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RESUMO 

 

As lectinas são proteínas que se ligam especificamente à carboidratos e são capazes de formar 

complexos com moléculas contendo sacarídeos sem alterar sua estrutura. Devido às muitas 

atividades biológicas exibidas por essas proteínas, elas possuem grande aplicabilidade na 

biotecnologia. A tecnologia de liberação controlada/lenta de medicamentos é uma das 

aplicações mais promissoras da nanotecnologia no tratamento e diagnóstico de doenças, visto 

que supera diversos problemas associados ao uso de macromoléculas, como proteínas e 

medicamentos. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um 

sistema para a liberação controlada da lectina de Dioclea violacea (DVL), uma lectina de 

leguminosa específica para manose/glicose com propriedades anticâncer, através da aplicação 

de dois tamanhos diferentes de partículas de CaCO3, um composto de baixo custo, 

amplamente disponível e biocompatível. Os resultados mostraram que os sistemas são viáveis 

e apresentam propriedades desejáveis de adsorção e liberação. A aplicação dos bioconjugados 

nas células HeLa mostrou que o sistema proposto é eficaz como agente citotóxico contra esse 

tipo de célula, mais potente inclusive que lectina livre. Os dados obtidos demonstram que o 

sistema tem uma aplicação potencial no tratamento do câncer e a metodologia permite o uso 

de outras lectinas/proteínas anticâncer. 

 

Palavras-chave: Lectina. Dioclea violacea. Anticâncer. Partículas. Liberação 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 CaCO3 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 HeLa 

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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Carboidratos e glicanos 

 

As funções da porção de carboidrato dos glicoconjugados são tão numerosas 

quanto sua diversidade estrutural. Duas funções importantes podem ser destacadas são a 

função estrutural e o papel no reconhecimento molecular. Essas propriedades físicas dos 

carboidratos, como alta carga eletrostática e alta solubilidade, conferem a eles um papel na 

estabilização estrutural, solubilização e proteção contra a proteólise em glicoproteínas 

(JAYAPRAKASH; SUROLIA, 2017). A glicosilação de proteínas é uma das modificações 

pós-traducionais mais comuns, influenciando fortemente muitos aspectos funcionais, 

incluindo localização celular, degradação e controle de qualidade da proteína (SOLÁ; 

GRIEBENOW, 2009; VARKI et al., 2017). A glicosilação tem uma variedade de papéis 

importantes em muitos eventos celulares que variam de um papel estrutural a sinalização e 

reconhecimento. A chave para entender essas funções é o conhecimento da estrutura primária 

dos glicoconjugados. Existem dois tipos principais de glicosilação: glicosilação N-ligada e a 

O-ligada. Na N-glicosilação, um resíduo de N-acetilglucosamina (GlcNAc) é ligado por uma 

ligação amida a um resíduo de asparagina pertencente a uma sequência de consenso Asn-X-

Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoácido exceto prolina. A presença da sequência de 

consenso é necessária para a N-glicosilação, no entanto, a ocupação do sítio potencial não é 

obrigatória. Portanto, uma glicoproteína pode conter vários sítios potenciais de N-glicosilação, 

cada um dos quais pode ou não ser glicosilado (STANLEY; TANIGUCHI; AEBI, 2017). Os 

glicanos N-ligados são sintetizados no retículo endoplasmático (RE). Quando a proteína 

nascente entra no RE, um bloco de açúcares (Glc3Man9GlcNAc2) é transferido para o grupo 

amino na cadeia lateral da asparagina e o glicano é posteriormente processado e modificado 

no retículo endoplasmático e no complexo de Golgi, gerando os três tipos de N-glicanos 

encontrados em proteínas maduras: os tipos oligomanose, complexo e híbrido (STANLEY; 

TANIGUCHI; AEBI, 2017) (Figura 1). Geralmente, as cadeias encontradas nas glicoproteínas 

têm um núcleo comum Manα1–6(Manα1–3)Manβ1–4GlcNAcβ1–4GlcNAcβ1-Asn-X-

Ser/Thr. Os glicanos oligomanose são aqueles nos quais apenas resíduos de manose estão 

ligados ao núcleo; N-glicanos complexos são aqueles em que ramificações iniciadas com uma 

N-acetilglucosamina (GlcNAc) estão ligadas ao núcleo, normalmente com adição subsequente 

de resíduos de galactose em ligação β1-4 com GlcNAc, formando uma N-acetilactosamina 

(LacNAc). As cadeias Poly-LacNAc são encontradas em vários tipos de células e podem 
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servir como suporte para a inserção de outras porções de glicanos. Não é incomum também a 

formação de ramos GalNAcβ1-4GlcNAc. N-glicanos híbridos têm características dos dois 

tipos anteriores, com algumas ramificações apresentando resíduos de manose e outros com 

ligação ao GlcNAc (MARQUES et al., 2017; PINTO-JUNIOR et al., 2017; STANLEY; 

TANIGUCHI; AEBI, 2017). 

 

Figura 1 –  Exemplos da estrutura dos três principais tipos de N-glicano. A) Tipo 

oligomanose, B) Tipo híbrido e C) Tipo complexo 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As glicoformas de uma proteína, ou a variação estrutural e complexa associada à 

glicoproteína, acabam por definir sua função e atividade. Além disso, a comunicação celular, 

como interações célula-célula, matriz-célula, proteína-proteína e açúcar-açúcar, são 

controladas por meio de interações específicas entre glicanos e seus alvos (VARKI, 2017; 

VARKI et al., 2017). A modulação da glicosilação de proteínas por variações na ocupação de 

sítios na cadeia polipeptídica ou variação de estruturas de oligossacarídeos que ocupam um 

determinado sítio de glicosilação modulam a atividade biológica das glicoproteínas e a 

glicosilação anormal foi identificada em muitas doenças de mamíferos, incluindo distúrbios 

hereditários, imunodeficiências, doenças cardiovasculares e câncer (TONG et al., 2003). 

Estudos já mostraram que a identificação de padrões anormais de glicosilação nas células 
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pode ser usada para diagnosticar algumas doenças, como o câncer (PERACAULA et al., 

2008; STOWELL; JU; CUMMINGS, 2015). O processo de transformação de células normais 

em células neoplásicas está relacionado a alterações na composição dos glicanos presentes na 

membrana celular, que determinam características relacionadas aos fenômenos de 

diferenciação e maturação. As alterações são detectadas com mais frequência nos processos 

de metástase, uma vez que no tumor primário, elas são mínimas, sugerindo que essas 

alterações podem proporcionar vantagens às células tumorais ao longo de seu processo de 

progressão tumoral (STOWELL; JU; CUMMINGS, 2015). Alterações nos glicoconjugados 

na superfície celular podem gerar ramificações em estruturas complexas de carboidratos e 

gerar glicanos estruturalmente incomuns. Assim, proteínas que reconhecem carboidratos têm 

sido utilizadas como ferramentas simples para reconhecer essas alterações, identificar e 

classificar tumores malignos e benignos, além de avaliar o grau de glicosilação associada à 

metástase (PERACAULA et al., 2008; TAYLOR-PAPADIMITRIOU; EPENETOS, 1994). 

Além disso, algumas dessas proteínas apresentam atividade antitumoral em certos tipos de 

neoplasias, induzindo a morte celular (DE MEJÍA; PRISECARU, 2005). Um dos tipos mais 

frequentes de alterações na superfície das células neoplásicas é o aumento da presença de 

epítopos contendo resíduos de N-acetilgalactosamina, resultantes de alterações nas vias de 

glicosilação. Entre esses epítopos, o antígeno Tn (GalNAc-α-O-Ser / Thr) é uma das 

estruturas mais específicas associadas ao câncer em humanos e é frequentemente usado como 

biomarcador. Este epítopo está presente em mucinas O-glicosiladas nas células epiteliais e é 

acessível espacialmente na superfície celular na maioria dos carcinomas, diferentemente das 

células normais e dos tumores benignos, nos quais é inacessível (FU et al., 2016), a adição de 

resíduos de carboidratos a esses dissacarídeos dá origem às estruturas normalmente 

encontradas em células saudáveis e torna o antígeno Tn inacessível, funcionando como uma 

espécie de bloqueador molecular. O antígeno Tn é considerado um marcador biológico de 

grande potencial para diagnóstico e terapia do câncer, dada sua ampla distribuição e 

aparecimento precoce em diferentes tipos de câncer em humanos e animais, bem como sua 

capacidade de induzir respostas nas células T (JU et al. 2014). Estes foram alguns exemplos 

de alterações no padrão de glicosilação que ocorrem nas células malignas. 

 

1.2 Visão geral das lectinas 

 

Existe uma enorme variedade de glicanos expressa por organismos. Considerando 

apenas a N-glicosilação, estima-se que aproximadamente três quartos das proteínas 



 
20 

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 fisiológicos, muitos deles com alta especificidade. A alta diversidade 

estrutural de glicanos gera um código específico, o chamado glicocódigo, envolvido em 

vários processos biológicos (AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005). Para decifrar esse 

código, os organismos têm um arsenal de proteínas capazes de ligar carboidratos. 

Proteínas de ligação a carboidratos são definidas como aquelas que as reconhecem 

e se ligam a elas sem exibir atividade enzimática no mesmo local de ligação. Com exceção 

dos anticorpos gerados com especificidade para certos glicanos, a maioria das proteínas com 

essa capacidade é denominada lectinas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME 

et al., 1998), que podem ser agrupadas em uma série de famílias filogeneticamente e 

estruturalmente distintas (VAN DAMME et al., 1998). As lectinas se ligam a mono- ou 

oligossacarídeos, geralmente com alta especificidade, mas baixa afinidade, uma afinidade 

normalmente aumentada pela aplicação de multivalência (LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-

PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017; ROY; MURPHY; GABIUS, 2016). 

Descobertas pela primeira vez em plantas há mais de cem anos, guiadas por sua 

capacidade de aglutinar eritrócitos, as lectinas são encontradas em todos os grupos 

taxonômicos e também estão presentes em vírus (GILBOA-GARBER; AVICHEZER; 

GARBER, 1996; WEIS, 1997). De fato, em vírus, lectinas ou hemaglutininas são essenciais 

para a fusão entre vírus e células e, portanto, são 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 vírus 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 

que 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 hemaglutinação (KILPATRICK, 2002). Em relação às lectinas de plantas, o primeiro relato 

data de 1888 por Peter Hermann Stillmark que, ao estudar os efeitos tóxicos da mamona 

(Ricinus communis), verificou que, ao misturar eritrócitos com o extrato dessa semente, 

ocorreu hemaglutinação. A aglutinina tóxica 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 observação, a hemaglutinina tóxica foi 
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isolada e denominada Abrina (SHARON; LIS, 2004). Em 1891, Paul Ehrlich fez uso das duas 

hemaglutininas tóxicas Ricina e Abrina e observou que os ratos se tornaram imunes a uma 

dose letal de ricinaa ou abrina através da aplicação repetida de pequenas doses subletais, e 

também descobriu que o anticorpo anti-ricina não protegia os animais contra o efeito tóxico 

da abrina e nem o anti-abrina os protegeu contra a ricina. Estes resultados foram uma 

evidência clara da especificidade da resposta imune. Esses anticorpos foram utilizados em 

diversas experiências e, com isso, foi possível estabelecer vários dos princípios fundamentais 

da imunologia, tais como: a especificidade da resposta do anticorpo, o fenômeno da memória 

imunológica e a transferência da imunidade humoral da mãe para sua progênie. (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 vários animais, indicando que 

as lectinas tinham diferenças em sua capacidades de aglutinação, além disso, esses extratos 

não eram tóxicos, o que demonstrou que a toxicidade não é uma propriedade intrínseca das 

lectinas (SHARON; LIS, 2004). 

Em 1919, houve o primeiro relato da purificação de uma hemaglutinina vegetal, 

quando James B. Summer purificou a lectina chamada Concanavalina A ou ConA das 

sementes de feijão-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 eritrócitos e leveduras e também era capaz de precipitar glicogênio 

em solução. Esses pesquisadores também demonstraram a inibição da atividade 

hemaglutinante da ConA com a adição de sacarose, sendo este o primeiro relato de que as 

lectinas são capazes de se ligar aos carboidratos. A partir desses dados, sugeriu-se que a 

lectina era capaz de interagir com os carboidratos encontrados na superfície celular (DAN; 

LIU; NG, 2016). Em seguida, Boyd e Shapleigh (1954) descobriram que extratos de proteínas 

de várias plantas tinham perfis de hemaglutinação diferentes quando testados com diferentes 

grupos sanguíneos humanos. As lectinas de plantas foram previamente designadas como 

aglutininas ou fitoaglutininas, mas após a observação de que essas proteínas tinham uma certa 

especificidade por tipo de sangue, foi proposto o nome de lectinas do latim 'legere', que 

significa selecionar (LAM; NG, 2011). O número de lectinas purificadas cresceu 

significativamente desde a década de 1970, com o desenvolvimento da cromatografia de 

afinidade aplicada na purificação dessas proteínas (AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1965). Houve 

um aumento no interesse pelas lectinas quando essas proteínas demonstraram apresentar 
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diversas aplicações biotecnológicas, tais como: detecção e caracterização de glicoconjugados 

(WU et al., 2009); análise de alterações que ocorrem na superfície celular durante processos 

fisiológicos e patológicos (AUB; SANFORD; COTE, 1965) e mitogenicidade para linfócitos 

(ASHRAF; KHAN, 2003). Devido às diversas aplicações biotecnológicas das lectinas, hoje já 

temos um grande número de lectinas de plantas, microorganismos, algas e animais, todos 

purificados e caracterizados. 

 

1.3 Classificação das lectinas 

 

As lectinas das plantas são ubíquas e de natureza muito diversificada, dificultando 

a classificação em diferentes grupos. Tentativas no passado subdividiram lectinas de plantas 

em grupos com base em vários critérios. Em um esforço inicial, Peumans e Van Damme 

(1998) propuseram uma classificação das lectinas com base em sua sequência e relações 

evolutivas. De acordo com esta divisão, as lectinas são separadas nas sete famílias: lectinas de 

leguminosas, lectinas de ligação à quitina compostas por domínios heveínicos, proteínas 

inativadoras de ribossomo tipo 2, lectinas de monocotiledôneas ligantes à manose, proteínas 

relacionadas à jacalina, lectinas de Amaranthaceae e lectinas do floema de Cucurbitaceae . 

a) Lectinas de leguminosas: é a família de lectinas mais bem estudada, as proteínas desse 

grupo compartilham alta similaridade tanto na estrutura tridimensional quanto na sequência de 

aminoácidos. 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 várias outras. A lectina de Canavalia virosa 

(ConV) é mostrada na Figura 2A. 

b) Lectinas de monocotiledôneas ligantes à manose: um grupo de lectinas muito similares 

encontradas em várias famílias de monocotiledôneas: Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae, 

Orchidaceae, Liliaceae e Bromeliaceae. Ao comparar a sequência desse grupo de lectinas, 

parece que essas lectinas pertencem a uma única superfamília de proteínas evolutivamente 

relacionadas. Estruturalmente, essas lectinas são formadas por 1 a 4 subunidades de 

aproximadamente 12 kDa e são manose-específicas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; 

VAN DAMME et al., 1998). A Figura 2B mostra a estrutura da lectina manose-específica de 

Gastrodia elata. 

c) Lectinas ligantes à quitina compostas por domínios heveínicos: um grupo de lectinas que 

têm especificidade para GlcNAc e sua principal característica é a presença de domínios 

heveinicos. A heveína é uma merolectina ligante à quitina com 43 resíduos de aminoácidos 
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extraídos do látex 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 domínios estruturalmente semelhantes aos 

de heveína (PORTILLO-TÉLLEZ et al., 2011). A estrutura da lectina WGA é mostrada na 

figura 2C. 

d) Proteínas inativadoras de ribossomos do tipo 2: as RIPs do tipo 2 são formadas por duas 

cadeias polipeptídicas (cadeias A e B). A cadeia A é formada por um polipeptídeo que 

consiste em um domínio de adenosina glicosidase e a cadeia B possui propriedades de lectina 

que permitem a ligação dessas proteínas aos carboidratos da superfície celular. As cadeias A e 

B são inicialmente ligadas por ligações dissulfeto, mas quando a proteína entra nas células, a 

ligação é quebrada e a cadeia A adquire uma forte atividade de N-glicosidase e, com isso, a 

proteína é capaz de inativar ribossomos procarióticos e eucarióticos. (SCHROT; WENG; 

MELZIG, 2015). A atividade de inativação dos ribossomos elicitada por essas proteínas 

ocorre devido à sua capacidade de remover um resíduo de adenina específico de um loop na 

subunidade maior do RNA ribossômico 28S (ENDO, 1988). Exemplos clássicos incluem a 

ricina e a abrina extraídos de Ricinus communis e Abrus precatorius, respectivamente. A 

estrutura de abrina é mostrada na figura 2D. 

e) Lectinas relacionadas à jacalina: o jacalin é uma das duas lectinas presentes nas sementes 

de jaca (Artocarpus integrifolia). O termo "lectinas relacionadas à jacalina" é usado para 

todas as lectinas que estão estrutural e evolutivamente relacionadas à jacalina. Com base na 

especificidade dos carboidratos, essas lectinas são classificadas em dois grupos: as galactose-

específicas e as manose-específicas. Lectinas pertencentes a esse grupo são 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 extraída de Amaranthus caudatus, que não se assemelha a nenhuma outra lectina 

vegetal, tanto na sequência quanto na estrutura tridimensional. Estruturalmente, são proteínas 

homodiméricas compostas por duas subunidades de aproximadamente 30 kDa. Este grupo 

contém várias outras lectinas extraídas de plantas do gênero Amaranthus, todas elas 

específicas para GalNAc (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 família de lectinas de ligação à quitina 

que ocorre no floema de algumas plantas da família Cucurbitaceae. Estruturalmente, esse 

grupo contém lectinas diméricas compostas por duas subunidades de 24 kDa. Essas lectinas 
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têm grande semelhança seqüencial entre si, mas são muito diferentes das outras lectinas 

vegetais (LANNOO; VAN DAMME, 2014; VAN DAMME et al., 1998). Até o momento, 

não 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 são 

lectinas com apenas um domínio de reconhecimento de carboidratos (DRC) em sua estrutura 

e, portanto, monovalentes em relação à ligação com carboidratos, não possuindo, portanto, 

capacidade de aglutinação. As hololectinas têm 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 domínios de reconhecimento de carboidratos com domínios não-

relacionados. Esses domínios funcionam independentemente e podem ter diferentes funções 

biológicas. Superlectinas são lectinas que possuem dois ou mais DRCs que ligam carboidratos 

estruturalmente não relacionados. A Figura 3 mostra um esquema, bem como exemplos de 

lectinas que podem ser classificadas em cada grupo. 

Outro método para a classificação de lectinas está relacionado à especificidade por 

carboidratos, tais como ligantes à: manose, manose/glicose, GlcNAc, manose/maltose, 

galactose/GalNAc e lectinas específicas à fucose (VAN DAMME et al., 1998). Este sistema 

de classificação é útil para a seleção de lectinas para aplicações específicas, mas é artificial e 

não fornece informações relevantes sobre sua similaridade ou história evolutiva. Mais 

recentemente, as lectinas de plantas foram agrupadas de acordo com sua relação evolutiva e 

semelhanças de sequência e considerando a conservação do DRC, aproveitando o rápido 

progresso na análise estrutural e no sequenciamento de DNA (JIANG; MA; 

RAMACHANDRAN, 2010). A comparação de sequências e análises filogenéticas das 

lectinas vegetais disponíveis distinguiu 12 famílias, como mostra a Tabela 1 (VAN DAMME 

et al., 2008; DE SCHUTTER; VAN DAMME, 2015). 
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Figura 2 – Estrutura tridimensional de uma lectina de cada família evolutivamente 

relacionada. A) Lectina de leguminosas - ConV (PDB id: 5F5Q), B) Lectinas de 

monocotiledôneas ligantes à manose - lectina Gastrodia elata (PDB id: 1XDG), C) Lectinas 

ligantes à quitina compostas por domínios heveínicos - aglutinina de gérmen de trigo (PDB 

id: 2UVO), D) Proteína inativadora de ribossomo do tipo 2 - Abrina (PDB id: 2ZR1), E) 

Lectinas relacionadas à Jacalina - Jacalina (PDB id: 1UGW), F) Lectinas de Amaranthaceae - 

Amarantina (PDB id: JLY) 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 3 – Classificação estrutural de lectinas vegetais em merolectinas, hololectinas, 

quimerolectinas e superlectinas. A) Heveína (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) 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A ocorrência onipresente de lectinas e estruturas de carboidratos na natureza 

sugere que as lectinas provavelmente possuem várias funções. De fato, em muitos 

microrganismos, como vírus, bactérias e fungos, elas desempenham papéis importantes na 

infecção 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 nitrogênio. As lectinas animais estão envolvidas no 

controle da biossíntese de glicoproteínas, imunidade, regulação do crescimento e apoptose das 

células, regulação do ciclo celular, direcionamento de enzimas lisossômicas, homing de 

leucócitos, interações célula-célula nos sistemas imune e neural e interação esperma-óvulo 

(SHARON; LIS, 2004). 
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Tabela 1 – Famílias de lectinas de plantas 

classificadas de acordo com as relações estruturais e 

evolutivas e a conservação do DRC 

Família de lectinas Especificidade 

Família de lectinas de 

Agaricus bisporus 

GlcNAc/GalNAc, 

Galactose 

Família de aglutininas 

relacionadas à quitinase 

N-glicanos oligomanose 

Família da Amarantina GalNAc 

Família da Cianovirina  Manose 

Famíliade lectinas de 

Euonymus europaeus  

Galactosídeos, N-

glicanos oligomanose 

Família de lectinas de 

Galanthus nivalis 

Manose 

Família da Heveína Quitina 

Família da Jacalina Subgrupos manose- e 

galactose-específicas 

Família das lectinas de 

leguminosas 

Manose 

Família da LysM  Quitina, peptídeoglicanos 

Família da lectina de 

Nicotiana tabacum 

(GlcNAc)n, N-glicanos 

oligomanoses e 

complexos 

Família 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 são aquelas extraídas de plantas da família 

Leguminosae (Lectinas de leguminosas - LL). Entre todas as lectinas, as LLs formam um 

grande grupo de lectinas relacionadas que, apesar de suas diferenças de especificidade para 

carboidratos, compartilham um alto grau de similaridade de sequência e regiões conservadas 

(GAUTAM et al., 2018; LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ- MORENO, 

2017). Além disso, as LLs geralmente são abundantes em sementes e significativamente 

menos abundantes em outros tecidos. As LLs geralmente se ligam a açúcares simples, como 

glicose/manose, N-acetil-galactosamina/galactose, fucose e N-acetil-glucosamina, além de 

açúcares mais complexos, como glicanos de tamanhos variados (FERNANDES et al., 2011; 

GAUTAM et al., 2018). Muitas LLs são hololectinas que têm potencial para aglutinar células 

e precipitar glicoconjugados. Os domínios de reconhecimento de carboidratos nas LLs são 

altamente conservados e compostos por 4 alças diferentes na estrutura da proteína 

(SHARMA; SUROLIA, 1997). Caracteristicamente também, a atividade de ligação a 

carboidratos não ocorre sem a presença concomitante de cálcio e outro íon de transição nas 

proximidades do DRC para a vasta maioria das LLs (LORIS et al., 1998). Além da 

capacidade de ligar carboidratos, essas lectinas também são capazes de interagir com outros 

ligantes, como moléculas hidrofóbicas, em uma região distinta do DRC (DELATORRE et al., 

2013; ROBERTS; GOLDSTEIN, 1983). Muitas, mas não todas, as LLs são glicosiladas e têm 

pelo menos uma glicosilação oligomanose ou complexa. A glicosilação nessas lectinas 

normalmente resulta na formação de complexos quaternários de LLs estabilizando ou 

desestabilizando a associação não-covalente das subunidades para auxiliar na formação de 

dímeros ou impedir a formação de tetrâmeros (PEUMANS et al., 2001). Até agora, não há 

evidências de que os glicanos desempenhem um papel estrutural no reconhecimento de 

ligantes. 

As lectinas de leguminosas são bem caracterizadas em termos de suas estruturas 

terciárias e a interação com os carboidratos é muito conservada em termos de topologia 

estrutural semelhante a um jellyroll ou arquitetura β-sanduíche. Cada unidade estrutural 

contém aproximadamente 250 aminoácidos e é construída com 13 fitas-β, sete na face frontal 

e seis na face traseira interconectados por loops e β-voltas. As α-hélices não são encontrada e 

aproximadamente metade dos resíduos no domínio consiste em loops e voltas. Uma figura do 

jellyroll é apresentada na figura 4. O arranjo antiparalelo das fitas-β nas faces frontal e traseira 

tem, como consequência, uma conectividade muito forte dentro do monômero devido às 
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várias ligações de hidrogênio entre elas (BRINDA et al., 2004 ; HAMELRYCK, THOMAS 

W. et al., 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. 

 

À nível da estrutura quaternária, as LLs são encontradas principalmente nas 

formas de dímeros ou tetrâmeros. Algumas dessas oligomerizações geram um número de 

bolsões hidrofóbicos que podem acomodar ligantes hidrofóbicos como adenina e outros 

hormônios. A variação na associação de subunidades também resulta em um nível mais alto 

de especificidade e afinidade de ligação (HAMELRYCK, T. W. et al., 1999; MANOJ; 

SUGUNA, 2001; SHETTY et al., 2013). O domínio de reconhecimento à carboidratos é 

normalmente uma cavidade superficial na superfície da lectina com sequências contendo 

alguns aminoácidos invariantes comuns a todas as lectinas de leguminosas, como um ácido 

aspártico, uma asparagina, uma glicina e um resíduo aromático ou uma leucina (SHARON; 

LIS, 2001). Apesar da presença de resíduos-chave, há variabilidade na especificidade dentro 
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deste grupo com lectinas como ConA que se ligam amanose e derivados, enquanto outras 

lectinas como a aglutinina de amendoim e aglutinina de soja que se ligam a galactose e 

derivados. Isso mostra claramente que os aminoácidos invariantes são muito importantes para 

a ligação, mas não são responsáveis pela especificidade que surge de outras regiões do 

domínio de ligação. A estrutura do DRC é formada por quatro loops geralmente designados 

como A, B, C e D, sendo o último bastante variável em comprimento, sequência e 

conformação e supõe-se que seja um fator importante na determinação da especificidade da 

lectina (AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005; SHARMA; SUROLIA, 1997; SHARON; 

LIS, 2001). Nas proximidades do CRD, as LLs apresentam um sítio de ligação à metais 

contendo um Ca2+ e um Mn2+ por monômero. Esses cátions não estão diretamente envolvidos 

com a ligação com carboidratos, mas são essenciais para o posicionamento dos resíduos para 

interação com os mesmos (LORIS et al., 1998). A interação com carboidratos ocorre através 

de uma intrincada rede de ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas entre a proteína e o 

ligante (AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005; LORIS et al., 1998). 

As lectinas de plantas, especialmente LLs, atraíram o interesse da comunidade 

científica, uma vez que são ferramentas muito úteis em biotecnologia, na indústria química e 

nas ciências médicas. Isso levou a uma situação em que se sabe muito sobre essas proteínas, 

suas especificidades/afinidades, estrutura etc., mas praticamente nada se sabe sobre suas 

funções biológicas no organismo do qual são extraídas. Portanto, embora as funções exatas 

dessas proteínas nas plantas permaneçam incertas, os dados da literatura sugerem uma 

variedade de papéis, como mediar a ligação de bactérias nas raízes (BREWIN; 

KARDAILSKY, 1997; HIRSCH, 1999, RAMOS et al., 2000). proteínas de armazenamento 

(GAUTAM et al., 2018), defesa contra patógenos (LANNOO; VAN DAMME, 2014; 

PEUMANS; VAN DAMME, 1995), entre outros. 

Em relação à sua aplicabilidade, as lectinas podem ser aplicadas em diversas 

atividades biológicas e/como ferramentas biotecnológicas. Não é de surpreender que a grande 

maioria das aplicações dependa da interação lectina-carboidrato. Algumas de suas aplicações 

são: imunotoxinas (FRANZ; PFÜLLER, 1983), ferramentas para a investigação de receptores 

glicosilados (BELICKÝ; KATRLÍK; TKÁČ, 2016), microrganismos e tipagem sanguínea 

(HART, 1980; KHAN, FAUZIA et al., 2002) , atividade inseticida (MACEDO; OLIVEIRA; 

OLIVEIRA, 2015; REYES-MONTAÑO; VEGA-CASTRO, 2018), antifúngica (GOMES et 

al., 2012), bactericida e antibiofilme (ALYOUSEF; ALQASIM; ALOAHD, 2018; 

VASCONCELOS et al., 2014), antiviral (MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2018), efeito 

inflamatório (ALMEIDA et al., 2016; ASSREUY et al., 1997), efeito vasorelaxante (ALVES 
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et al., 2015), mapeamento e diagnóstico do câncer (HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017), 

lectinas imunomodulatórias (SOUZA et al., 2013), captura de glicoconjugados para estudos 

de glicoproteômica (ALVES et al., 2015), bem como suas aplicações 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 extraídas de plantas da subtribo Diocleinae 

normalmente têm especificidade para manose/glicose e carboidratos relacionados. Este grupo 

de lectinas, também chamadas de lectinas do tipo ConA, designadas por sua semelhança com 

a lectina de Canavalia ensiformis (ConA), é bastante estudado e vários trabalhos relataram 

suas purificações, caracterizações físico-químicas e estruturais, além de suas aplicações em 

diversas atividades biológicas (CAVADA et al., 2018; CAVADA et al., 2019; OSTERNE et 

al., 2017). Uma característica interessante sobre esse grupo de proteínas é seu alto grau de 

similaridade nos níveis de estrutura primária e terciária, o que não impede que eles 

apresentem resultados muito diferentes quando testados para atividades biológicas. A 

explicação para isso é o fato de que a substituição de alguns aminoácidos altera a posição de 

resíduos-chave, o que resulta em alterações na estrutura terciária e quaternária, alterando 

levemente a interação com carboidratos e, consequentemente, as atividades biológicas 

dependentes dessa interação (CAVADA et al., 2019; CAVADA et al., 2001). 

As lectinas do tipo ConA têm a interessante propriedade de ter um conjunto de 

subunidades muito característico, resultantes de um processamento pós-traducional chamado 

permutação circular (GOODSELL, 2010; HEMPERLY; CUNNINGHAM, 1983). Nesse 

processamento, o gene da lectina é traduzido em uma pré-proteína glicosilada. No retículo 

endoplasmático, o precursor da lectina perde seu peptídeo sinal e agora é chamado de pró-

lectina. No complexo de Golgi, a pró-lectina sofre clivagem proteolítica e perde um segmento 

glicosilado de quinze aminoácidos no centro de sua estrutura e um peptídeo na região C-

terminal, esse processo libera uma quantidade suficiente de energia para posterior religação. 

Com esta perda na cadeia inicial, o polipeptídeo é agora clivado em dois peptídeos β e γ, que 

agora estão ligados, mas em ordem diferente. A subunidade que estava anteriormente na 

região N-terminal está ligada à subunidade β tendo uma inversão entre as regiões N e C-

terminal formando a subunidade α, também chamada lectina madura. Este processo é 

catalisado por uma enzima asparaginil endopeptidase que não possui 100% de rendimento, 
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uma vez que algumas cadeias β e γ não ligadas estão sempre presentes na preparação dessas 

lectinas. Portanto, em um gel de SDS-PAGE, três bandas são observadas. Acredita-se que a 

maioria das lectinas do tipo ConA sofra o mesmo processamento (CARRINGTON; 

AUFFRET; HANKE, 1985; OSTERNE et al., 2014; SHARON; LIS, 2007). A determinação 

das estruturas primárias e terciárias foi usada como uma maneira de entender essa diferença 

na especificação de proteínas purificadas a partir de amostras filogeneticamente estreitamente 

relacionadas e para obter informações sobre sua origem evolutiva. 

Outra propriedade de algumas lectinas do tipo ConA é a oligomerização dependente de pH, na 

qual a proporção de proteínas na oligomerização dimérica e tetramérica pode ser alterada de 

acordo com o pH do meio (NAGANO et al., 2008). As alterações nesse equilíbrio 

dímero/tetrâmero podem influenciar diretamente as atividades biológicas, pois essas lectinas 

são 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). 

Várias lectinas da subtribo Diocleinae podem elicitar atividades biológicas como 

inflamatória, vasoativa, antiproliferativa, imunomodulatória, entre outras. Essas atividades 

estão diretamente relacionadas à sua capacidade de interagir com ligantes de glicano na 

superfície celular e, por isso, o efeito é afetado de perto pela afinidade e pelo modo de ligação 

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 são compostas por três folíolos 

elípticos ovais, com inflorescência em forma de orelha, comprida com flores roxas e pétalas 

branco-amareladas na base. Os frutos são vagens contendo sementes globosas grandes, duras 

e marrons (QUEIROZ, 2015; ZAPPI et al., 2015). Esta planta é usada na medicina popular 

como tranquilizante, tônico, parasiticida e inseticida. Verifica-se também sua aplicação na 

prevenção de derrames e remoção 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 são mostradas na figura 5. 
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Figura 5 – Taxonomia e imagens de sementes e plantas de 

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 açúcares relacionados, inicialmente purificada por Moreira et al. 1996. 

ConA e DVL mostraram ser bastante semelhantes, compartilhando mais de 80% de 

similaridade no nível da estrutura primária e também no nível da estrutura tridimensional, 

apesar de seus efeitos nos testes biológicos serem bastante diferentes em alguns trabalhos 

(NASCIMENTO et al., 2018, 2019). Estruturalmente, DVL se apresenta na oligomerização 

tetramérica, independentemente do pH do meio (BEZERRA et al., 2013). Em modelos 

animais, a administração de DVL foi associada com ambas as atividades anti-inflamatórias e 

pró-inflamatórias (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 biológicas. Em relação 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 ativação dos fenômenos programados de morte celular, 

basicamente autofagia e apoptose (NASCIMENTO et al., 2018, 2019). A sequência e a 

estrutura tridimensional estão representadas na figura 6. 
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Figura 6 – Estruturas primária, secundária e terciária da lectina de Dioclea violacea lectin 

(PDB id: 2GDF) 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

1.7 Aplicações das lectinas no diagnóstico e terapia do câncer 

 

O termo câncer inclui diferentes patologias que têm características comuns: 

desregulação na divisão celular, perda da capacidade de diferenciação celular, aumento da 

sobrevivência celular e aumento da capacidade de migração celular (FOUAD; AANEI, 2017). 

A tumorigênese em humanos é um processo complexo que reflete alterações genéticas que 

levam a uma transformação 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 endógenos, como 

erros na replicação do DNA, instabilidade química intrínseca 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 interações com agentes exógenos, como radiação 

ionizante, radiação UV e/ou agentes cancerígenos químicos. As células possuem mecanismos 
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para reparar esses danos, mas, por várias razões, podem ocorrer erros e, com isso, mutações 

no genoma dessas células (BERTRAM, 2000). 

A transição das células normais para as células tumorais envolve a participação de 

genes envolvidos nos mecanismos de homeostase que controlam a proliferação e morte 

celular. Se essas alterações e mutações induzem a ativação de genes que estimulam a 

proliferação ou protegem a célula da morte, esses genes são chamados protooncogenes. Se 

mutações inativam genes que normalmente inibem a proliferação, esses genes são referidos 

como supressores de tumores (LEE; MULLER, 2010). As marcas de câncer são seis 

capacidades adquiridas durante o desenvolvimento de tumores. Eles incluem a manutenção da 

sinalização proliferativa, evasão de supressores proliferativos, resistência à morte celular, 

ativação da imortalidade replicativa, indução da angiogênese e capacidade de invasão e 

metástase (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

As abordagens atuais para o tratamento do câncer e seus efeitos inevitavelmente 

acabam causando várias condições nocivas e perigosas para o paciente, por isso há uma 

demanda por uma alternativa eficaz e específica contra essas doenças que gerariam menos 

efeitos adversos. Para diminuir essas condições prejudiciais, sugerem-se alguns alvos 

específicos, abrindo portas para novas terapias e métodos de diagnóstico. 

Como existem estruturas aberrantes e o aparecimento de glicoconjugados com 

estruturas incomuns nos glicanos encontrados nas células cancerígenas, a detecção desses 

glicoconjugados é facilmente realizada pela aplicação de lectinas (HASHIM; JAYAPALAN; 

LEE, 2017). As lectinas vegetais também têm sido utilizadas como ferramentas para o 

reconhecimento de tumores, considerando sua capacidade de diferenciar tumores benignos e 

malignos com base no grau de glicosilação (PIHÍKOVÁ; KASÁK; TKAC, 2015). Como 

exemplo, a lectina de Lens culinaris (LCA) é útil na discriminação de carcinoma 

hepatocelular de doenças hepáticas benignas e também é vantajosa no diagnóstico de algumas 

condições de metástase do hepatoma (ALSALLOOM, 2016). O desenvolvimento de novos 

microarranjos com lectinas ajuda na determinação de estruturas de glicanos e fornece uma 

plataforma útil para análises com alto rendimento de amostras biológicas, fornecendo uma 

nova dimensão para o diagnóstico e prognóstico do câncer. 

Além de reconhecer os glicanos nas células cancerígenas, várias lectinas também 

demonstram atividade antiproliferativa diretamente, esse efeito geralmente é causado pela 

ligação à glicanos nos na membrana celular desencadeando processos de aglutinação ou 

agregação concomitantemente ou não com citotoxicidade através de mecanismos tais como 

apoptose, autofagia e/ou necrose (DE MEJÍA; PRISECARU, 2005). Além do que foi dito 
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anteriormente, as lectinas também podem induzir atividade imunomodulatória por meio da 

interação com glicanos presentes na superfície das células do sistema imune, o que ativa a 

liberação de citocinas que exercem um efeito tumoricida (SOUZA et al., 2013) . Da mesma 

forma, novas estratégias foram estabelecidas em investigações pré-clínicas e clínicas para 

desenvolver um tratamento combinatório que consiste em imunoterapia juntamente com 

outras terapias anticâncer. As lectinas vegetais também têm sido amplamente utilizadas para 

direcionamento específico nos sistemas de drug-delivery. Como exemplo disso tem-se a 

aplicação de WGA em terapias para câncer de bexiga como agente para entregar 

doxorrubicina diretamente no tumor (APFELTHALER et al., 2018), além de lectinas 

imobilizadas em estruturas nanoestruturadas para administração de medicamentos. 

Além de serem utilizadas na administração de medicamentos, estudos mostraram 

que as próprias lectinas podem ser aplicadas como agentes antineoplásicos devido a seus 

potentes efeitos antiproliferativos e à capacidade de induzir apoptose e autofagia em várias 

linhagens de células tumorais (CATANZARO et al., 2019). O efeito dessas lectinas está 

relacionado à sua capacidade de se ligar a proteínas glicosiladas na membrana das células 

cancerígenas e é sabido que os glicoconjugados têm funções importantes em vários processos 

biológicos, sendo o desenvolvimento e manutenção do câncer um deles. 

Estudos têm 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 

redução significativa na viabilidade celular. Em adição, algumas delas afetaram o potencial da 

membrana mitocondrial, a migração celular e induziram alterações morfológicas nas células. 

A análise colorimétrica indicou morte celular por autofagia, apoptose e necrose induzida pela 

via mitocondrial e modulação de metaloproteinases (CAVADA et al., 2018; NASCIMENTO 

et al., 2019; PRATT; ROY; ANNABI, 2012). As lectinas também foram testadas contra 

linhagens de células cancerígenas de ovário, pulmão, próstata, mama, pele, entre outras e, em 

praticamente todos os casos, algum nível de indução de morte celular foi geralmente 

observado pela indução de alguma via de morte celular programada (CAVADA et al., 2018; 

DE MEJÍA; PRISECARU, 2005; GONDIM et al., 2017).  

 

1.8 Nanotecnologia e partículas de CaCO3 

 

A nanotecnologia é definida como qualquer tecnologia em nanoescala que tenha 

aplicação no mundo real. A nanotecnologia abrange a produção e aplicação de sistemas 
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físicos, químicos e biológicos em escalas que variam de um átomo individual a vários átomos 

ou moléculas em dimensões nanométricas, bem como a integração das nanoestruturas 

resultantes em sistemas maiores. É provável que a nanotecnologia tenha um impacto profundo 

em nossa economia e sociedade no início do século XXI, comparável ao da tecnologia de 

semicondutores, tecnologia da informação e biologia celular/molecular. A nanotecnologia 

promete avanços em áreas como materiais e manufatura, nanoeletrônica, medicina e saúde, 

energia, biotecnologia, tecnologia da informação e segurança nacional. A nanotecnologia é 

amplamente considerada a próxima Revolução Industrial (JEEVANANDAM et al., 2018; 

RAI; RAI 2015). 

Os recursos em nanoescala são construídos principalmente a partir de seus 

constituintes elementares (KHAN, IBRAHIM; SAEED; KHAN, 2019). Exemplos incluem 

síntese química, automontagem a partir de reagentes simples em solução, biomoléculas como 

DNA e proteínas usadas como blocos de construção para produzir nanoestruturas e pontos 

quânticos (BHUSHAN, 2007).  

A descoberta de novos materiais e processos em escala nanométrica e o 

desenvolvimento de novas técnicas experimentais e teóricas 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 mudanças consideráveis nas suas 

propriedades. Se apenas um comprimento de uma nanoestrutura tridimensional é de 

dimensões nanométricas, a estrutura é chamada de poço quântico; se dois lados têm um 

nanômetro de comprimento, a estrutura é chamada de fio quântico; se todas as três dimensões 

estão na faixa nano, e estrutura é chamada de ponto quântico. O termo quantum está associado 

a esses três tipos de nanoestruturas porque alterações nas propriedades surgem da natureza 

mecânica da física no domínio nanométrico (OWENS; POOLE, 2008). Os materiais podem 

ser nanoestruturados para obtenção de novas propriedades e desempenho inovador. Este 

campo está abrindo novos caminhos em ciência, tecnologia e saúde. 

Na nanotecnologia, candidatos promissores para o desenvolvimento de sistemas 

de liberação controlada e liberação de medicamentos são nanopartículas porosas feitas de 

materiais inorgânicos (PATRA et al., 2018). Nesse contexto, o carbonato de cálcio (CaCO3) é 

um biomaterial inorgânico promissor devido à sua estabilidade química, bioatividade, 

biocompatibilidade e potencial de aplicação na administração de medicamentos (DIZAJ et al., 

2015). CaCO3 existe em três modificações polimórficas anidras: vaterita, aragonita e calcita, 

com estruturas romboédrica, ortorrômbica e hexagonal, respectivamente (ERCAN; ORAL; 



 
38 

KAPUSUZ, 2019). Dentre esses polimorfos, a vaterita é o mais promissor devido à sua 

tendência a formar agregados policristalinos com alta porosidade e área superficial, resultando 

em alta capacidade de carga de medicamentos e na possibilidade de liberação lenta/controlada 

da substância terapêutica (TRUSHINA et al., 2014). O tamanho e a forma das partículas têm 

uma alta influência na recristalização, propriedades de dissolução e estabilidade na solução. 

Em aplicações de administração de medicamentos, o formato das partículas mostrou-se 

fortemente relacionado às respostas celulares, absorção de partículas pelas células, efeito na 

viabilidade celular, apoptose, adesão, migração e formação de citoesqueleto (JINDAL, 2017; 

ZHENG; YU, 2016 ) 

As partículas de carbonato de cálcio têm uma ampla gama de aplicações como 

modelos para a montagem de micropartículas a partir de hidroxiapatita (TRUSHINA et al., 

2014) ou em complexos com biomoléculas como proteínas (ERGUL YILMAZ et al., 2016), 

além de microcápsulas e nanocápsulas criadas pela técnica conhecida como camada por 

camada (JOSHI; SRIVASTAVA, 2009; SUKHORUKOV et al., 2004). Para a fabricação de 

cápsulas, as partículas de carbonato de cálcio são amplamente reconhecidas como estando 

entre os núcleos mais atraentes. Isso se deve principalmente aos métodos simples e de baixo 

custo disponíveis para sua fabricação. A estrutura da cápsula é determinada pelo tamanho, 

forma e propriedades do molde (BISWAS; NAGARAJA; MCSHANE, 2014; LIU et al., 

2009) e a porosidade do molde sólido determina a estrutura interna da cápsula, a morfologia 

da casca e das propriedades de liberação do material final (LIU et al., 2009; YOW; ROUTH, 

2006). Partículas porosas, como as de carbonato de cálcio, permitem um encapsulamento mais 

eficaz de moléculas do que partículas não-porosas, como sílica e poliestireno (RENDER et 

al., 2016; SUKHORUKOV et al., 2004; TROFIMOV et al., 2018). 

Várias morfologias de partículas de carbonato de cálcio na faixa de tamanho de 

micrômetros, incluindo esferas ocas (CAI et al., 2008), hexágonos (POUGET et al., 2010), 

microanéis (MAO et al., 2013) entre outras. Muitas abordagens têm sido amplamente 

utilizadas para controlar as fases e a morfologia das partículas e aditivos solúveis em água, 

tais como surfactantes aniônicos, têm sido tipicamente usados para modificar polimorfos de 

cristais de CaCO3 (KANG et al., 2005). Partículas de vaterita com diferentes morfologias 

(como amendoim, tipo haltere, etc.) foram produzidas com fatias hexagonais. Nessas 

abordagens, os copolímeros geralmente eram produzidos durante a fabricação (BOYJOO; 

PAREEK; LIU, 2014). No entanto, a presença de aditivos solúveis pode afetar a estrutura 

final e levar a propriedades interessantes, principalmente no que diz respeito à 

biocompatibilidade. 
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O tamanho dos cristais esféricos das partículas de CaCO3 pode ser regulado por 

condições de agitação, principalmente tempo e velocidade de agitação durante a mistura direta 

dos sais precursores (CaCl2 e Na2CO3) em supersaturação (YAN et al., 2009), esse fenômeno 

pode ser explicado por um efeito de agitação na formação de núcleos durante o processo de 

nucleação heterogênea. Uma abordagem alternativa que pode ser usada para controlar a forma 

e o tamanho das partículas de vaterita é baseada na diminuição da taxa de solubilização dos 

sais, substituindo parcialmente o solvente; de fato, a influência do solvente no tamanho das 

partículas esféricas de vaterita e o mecanismo de sua formação já foram relatados 

anteriormente (KONOPACKA-YSYSWAWA, 2019). Além disso, a síntese de partículas 

anisotrópicas foi recentemente demonstrada (PARAKHONSKIY et al., 2015). Algumas das 

aplicações mais avançadas dessas partículas, bem como cápsulas modeladas nessas partículas, 

estão previstas na área de administração de medicamentos e liberação controlada. 

Biomoléculas e partículas podem interagir de diferentes maneiras, geralmente 

através de algum tipo de funcionalização e vários tipos de estratégias de conjugação foram 

desenvolvidos. Um dos métodos mais antigos de ligação de moléculas e partículas é a 

adsorção direta. As biomoléculas podem interagir com partículas de maneira direta com 

diferentes tipos de partículas. Entretanto, a interação desse tipo é geralmente fraca e 

inespecífica e, por isso, poucas aplicações fazem uso desse tipo de conjugação (CAGLIANI; 

GATTO; BARDI, 2019), embora essa característica possa ser desejável, como no caso de 

sistemas de liberação lenta. O acoplamento covalente, em contraste com o método de 

adsorção, fornece uma conjugação específica e estável de biomoléculas com partículas. 

Normalmente, grupos funcionais na superfície das partículas, incluindo grupos carboxílicos, 

amidas e tióis, podem fazer conexões com biomoléculas por meio de várias estratégias cujo 

resultado final é a formação de uma ligação química forte entre a partícula e a biomolécula 

(AUBIN-TAM, 2013; CAGLIANI; GATTO; BARDI, 2019; MOLAVIPORDANJANI; 

HOSSEINIMEHR, 2019). 

 

1.9 Sistemas de liberação controlada 

 

Os métodos convencionais de administração de medicamentos são desenvolvidos 

de maneira a liberar o agente ativo rapidamente. Nesses sistemas, geralmente, compostos 

diluentes são empregados para ajudar na solubilização do agente e, nesses sistemas, manter o 

medicamento dentro de uma faixa terapêutica às vezes é difícil (WEN; JUNG; LI, 2015). Nos 

métodos convencionais de administração, a concentração do medicamento aumenta até a 
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dissolução completa e começa a baixar pouco tempo depois, exigindo uma nova dose, isso 

pode levar a alguns problemas. Altas concentrações da droga, acima da faixa terapêutica, 

podem ser tóxicas, enquanto baixas concentrações podem não ser eficazes e têm o problema 

adicional de levar à resistência. Uma das maneiras de minimizar esses problemas é a criação 

de sistemas de liberação controlada, geralmente aplicando sistemas nanoestruturados para 

encapsular e modular a liberação do medicamento e mantendo sua concentração na faixa 

terapêutica pelo maior tempo possível (SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012; WEN; JUNG; 

LI, 2015). 

Os sistemas de liberação controlada emergem como uma nova estratégia para a 

administração de medicamentos, com grandes vantagens, como um melhor controle da 

liberação do medicamento, tempos reduzidos em doses tóxicas e subterapêuticas, 

possibilidade de verificar os níveis do medicamento no local da aplicação, obtenção de altos 

concentrações do medicamento no local específico a ser tratado, direcionando o princípio 

ativo a alvos específicos sem passar por locais problemáticos, como o trato gastrointestinal, 

que podem ser um obstáculo se o medicamento não for absorvido por essa via. Alguns desses 

sistemas também podem apresentar a capacidade de proteger a substância ativa da degradação 

que, em um método de administração convencional, exigiria aplicações repetidas da 

substância (HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019; TIWARI et al., 2012) . Um dos principais 

fatores a serem considerados nos sistemas de liberação controlada é a degradação do sistema 

encapsulante, que influencia diretamente a liberação do medicamento, tornando a estabilidade 

do sistema um dos principais fatores a serem considerados para evitar uma degradação 

prematura. Os sistemas poliméricos aplicados em sistemas de liberação controlada podem ser 

sintetizados a partir de vários polímeros, biodegradáveis ou não. Esses polímeros precisam ser 

biocompatíveis, quimicamente inertes, não-carcinogênicos e hipoalergênicos. Além disso, o 

material não deve ser física ou quimicamente alterado pelo tecido local ou provocar qualquer 

resposta inflamatória (KAMALY et al., 2016; LEE; YEO, 2015; YANG; PIERSTORFF, 

2012). Diferentes tipos de materiais e sistemas coloidais podem e influenciarão a cinética, a 

distribuição e a liberação da substância ativa, por exemplo medicamento, vacina ou proteína 

terapêutica. 

Os principais sistemas aplicados para entrega e liberação de drogas são 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 

difusão e a erosão (LIECHTY et al., 2010; RAVAL; PARIKH; ENGINEER, 2010). Na 

difusão, o agente ativo difunde-se do agente encapsulante devido à diferença de concentração. 
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Na erosão, o controle químico ocorre devido à degradação do transportador. Um terceiro tipo 

de liberação envolve o processo de ativação do solvente, no qual as cadeias poliméricas são 

quebradas pela clivagem das ligações químicas, resultando na liberação da droga. Outra 

estratégia é aplicada quando o fármaco é covalentemente ligado ao polímero e pode ser 

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

  

1.10 Docking molecular aplicado à lectinologia  

 

Com o surgimento de novas tecnologias de sequenciamento, várias espécies 

tiveram seu genoma sequenciado, revelando o conhecimento sobre várias proteínas mesmo 

antes de sua purificação. A obtenção da estrutura da proteína e sua análise geral ainda são 

muito dependentes de metodologias caras e trabalhosas, como a cristalografia de raios-X. O 

campo da bioinformática aplicado às proteínas é um ótimo complemento para esses estudos, 

devido à sua capacidade de prever alguns resultados, direcionando e reduzindo e direcionando 

os experimentos de bancada necessários. A bioinformática aplicada em estudos de proteínas 

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 ligação entre proteínas e ligantes e a dinâmica 

molecular para estudar os estados da proteína em solução, esta última técnica complementa as 

outras duas, ajudando na validação e gerando muitos dados sobre a dinâmica da proteína. 

O docking molecular surgiu devido às necessidades da biologia estrutural e da 

descoberta de drogas. Essa técnica foi facilitada pelo aumento dramático no poder 

computacional e pela facilitação 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 posições favoráveis de ligação e 

energicamente, predizendo a afinidade de ligação. Esta técnica tem uma variedade de 

aplicações, incluindo previsão da localização de sítios de ligação nas proteínas, localização 

das regiões para interações com drogas, análise de ligação entre lectinas e carboidratos, 

estimativa da força das interações entre moléculas. Além disso, é possível verificar como as 

alterações estruturais podem afetar a ligação das proteínas aos ligantes, por meio de análise 

comparativa com moléculas mutadas (FAN; FU; ZHANG, 2019; JAIN et al., 2018). 

Essa técnica permite a triagem de grandes bibliotecas de compostos, avaliação da 

afinidade e especificidade com base em propriedades estruturais e químicas, como tamanho, 

geometria, distribuição de carga, polaridade e potencial para interações hidrofóbicas e 
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ligações de hidrogênio. O objetivo de testar bancos de possíveis ligantes é identificar 

compostos que se ligam a uma proteína-alvo. Dessa forma, a reação bioquímica que a 

proteína alvo realiza pode ser alterada, permitindo a descoberta de possíveis ferramentas 

médicas e/ou biotecnológicas (CHEN et al., 2012; COLEMAN et al., 2013). Atualmente, o 

acesso a um banco de dados de estruturas de proteínas (Protein Data Bank) e grandes 

bibliotecas de pequenas moléculas comercialmente acessíveis, como o banco de dados ZINC 

(IRWIN; SHOICHET, 2005), fornecem um grande número de possíveis 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 farmacêutica e 

biotecnológica (LORBER; SHOICHET, 2005). Essa abordagem de testar um grande número 

de compostos usando docking molecular é chamada de screening virtual. 

O encaixe de moléculas com possíveis ligantes segue uma ordem. Primeiro, é feita 

a separação dos prováveis sítios de ligação, depois é feita a sobreposição dessas regiões e, por 

meio de funções de análise estatística e pontuação, tenta-se obter os complexos mais 

próximos do que ocorre experimentalmente. A análise das inserções é feita pontuando a 

formação de cada complexo. A partir desse escore, é realizada uma análise comparativa, na 

qual cada complexo formado é avaliado e, ao final, são 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 aplicação dessa técnica são: uso na lectina de Dolichos lablab para análise da interação 

entre a proteína e oligomanosídeos (TEIXEIRA et al., 2014), busca de ligantes para lectinas 

bacterianas (TOPIN et al., 2013), para a análise da interação entre lectinas e vários 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 é mostrada na 

figura 7. 
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Figura 7 – Docking molecular entre a lectina de Dioclea lasiophylla e um glicano de 

oligomanose. Representação em bastões do DRC da lectina em complexo com o glicano com 

carbonos em azul para a proteína e em amarelo para o ligante (à esquerda). Diagrama 2D do 

Ligplot das interações (à direita) 
 

 

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 purificação, caracterização físico-

química e estrutural, atividades biológicas e estudos de bioinformática de várias lectinas. Os 

resultados gerados no projeto atual podem ser acessados nos artigos listados na seção anexos. 

Com relação ao presente trabalho, o principal objetivo foi construir um sistema de liberação 

controlada/lenta para a lectina de Dioclea violacea aplicando partículas de carbonato de cálcio 

e investigar os efeitos da lectina e dos bioconjugados contra células cancerígenas cervicais da 

linhagem HeLa . 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Purificar a lectina das sementes de Dioclea violacea aplicando técnicas consolidadas de 

química de proteínas. 

• Sintetizar 2 tamanhos de partículas de carbonato de cálcio. 

• Avaliar a capacidade das partículas de adsorver DVL, bem como o rendimento de adsorção. 

• Caracterizar a adsorção em relação à dependência do tempo e à concentração da lectina. 

• Comparar o processo de recristalização das partículas isoladamente e dos bioconjugados. 

• Avaliar a liberação de DVL das partículas. 

• Caracterizar os bioconjugados por FITR e microscopia eletrônica. 

• Avaliar o potencial citotóxico do DVL e dos bioconjugados contra células HeLa. 

• Estudar a interação entre DVL e glicanos encontrados na superfície das células HeLa usando 

simulações in silico de docking molecular. 

• Investigar a internalização de bioconjugados pelas células HeLa usando microscopia 

confocal. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Isolamento e purificação de DVL 

 

A purificação 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 moídas em um moedor de café até a obtenção de 

um pó fino. Posteriormente, a farinha foi ressuspensa em NaCl 150 mM (1:10 p / v) e mantida 

sob agitação constante por 4 h em temperatura ambiente para extração de proteína solúvel. A 

suspensão foi então 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 CaCl2 5 mM e MnCl2 

5 mM. As proteínas não retidas (P1) foram eluídas com a mesma solução e a fração retida 

(P2) foi eluído com glicose 100 mM em NaCl 150 mM. Frações de 1,5 mL foram coletadas 

com fluxo de 2 mL/min e todas as frações foram monitoradas por espectrofotometria em 

comprimento de onda de 280 nm. As frações retidas foram reunidas, dialisadas contra água 

destilada e liofilizadas. Testes de hemaglutinação foram aplicados para determinar a atividade 

da lectina durante as etapas de purificação. Este teste foi realizado em placas de 96 poços em 

que Tris-HCl 50 mM, pH 7,6 + NaCl 150 mM, foi adicionado em cada poço, seguido pela 

adição da amostra no primeiro poço, a solução foi então diluída seriadamente e uma 

suspensão de eritrócitos de coelho a 3% em NaCl 150 mM foi adicionado em cada poço. As 

placas foram incubadas a 37 ºC por 30 min, seguidas de 30 min de incubação à temperatura 

ambiente, após o qual a aglutinação foi observada macroscopicamente. Este ensaio foi 

realizado em triplicata e o tampão foi aplicado como controle. 

 

3.2 Síntese das partículas 

 

Partículas esféricas de CaCO3 foram obtidas como resultado da reação de 

agregação coloidal devido à mistura rápida de CaCl2 e Na2CO3 (PARAKHONSKIY et al., 

2014). Para a preparação das partículas maiores de CaCO3 (MPs), soluções previamente 

preparadas de CaCl2 e Na2CO3, ambas na concentração de 330 mM, foram misturadas em 

proporções iguais e mantidas sob agitação em um agitador magnético (500 rpm) à temperatura 
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ambiente por 1 h. Após o que, as partículas foram separadas da suspensão por centrifugação a 

3200 x g por 3 min, lavadas com etanol a 100% e secas em estufa a 50 °C. 

Para a preparação das partículas menores (NPs), CaCl2 e Na2CO3, ambos a 330 

mM foram misturados em proporções iguais, seguidos pela adição de etilenoglicol na reação 

em uma concentração final de 83%. A suspensão foi mantida sob agitação constante (500 

rpm). Do mesmo modo que as partículas maiores, as partículas menores foram separadas da 

suspensão por centrifugação a 3200 x g por 10 min, lavadas com etanol a 100% e secas em 

estufa a 50 °C. 

 

3.3 Bioconjugação 

 

Inicialmente, soluções de DVL nas concentrações 1 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,1 

mg/mL foram preparadas solubilizando a lectina liofilizada em Tris-HCl 50 mM, pH 7,6 + 

NaCl 150 mM. Para verificar a adsorção de DVL nas MPs e NPs, 1 mL de cada solução foi 

misturado com 10 mg de MPs e NPs e a suspensão foi mantida sob agitação constante em um 

agitador orbital por 1 h. A seguir, o sólido foi separado do líquido por centrifugação a 5000 x 

g por 5 min. A quantidade de lectina adsorvida em cada condição foi calculada por 

espectrofotometria em comprimento de onda de 280 nm em que o sobrenadante foi medido, a 

absorbância aplicada em uma curva padrão previamente preparada e a concentração foi 

estimada e removida do valor inicial para determinar a quantidade de lectina adsorvida nas 

partículas. A concentração com maior redimento de adsorção sem grande desperdício de 

lectina foi escolhida para os próximos passos da caracterização. Estes experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 

3.4 Caracterização dos bioconjugados 

 

3.4.1 Adsorção durante o tempo 

 

A dependência do tempo para o rendimento de adsorção foi verificada da seguinte 

forma: 1 mL de uma solução recém-preparada de DVL em Tris-HCl 50 mM pH 7,6 + NaCl 

150 mM a 1 mg/mL foi misturada com 10 mg de MPs e NPs e a suspensão foi mantida sob 

agitação constante por diferentes tempos (5 min, 30 min, 1 h, 2 he 3 h) à temperatura 

ambiente. Após cada tempo, a suspensão foi centrifugada a 5000 x g por 5 min, o 

sobrenadante foi removido e a concentração de lectina foi medida por espectrofotometria a 
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280 nm, a fim de determinar a quantidade de lectina nas partículas após cada tempo. Cada 

tempo foi testado três vezes. 

 

3.4.2 Recristalização 

 

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-HCl 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 necessário para a recristalização das partículas para uma fase de calcita 

foi calculado para partículas não-conjugadas e conjugadas com DVL para verificar se os 

conjugados são compatíveis com as atividades biológicas a serem realizadas, bem como 

verificar se a lectina pode afetar o tempo de recristalização. Para isso, MPs-DVL e NPs-DVL 

foram preparados misturando 1 mL de uma solução de 1 mg/mL de DVL com 10 mg de MPs 

e NPs e agitando a suspensão em um agitador orbital até o máximo rendimento de adsorção. 

Após a remoção do sobrenadante, os conjugados MPs-DVL e NPs-DVL e MPs-apenas e NPs-

apenas foram misturados com 1 mL de Tris-HCl 50 mM pH 7,6 + NaCl 150 mM e mantidos 

sob agitação por vários dias. Em intervalos regulares, uma gota da suspensão foi removida e 

observada em microscópio óptico (ampliação de 100x) com uma objetiva de imersão em óleo 

100x/1,4-0,7-óleo. O número de partículas em vaterita e calcita foi então contado 

manualmente. Um mínimo de 100 partículas foram contadas de cada vez. Os resultados foram 
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expressos como uma porcentagem de partículas 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 solução de DVL a 1 mg/mL com 10 mg de MPs e NPs e agitando a 

suspensão em um agitador orbital por 1 h, após o qual as partículas foram separadas da 

solução por centrifugação a 5000 x g por 5 min. As partículas foram então secas em estufa a 

50 ºC e um espectro por amostra foi coletado na faixa espectral de 400 e 1500 cm-1, com 

resolução de 2 cm-1 e média de 25 varreduras. 

 

3.4.5 Microscopia eletrônica 

 

A morfologia das partículas foi determinada por microscopia eletrônica em um 

Microscópio eletrônico de varredura ambiental comfonte por emissão de campo com 

ampliação de 5000x a 50000x. 

 

3.5 Ensaios com células 

 

3.5.1 Cultura de células 

 

A linhagem de células HeLa de câncer 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 CO2 a 5% até 80-90% de confluência, ponto em que foram aplicadas nos testes 

subsequentes. 

 

3.5.2 Ensaios de viabilidade 

 

DVL e os bioconjugados foram solubilizados/suspensos em tampão fosfato-salino 

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

foram semeadas com meio DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB), 
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seguido por lectina/bioconjugado em diferentes concentrações de DVL, variando de 6,25 

µg/mL (0,062 µM) a 100 µg/mL (1 µM) ou veículo (controle) seguido pela adição de células 

em um número final de 10.000 células/poço. Em seguida, as placas foram incubadas por 24 h, 

48 he 72 h a 37 ºC em uma atmosfera umidificada de 95% de O2 e 5% de CO2. Após o 

período 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 determinação 

da viabilidade celular. A fluorescência foi medida no equipamento Infinite 200 PRO (Tecan) 

com excitação a 560 nm e emissão a 590 nm. O número de células em cada poço foi 

determinado comparando o valor da fluorescência com uma curva padrão previamente 

preparada. Foram realizadas três repetições biológicas cada uma com três repetições técnicas. 

O efeito do tratamento da morfologia celular foi avaliado por microscopia óptica em 

microscópio de campo amplo (ampliação de 40x). 

 

3.5.3 Internalização dos bioconjugados nas células 

 

A visualização da internalização de bioconjugados nas células HeLa foi realizada 

por microscopia confocal. Para a marcação de DVL com rodamina, foi preparada uma solução 

de lectina a 4 mg/mL em tampão bicarbonato de sódio, enquanto 1 mg/mL de tetrametil-

rodamina (TRITC) foi preparada em DMSO. A solução TRITC foi adicionada à lectina na 

proporção de 50 µL de TRITC por mL de solução de lectina. 

Para adsorção da proteína marcada nas partículas, 10 miligramas de MPs e NPs 

foram incubados cada um com 1 mL de DVL-TRITC por 30 min sob agitação constante. 

Posteriormente, as partículas 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 experiências confocais, as partículas foram contadas usando um 

hemocitômetro e diluídas em meio DMEM para atingir uma concentração final de 10 

partículas por célula. 

Os ensaios foram realizados da seguinte forma: As células Hela foram cultivadas 

conforme explicado na seção 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 ºC em atmosfera de 95% de O2 e 

5% de CO2 para adesão celular. Posteriormente, o meio de cultura de células foi descartado, 

as células foram lavadas com PBS e as partículas dos conjugados DVL-TRITC foram 

adicionadas às placas e incubadas por 48 h. As células foram coradas com calceína 
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(Thermofisher) por 45 min a 37 ºC e lavadas duas vezes com PBS antes das análises ao 

microscópio confocal. 

As imagens confocais foram obtidas usando um microscópio confocal A1 da 

Nikon Instruments. O software NIS-Elements C (Laboratory Imaging) foi utilizado para 

coleta de dados e análise de imagens. Os comprimentos de onda das emissões/excitação foram 

525/488 para calceína e 595/560 para TRITC. 

 

3.6 Bioinformática - Docking molecular 

 

Para verificar a potencial capacidade de DVL de interagir com os N-glicanos 

presentes na membrana celular das células HeLa, 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 à minimização de 

energia com módulo integrado no servidor. As simulações de docking molecular foram 

realizadas usando o programa GOLD v. 5.5 (CDCC, Cambridge, Inglaterra), um programa 

que testa várias conformações de ligantes, permitindo flexibilidade parcial dos resíduos do 

receptor (JONES et al., 1997). A região de interação foi definida como o centro sendo o 

domínio de reconhecimento de carboidratos de DVL, bem como todos os átomos dentro de 

um raio de 11 Å a partir dele. Os parâmetros utilizados para o docking foram: tamanho da 

população de 100, pressão de seleção de 1,1, número de operações de 10.000, número de ilhas 

5, tamanho de nicho 2, frequência de cruzamento 95, um total de 20 poses para cada ligante e 

função de pontuação Chemscore (ELDRIDGE et al., 1997). As melhores poses foram 

escolhidas combinando a pontuação do docking, penalidades na geometria do ligante, ligações 

de hidrogênio e interações hidrofóbicas (DE ÁVILA et al., 2017; HEBERLÉ; 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 DISCUSSÃO 

 

4.1 Purificação de DVL 

 

A lectina das sementes de Dioclea violacea foi purificada por cromatografia de 

afinidade em uma matriz de afinidade por dextrana. A proteína retida foi eluída com D-

glicose 100 mM. A atividade hemaglutinante de cada fração após a cromatografia foi 

determinada usando ensaios de aglutinação com eritrócitos de coelho, e a hemaglutinação foi 

observada apenas na fração retida na matriz, indicando que o DVL foi completamente 

separada das outras proteínas no extrato bruto. 

 

4.2 Síntese das partículas  

 

No presente trabalho, dois tamanhos diferentes de partículas de CaCO3 foram 

obtidos. As partículas maiores (MPs) apresentaram diâmetro médio de 4 µm e foram obtidas 

pela mistura de quantidades equimolares de CaCl2 e Na2CO3, enquanto a síntese de partículas 

menores (NPs), com cerca de 700 nm de diâmetro, incluiu etilenoglicol na reação o que 

favoreceu a síntese de partículas menores, como explicado abaixo. 

As partículas de CaCO3 foram obtidas utilizando uma mistura rápida de sais de 

cloreto de cálcio e carbonato de sódio. Essas partículas emergem devido aos processos de 

nucleação, crescimento e agregação de carbonato de cálcio (PARAKHONSKIY et al., 2014). 

O tamanho das partículas durante esse processo é inversamente proporcional ao tempo de 

reação, mas esse processo é afetado negativamente pela formação de partículas na fase de 

calcita com uma estrutura não-porosa da ordem dos micrômetros. Os cristais policristalinos de 

vaterita têm maior energia livre do que as partículas de calcita. Isso acaba por induzir 

naturalmente a transição das fases de vaterita para uma fase de calcita mais estável e menos 

energética. 

Quando partículas em fases metaestáveis, como vaterita, são colocadas em meio 

aquoso, elas naturalmente recristalizam na forma de partículas de calcita, que possuem uma 

solubilidade muito menor. A adição de etilenoglicol na solução diminui a solubilidade de 

ambas as fases, reduzindo a energia de transformação e a taxa de recristalização. A 

solubilidade reduzida pelo etileno glicol, em combinação com a alta atividade de carbonato 

resultante da alta alcalinidade, favorece a precipitação de partículas de carbonato de cálcio 

com tamanhos menores. 
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4.3 Bioconjugação 

 

A adsorção de DVL em MPs e NPs é mostrada nas tabelas 2 e 3. Nos MPs, DVL 

adsorve mais na concentração de 1 mg/mL, com aproximadamente 0,35 mg de lectina 

adsorvida em 10 mg de partículas, enquanto nas concentrações 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 partículas 

respectivamente (Tabela 2). 

Para NPs, na concentração de 1 mg/mL, a quantidade de lectina adsorvida foi de 

aproximadamente 0,4 mg em 10 mL de nanopartículas, enquanto nas concentrações de 0,5 e 

0,1 mg mL, as quantidades de 0,32 e 0,062 mg foram adsorvidas na mesma quantidade de 

partículas (Tabela 3). 

 

Tabela 2 – Efeito da concentração de lectina na adsorção em MPs. Os dados apresentados são 

a média de três experimentos 

Concentração inicial de 

DVL (mg/mL) 

Concentração media de DVL adsorvida nas partículas 

(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 concentração de lectina na adsorção em NPs. Os dados apresentados são 

a média de três experimentos 

Concentração inicial de 

DVL (mg/mL) 

Concentração media de DVL adsorvida nas partículas 

(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 concentração de 1 mg mL adsorveu a 

maior quantidade de lectina nas partículas, embora ainda permaneça uma quantidade 

considerável de lectina no sobrenadante, o que mostra que um ponto de saturação foi atingido. 

Além disso, é claro que uma concentração mais alta de lectina aumenta a adsorção devido a 

uma maior quantidade de proteína no meio reacional, até que um limite máximo seja 

alcançado. Em nenhum dos casos, 100% de adsorção foi alcançada, mesmo em concentrações 

muito baixas. Os NPs mostraram uma maior capacidade de adsorver DVL, o que pode ser 

explicado por sua maior área superficial. A capacidade de partículas menores se conjugarem 

com maiores quantidades de biomoléculas já foi relatada anteriormente e é um fenômeno 

conhecido na nanotecnologia (KOHANE, 2007). O protocolo que permitiu adsorver a maior 

quantidade de lectina para as partículas foi aplicado em testes subsequentes. Todos os 

bioconjugados foram capazes de aglutinar eritrócitos de coelho, indicando que a adsorção não 

desnaturou a lectina. 

Em geral, proteínas e biomoléculas podem interagir diretamente com diferentes 

tipos de partículas. Partículas, mesmo sem funcionalização adicional, são capazes de interagir 

com moléculas, mesmo no interior das células (AURÍA-SORO et al., 2019; BEHZADI et al., 

2017). Essa interação geralmente é fraca e inespecífica e tem uso limitado, mas ainda é 

importante para a geração de sistemas de liberação controlada. Trabalhos anteriores 

mostraram claramente que (nano)partículas geralmente adsorvem proteínas em sua superfície, 

formando o que é chamado de corona ao redor da partícula.  Adicionalmente, lectinas foram 

usadas em combinação com nanopartículas para uma série de aplicações, incluindo 
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imunoterapia oral, biossensores, detecção de tumores e entrega de drogas (DEVI; BASIL-

ROSE, 2018; DIESNER et al., 2012; NGUYEN; LEE, 2017; SIMÃO et al., 2020; TERÄVÄ 

et al., 2019). 

 

4.4 Dependência do tempo  

 

O tempo necessário para a adsorção de lectina às partículas foi verificado para 

otimizar os experimentos subsequentes e verificar as melhores condições. Os resultados são 

mostrados na figura 8. Pode-se observar que grande parte do processo de adsorção ocorre 

rapidamente, uma vez que após 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 

adsorção parece ocorrer mais rapidamente nos MPs do que nos NPs. Os resultados obtidos 

foram interessantes do ponto de vista de aplicação, considerando que o processo é rápido e 

tem um rendimento aceitável. 

 

Figura 8 – Adsorção DVL nos MPs e NPs ao longo do tempo. Barras de erro 

correspondem ao desvio padrão de três experimentos separados 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.5 Recristalização vaterita/calcita 

 

Como afirmado anteriormente, quando partículas de carbonato de cálcio em fases 

metaestáveis, como o vaterita, são colocadas em meio aquoso, elas naturalmente recristalizam 

na forma de partículas de calcita que possuem uma solubilidade muito menor. No presente 

trabalho, a transição de vaterita para calcita dos bioconjugados foi avaliada, a fim de 

identificar se a adsorção de lectina afeta o perfil de transição natural das partículas (Figura 9). 

Como resultado, observou-se que a adsorção estabiliza as partículas fortemente. MPs e NPs 

sem a presença 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 recristalização nos conjugados em comparação com as partículas 

não conjugadas, após 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 partículas não 

conjugadas, as MPs recristalizaram completamente após cerca de 48 h, enquanto o mesmo 

fenômeno ocorreu com as NPs após cerca de 5 h. Verifica-se que a presença de DVL resulta 

na estabilização das partículas, mesmo após muitos dias, o que é desejável para a sua 

aplicação. A estabilização de partículas por proteínas é algo que geralmente ocorre, uma vez 

que sua presença pode reduzir consideravelmente a agregação de partículas, um fator 

responsável por um aumento no tamanho das partículas, que pode levar a tempos de 

precipitação mais curtos visto que a agregação atinge um ponto em que as partículas se 

tornam muito grandes e pesadas, perturbando assim o equilibro coloidal e precipitando. 
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Figura 9 – Porcentagem de partículas 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 partículas foram 

contadas em cada tempo 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.6 Liberação de DVL das partículas 

 

O perfil de liberação de DVL das MPs e NPs em Tris-HCl 25 mM, pH 7,5 com 

NaCl 150 mM, em temperatura ambiente, mostrou uma liberação inicial seguida por uma 

liberação mais lenta, como mostrado na figura 10. A liberação inicial foi mais alta para NPs, 

com aproximadamente 27% de liberação, enquanto as MPs liberaram cerca de 8% de DVL 

dentro de 5 minutos após o contato dos bioconjugados com o tampão. Para bioconjugados de 

MPs, a liberação ocorreu de tempo-dependente, com liberação máxima após 96 horas, com 

mais de 90% do DVL liberada das partículas. Para as NPs, a liberação de DVL ocorreu mais 

lentamente, atingindo o máximo após aproximadamente 8 dias, com uma liberação de 

aproximadamente 82%. Também foi observado que, para as NPs, o aumento na liberação 

ocorreu de maneira tempo-dependente até 4 dias, permanecendo praticamente estacionário de 

4 a 7 dias, com um aumento drástico na liberação no 8º dia. 
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Figura 10 – Gráfico mostrando a liberação do DVL das MPs e NPs ao longo do tempo. 

Os dados correspondem à média de três experimentos com barras de erro representando 

o desvio padrão. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A lectina é liberada das partículas como resultado de vários fatores, sendo os 

principais:   difusão de proteínas das partículas e a degradação natural da partícula, além da 

mudança gradual da partículas de carbonato de cálcio de forma esférica porosa a uma forma 

cúbica não porosa. O efeito cumulativo desses fatores resulta no perfil de liberação observado, 

formado por uma liberação inicial seguida por uma liberação mais constante ao longo do 

tempo. A liberação inicial pode ser explicada pela difusão das moléculas de lectina acopladas 

à superfície das partículas. O perfil de liberação lenta pode ser explicado pela difusão lenta da 

lectina através dos poros das partículas. O aumento no tamanho das partículas diminui o 

tempo necessário para a liberação máxima de DVL, o que pode ser explicado por uma 
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diferença na organização interna em comparação aos NPs que afetariam a difusão e a 

retardariam (MUKHERJEE et al., 2008). O tempo de liberação do DVL é compatível com 

ensaios celulares, o que aumenta as chances de aplicação desses bioconjugados na construção 

de protótipos de sistemas de liberação lenta. 

 

4.7 FTIR e microscopia eletrônica 

  

Os espectros de FTIR de NPs e MPs conjugados e não-conjugados são mostrados 

em comparação com DVL (Figura 11). Para analisar a fase do carbonato de cálcio, foram 

investigadas as bandas de absorção do íon CO3
2- planar. Existem quatro modos de vibração no 

íon CO3
2-  livre, a saber, o alongamento simétrico a 1080 cm-1 (ν1), a flexão fora do plano a 

870 cm-1 (ν2), o alongamento assimétrico a 1400 cm-1 (ν3) e as vibrações de flexão no plano 

divididas a 700 cm-1 (ν4). Os espectros com bandas centradas em 712 cm-1 (ν4) e 873 cm-1 

(ν2) revelam a presença de calcita, enquanto as bandas centralizadas em 744 cm-1 (ν4), 878 

cm-1 (ν2) e 1085 cm-1 (ν1) são característicos de vaterita e se tem uma banda larga em 1400 

(ν3) que indica um estiramento assimétrico do íon carbonato. A Figura 11B mostra 

claramente uma banda v4 em 744 cm-1, que confirma que as partículas existem em uma fase 

de vaterita e a presença de DVL não influencia a fase do carbonato. Devido ao número 

relativamente pequeno de moléculas adsorvidas de DVL em relação à massa da matriz 

inorgânica, o impacto das moléculas orgânicas não aparece no espectro. 

A microscopia eletrônica de varredura foi empregada para visualizar de perto a 

forma das partículas e bioconjugados. Não foram observada diferenças indicando que a 

adsorção de DVL não afetou a forma das partículas (Figura 12) 
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Figura 11 – Espectros de infravermelho da lectina, das partículas e dos bioconjugados. a) 

Espectros detalhados de 720-770 cm-1 de DVL (em azul) NPS-DVL (em preto) somente NPs 

(em vermelho), MPs-DVL (em verde) e somente MPs (em roxo). b) Faixas típicas para 

vaterita a 1085 cm-1 e 745 cm-1 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Figura 12 – Microscopia eletrônica de varredura das 

partículas de vaterita e bioconjugados mostrando sua 

morfologia esférica. a) somente NPs, b) somente MPs, c) 

NPs-DVL e d) MPs-DVL. DVL não parece alterar a 

morfologia geral das partículas 

 

 

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

 

O efeito de DVL e dos bioconjugados foi avaliado através da análise da 

viabilidade e morfologia das células HeLa. Os resultados mostram que DVL e os 

bioconjugados afetaram a viabilidade das células em comparação aos controles, 

principalmente nos períodos de 48 e 72 horas (Figura 13). Na concentração mais alta testada 

(1 µM), DVL não-conjugada apresentou um efeito bioestático no qual o número de células 

não ficou abaixo do valor inicial de 10.000, mas a divisão 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 após 48h e 72h, com contagens de células chegando a 2.500 células, uma 

diminuição de aproximadamente 75% na viabilidade, considerando o número inicial de 

10.000 células. O efeito citotóxico dos conjugados apresentou dose-dependência, em todas as 

concentrações, o conjugado NPs-DVL apresentou o maior efeito citotóxico em comparação 

com DVL não-conjugada, MPs-DVL e os controles. Na presença de DVL a 1 µM e 0,5 µM, a 

morfologia celular mudou para uma forma esférica, indicativa da perda de adesão, também 

podem ser observados aglomerados celulares que sugerem uma aglutinação induzida pela 

lectina (Figura 14). Em relação aos controles, o controle somente de MPs parece não afetar as 

células e o efeito de NPs é bastante limitado em comparação com os bioconjugados e DVL 

não-conjugada. 

Estudos anteriores relataram o efeito antiproliferativo de várias lectinas do tipo 

ConA contra células cancerígenas, com a maioria dessas lectinas ativando vias de morte 

celular programadas, como apoptose e autofagia. Sugere-se que esses efeitos estejam 

relacionados à interação de lectinas com alvos glicosilados específicos. 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, o 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 migração celular. A morte celular induzida por DVL mostra-se principalmente relacionada à 

indução 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 não apresenta toxicidade para astrócitos não-malignos, sugerindo um 

efeito direcionado sobre células malignas, um efeito relacionado à glicosilação diferencial em 

sua superfície (NASCIMENTO et al., 2019). Existem poucos relatos na literatura com 

detalhes sobre a liberação controlada de uma lectina para melhorar a citotoxicidade contra 
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células cancerígenas, a maioria dos trabalhos relata o uso de lectinas visando a aplicação de 

medicamentos e/ou detecção de tumores (BRUSCHI, 2019; DEVI; BASIL- ROSE, 2018; 

TERÄVÄ et al., 2019). O aumento local da concentração e a proteção da lectina da 

desnaturação podem ser responsáveis pelo efeito superior nos bioconjugados de MPs e NPs. 

Além disso, dados preliminares sobre a captação de bioconjugados nas células HeLa foram 

obtidos usando microscopia confocal (Figura 15). Os dados de fluorescência coletados no 

período de 48 horas indicam que tanto MPs-DVL quanto NPs-DVL são internalizados pelas 

células. Essa internalização pode explicar as diferenças observadas ao comparar a lectina não 

conjugada com os bioconjugados. A internalização das partículas de CaCO3 nas células HeLa 

foi observada anteriormente e depende do tamanho, forma, química, estado de agregação, 

estabilidade e rigidez (PARAKHONSKIY et al., 2015). Os dados de captação ainda precisam 

ser completados para fornecer uma boa visão sobre o efeito dos bioconjugados nas células. 
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Figura 13 – Ensaio de viabilidade celular com células HeLa após 24 h, 48 he 72 h de 

incubação com DVL, MPs-DVL, NPs-DVL, somente MPs e somente NPs. A quantidade de 

bioconjugados aplicada nessas experiências foi definida com base na concentração de DVL 

A) DVL a 1 µM, B) DVL a 0,5 µM, C) DVL a 0,25 µM, D) DVL a 0,12 µM e E) DVL a 0,06 

µM .Os controle são repetidos em cada curva. Esses dados são a média de três repetições 

biológicas com três repetições técnicas cada 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 14 – Imagens representativas de células HeLa na presença de DVL, MPs-DVL e NPs-

DVL, somente MPs, somente NPs e somente células 48h após o tratamento. A barra vermelha 

corresponde a 100 µM 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 15 – Imagens confocais de células HeLa após 48 h de incubação com A) MPs-DVL e 

B) NPs-DVL. As células foram coradas com calceína (verde) e DVL foi marcada com  

rodamina (TRITC). Nas imagens é possível ver que ambas as partículas podem ser 

encontradas dentro das células 

 

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 prevalência nas células HeLa. GP1_2 

(Escore: -56) é 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 ligação 

muito favorável. DVL também interagiu bem com outros glicanos de HeLa, embora com 

pontuações mais baixas, mas validações manuais sugerem que as interações com glicanos 

oligomanose são mais prováveis como esperado para uma lectina específica para manose 

(Figura 16). 

 

Figura 16 –  Melhores poses do docking molecular entre DVL e os três dos principais N-

glicanos encontrados no glicoma das células HeLa. DVL é representada como cartoon (em 

verde) com superfície (em cinza). Todos os ligantes são apresentados como bastões 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 parâmetros geométricos 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Uma grande proporção dos glicanos na superfície HeLa é do tipo oligomanose, o 

que torna bastante provável a ligação de DVL com eles (HORVAT et al., 2013). O alvo 

molecular para DVL na superfície das células ainda não foi identificado, mas é provável que 

esse alvo apresente alguma glicosilação oligomanose em sua superfície. A interação lectina-

glicoconjugado é provavelmente o primeiro passo para explicar a atividade antiproliferativa. 

O efeito provocado pelas lectinas está quase invariavelmente relacionado à sua capacidade de 
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ligação de carboidratos à um alvo glicosilado (MARQUES et al., 2017; PRATT; ROY; 

ANNABI, 2012). 

 

5 CONCLUSÕES 

 

Com este trabalho, pode-se concluir que é possível construir um sistema para liberação 

controlada/lenta para a lectina de Dioclea violacea empregando partículas de CaCO3 para 

serem usadas contra células HeLa. A construção dos sistemas é simples e rápida, com o 

sistema NPs-DVL apresentando o mais potente efeito citotóxico contra células cancerígenas, 

reduzindo sua viabilidade em até 75%. É provável que esse efeito esteja relacionado à 

capacidade de DVL de ligar glicoconjugados nas células HeLa e potencializado pela 

internalização dos conjugados pelas células, conforme sugerido por acoplamento molecular e 

microscopia confocal, respectivamente. Como conclusão final, esses sistemas e metodologias 

são muito promissores em várias áreas nas quais as lectinas podem ser aplicadas, 

principalmente em pesquisas, diagnósticos e terapêuticas do câncer, mas são necessários mais 

trabalhos para avaliar a segurança das partículas e dos conjugados nas células normais. como 

abordar os mecanismos por trás do efeito elicitado por DVL e os conjugados com o objetivo 

de otimizar suas aplicações. Outras lectinas também podem ser testadas visando um efeito 

ainda melhor. 
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APÊNDICE A – SUMÁRIO 

 

Dados recentes indicam que a mortalidade induzida por câncer está aumentando 

significativamente nos últimos anos, sendo considerada uma grave preocupação de saúde 

pública. As células cancerígenas apresentam várias alterações em seus perfis de glicosilação 

em comparação com as contrapartes normais. Nesse contexto, as lectinas, proteínas capazes 

de ligação específica e reversível aos carboidratos, são importantes devido às suas 

propriedades de decodificação de glicocódigo e à elicitação de diversas atividades biológicas. 

Estudos recentes indicam a capacidade de lectinas ConA-like de induzir a morte em células 

tumorais com um alto grau de seletividade e eficiência. 

Uma das maneiras mais eficientes de usar essas lectinas é em conjunto com a 

nanotecnologia. Um material promissor a aplicar são as partículas de carbonato de cálcio, um 

material barato e não tóxico que permite o encapsulamento de biomoléculas em sua estrutura 

porosa, o que permite uma infinidade de aplicações. Esta pesquisa faz parte de um projeto 

muito maior, com foco na purificação, caracterização físico-química e estrutural, atividades 

biológicas e estudos de bioinformática de várias lectinas. O presente trabalho tem como 

objetivo construir um sistema de liberação controlada/lenta aplicando dois tamanhos de 

partículas de CaCO3 para adsorver a lectina de Dioclea violacea (DVL), investigar o efeito da 

lectina e dos conjugados contra células cancerígenas cervicais (linhagem HeLa) e avaliar a 

ligação de lectina com glicanos de HeLa por meio de simulações de bioinformática. 

A Seção 1 apresenta o assunto de glicanos e glicosilação, lectinas com foco em 

lectinas ConA-like e as propriedades e atividades de DVL. Além disso, são apresentados os 

assuntos de câncer, nanotecnologia com foco em partículas de CaCO3 e simulações de 

docking molecular. 

A Seção 2 apresenta os objetivos gerais e específicos da pesquisa. 

A Seção 3 aborda os materiais e a metodologia aplicada para a purificação de 

DVL, síntese de partículas, adsorção e caracterização de DVL de conjugados, ensaios de 

células com células HeLa e acoplamento molecular. 

A seção 4 relata os resultados e a discussão do trabalho de pesquisa. 

Resumidamente, a adsorção de DVL em dois tipos de partículas foi bem-sucedida com 

parâmetros como rendimento de adsorção, liberação de DVL e recristalização sendo 

compatíveis com a aplicação. A lectina e os conjugados apresentaram efeitos 

antiproliferativos, além de induzirem aglutinação e alterações na morfologia celular. Os 

experimentos in silico corroboram com os resultados sugerindo uma ligação favorável com 
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glicanos comuns das células HeLa. Finalmente, a microscopia confocal com conjugados 

marcados mostra a internalização dos conjugados nas células HeLa. 

A seção 5 formula a conclusão do trabalho e algumas sugestões para pesquisas 

futuras. 
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APÊNDICE 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 efficiëntie de dood in tumorcellen te induceren.  

Een van de meest efficiënte 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 HeLa 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 CaCO3-deeltjes en moleculaire 

docking-simulaties geïntroduceerd. 

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 HeLa-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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