com uma estrutura ndo-porosa da ordem dos micrémetros. Os cristais policristalinos de
vaterita ttm maior energia livre do que as particulas de calcita. Isso acaba por induzir
naturalmente a transicdo das fases de vaterita para uma fase de calcita mais estavel e menos
energética.

Quando particulas em fases metaestaveis, como vaterita, sdo colocadas em meio
aquoso, elas naturalmente recristalizam na forma de particulas de calcita, que possuem uma
solubilidade muito menor. A adi¢cdo de etilenoglicol na solugdo diminui a solubilidade de
ambas as fases, reduzindo a energia de transformacdo e a taxa de recristalizagcdo. A
solubilidade reduzida pelo etileno glicol, em combinagdo com a alta atividade de carbonato
resultante da alta alcalinidade, favorece a precipitacdo de particulas de carbonato de célcio

com tamanhos menores.
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4.3 Bioconjugacao

A adsorcao de DVL em MPs e NPs é mostrada nas tabelas 2 e 3. Nos MPs, DVL
adsorve mais na concentracdo de 1 mg/mL, com aproximadamente 0,35 mg de lectina
adsorvida em 10 mg de particulas, enquanto nas concentragdes de 0,5 mg/mL e 0,1 mg/mL de
DVL, a quantidade de lectina adsorvida foi de 0,3 e 0,085 mg em 10 mg de particulas
respectivamente (Tabela 2).

Para NPs, na concentracdo de 1 mg/mL, a quantidade de lectina adsorvida foi de
aproximadamente 0,4 mg em 10 mL de nanoparticulas, enquanto nas concentragdes de 0,5 e
0,1 mg mL, as quantidades de 0,32 e 0,062 mg foram adsorvidas na mesma quantidade de
particulas (Tabela 3).

Tabela 2 — Efeito da concentracdo de lectina na adsor¢do em MPs. Os dados apresentados sao
a média de trés experimentos

Concentracdo inicial de Concentracdo media de DVL adsorvida nas particulas
DVL (mg/mL) (mg/mL)
1,0 0,35 + 0,025
0,5 0,3+0,02
0,1 0,085 + 0,005

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 3 — Efeito da concentracdo de lectina na adsor¢do em NPs. Os dados apresentados séo
a média de trés experimentos

Concentracao inicial de Concentracdo media de DVL adsorvida nas particulas
DVL (mg/mL) (mg/mL)
1,0 0,40 + 0,03
0,5 0,32 + 0,024
0,1 0,062 + 0,004

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que, nos dois casos, a lectina na concentracdo de 1 mg mL adsorveu a
maior quantidade de lectina nas particulas, embora ainda permaneca uma quantidade
consideravel de lectina no sobrenadante, o que mostra que um ponto de saturacdo foi atingido.
Além disso, é claro que uma concentracdo mais alta de lectina aumenta a adsorcdo devido a
uma maior quantidade de proteina no meio reacional, até que um limite maximo seja
alcancado. Em nenhum dos casos, 100% de adsorcdo foi alcangcada, mesmo em concentragdes
muito baixas. Os NPs mostraram uma maior capacidade de adsorver DVL, o que pode ser
explicado por sua maior area superficial. A capacidade de particulas menores se conjugarem
com maiores quantidades de biomoléculas ja foi relatada anteriormente e é um fenémeno
conhecido na nanotecnologia (KOHANE, 2007). O protocolo que permitiu adsorver a maior
quantidade de lectina para as particulas foi aplicado em testes subsequentes. Todos 0s
bioconjugados foram capazes de aglutinar eritrocitos de coelho, indicando que a adsorcdo nao
desnaturou a lectina.

Em geral, proteinas e biomoléculas podem interagir diretamente com diferentes
tipos de particulas. Particulas, mesmo sem funcionalizacdo adicional, sdo capazes de interagir
com moléculas, mesmo no interior das células (AURIA-SORO et al., 2019; BEHZADI et al.,
2017). Essa interagdo geralmente € fraca e inespecifica e tem uso limitado, mas ainda €
importante para a geracdo de sistemas de liberacdo controlada. Trabalhos anteriores
mostraram claramente que (nano)particulas geralmente adsorvem proteinas em sua superficie,
formando o que é chamado de corona ao redor da particula. Adicionalmente, lectinas foram

usadas em combinagdo com nanoparticulas para uma série de aplicacdes, incluindo
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imunoterapia oral, biossensores, deteccdo de tumores e entrega de drogas (DEVI; BASIL-
ROSE, 2018: DIESNER et al., 2012; NGUYEN; LEE, 2017; SIMAO et al., 2020; TERAVA
etal., 2019).

4.4 Dependéncia do tempo

O tempo necessario para a adsorcdo de lectina as particulas foi verificado para
otimizar os experimentos subsequentes e verificar as melhores condic¢des. Os resultados sdo
mostrados na figura 8. Pode-se observar que grande parte do processo de adsorgdo ocorre
rapidamente, uma vez que apés 5 minutos, cerca de 0,3 mg (ou 85%) do total de DVL
adsorvida interagiram com os MPs e cerca de 0,25 mg (ou 62%) interagiram com os NPs. A
adsorcéo parece ocorrer mais rapidamente nos MPs do que nos NPs. Os resultados obtidos
foram interessantes do ponto de vista de aplicagdo, considerando que 0 processo € rapido e

tem um rendimento aceitavel.

Figura 8 — Adsorcdo DVL nos MPs e NPs ao longo do tempo. Barras de erro
correspondem ao desvio padréo de trés experimentos separados

—a— MPs
0.5+ —e— NPs
)

04 !
g : i
£ -

3 0.3-
=
S
o
[%2]
E
o 0.2-
£
]
Q
@
—
0.1+
0 | | I
0 1h 2h 3h
Tempo

Fonte: Elaborado pelo autor.



55

4.5 Recristalizagdo vaterita/calcita

Como afirmado anteriormente, quando particulas de carbonato de calcio em fases
metaestaveis, como o vaterita, sdo colocadas em meio aquoso, elas naturalmente recristalizam
na forma de particulas de calcita que possuem uma solubilidade muito menor. No presente
trabalho, a transicdo de vaterita para calcita dos bioconjugados foi avaliada, a fim de
identificar se a adsorcéo de lectina afeta o perfil de transicdo natural das particulas (Figura 9).
Como resultado, observou-se que a adsorcao estabiliza as particulas fortemente. MPs e NPs
sem a presenca de lectina recristalizaram em tempos relativamente curtos, 48h para MPs e
24h para NPs. Como pode ser visto na figura 9, foi observado um atraso altamente
significativo no processo de recristalizacdo nos conjugados em comparagcdo com as particulas
ndo conjugadas, apos 336 h (ou 14 dias), apenas 23% dos MPs-DVL estavam na forma de
calcita enquanto apenas 10% dos NPs-DVL estavam nesta forma. Para as particulas néo
conjugadas, as MPs recristalizaram completamente ap6s cerca de 48 h, enquanto 0 mesmo
fendmeno ocorreu com as NPs ap0s cerca de 5 h. Verifica-se que a presenca de DVL resulta
na estabilizacdo das particulas, mesmo ap6s muitos dias, o que é desejavel para a sua
aplicacdo. A estabilizacdo de particulas por proteinas é algo que geralmente ocorre, uma vez
que sua presenca pode reduzir consideravelmente a agregacdo de particulas, um fator
responsavel por um aumento no tamanho das particulas, que pode levar a tempos de
precipitacdo mais curtos visto que a agregacdo atinge um ponto em que as particulas se

tornam muito grandes e pesadas, perturbando assim o equilibro coloidal e precipitando.
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Figura 9 — Porcentagem de particulas de calcita em diferentes tempos. MP s + DVL (em
preto), somente MPs (em vermelho), NPs + DVL (em verde) e somente NPs (em azul).
Estes experimentos foram realizadas em triplicata e uma centena de particulas foram
contadas em cada tempo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Liberacdo de DVL das particulas

O perfil de liberagdo de DVL das MPs e NPs em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 com
NaCl 150 mM, em temperatura ambiente, mostrou uma liberacéo inicial seguida por uma
liberacdo mais lenta, como mostrado na figura 10. A liberacdo inicial foi mais alta para NPs,
com aproximadamente 27% de liberacdo, enquanto as MPs liberaram cerca de 8% de DVL
dentro de 5 minutos apds o contato dos bioconjugados com o tampé&o. Para bioconjugados de
MPs, a liberacdo ocorreu de tempo-dependente, com liberagdo maxima ap6s 96 horas, com
mais de 90% do DVL liberada das particulas. Para as NPs, a liberacdo de DVL ocorreu mais
lentamente, atingindo o méximo apo6s aproximadamente 8 dias, com uma liberagdo de
aproximadamente 82%. Também foi observado que, para as NPs, o aumento na liberacdo
ocorreu de maneira tempo-dependente até 4 dias, permanecendo praticamente estacionario de

4 a 7 dias, com um aumento dréstico na liberacdo no 8° dia.
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Figura 10 — Grafico mostrando a liberacdo do DVL das MPs e NPs ao longo do tempo.

Os dados correspondem & média de trés experimentos com barras de erro representando
0 desvio padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A lectina é liberada das particulas como resultado de varios fatores, sendo 0s
principais:  difusdo de proteinas das particulas e a degradacdo natural da particula, além da
mudanca gradual da particulas de carbonato de célcio de forma esférica porosa a uma forma
cubica ndo porosa. O efeito cumulativo desses fatores resulta no perfil de liberacdo observado,
formado por uma liberagdo inicial seguida por uma liberagdo mais constante ao longo do
tempo. A liberacéo inicial pode ser explicada pela difusdo das moléculas de lectina acopladas
a superficie das particulas. O perfil de liberacdo lenta pode ser explicado pela difusdo lenta da
lectina através dos poros das particulas. O aumento no tamanho das particulas diminui o

tempo necessario para a liberacdo maxima de DVL, o que pode ser explicado por uma
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diferenca na organizacdo interna em comparacdo aos NPs que afetariam a difusdo e a
retardariam (MUKHERJEE et al., 2008). O tempo de liberacdo do DVL é compativel com
ensaios celulares, 0 que aumenta as chances de aplicacao desses bioconjugados na construcao

de protdtipos de sistemas de liberacéo lenta.

4.7 FTIR e microscopia eletronica

Os espectros de FTIR de NPs e MPs conjugados e ndo-conjugados sdo mostrados
em comparacdo com DVL (Figura 11). Para analisar a fase do carbonato de célcio, foram
investigadas as bandas de absorcéo do ion CO3? planar. Existem quatro modos de vibragéo no
fon COz> livre, a saber, o alongamento simétrico a 1080 cm™ (v1), a flex&o fora do plano a
870 cm™ (v2), o alongamento assimétrico a 1400 cm™ (v3) e as vibracdes de flexdo no plano
divididas a 700 cm™ (v4). Os espectros com bandas centradas em 712 cm™ (v4) e 873 cm-1
(v2) revelam a presenca de calcita, enquanto as bandas centralizadas em 744 cm™ (v4), 878
cm? (v2) e 1085 cm™ (v1) sdo caracteristicos de vaterita e se tem uma banda larga em 1400
(v3) que indica um estiramento assimétrico do ion carbonato. A Figura 11B mostra
claramente uma banda v4 em 744 cm, que confirma que as particulas existem em uma fase
de vaterita e a presenga de DVL ndo influencia a fase do carbonato. Devido ao nimero
relativamente pequeno de moléculas adsorvidas de DVL em relacdo a massa da matriz
inorganica, o impacto das moléculas organicas ndo aparece no espectro.

A microscopia eletrdnica de varredura foi empregada para visualizar de perto a
forma das particulas e bioconjugados. Nao foram observada diferencas indicando que a
adsorcdo de DVL ndo afetou a forma das particulas (Figura 12)
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Figura 11 — Espectros de infravermelho da lectina, das particulas e dos bioconjugados. a)
Espectros detalhados de 720-770 cm™ de DVL (em azul) NPS-DVL (em preto) somente NPs
(em vermelho), MPs-DVL (em verde) e somente MPs (em roxo). b) Faixas tipicas para
vaterita a 1085 cm™ e 745 cm™?
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 12 — Microscopia eletronica de varredura das
particulas de vaterita e bioconjugados mostrando sua
morfologia esférica. a) somente NPs, b) somente MPs, c)
NPs-DVL e d) MPs-DVL. DVL ndo parece alterar a
morfologia geral das particulas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.8 Ensaios de toxicidade cellular e internalizacéo dos bioconjugados nas células

O efeito de DVL e dos bioconjugados foi avaliado através da analise da
viabilidade e morfologia das células HelLa. Os resultados mostram que DVL e os
bioconjugados afetaram a viabilidade das células em comparagdo aos controles,
principalmente nos periodos de 48 e 72 horas (Figura 13). Na concentracdo mais alta testada
(1 uM), DVL ndo-conjugada apresentou um efeito bioestatico no qual o nimero de células
ndo ficou abaixo do valor inicial de 10.000, mas a divisao celular foi muito mais lenta do que
no controle. Para os bioconjugados MPs-DVL e NPs-DVL, foi observado um efeito severo na
viabilidade celular apds 48h e 72h, com contagens de células chegando a 2.500 células, uma
diminuicdo de aproximadamente 75% na viabilidade, considerando o numero inicial de
10.000 celulas. O efeito citotoxico dos conjugados apresentou dose-dependéncia, em todas as
concentracdes, o conjugado NPs-DVL apresentou o maior efeito citotoxico em comparagao
com DVL néo-conjugada, MPs-DVL e os controles. Na presenca de DVL a1l uM e 0,5 pM, a
morfologia celular mudou para uma forma esférica, indicativa da perda de adesao, também
podem ser observados aglomerados celulares que sugerem uma aglutinacdo induzida pela
lectina (Figura 14). Em relagéo aos controles, o controle somente de MPs parece ndo afetar as
celulas e o efeito de NPs é bastante limitado em comparacdo com os bioconjugados e DVL
ndo-conjugada.

Estudos anteriores relataram o efeito antiproliferativo de varias lectinas do tipo
ConA contra células cancerigenas, com a maioria dessas lectinas ativando vias de morte
celular programadas, como apoptose e autofagia. Sugere-se que esses efeitos estejam
relacionados a interacdo de lectinas com alvos glicosilados especificos. Foi relatado que o
DVL apresenta alta citotoxicidade para as linhas de glioma de ratos e humanos, conforme
publicado por (NASCIMENTO et al., 2018) e (NASCIMENTO et al., 2019). Em ambos os
casos, 0 DVL reduziu a viabilidade celular em cerca de 60% em ambos os casos, alterando a
morfologia celular de uma forma poligonal para uma forma esférica e reduzindo severamente
a migracdo celular. A morte celular induzida por DVL mostra-se principalmente relacionada a
inducdo de autofagia, corroborando com foi observada por (PRATT; ROY; ANNABI, 2012),
(OSTERNE et al., 2017; CAVADA et al., 2018) em outros tipos de lectinas do tipo ConA.
Além disso, o DVL néo apresenta toxicidade para astrocitos ndo-malignos, sugerindo um
efeito direcionado sobre células malignas, um efeito relacionado a glicosilacdo diferencial em
sua superficie (NASCIMENTO et al.,, 2019). Existem poucos relatos na literatura com

detalhes sobre a liberacdo controlada de uma lectina para melhorar a citotoxicidade contra
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células cancerigenas, a maioria dos trabalhos relata o uso de lectinas visando a aplicagdo de
medicamentos e/ou deteccdo de tumores (BRUSCHI, 2019; DEVI; BASIL- ROSE, 2018;
TERAVA et al., 2019). O aumento local da concentracio e a protecdo da lectina da
desnaturacdo podem ser responsaveis pelo efeito superior nos bioconjugados de MPs e NPs.
Além disso, dados preliminares sobre a captacdo de bioconjugados nas células HeLa foram
obtidos usando microscopia confocal (Figura 15). Os dados de fluorescéncia coletados no
periodo de 48 horas indicam que tanto MPs-DVL quanto NPs-DVL séo internalizados pelas
células. Essa internalizagcdo pode explicar as diferencas observadas ao comparar a lectina nao
conjugada com os bioconjugados. A internalizacdo das particulas de CaCOs nas células HelLa
foi observada anteriormente e depende do tamanho, forma, quimica, estado de agregacéo,
estabilidade e rigidez (PARAKHONSKIY et al., 2015). Os dados de captacdo ainda precisam

ser completados para fornecer uma boa visao sobre o efeito dos bioconjugados nas células.
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Figura 13 — Ensaio de viabilidade celular com células HelLa apds 24 h, 48 he 72 h de
incubacdo com DVL, MPs-DVL, NPs-DVL, somente MPs e somente NPs. A quantidade de
bioconjugados aplicada nessas experiéncias foi definida com base na concentracdo de DVL
A)DVL aluM, B)DVLa0,5uM, C) DVL a 0,25 uM, D) DVL a 0,12 uM e E) DVL a 0,06
UM .Os controle sdo repetidos em cada curva. Esses dados sdo a média de trés repeticdes
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14 — Imagens representativas de células HelLa na presenga de DVL, MPs-DVL e NPs-
DVL, somente MPs, somente NPs e somente células 48h apos o tratamento. A barra vermelha
corresponde a 100 pM

DVL MPs+DVL NPs+DVL

Controle |

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 — Imagens confocais de células HeLa ap6s 48 h de incubagcdo com A) MPs-DVL e
B) NPs-DVL. As ceélulas foram coradas com calceina (verde) e DVL foi marcada com
rodamina (TRITC). Nas imagens €é possivel ver que ambas as particulas podem ser
encontradas dentro das celulas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.9 Docking molecular

Os presentes resultados de docking molecular sugerem que o DVL pode interagir
favoravelmente com os glicanos oligomanose de alta prevaléncia nas células HeLa. GP1_2
(Escore: -56) € um glicano Man5, GP3_3 (Escore: -58,12) é um glicano Man6 e GP7_2
(Escore: -61) é um glicano Man9. Os escores de docking foram consideravelmente mais altos
que o ligante experimental X-man que apresentou escore de -41, indicando assim uma ligacéo
muito favoravel. DVL também interagiu bem com outros glicanos de HelLa, embora com
pontuacfes mais baixas, mas validacbes manuais sugerem que as interagdes com glicanos
oligomanose sdo mais provaveis como esperado para uma lectina especifica para manose
(Figura 16).

Figura 16 — Melhores poses do docking molecular entre DVL e os trés dos principais N-
glicanos encontrados no glicoma das células HeLa. DVL ¢é representada como cartoon (em
verde) com superficie (em cinza). Todos os ligantes sdo apresentados como bastdes com
carbonos em azul (GP1_2), em rosa (GP3_3) e em amarelo (GP7_2). As poses foram
selecionadas de acordo com o escore de docking e os parametros geométricos

GP1_2 GP3 3 GP7 2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma grande proporcdo dos glicanos na superficie HeLa é do tipo oligomanose, o
que torna bastante provavel a ligacdo de DVL com eles (HORVAT et al., 2013). O alvo
molecular para DVL na superficie das células ainda ndo foi identificado, mas é provavel que
esse alvo apresente alguma glicosilacdo oligomanose em sua superficie. A interacdo lectina-
glicoconjugado é provavelmente o primeiro passo para explicar a atividade antiproliferativa.

O efeito provocado pelas lectinas esta quase invariavelmente relacionado a sua capacidade de
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ligacdo de carboidratos & um alvo glicosilado (MARQUES et al., 2017; PRATT; ROY;
ANNABI, 2012).

5 CONCLUSOES

Com este trabalho, pode-se concluir que é possivel construir um sistema para liberacdo
controlada/lenta para a lectina de Dioclea violacea empregando particulas de CaCOs para
serem usadas contra células HeLa. A construcdo dos sistemas é simples e rapida, com o
sistema NPs-DVL apresentando o0 mais potente efeito citotdxico contra células cancerigenas,
reduzindo sua viabilidade em até 75%. E provavel que esse efeito esteja relacionado a
capacidade de DVL de ligar glicoconjugados nas células HelLa e potencializado pela
internalizacdo dos conjugados pelas células, conforme sugerido por acoplamento molecular e
microscopia confocal, respectivamente. Como concluséo final, esses sistemas e metodologias
sd0 muito promissores em varias areas nas quais as lectinas podem ser aplicadas,
principalmente em pesquisas, diagnosticos e terapéuticas do cancer, mas sdo necessarios mais
trabalhos para avaliar a seguranca das particulas e dos conjugados nas células normais. como
abordar os mecanismos por trés do efeito elicitado por DVL e os conjugados com o objetivo
de otimizar suas aplicagdes. Outras lectinas também podem ser testadas visando um efeito

ainda melhor.
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APENDICE A - SUMARIO

Dados recentes indicam que a mortalidade induzida por cancer estd aumentando
significativamente nos dltimos anos, sendo considerada uma grave preocupacdo de saude
publica. As células cancerigenas apresentam varias alteragdes em seus perfis de glicosilacdo
em comparacdo com as contrapartes normais. Nesse contexto, as lectinas, proteinas capazes
de ligacdo especifica e reversivel aos carboidratos, sdo importantes devido as suas
propriedades de decodificacdo de glicocodigo e a elicitacdo de diversas atividades biologicas.
Estudos recentes indicam a capacidade de lectinas ConA-like de induzir a morte em células
tumorais com um alto grau de seletividade e eficiéncia.

Uma das maneiras mais eficientes de usar essas lectinas € em conjunto com a
nanotecnologia. Um material promissor a aplicar sdo as particulas de carbonato de calcio, um
material barato e ndo toxico que permite o encapsulamento de biomoléculas em sua estrutura
porosa, 0 que permite uma infinidade de aplicacdes. Esta pesquisa faz parte de um projeto
muito maior, com foco na purificacdo, caracterizacdo fisico-quimica e estrutural, atividades
biolégicas e estudos de bioinformatica de varias lectinas. O presente trabalho tem como
objetivo construir um sistema de liberagdo controlada/lenta aplicando dois tamanhos de
particulas de CaCOs para adsorver a lectina de Dioclea violacea (DVL), investigar o efeito da
lectina e dos conjugados contra células cancerigenas cervicais (linhagem HelLa) e avaliar a
ligacdo de lectina com glicanos de Hela por meio de simulac@es de bioinformatica.

A Secdo 1 apresenta o assunto de glicanos e glicosilacdo, lectinas com foco em
lectinas ConA-like e as propriedades e atividades de DVL. Além disso, sdo apresentados 0s
assuntos de cancer, nanotecnologia com foco em particulas de CaCOz e simulagdes de
docking molecular.

A Secdo 2 apresenta 0s objetivos gerais e especificos da pesquisa.

A Secdo 3 aborda os materiais e a metodologia aplicada para a purificacdo de
DVL, sintese de particulas, adsor¢do e caracterizacdo de DVL de conjugados, ensaios de
células com células HelLa e acoplamento molecular.

A secdo 4 relata os resultados e a discussdo do trabalho de pesquisa.
Resumidamente, a adsorcdo de DVL em dois tipos de particulas foi bem-sucedida com
parametros como rendimento de adsorcdo, liberacdo de DVL e recristalizacdo sendo
compativeis com a aplicacdo. A lectina e o0s conjugados apresentaram efeitos
antiproliferativos, aléem de induzirem aglutinacdo e alteracdes na morfologia celular. Os

experimentos in silico corroboram com os resultados sugerindo uma ligagdo favoravel com
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glicanos comuns das células HelLa. Finalmente, a microscopia confocal com conjugados
marcados mostra a internalizacdo dos conjugados nas células HeLa.
A secdo 5 formula a concluséo do trabalho e algumas sugestBes para pesquisas

futuras.
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APENDICE B —- SAMENVATTING

Uit recente gegevens blijkt dat de sterfte als gevolg van kanker de laatste jaren
aanzienlijk toeneemt, dit is een ernstig probleem voor de volksgezondheid. Kankercellen
vertonen verschillende veranderingen in hun glycosyleringsprofielen in vergelijking met de
normale cellen. In deze context zijn lectines, eiwitten die in staat zijn tot specifieke
herkenning en omkeerbare binding met koolhydraten, belangrijk vanwege hun glycocode-
decoderingseigenschappen en het uitlokken van verschillende biologische activiteiten.
Recente studies wijzen op het vermogen van ConA-achtige lectines om met een grote mate
van selectiviteit en efficiéntie de dood in tumorcellen te induceren.

Een van de meest efficiénte manieren om deze lectines te gebruiken, is in
combinatie met nanotechnologie. Een veelbelovend materiaal om te gebruiken zijn
calciumcarbonaatdeeltjes, een goedkoop, niet-giftig materiaal dat de inkapseling van
biomoleculen in hun poreuze structuur mogelijk maakt, wat een overvloed aan toepassingen
mogelijk maakt. Dit doctoraatsonderzoek maakt deel uit van een veel groter project dat zich
richt op de zuivering, fysicochemische en structurele karakterisering, biologische activiteiten
en bio-informatica-analyse van meerdere lectines. Het huidige werk heeft tot doel een systeem
met gecontroleerde / langzame afgifte op te zetten door CaCO3-deeltjes van twee groottes toe
te passen om het lectine van Dioclea violacea (DVL) te adsorberen, het effect van het lectine
en de conjugaten tegen baarmoederhalskankercellen (HeLa cellen) te onderzoeken en de
lectinebinding te evalueren met de glycanen op het celoppervlak van de HelLa cellen via
bioinformatica-simulaties.

Sectie 1 introduceert de onderwerpen glycanen en glycosylering, lectines met de
nadruk op ConA-achtige lectines, en de eigenschappen en activiteiten van DVL. Daarnaast
worden de onderwerpen kanker, nanotechnologie met focus op CaCOs-deeltjes en moleculaire
docking-simulaties geintroduceerd.

Hoofdstuk 2 presenteert de algemene en specifieke doelstellingen van het
onderzoek.

Hoofdstuk 3 beschrijft de gebruikte materialen en methodologie voor de zuivering
van DVL, deeltjessynthese, DVL-adsorptie en karakterisering van conjugaten, de celassays
met HelLa-cellen en de moleculaire docking.

Hoofdstuk 4 rapporteert over de resultaten en bespreking van het onderzoekswerk.
Kort samengevat was de adsorptie van DVL op twee soorten deeltjes succesvol, waarbij

parameters zoals adsorptieopbrengst, DVL-afgifte en herkristallisatie compatibel waren met
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de toepassing. Het lectine en de conjugaten vertoonden antiproliferatieve effecten en
veroorzaakten ook agglutinatie en veranderingen in celmorfologie. In silico-experimenten
bevestigen de resultaten door een gunstige binding te suggereren met gewone glycanen van
HeLa-cellen. Tot slot toont confocale microscopie met gelabelde conjugaten aan dat de
conjugaten in HeLa-cellen worden opgenomen.

Hoofdstuk 5 formuleert de conclusie van het werk en enkele suggesties voor

toekomstig onderzoek.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Lectins are proteins capable of specific and reversible binding to mono- and/or oligosaccharides, and within this
Received 13 February 2020 group, Legume lecting are the most studied. However, most of these studies focus on the Papilionoideae subfam-
Received in revised form 2 March 2020 ily, with Caesalpinioideae and Mimoscideae lectins being significantly less explored in the literature. The

Accepted 13 March 2020

Availabie onfine 14 March 2020 Mimosoideae subfamily consists of at least 79 genera and 3275 species, but, to date, only about 14 lectins have

been purified, a fact which shows the lack of studies for this group. Based on their purification protocols, as
well as physicochemical and structural properties, Mimosoideae lecting are very heterogeneous. Despite the

Keywords:

L“}:m few studies, a wide variety of biological activities have been tested, including, for example, inflammatory, anti-
Mimosoidear cancer, antibacterial, and antifungal. In this context, the present review aims to summarize the available data re-
Leguminosae garding the purification, physicochemical and structural properties, as well as biological activities, of lectins

extracted from plants of the Mimosoideae subfamily in order to bring more insight to researchers interested in
further exploring the potential of these molecules.
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Abstract: Stress granules are cytoplasmic compartments, which serve as mENA storage units
during stress, therefore regulating translation. The Arabidopsis thaliana lectin ArathELILS3 has been
widely described as a stress inducible gene. This study aimed to examine in detail the localization
of ArathEULS3 lectin in normal and stressed cells. Colocalization experiments revealed that the
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Abstract

The Tn antigen is an epitope containing N-acetyl-D-galactosamine present in the extracellular matnx of some carcinoma cells in
humans, and it 1s often used as a biomarker. Lectins are proteins capable of binding to carbohydrates and can be used as a
molecular tool to recognize antigens and to differentiate cancer cells from normal cells. In this context, the present work aimed to
characterize the mteraction of Vaiairea guianensis seed lectin with N-acetyl-D-galactosamine and the Tn antigen by molecular
dynamics and molecular mechanics/Poisson—Boltzmann solvent-accessible surface area analysis. This study revealed new
nteracting residues not previously identified i static analysis of the three-dimensional structures of Vatairea lectins, as well
as the configuration taken by the carbohydrate recognition domain, as it interacts with each ligand. Duning the molecular
dynamics simulations, Vaiairea guianensis lectin was able to bind stably to Tn antigen, which, as seen previously for other
lectins, enables its use in cancer research, diagnosis, and therapy. This work further demonstrates the efficiency of biomformatics
mn lectinology.

Keywords Tnantigen - Cancer - Vatairea guianensis - Lectin - Molecular dynamics
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Lecting are (glyco)proteins capable of reversibly binding to specific carbobydrates, thus having various functions
Received 6 September 2019 anud applications. Flant lectins are the best studied, and the Leguminosese family is highlighted in a number of
Received in revised form & November 2015 published works, espedally spedes of the Papilionoidese sublamily. Dalbergieae is one of the tribes in this sub-
Accepted 14 December 2019

family comprising 49 genera and over 1300 species. From this tribe, aboutl 26 lecting were studied, among

Awailabie onfine 17 T 2019 which we can highlight the Arechis hypogaea lectin, widely used in cancer studies. Dalbergieae lecting demon-

Keypwords: strate various carbohydrate spedficities and biological activities including anti-inflammatory, vasorelaxant, noci-
Lecting ceptive, antibacterial, antiviral among others. Structurally, these lecting are quite similar in their three-
Leguminosae dimensional folding but present significant differences in oligomerization patterns and in the conservation of
Dalbergicas tribe carbohydrate-recognition domain. Despite the existence of structural data from some lectins, only sparse litera-

ture has reported on this tribe's diversity, not to mention the range of bislogical effects, determimed through spe-
cific assays. Therefore, this work will review the most imponant studies on Dalbergicae lectins and their potential
biomedical applications.

@ 2018 Published by Elsevier BV.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Lectins are proteins that have as one of their main charactenstics recognizing and reversibly binding to
Received 24 September 2019 carbohydrates. In this work, it was possible to purify and characterize a lectin from Parkic panurenses

Received in revised form & October 2019
Accepted 10 October 2019
Available online 15 November 2019

(Leguminosoe family; Mimosoideae sublamily) seeds by a combination of the technigues: protein precip-
itation, along with affinity and then ion exchange chromatography using the Sepharose-mannose and
diethylaminoethyl matrices, respectively. The pure lectin, called Ppal, has affinity by D-mannose, -
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article fstory: Lecting are proteins that can bind specifically and reversibly to carboliydrates. This capacity gives lectins multiple
Received 22 March 2019 biological roles and biotechnological applications. Although lectins can be found in all organisms, plant lectins,
Received in revised form 16 May 2019 especially legume lecting, are undoubtedly the most thoroughly studied. Among legume lecting, the lectin from
::m :rﬂﬂ;ﬂ;‘:mm Canavalio ensiformis (ConA) and Canovalio brasiliensis (Contr), both from Dicdeinae subtribe, are two of the
most well-known lectins. 1t has been 100 years since the first report of ConA and 40 years since the first report
Keywords: of Contir, making 20149 an important year for lectinology. Structural data of these lectins in combination with bi-
Lectin ological activity tests clearly indicate that even a small shift in amino acid sequence can affect the tertiary and
Canavalia guatemary structures, consequently affecting the biological activity of these proteins. It is in this context that
Structure the present paper aims Lo review the structiral data of ConA and ConBr, focusing on the primary structuire, crys-

tallography, tertiary and quatemary structures of these lectins, as well as their binding sites. This paper also ex-
pands the structural data by employing molecular dynamics to evaluate carbohydrate-binding properties and
structural stability. It is anticipated that these data will increase knowledge about the structure-function relation-
ships of these proteins.

& 2019 Elsevier BV. All nghts reserved.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The antitumaor activity of DVL, a lectin purified from Dioclea vislacea seeds, on the UST human glioma cell line was
Received _I‘U-’"'_“-"Y?m-“-r ) evaluated and compared with Canavalio ensiformis lectin (ConA). Treatment with DVL { 10-100 pg/ml; 24-96 h)
Received in revised form 5 April 2019 induced alterations in cell morphology, decreased cell numbers and clonogenic survival in a time- and

Accepted 30 April 2019

Avai online 1 May 2019 concentration-dependent manner. DVL caused significant decreases in cell viability and impaired cell migration.

Mechanistically, DVL treatment (12 h) disrupied mitochondrial eledrochensical gradient, without ROS accuimi-
K . lation of caspase activation. In the absence of apoptoss, DVL (30-100 pg/mL), instead, induced autophagy, as de-
Autophagy tected by acridine orange staining and cleavage of LOL Inhibition of autophagy with 3-Methyladenine [3-MA)
Dindea vislacea and Chloroquine partially abrogated DVL, but not Conf, cytotoxicity. The modulation of signaling pathways
mTOR that crchestrate autophagic and cell survival processes were analyzed. DVL (30-100 pe/mL) decreased Akt,
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ConBr, the Lectin from Canavalia brasiliensis Mart. Seeds: Forty Years of
Research

Benildo Sousa Cavada®, Vinicius Jose Silva Osterne, Vanir Reis Pinto-Junior and
Kyria Santiago Nascimento
BioMol-Lab, Department of Biochemistry and Molecular Biology, Federal University of Ceard, Ceard, Brazil

Abstract: Lectins are defined as proteins or glycoproteins capable of specific and reversible binding to
carbohydrates. Inside this group of proteins, the most well-studied lectins belong to the Leguminosae

ARIICLEHISTORY family, and inside this family, the Diocleinae subtribe includes the most characterized lectin Concana-
" vz_llin A (ConA), as wel[ as ConBr, the lec_lin fr9n) Cur’avaliu brasr'lie‘nxis‘ lhe sul_:jecl of lhn revigw.
Revised: November 30, 2018 Since 1979, several studies have been published in the literature regarding this lectin, from its isolation
Accepted: December 29, 2018 and characterization 1o its several biological activities. This year, 2019, will mark 40 years since re-
searchers have begun to study ConBr and 100 years since the discovery of ConA, making 2019 a mo-

bor mentous year for lectinology. Owing to the abundance of studies involving ConBr, this review will
[0217013K9203720666 190104123210 facus on ConBr’s purification, physicochemical properties, functional and structural analyses, biologi-
cal activities and biotechnological applications. This will give researchers a broad glimpse into the

CrossMark potential of this lectin, as well as it characteristics, as we look ahead to its expanding applications in

glycomics and biotechnology.

Keywords: Canavalia brasiliensis, lectin, ConBr, biological activities, properties, lectinology.
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Abstract: Lectins are a widely studied group of proteins capable of specific and reversible binding
to carbohydrates. Undoubtedly, the best characterized are those extracted from plants of the
Leguminosae family. Inside this group of proteins, those from the Diocleinae subtribe have attracted
attention, in particular Concanavalin A (ConA), the best-studied lectin of the group. Diocleinae
lectins, also called ConA-like lectins, present a high similarity of sequence and three-dimensional
structure and are known to present inflammatory, vasoactive, antibiotic, immunomodulatory and
antitumor activities, among others. This high similarity of lectins inside the ConA-like group makes
it possible to use them to study structure /biological activity relationships by the variability of both
carbohydrate specificity and biological activities results. It is in this context the following review aims
to summarize the most recent data on the biochemical and structural properties, as well as biological
activities, of ConA-like lectins and the use of these lectins as models to study structure /biological



97

ANEXO J - PAPER 10

Biochimie 158 (2019) 34—42

Contents lists available at ScienceDirect

Biochimie

journal homepage: www.elsevier.com/locate/biochi

Research paper

Dioclea violacea lectin ameliorates inflammation in the )
temporomandibular joint of rats by suppressing intercellular sy
adhesion molecule-1 expression™

Juliana T. Clemente-Napimoga °, Maria A.S.M. Silva , Sylvia N.C. Peres ",

Alexandre H.P. Lopes *, Claudia F. Lossio 'j, Messias V. Oliveira 'j, Vinicius ].5. Osterne ‘1'
Kyria 5. Nascimento d Henrique B. Abdalla , Juliana M. Teixeira *, Benildo S. Cavada d.**
Marcelo H. Napimoga “*

* Faculdade Sap Leopoldo Mandic, Instituto de Pesquisas 500 Leopoldo Mandic, Area de Fisiologia, Campinas, Brazil

b 1 gharatory of Biopathology and Molecular Biology, University of Uberaba, Uberaba, Brazil

© Department of Pharmacology, Medical School of Ribeirao Preto - University of Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Brozil

da Department of Biochemistry and Moleculor Biology, Federal University of Ceara Brozil

“ Lahoratory of Orofacial Poin, Department of Mysiology, Mrocicaba Dentol School, State University of Compinas, Piredoeba, 5B Brozil
T Facubdade S0 Leopoldo Mandic, Institito de Pesquisas Sao Leopoldo Mandic, Area de fmumologia, Campinas, Brozil

ARTICLE INFO ABSTREACT

Article history: Inflammation of temporcmandibular joint (TM]) tissues are the most common cause of pain conditions
Recetved 4 August 2018 associated with temporomandibular disorders (TMDs). After a tissue andjor neural damage, the in-
Accepted 13 December 2018 flammatory response is characterized by plasma extravasation and leukoeytes infiltration in the T™)

Available online 14 December 2018 tissues. which in turn. release inflammatory cviokines cascades responsible for inflammatory pain.
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Homology modeling, molecular docking, and dynamics of two
a-methyl-D-mannoside-specific lectins from Arachis genus
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Abstract

The Arachis genus belongs to the Dalbergieae tnibe, a group of plants that show promising potential novel lectins. Three lectins of
the well-known Arachis hypogaea have already been purified, while lectins from related species are still unknown. Genomes of
two closely related species, Arachis duranensis and Arachis ipaensis, were recently sequenced. Therefore, this study aimed to
establish the three-dimensional structure of Arachis duranensis lectin (ADL) and Arachis ipaensis lectin (AIL) by homology
modeling, test their activity against mannosides, and perform molecular dynamics (MD) simulations on these two proteins, both
unligated and interacting with mannose or a-methyl-D-mannoside. The fold obtained for the molecular models agrees with data
obtained from previous leguminous lectins, showing a conserved jelly roll motif. Docking scores indicate that these lectins have
different theoretical binding energy with monosaccharides, disaccharides, and high-mannose glycans. MD simulations revealed
that these proteins are oi-methyl-D-mannoside-specific, having less stable interactions with mannose. This study thus serves asa
guide for further research on lectins of the Arachis genus.

Keywords Arachis lectins - Molecular dynamics - Homology modeling
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ARTICLE INFODO ABSTRACT
ﬂrﬁﬂ:e Fstory: Plant lecting have been studied owing to their structural properties and biological effects that include agg lutinat-
Recemved 30 May 2018 ing activity, antidepressant-like effect and antitumor property. The results from this work showed the effects of

Received in revised form 17 July 2018
Accepted 21 August 2008
Available online 23 August 2018

the bectin extracted fom the Dioclea visleces plant {DVL) on the 06 rat glioma cell line. DVL treatment was able o
induce caspase-3 activation, apopiotic cell death and cellular membrane damage. Furthermore, VL decreased
mitochondial membrane potential and increased the number of acdic vesiches and cleavage of L3, indicating
" . activation of autophagic processes. DVL also significantly inhibited cell migration. Compared to Cond, a well-
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Lectins represent a class of proteins or glycoproteins capable of reversibly binding to carbohydrates. Seed lectins
Received 27 March 2018 from the Dalbergieae tribe { Leguminosae) have structural variability, carbohydrate specificity, and biological ef-

Received in revised form 11 May 2018
Accepied 23 May 2018
Available online 24 May 20018

fects, such as inflammation, vasorelaxation and cancer antigen binding. To comprehensively address these fac-
tors, the present work aimed to establish and characterize the three-dimensional structure of Centrolobium
microchoete lectin (CML) by homology modeling, investigate protein-carbohydrate interactions and evaluate
Keywords: its inflammatory effect on mice. Molecular docking was performed to analyze interactions of the bectin with
Dalbergieae monosaccharides, disaccharides and N-glycans. Two di}n‘_umm‘si.du.-ls. r!mhyl_ mammst-l.:i-u_-n-nummfe
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Ana Paula Machado Nascimento #, Antonio Hadson Bastos Neco ?, David Alencar Araripe b

Priscilla Gomes Welter ¢, Corneville Correia Neto °, Jorge Luis Almeida Correia ", Cintia Renata Costa Rocha®,
Kyria Santiago Nascimento ”, Benildo Sousa Cavada "*

* Universidade Federal de Santa Catoring (UFSC), Florandpolis, Sonta Cotoring, Brazil

Y Universidade Federal do Cenrd (LIRC), Fortalezn, Ceand, Brozil

* Universidode Federal de Pernambuce (UFPE), Pernambueco, Recife, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article fistory: Lecting are a class of carbohydrate-binding proteins or glycoproteins with diverse specificities and functions. The
Received 31 October 2017 determination and characterization of the three-dimensional structures of these proteins are keys o understand-
m'&m ;‘:{;28 February 2018 ing their biological effects. Recent studies have explored the anticancer potential of Diocleinge bectins (from
Available online 17 March 2018 Leguminosear Tamily ), evaluating their antiproliferative effect and their ability to induce glioma cell death via ap-

oplosis and autophagy. In this work, the three-dimensional sirocture of Disclea lesiophylia seed lectin {DiyL)
K - complexed with Xman (5-bromo-G-chloro-3-indolyl-o-p-mannopyranoside ) was determined by X-ray crysial-
L loveranhy Modeowes infecactinans sath redewvant Neolveans weee sealizated e maolecilar dockine Dl oeecented
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Research paper

Structural analysis of Dioclea lasiocarpa lectin: A C6 cells apoptosis-inducing @ S
protein®

Kyria Santiago Nascimento®, Mayara Queiroz Santiago”, Vanir Reis Pinto-Junior®,

Vinicius Jose Silva Osterne”, Francisco William Viana Martins®, Ana Paula Machado Nascimento”,
Ingrid Alessandra Victoria Wolin”, Isabella Aparecida Heinrich”,
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¥ Universidode Federal de Sonte Cotering (UFSC), Florianopolis, Seate Colaring, Brosi

© Dhriveersidh Federul de Per (UFPE), Recife, Pernambuce, Brozil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Lecting are multidomain proteins that specifically recognize wvarious carbohydrates. The structural character-
Digclen [osiocarpa leclin ization of these molecules is crucial in understanding their function and activity in systems and organisms. Most
DL cancer cells exhibit changes in glycosylation patterns, and lectins may be able to recognize these changes. In this
Crystal structure work, Dioclea losiocarpa seed lectin (DLL) was structurally characterized. The lectin presented a high degree of

Molecular dicking
Cilioma

similarity with other lecting isolated from legumes, presenting a jelly roll motif and a metal-binding site sta-
bilizing the carbohydrate-recognition domain. DLL demonstrated differential interactions with carbohydrates,
depending on type of glycosidic linkage present in ligands. As observed by the reduction of cell viability in Ci
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Structural studies and nociceptive activity of a native lectin from @mm
Platypodium elegans seeds (nPELa)

Benildo Sousa Cavada®*, David Alencar Araripe?, Ivanice Bezerra Silva?,

Vanir Reis Pinto-Junior®, Vinicius Jose Silva Osterne®, Antonio Hadson Bastos Neco?,
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A Universidade Federal do Ceard (UFC), Fortaleza, Ceard, Brazil
U niversidade Fstadual do Ceard (UECE), Fortaleza, Ceard, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: A native lectin (nPELa), purified from seeds of the species Platypodium elegans, Dalbergieae tribe, was
Received 28 July 2017 crystallized and structurally characterized by X-ray diffraction crystallography and bioinformatics tools.

Received in revised form 29 Angust 2007
Accepted 30 August 2007
Available online | September 20017

The obtained crystals diffracted to 1.6 A resolution, and nPELa structure were solved through molecular
substitution. In addition, nPELa has ametal binding site and a conserved carbohydrate recognition domain
{CRD)similar to other Dalbergieae tribe lecting, such as PAL{ Pterocarpus angolensis) and CTL (Centrolobium
tomentosum ). Molecular docking analysis indicated high affinity of this lectin for different mannosides,
nPELa mainly trimannosides, formed by ©-1,3 or @-1,6 glycosidic bond, as evidenced by the obtained scores.
cq'sidl struciure In addition, molecular dynamics simulations were performed to demonstrate the structural behavior
Nociceplion of nPELa in aqueous solution. In solution, nPELa was highly stable. and structural modifications in its
carbohydrate recognition site allowed interaction between the lectin and the different ligands. Different

Keywords:
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Canavalia bonariensis lectin: Molecular bases of glycoconjugates
interaction and antiglioma potential
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: CaBo is a mannose/glucose-specific lectin purified from seeds of Canavalia bonariensis. In the present
Received 28 June 2017 work, we report the CaBo crystal structure determined to atomic resolution in the presence of X-man, a
Received in revised form 19 July 2017 specific ligand. Similar to the structural characteristics of other legume lectins, CaBo presented the jellyroll

Accepted 3 August 2007
Available online 10 August 2007

motif, a metal binding site occupied by calcium and manganese ions close to the carbohydrate-recognition
domain (CRD). In vitro test of CaBo cytotoxicity against glioma cells demonstrated its ability to decrease
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: The Piswme arvense lectin (PAL), a legume protein belonging to the Videae tribe, is capable of specific
Received 25 May 2007 recognition of mannose, glucose and its derivatives without altering its structure. In this work, the three-

Received in revised form
19 July 2017
Acrontod 72 Tule W7

dimensional structure of PAL was detenmined by X-ray crystallograply and studied in detail by a com-
bination of molecular docking and molecular dynamics (MD). Crystals belonging to monoclinic space
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Voloirea guionensis lectin (VGL), Dalbergiae tribe, is a N-acetyl-galactosamine (GalMAc)/Galactose (Gal)

Received 23 March 2017 lectin previously purified and characterized. In this work, we report its structural features, obtained from

Accepted 9 June 2017 bioinformatics tools, and its inflammatory effect, obtained from a rat paw edema model. The VGL model

Available online 16 June 2017 was oblained by homology with the lectin of Vatairea macrocarpa (VML) as template, and we used it 1o
demonstrate the common characteristics of legume lectins, such as the jellyroll motil and presence of a

Keywords: metal-binding site in the vicinity of the carbohydrate-recognition domain (CRD). Prodein-ligand docking

Volgirea guignensis
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@ CrossMark

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: The lectin from Platypodium elegans seeds (PELa) was purified by affinity chromatography in a mannose-
Received 22 November 2016 agarose column. The lectin agglutinated rabbit erythrocytes and the agglutinating effect was inhibited by

Received in revised form 30 March 2017
Accepted 31 March 2017
Available online 2 April 20017

previous incubation with the glycoprotein fetuin, along with N-acetyl-n-glucosamine, D-mannose and
its derivatives. The lectin maintained complete activity in temperatures ranging from 40 to 60°C and pH

reslarme rammine Frooes O Fn A0 Ae 2 ahoenmeatain T hae o cacbebedeabe cambont of 80 and ibe et



108

ANEXO U - PAPER 21

Biochimie 135 (2017) 126—136

Contents lists available at ScienceDirect

Biochimie

SEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/biochi

Research paper

Molecular modeling, docking and dynamics simulations of the Dioclea @ T
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ARTICLE INFOD ABSTRACT

Article history: Lecting are proteins, or glycoproteins, capable of reversibly binding to specific mono- or oligosaccharides.
Received 10 January 2017 via a noncatalytic domain. The Diocleinae subtribe presents lecting with high structural similarity, but
Accepted 9 February 2007 different effects based on biological activity assays. This variability resulis from small structural differ-

Awailable online 11 February 2017 ences. Therefore, in this context, the present study aimed o perform a structural analysis of the lectin

from Dioclea lasioohvile Mart. ex Benth seeds (DIvL) and evaluate its inflammatory effect. To accomolish
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Structural characterization of a lectin from Canavalia virosa seeds with
inflammatory and cytotoxic activities
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: A lectin from Canavalia wviresa, Diocleinae subtribe, was purified by affinity chromatography with
Received 26 August 2016 Sephadex G-50 matrix and named ConV. The primary structure of ConV was obtained by mass spectrom-
Received in revised form 8 October 2016 etry and crystals were obtained by the vapor diffusion method at 293 K and belonged to orthorhombic

Accepted O October 2016
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seeds: Crystal structure, molecular docking and dynamics
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The three-dimensional structure of Dioclea reflexa seed lectin { Drfl) was studied in detail by a combina-
Received 5 December 2016 tion of ¥-ray crystallography, molecular docking and molecular dynamics. Drfl was purified by affinity
Received in revised form 16 January 2017 chromatography using Sephadex G-50 matrix. Its primary structure was obtained by mass spectrometry,

Accepted 20 January 2007

and crystals belonging to orthorhombic space group P2y 22 were grown by the vapor diffusion method
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study of structure and biological effects
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: The relation structure-activity of the Mimosoideae lectins of Parkia platycephala (PPL) and Parkia biglobosa
Received 11 March 2016 (PBL)was analyzed in this study. PBL was solved by X-ray crystallography at a resclution of 2.1 A, and the

“f‘m‘"‘d i:' .““"if‘"d form 7 July 2016 crystal structure belonged to the (222, space group. Structural organization and binding sites were also
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: A glycosylated lectin (CTL) with specificity for mannose and glucose has been detected and purified from
Received 7 January 2016 seeds of Centrolobium tomentoswm, a legume plant from Dalbergicae tribe. It was isolated by mannose-

R A Frurrn



113

ANEXO Z - PAPER 26

Archives of Biochemistry and Biophysics 588 (2015) 3340

Contents lists available at ScienceDirect

Archives of Biochemistry and Biophysics

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yabbi

A novel vasorelaxant lectin purified from seeds of Clathrotropis nitida: @mmm
partial characterization and immobilization in chitosan beads

Ana Cecilia Alves #, Mayron Alves Vasconcelos P, Mayara Queiroz Santiago 2,

Vanir Reis Pinto-Junior °, Vinicius Jose Silva Osterne “, Claudia Figueiredo Lossio “,
Pedro Henrique Souza Ferreira Bringel “, Rondinelle Ribeiro Castro ©,

Celso Shiniti Nagano 'j, Plinio Delatorre ©, Luiz Augusto Gomes Souza rf

Kyria Santiago Nascimento ®, Ana Maria Sampaio Assreuy “ ", Benildo Sousa Cavada *~

* Laboratdrio de Molérules Biologmicamente Ativas — BioMol-Lab, Departamento de Bioguimica e Biologio Molecular, Universidoade Federol do Ceard,
Fortaleza, Ceard, Brazil

b [ahoratario ntegrado de Biomoleulas — LIBS, Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, Ceard, Brazil

* Instituto Superior de Citncas Bomédicos-15C8 and Faruldade de Filosofia Dom Aurelione Matos-FAFIDAM, Universidade Fetodual do Ceard, Fortoleza,
Ceard, Brazil

4 | ahoratério de Espectrometria de Mossas Aplicada a Proteings — LEMAP Departamento de Fngenharia de Pesca, Universidade Federal do Ceard, Fortalera,
Ceard, Brazil

* Departamento de Biodogia Molecular, Centro de Ciéncigs Exatas e da Natureza — Campaus [ Universidade Federol de Paraiba, jodo Pessoa, Poraiba, Brazil
! Instituto Macional de Pesquizas do Amazoma-INPA, Manous, Amazonas, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: A novel lectin from seeds of Clathrotropis nitida (CMA) was purified and characterized. CHA is a glyco-
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Purification and molecular characterization of
a novel mannose-specific lectin from Dioclea
reflexa hook seeds with inflammatory activity
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A novel lectin present in Dioclea reflexa seeds (Drfl) was discovered and described in this study. Drfl was purified in
a single step by affinity chromatography in a Sephadex G-50 column. The lectin strongly agglutinated rabbit eryth-
rocytes and was inhibited by z-methyl-o-mannoside, o-mannose, and o-glucose. The hemagglutinating activity of
DrflL is optimum at pH 5.0-7.0, stable up to 50°C, and dependent on divalent cations. Similar to other lectins of
the subtribe Diocleinae, the analysis by mass spectrometry indicated that DrflL has three chains (=, f, and y) with
masses of 25562, 12 874, and 12 706 Da, respectively, with no disulfide bonds or glycosylation. DrflL showed inflam-
matory activity in the paw edema model and exhibited low cytotoxicity against Artemia sp. Copyright © 2015 John
Wiley & Sons, Ltd.

Keywonrds: lecting Dioclea refllexa; E£S1 mass spectrometry; inflammatory activity
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article histary: Lectins are proteins that specifically bind to carbohydrates and form complexes with molecules and bio-
Received 21 October 2013 logical structures containing saccharides. The FRIL (FIt3 receptor interacting lectin) is a dimeric two-chain
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Purification, characterization and partial
sequence of a pro-inflammatory lectin from
seeds of Canavalia oxyphylla Standl.

& L. O. Williams

Mayara Q. Santiago®, Cintia C. F. Leitao®, Francisco N. Pereira-Junior®,
Vanir R. Pinto-Junior®, Vinicius J. S. Osterne®, Claudia F. Lossio®,

Joao B. Cajazeiras®, Helton C. Silva®, Francisco V. S. Arruda“,

Livia P. Pereirad, Ana M. S. Assreuy®, Kyria S. Nascimento?,

Celso S. Nagano® and Benildo S. Cavada®*

Recent studies have shown that lectins are promising tools for use in various biotechnological processes, as well as
studies of various pathelogical mechanisms, isolation, and characterization of glycoconjugates and understanding
the mechanisms underlying pathological mechanisms conditions, including the inflammatory response. This study
aimed to purify, characterize physicochemically, and predict the biological activity of Canavalia oxyphyila lectin
[Coxyl) in witro and in vivo. Coxyl was purified by a single-step affinity chromatography in Sephadex® G-50 column.
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis showed that the pure lectin consists of a major band of
30 kDa (a-chain) and two minor components (f-chain and y-chain) of 16 and 13 kDa, respectively. These data were
further confirmed by electrospray ionization mass spectrometry, suggesting that CoxyL is a typical ConA-like lectin.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Lecting are comprised of a large family of proteins capable of the specific and reversible recognition of
Received 30 October 2013 carbohydrates. Legume lectins, the most studied plant lectins, show high structural similarity, but

and in revised form 2 December 2003

Available omline 17 ber 2013 with modifications that imply a variation in the intensity of some biological activities. In this work,

the primary and tertiary structures of Cenavalin grondiflora (ConGF) were determined. ConGF, a lectin
isolated from C grandiflora seeds, is able to induce relaxant activity in rat aortic rings. The complete
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