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Resumo

As doencas infeciosas constituem um conjunto de doencas que incluem todas as
doencas causadas por um agente patogénico como as bactérias, virus ou fungos. Com
0 passar dos anos, estas doencas tém vindo a representar uma crescente preocupacao
para a salde publica, agravada pelo aparecimento de novos agentes patogénicos e pelo
aumento da resisténcia a farmacos antimicrobianos. Dada esta realidade torna-se
essencial a investigacdo das etapas associadas ao mecanismo de infecdo destes

microrganismos e possiveis alvos terapéuticos.

Os glicanos encontram-se frequentemente ligados a proteinas e/ou lipidos, e
constituem os ligandos para proteinas especificas, designadas lectinas. As lectinas sdo
proteinas com uma capacidade especifica para se ligarem a hidratos de carbono, ndo
tendo atividade enzimatica nem origem imunoldgica. Desde as bactérias até aos
mamiferos, encontram-se em varios organismos e apresentam uma diversidade notavel
de estruturas e fungdes. Os glicanos e lectinas desempenham papéis cruciais no
funcionamento das células, 6rgaos e no sistema imunitario de animais e humanos. Até
hoje, as lectinas de plantas foram as mais estudadas e, por isso, estdo melhor
caracterizadas, fornecendo dados essenciais sobre a dindmica da interagdo com
diferentes glicanos. Embora os estudos sobre lectinas microbianas sejam menos
extensos do que os das plantas e dos animais, estes oferecem percecdes valiosas sobre
0s mecanismos de infecdo. Os avangos recentes na investigacdo em glicobiologia
indicam que estas moléculas medem interacdes-chave na interface entre o agente
patogénico e o hospedeiro, controlando a adesdo as células hospedeiras e promovendo
toxicidade. Esta dissertacdo examina em profundidade as interacdes entre glicanos e
lectinas no contexto das infecBes patogénicas, destacando as oportunidades terapéuticas
emergentes. Sao analisadas as lectinas utilizadas por agentes patogénicos como o fungo
Aspergillus fumigatus e a bactéria Escherichia coli uropatogénica, bem como o papel
crucial das glicoproteinas nos virus SARS-CoV-2 e HIV. A compreensdo detalhada
destes mecanismos permitiu a descoberta e sintese de potentes inibidores da adesao
patogénica, que, apesar de ainda se encontrarem em fases experimentais, podem vir a
representar uma nova geracdo de agentes terapéuticos promissores para o0 tratamento

eficaz destas doengas.

Palavras chave: Lectinas; Glicanos; Doencas infeciosas; Agentes patogénicos



Abstract

Infectious diseases are a group of illnesses that include all diseases caused by a
pathogenic agent, such as bacteria, viruses or fungi. Over the years, these diseases have
become a growing concern for public health, aggravated by the emergence of new
pathogens and increased resistance to antimicrobial drugs. Given this reality, it is
essential to investigate the steps associated with the infection mechanism of these

microorganisms and potential therapeutic targets.

Glycans are often linked to proteins and/or lipids, which can act as ligands for
specific proteins that bind to glycans, known as lectins. Lectins are non-immunogenic
proteins with a specific ability to bind to carbohydrates but have no enzymatic activity.
From bacteria to mammals, they are found in various organisms and have a remarkable
diversity of structures and functions. Glycans and lectins play crucial roles in the
functioning of cells, organs and the immune system of animals and humans. To date,
plant lectins have been the most studied and are therefore the best characterised,
providing essential data on the dynamics of interaction with different glycans. Although
studies on microbial lectins are less extensive than those on plants and animals, they
offer valuable insights into infection mechanisms. Recent advances in glycobiology
research indicate that these molecules mediate key interactions at the interface between
pathogen and host, controlling adhesion to host cells and promoting toxicity. This
dissertation analyses in depth the interactions between glycans and lectins in the context
of pathogenic infections, highlighting emerging therapeutic opportunities. Lectins used
by pathogens such as the fungus Aspergillus fumigatus and the uropathogenic bacterium
Escherichia coli are analysed, as well as the crucial role of glycoproteins in the SARS-
CoV-2 and HIV viruses. A detailed understanding of these mechanisms has led to the
discovery and synthesis of potent inhibitors of pathogen adhesion, which, although still
in their early stages, may represent a new generation of promising therapeutic agents

for the effective treatment of these diseases.

Keywords: Lectins; Glycans; Infectious diseases; Pathogens



Abreviaturas

ACEZ2: enzima conversora da angiotensina 2
AFL.: Lectina do Aspergillus fumigatus
CD: Ceélulas Dentriticas

CFU: Unidade Formadora de Coldnia
CLR: Recetores lectinas tipo-C

ConA: Concanavalina A

CRD: Dominio de Reconhecimento de Hidratos de carbono
CVN: Cianovirina-N

DHN: Di-hidroxinaftaleno

E.coli: Escherichia coli

EGF: Fator de crescimento epidérmico
Fuc: Fucose

Gal: Galactose

GalNAc: N-acetilgalactosamina

Glc: Glicose

GlcA: Acido glicorénico

GIcNAc: N-acetilglicosamina

GIcNH:: Glicosamina

GPI: Glicosilfosfatidilinositol

GRFT: “Griffithsin”

HIV: Virus da imunodeficiéncia humana
IdoA: Acido idurénico

ITU: Infecdo trato urinério

LacNAc: N-acetilactosamina

LysM: Motivo da lisina



mADbs: Anticorpos monoclonais

Man: Manose

MBP: Bolsa de liga¢do a manose

MelLec: Lectina do tipo C sensivel a melanina
NTD: Dominio N-terminal

OMS: Organizacdo Mundial de Saude

OVA: Ovalbumina

PAMPs: Padrbes moleculares associados a agentes patogénicos
PBS: Tampdo fosfato salino

PMNs: Leucocitos Polimorfonucleares

PRR: Recetores de reconhecimento de padrbes
RAM: Resisténcia a medicamentos antimicrobianos
RBD: Dominio de ligacdo ao recetor

RE: Reticulo endoplasmatico

SARS-CoV-2: Conoravirus 2 da Sindrome Respiratéria Aguda Grave
SBL.: Lectina de Soja “soybean lectin”

Sia: Acido siélico

SIDA: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
TSR: Repetigéo de tipo | da trombospondina

UP: Uroplaquinas

UPEC: E.coli uropatogénica

WGA: Aglutinina de Wheat Germ

Xyl: Xilose
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1 Objetivos

A presente dissertacéo pretende discutir o envolvimento das lectinas nas doengas
infeciosas. Dada a grande evolucdo epidemioldgica das infecbes patogénicas, muitas
vezes associada ao surgimento de novos agentes patogénicos de risco e a resisténcia
antimicrobiana, torna-se necessario perceber 0s varios mecanismos associados a estes
agentes, incluindo os associados as proteinas de ligacdo a hidratos de carbono, as

lectinas. Assim sendo, ao longo da tese serdo apresentados 0s seguintes topicos:

e Definicdo de doencas infeciosas e correspondentes dados epidemioldgicos,
como forma de realcar o problema que representa para a saude publica.

e Caracterizacdo dos diferentes tipos de lectinas para a melhor compreensao do
seu papel nos varios organismos.

e Descricdo dos diferentes mecanismos associados aos fungos (destacando o
Aspergillus), bactérias (destacando a E.coli uropatogeénica) e virus (destacando
o HIV e SARS-CoV-2), tendo em conta a interacdo glicosidica.

e Abordagem da especificidade das lectinas fungicas e bacterianas e das
glicoproteinas virais, assim como a sua funcdo essencial na ocorréncia de
determinadas doencas e a sua aplica¢do no tratamento de infe¢fes patogénicas.

e Avaliacdo do beneficio das lectinas pela defesa que elas proporcionam e
potencial efeito terapéutico, assim como o risco de serem um contribuinte

essencial na infecdo patogénica.
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2 Métodos

A pesquisa foi realizada de janeiro a outubro de 2024. Toda a informagé&o constada
na dissertacdo foi obtida através de base de dados digitais, sendo os mais utilizados o
PubMed, Google schollar e Science direct. Com a analise e filtragem do contetdo dos
artigos provenientes das bases de dados anteriormente enunciadas foi possivel a sua
contextualizacdo e discusséo. Para selecionar os artigos mais proveitosos para a
dissertacao foram utilizadas as seguintes palavras chave: “Lectins”; “Carbohydrate”;
“Glycan”; “Lectin-carbohydrate”; “Lectin classification”; “Infectious diseases”;
“Fungal diseases”; “Aspergillus fumigatus”; “Bacterial diseases” “E.Coli”; “Viral
Disease”;  “SARS-CoV-27;  “HIV”;  “Therapeutic  action”;  “Antifungal”;

“Antibacterial”; “Antiviral”.
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3 Introducao

As infecGes patogénicas sdo uma das principais causas de mortalidade e
morbilidade em todo o mundo, afetando milhdes de pessoas anualmente. Entende-se
por doenca infeciosa qualquer doenca causada por microrganismos, como bactérias,
virus, fungos e parasitas que proliferam nos seus hospedeiros e sdo capazes de produzir
doencas (Andrade, 2019). A pobreza, a falta de acesso aos cuidados de salde, a
migracdo humana, os agentes infeciosos emergentes e a resisténcia aos antibidticos
contribuem para o impacto crescente destas doencas (World Health Organization,
202443).

Os medicamentos antimicrobianos sdo medicamentos ativos contra uma série de
infecdes, tais como as causadas por bactérias (antibioticos), virus (antivirais), fungos
(antifingicos) e parasitas (incluindo antimalaricos). A resisténcia a medicamentos
antimicrobianos (RAM) surge quando os microrganismos que causam a infecéo
sobrevivem a exposi¢do a um medicamento que normalmente os mataria ou impediria
0 seu crescimento (O’Neill, 2016). De acordo com a Organizagdo Mundial de Salude
(OMS), a RAM € uma das principais ameacas globais a satde publica (World Health
Organization, 2023). Prevé-se cerca de 1.91 milhdes de mortes causadas pela RAM e
8.22 milhGes de mortes associadas a RAM em 2050 e pesadas consequéncias

econdmicas para a saude publica e para os governos (Naghavi et al., 2024).

As infecbes bacterianas sdo uma das principais causas de doenca em todo o
mundo. A terapia antibidtica convencional, embora inicialmente eficaz, tem enfrentado
sérios desafios devido a emergéncia de estirpes resistentes aos antibidticos. Estima-se
gue a RAM bacteriana tenha sido diretamente responsavel por 1,27 milhdes de mortes
a nivel mundial em 2019 e contribuido para 4,95 milhdes de mortes (World Health
Organization, 2023). Na Europa, 0s custos adicionais anuais dos cuidados de saude e
as perdas de produtividade devidos as bactérias multirresistentes ascendem a 1,5 mil
milhdes de euros (MedTech Europe, 2020).

O relatorio de 2022 efetuado pelo Sistema Global de Vigilancia da Resisténcia e
Utilizagéo de Antimicrobianos revelou taxas preocupantes de resisténcia entre bactérias
prevalentes. Em 76 paises, a taxa mediana de resisténcia da E. coli as cefalosporinas de
terceira geracdo foi de 42%, e para o Staphylococcus aureus resistente a meticilina, a

taxa foi de 35%. No caso das infeces urinarias causadas pela E. coli, em 2020, 1 em
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cada 5 casos apresentou resisténcia a antibioticos convencionais, como a ampicilina,
cotrimoxazol e fluoroquinolonas, complicando o tratamento eficaz dessas infeces.
Estes dados sdo resultado da pratica generalizada de prescrever antibioticos para tratar
infecOes sem qualquer caraterizagdo bacteriana, combinada com o aparecimento de

estirpes multirresistentes (World Health Organization, 2023).

As infecBes virais continuam a ser uma das maiores ameacas a saude global. Um
dos exemplos é a COVID-19, que segundo a OMS, ficou posicionada entre as 10
principais causas de morte em 2021 (World Health Organization, 2024a).

A sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é uma
sindrome causada pelo coronavirus, este foi responsavel pela pandemia humana do
coronavirus em 2019 (COVID-19) que, de janeiro de 2020 a setembro de 2024, infetou
mais de 770 milhdes de pessoas e causou mais de 7 milhdes de mortes (World Health
Organization, 2024b). Em Portugal, em 2021, registaram-se 12 987 oObitos devido a
doenca COVID-19, representando 10,4% do total de obitos ocorridos no pais (Instituto
Nacional de Estatistica, 2024).

Embora o desenvolvimento de vacinas tenha sido um marco crucial no controlo
da pandemia, o tratamento de infecBes graves ainda depende de terapias antivirais,
como o remdesivir, cuja eficacia é limitada. As variantes emergentes do virus também
apresentam novos desafios, sublinhando a necessidade de abordagens terapéuticas mais
eficazes e de largo espectro (Rahmah et al., 2022).

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), retrovirus e agente etioldgico da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), estava entre as 10 principais causas
de morte em 2000 a nivel mundial, descendo da sétima causa em 2000 para a vigésima
primeira em 2021 (World Health Organization, 2024a). Esta descida deve-se ao
desenvolvimento e disponibilidade generalizada de terapias antirretrovirais altamente

ativas, tornando-a numa doenca cronica controlavel (Swinkels et al., 2024).

Os avancos terapéuticos para a SIDA fizeram com que 0s doentes conseguissem
ter uma vida longa e controlada, contudo continua a ser um grande problema de satde
publica a nivel mundial. Em 2023, estima-se que 39,9 milhdes de pessoas em todo o
mundo viviam com HIV e que nesse ano tenham morrido cerca de 630 000 pessoas.

Continua a atingir principalmente mulheres jovens da Africa Oriental e do Sul
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(UNAIDS, 2024). Em Portugal, em 2021, registaram-se 202 mortes por infecdo pelo
HIV (Instituto Nacional de Estatistica, 2024).

Embora as terapias antirretrovirais atrasem o progresso da doenca, o tratamento
néo cura a SIDA, causa efeitos adversos e requer uma ligagdo consistente e prolongada

ao sistema de saude (Swinkels et al., 2024).

As infecBes fungicas, embora menos prevalentes que as bacterianas e virais,
tém um impacto consideravel, especialmente em popula¢des imunocomprometidas.
Com a crescente ocorréncia de fatores que comprometem a imunidade, como 0s
tratamentos imunossupressores, SIDA e transplante de 6rgdos, os fungos tornam-se

uma ameaca significativa (Houser et al., 2013).

Anualmente, mais de 6,55 milhGes de pessoas sdo afetadas por doencas flngicas
que representam um risco imediato a vida, resultando em mais de 3,75 milhdes de
mortes. Destas, cerca de 2,55 milhdes sdo diretamente atribuidas as complicacdes

causadas por essas infecdes fungicas graves (Denning, 2024).

A OMS elaborou uma lista prioritaria de agentes patogénicos fungicos (FPPL)
com base em Varios critérios essenciais, como a resisténcia aos antifungicos, taxas de
mortalidade, disponibilidade de tratamentos baseados em evidéncias, acesso a
diagnosticos eficazes, incidéncia anual de infecdes e complicagc6es associadas. A partir
dessa analise, foram identificados como fungos criticos: Cryptococcus neoformans,
Candida auris, Aspergillus fumigatus e Candida albicans, devido ao seu impacto
significativo na salde publica e ao aumento da resisténcia aos tratamentos

convencionais (World Health Organization, 2022).

O uso agricola de azdis tem contribuido para o aumento das infecGes por
Aspergillus fumigatus resistentes aos azois, com taxas de resisténcia de 15-20% na
Europa. Atualmente, apenas quatro classes de farmacos antifingicos sistémicos (azois,
equinocandinas, pirimidinas e polienos) sdo usadas na pratica clinica, e poucas novas
opcdes estdo em desenvolvimento. Embora eficazes, estes medicamentos estdo
associados a muitos efeitos adversos e requerem especializacdo no seu uso. Além disso,
interacbes entre medicamentos sdo frequentes, e os tratamentos longos afetam a

seguranga e o prognostico dos pacientes (World Health Organization, 2022).

Existe assim a necessidade do desenvolvimento de novas classes de agentes

antimicrobianos com diferentes alvos e mecanismos de acdo, além de perfis de
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seguranca aperfeicoados. As estratégias de prevencdo e tratamento das doencas
infeciosas baseiam-se na compreensdo detalhada das interacdes complexas entre 0s
agentes patogénicos e o hospedeiro (humano ou animal). Sendo assim, os estudos sobre
lectinas sdo essenciais para a averiguacdo da sua responsabilidade nos processos
patogénicos, contribuindo para o desenvolvimento de intervencgdes eficazes no combate
a esses agentes (Bektas & Kaptan, 2024).
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4 Lectinas, uma visao geral

As lectinas, também chamadas de aglutininas ou hemaglutininas, sdo proteinas que
desde a sua descoberta até aos dias de hoje, tém sido alvo de inlmeras pesquisas e
ensaios. De modo a compreender as suas caracteristicas e diversas funcionalidades é

importante saber a origem do seu conhecimento.
4.1 Historia e definicéo

A descoberta das lectinas remonta ao século XIX, mais propriamente ao ano de
1888, quando o microbiologista Stillmark, durante a realizagdo da sua investigacéo,
verificou que o extrato das sementes de ricino apresentava um composto proteico capaz
de aglutinar os eritrocitos. A este composto deu-se 0 nome de ricina, a primeira lectina
a ser identificada (Stillmark, 1888). Dado que estas proteinas identificadas possuiam
capacidade de aglutinar eritrocitos, chamaram-se hemaglutininas, termo introduzido
por Elfstrand (Elfstrand, 1898). Em 1949, percebeu-se que existiam certas
hemaglutininas responsaveis pela aglutinacdo de eritrocitos pertencentes a grupos
sanguineos particulares do sistema ABO, passando-se a denominar posteriormente de
lectinas, do latim legere, que significa selecionar (Boyd & Reguera, 1949; Boyd &
Shapleigh, 1954)

Em 1952, Watkins e Morgan ao adicionarem um acucar especifico a cada tipo de
eritrocito verificaram que estes deixavam de estar aglutinados pela acdo das lectinas,
concluindo que a atividade destas (a sua ligacdo e reconhecimento) baseava-se na
ligacdo aos hidratos de carbono da superficie celular dos eritrocitos (Watkins &
Morgan, 1952). Contudo, apenas em 1980, por autoria de Goldstein, as lectinas
passaram a ser definidas como "proteinas (ou glicoproteinas) de ligacdo a hidratos de
carbono de origem ndo imune que aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados™
(Goldstein et al., 1980). Na definicdo de Goldstein ficavam excluidas algumas lectinas
que ndo possuiam atividade aglutinante, por possuirem apenas um sitio de ligag&o.
Deste modo, em 1995 Peumans e Van Damme publicaram a definic¢do de lectinas como
proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico com a capacidade de se
ligar reversivelmente a um hidrato de carbono especifico (Peumans & Van Damme,
1995), sendo a mais atualizada e que aborda a caracteristica principal destas proteinas,
0 seu dominio de ligac&o aos hidratos de carbono, incluindo assim um maior espectro

de lectinas com diferentes propriedades.
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4.2 Caracteristicas gerais e classificacdo das lectinas

As lectinas séo proteinas com capacidade de reconhecer e se ligarem a hidratos de
carbono (glicanos) especificos, de forma reversivel sem alterar as suas propriedades
moleculares, devendo-se ao facto de apresentarem pelo menos um dominio nédo
catalitico (Lam & Ng, 2011).

Os glicanos sdo biomoléculas presentes em todos os seres vivos. Desde organismos
unicelulares, aos humanos, todas as células apresentam um glicoma. Isto acontece
gracas a glicosilacdo, modificacdo pds-traducdo comum, em que os glicanos se ligam
covalentemente a proteinas de superficie (glicoproteinas) e lipidos (glicolipidos), com
repercussdo no desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia da célula/organismo
(Sharon & Lis, 2004). Ao conjunto destes glicoconjugados da-se 0 nome de glicoma
(Figura 1). Os glicoconjugados que contém uma porcdo de hidratos de carbono
complementar ao dominio de ligacdo da lectina sdo os recetores naturais destas
proteinas. Glicoconjugados de natureza diferente, mas com porcdo de hidrato de
carbono idéntica podem ser recetores da mesma lectina (Peumans & Van Damme,
1995; Van Damme, 2014).

Os glicanos podem ser classificados de acordo com a natureza da ligacdo ao
aglicoma (proteina ou lipido). A glicoproteina € uma proteina que pode conter um ou
mais glicanos ligados covalentemente a uma estrutura polipeptidica, geralmente através
de ligacGes N- ou O-. O N-glicano (N-linked oligossacarido) representa-se pela ligacéo
de uma cadeia de hidratos de carbono ao atomo de nitrogénio de um residuo de
asparagina da cadeia polipeptidica. Os N-glicanos animais partilham uma regido central
pentassacarida comum e podem ser geralmente divididos em trés classes principais:
tipo oligomanose (ou alto teor em manose), tipo complexo e tipo hibrido. O o-glicano
(o-linked oligossacarido) representa-se pela ligacdo de uma cadeia de hidratos de
carbono ao atomo de oxigénio de um residuo de serina ou treonina (Varki & Kornfeld,
2022).
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Figura 1: Glicoma celular. Classes comuns de glicanos animais.

Abreviaturas: EGF: Fator de crescimento epidérmico; Fuc: Fucose; Gal: Galactose; GalNAc: N-
acetilgalactosamina; Glc: Glicose; GlcA: Acido glicoronico; GIcNAc: N-acetilglicosamina; GIcNH,:
Glicosamina; ldoA: Acido idurénico; Man: Manose; N: Asparagina; Sia: Acido sialico; S/T:
Serina/Treonina; TSR: Repeticdo de tipo | da trombospondina; Xyl: Xilose.

(Adaptado de Varki & Kornfeld, 2022).

As lectinas podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura, com base na sua
afinidade a hidratos de carbono especificos e ainda agrupadas em diferentes familias de

acordo com a sua evolugdo geneética (Lam & Ng, 2011).
4.2.1 Classificacdo quanto a sua estrutura

Com base na estrutura geral, as lectinas de plantas podem ser classificadas em 4

tipos diferentes:

e Merolectinas: Tém um unico dominio de ligacdo a hidratos de carbono. A sua
natureza monovalente faz com que ndo consigam ter atividade aglutinante
(Peumans & Van Damme, 1995).

e Hololectinas: S&o constituidas apenas por dominios de ligacdo a hidratos de
carbono, contendo mais que um, sendo idénticos ou homologos entre si, pelo
que estas sdo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados
(Peumans & Van Damme, 1995).
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e Quimerolectinas: Possuem um numero varidvel de dominio de ligagcdo a
hidratos de carbono, mas para além deste, um dominio de natureza diversa e
independente da ligacédo ao hidrato de carbono, podendo se tratar de um dominio
catalitico ou outro. A sua capacidade de aglutinar varia conforme o seu nimero
de dominios de ligacdo aos hidratos de carbono. Este tipo de lectinas sdo as mais
abundantes (Peumans & Van Damme, 1995).

e Superlectinas: Possuem mais que um dominio de ligacédo a hidratos de carbono,
contudo, ao contrario das hololectinas, estes dominios de ligacdo reconhecem
hidratos de carbono funcional e estruturalmente diferentes. Deste modo podem
também ser consideradas um grupo especial de quimerolectinas. Por exemplo,
a lectina de bolbo de tulipa, TXLC-I, é uma superlectina que se liga
especificamente a dois residuos de hidratos de carbono diferentes, manose e
GalNAc (Figura 2) (Van Damme et al., 1998).

Merolectinas Hololectinas Quimerolectinas

» @

(Heveina) (Ricina)

(ConA)

Superlectinas
Dominio de ligagdo

(TXLC-I)

Figura 2: Representacdo esquematica de Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e
Superlectinas. (Adaptado de Van Damme et al., 1998).
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4.2.2 Classificacdo quanto a especificidade ao hidrato de carbono

As lectinas apresentam na sua estrutura dominios de reconhecimento de hidratos
de carbono (CRD), cuja dinamica estrutural, seletividade ao hidrato de carbono
especifico e disposi¢do geométrica, determina as diferentes propriedades das lectinas
(Liu et al., 2015). A especificidade do reconhecimento do hidrato de carbono provém
da complementaridade estrutural entre a sua terminacao e 0 CRD da lectina. As ligacGes
formadas podem ser de pontes de hidrogénio (com ou sem envolvimento de moléculas
de &gua) e interacdes C-H/ n (por exemplo na D-galactose). Em alguns casos a presenca
de parte de um hidrato de carbono anidnico requer formacdo de ligagdes idnicas
(Murphy et al., 2013).

Lis e Sharon classificaram as lectinas de plantas em 5 tipos, de acordo com o
monossacarido ao qual estas se ligavam com mais afinidade, as de ligacdo a manose,
galactose/N-acetilgalactosamina,  N-acetilglucosamina, fucose e 4&cido N-
acetilneuraminico (dos varios monossacaridos encontrados na natureza estes cinco
encontram-se tipicamente na superficie das células eritrocitérias) (Lis & Sharon, 1998).
Contudo com a realizacdo de novas pesquisas verificou-se que era essencial basear a
interacdo destas proteinas ndo apenas em monossacaridos e oligossacaridos, mas
também em epitopos mais complexos. Deste modo, um estudo recente realizado por
Bojar et al., investigou a especificidade de ligacdo de 57 lectinas de plantas através de
um algoritmo computacional automatico e dados de micromatriz (“microarray”) de
glicanos. Na Tabela 1 estdo representados os grupos de lectinas obtidos no estudo,
exemplos de lectinas correspondentes e as caracteristicas dos recetores glicosilados
(Bojar et al., 2022).

E de notar que, a especificidade de ligacio de uma lectina a um determinado
epitopo é impactada por modificagcBes quimicas na estrutura glicosidica, por exemplo,
Phaselus vulgaris-L (PHA-L) € uma lectina de ligacdo a N-glicanos complexos, contudo
a sua especificidade reduz quando o N-glicano sofre sialila¢do no a-2-6. Algumas
lectinas ainda podem ter zonas de ligacdo adicionais onde sdo capazes de reconhecer

outros hidratos de carbono para além do seu principal ligando (Bojar et al., 2022).
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Tabela 1: Classificagdo de lectinas quanto a especificidade ao hidrato de carbono

Especificidade ao hidrato de

carbono

Exemplo de lectinas

Notas

Lectinas de ligagdo & manose

Lectina de Galanthus Nivalis (GNA)
Lectina de Narcissus Pseudonarcissus
(NPA)

Concanavalina A (ConA)

Os epitopos com elevado teor de
manose encontram-se entre 0S N-
glicanos menos processados,
resultantes do corte da estrutura
Glc3Man9GIcNAc2 que é transferida
pela oligossacariltransferase. Man7-
Man-9, todos contém residuos
terminais de o1,2-manose

Lectinas de
complexos

ligacdo a N-glicanos

Um exemplo de processamento de N-
glicanos complexos, 0s N-glicanos
com elevado teor de manose s&o
cortados na Man5 e um 1,2-GIcNAc é
anexado ao nucleo exposto de al,3-
manose para formar estruturas hibridas

Lectinas de ligagdo a O-glicanos

Lectina de Phaseolus Vulgaris-L
(PHA-L)
Lectina de Artocarpus Integrifolia

(AIA, Jacalin)

A biossintese dos O-glicanos comeca
com a transferéncia da  N-
acetilgalactosamina (GalNAc) sobre o
atomo de oxigénio da serina ou a
treonina

Estruturas de ligacdo de lectinas
comuns aos N- e O-glicanos

Os N- e O-glicanos contém uma
variedade de epitopos para além das
suas estruturas centrais. Estes incluem
a fucose, o 4cido sialico e o sulfato, o
GIcNAc terminal e a quitina, a
galactose terminal e o LacNAc, e o
GalNAc terminal

Lectinas de ligacdo a fucose

Lectina de Aleuria aurantia (AAL)

A fucosilagdo nos mamiferos é uma
modificacdo terminal através da
ligagdo al,6, que ocorre no GlcNAc
ligado & asparagina de N-glicanos
hibridos e complexos.

Lectinas de ligacdo ao &cido sialico e
ao sulfato

Lectina de Maackia amurensis-ll
(MAL-I1I)

Tanto o &cido sialico como a sulfatagdo
conferem uma carga negativa aos
glicanos. Ambos conferem estruturas
terminais a N-glicanos, O-glicanos e

glicolipidos  (a  sulfatacdo  é
frequentemente encontrada  em
glicosaminoglicanos, como a
heparina).

Lectinas de ligacdo a Gal e LacNAc
terminais

Aglutinina de Ertythrina cristagalli
(ECL, ECA)

Aglutinina de Marasmius oreades
(MOA)

A galactose terminal é observada numa
grande variedade de contextos, no
epitopo imunogénico a-Gal e nas
estruturas Galg do LacNAc de tipo 1 e
tipo 2.

Lectinas de ligacdo ao GIcNAc
terminal e a quitina

Aglutinina de Wheat germ (WGA)

Os residuos terminais de GICNAc séo
grupos de cobertura comuns e
encontram-se numa grande variedade
de estruturas de glicanos, incluindo a
quitina, um polimero de
GIcNACcS1,4GIcNAC.

Lectinas de ligacdo GalNAc terminal

Lectina de Cytisus scoparius (CSA)

Os residuos GalNAc expostos sdo
transportados por uma grande
variedade de oligossacéridos,
incluindo o grupo sanguineo A
[GalNAcal-3(Fucal-2)Gal],
LacdiNAc, o antigénio Forssman
(GalNAcal-3GalNAc) e o antigénio
Tn (GalNAcaSer/Thr).

Abreviaturas: Gal: Galactose; GalNAc: N-acetilgalactosamina; GIcNAc: N-acetilglicosamina; LacNAc: N-
acetilactosamina; LysM: Motivo de lisina; Man: Manose.

(Adaptado de Bojar et al., 2022)
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4.2.3 Classificacdo quanto a sua evolucéo genética

Embora a classificacdo baseada na especificidade de ligacdo a hidratos de
carbono seja fundamental para a investigacdo voltada ao isolamento e potencial
aplicacdo biomédica das lectinas de plantas, tornou-se necessario agrupa-las em
familias de acordo com a evolucéo do seu codigo genético. Essas familias séo, por sua
vez, subdivididas com base em relagdes serologicas ou na similaridade das suas
sequéncias, refletindo uma abordagem mais abrangente e completa. Devido ao rapido
progresso na analise estrutural destas proteinas e a clonagem molecular dos seus genes,
foi possivel Van Damme et al. distinguir 7 familias de lectinas associadas ao mesmo
parametro evolutivo: Familia das lectinas de leguminosas; Amarantinas; Lectinas de
ligacdo a manose das monocotileddneas; Familia de ligacdo a quitina; Lectinas de
inativacdo da ribose de tipo 2; Jacalinas; Lectinas de Cucurbitaceae phloem (Van
Damme et al., 1998). Cada familia baseia-se na semelhanca dos padrdes de sequéncia
do CRD (relacdo evolutiva) e nas suas propriedades estruturais como ilustra a Figura 3
(Mishra et al., 2019).

Figura 3: Estrutura quaternaria de diferentes lectinas de plantas com base na classificagédo
estrutural. Estruturas cristalinas da lectina da amarantina (A, primeiro membro da familia das
amarantinas), WGA (B, primeiro isolado da familia das lectinas de ligacdo a quitina), lectina da abdbora
(C, membro da familia das lectinas do floema de Cucurbitaceae phloem), lectina da jacalina (D, membro
da familia das lectinas relacionadas com a jacalina), SBL (E, membro da familia das lectinas das
leguminosas), aglutinina de Galanthus nivalis (GNA) (F, membro da familia das lectinas de ligacdo a
manose) e ricina (G, membro da familia das lectinas inactivadoras da ribose de tipo 2). (Mishra et al.,
2019).
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Com a disponibilidade de nova informacdo sobre a sequéncia genética das

lectinas de plantas, atualmente estas sao classificadas em 12 familias, representadas na

Tabela 2, assim como os hidratos de carbono a que se ligam e a sua localizacdo (De
Schutter & Van Damme, 2015).

Tabela 2: Classificagdo de lectinas de plantas quanto a sua evolugdo genética, em 12 familias

Familia de Lectinas de plantas

Ligando glicano

Localizacéo prevista

Lectina Agaricus bisporus

GlcNAc/GalNAc, Galactose

Nucleo, citosol

Amarantina

GalNAc

Nucleo, citosol

Aglutinina relacionada com a

Quitinase

N-glicanos com alto teor de

manose

Vacuolo, membrana nuclear

Cianovirina

Manose

Nucleo

Lectina Euonymus europaeus

N-glicanos com alto teor de

manose, galactosidos

Ndcleo, citosol

Lectina Galanthus nivalis Manose Vaculolo, citosol, nicleo ou
membrana nuclear

Heveina Quitina Vacuolo

Jacalina Subgrupo especifico de manose  Ncleo, citosol, vactolo

e galactose

Leguminosas Manose Vacuolo, citosol, nucleo ou
membrana nuclear

LysM Quitina, peptidoglicanos Vacuolo, citosol, nucleo ou

membrana nuclear

Lectina de Nicotiana tabacum

Oligbmeros de GIcNAc, N-
glicanos complexos e com alto

teor de manose

Nucleo, citosol

Ricina-B

Gal/GalNAc, Gal/GalNAc

Sialidado

Nucleo, citosol, vactolo

Abreviaturas: Gal: Galactose; GalNAc: N-acetilgalactosamina; GIcNAc: N-acetilglicosamina; LysM: Motivo de

lisina.

(Adaptado de De Schutter & Van Damme, 2015).
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A classificacdo de lectinas animais em diferentes grupos é menos linear que as
de plantas. Dada a grande diferenciacdo de glicanos presente nos animais, as suas
lectinas apresentam grande diversidade nos seus CRDs. De acordo com as semelhancas
nos motivos (“motifs”) de sequéncia dos CRD e nas suas propriedades estruturais, as
lectinas podem ser classificadas em 4 familias principais: Tipo-C (dependentes de
Ca?"); Tipo S (dependente de sulfidrilo ou de ligagcdo a PB-galactésido); Tipo-P
(especifico para glicoproteinas contendo manose 6-fosfato); Tipo | (CRD semelhante
ao das imunoglobulinas) (De Schutter & VVan Damme, 2015; Raposo et al., 2021). Na
Figura 4 encontra-se representadas as 4 familias, os CRDs correspondentes assim como

os exemplos de algumas lectinas que constituem cada grupo (Taylor et al., 2022).
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Figura 4: Estrutura de 4 familias comuns de lectinas animais. O enfase esta na estrutura e topologia
do dominio extracelular. Sdo representados os seguintes CRD: (GL) galectina; (CL) lectina de tipo C;
(MP) lectina de tipo P; (IL) lectina de tipo I. (Adaptado de Taylor et al., 2022).

Dada a diferenca dos seus substratos e da sua localizacdo, estas 4 familias de
lectinas animais apresentam diversidade nas suas fungdes. A lectina tipo S, também
chamada de Galectina, interage com os glicanos na matriz extracelular, tendo um papel
importante no crescimento, na adeséo e na migracdo das células. As Galectinas, para
além de desempenharem um papel importante em varios processos fisiologicos, sao
biomarcadores para a detecdo de células cancerigenas, como nos melanomas,
astrocitomas, tumores da bexiga e do ovario. As lectinas tipo-C, encontradas nos
macrofagos, nas células dendriticas e nas celulas endoteliais, sdo responsaveis pelo

reconhecimento dos agentes patogénicos, pela sua eliminacao, pelo desencadeamento
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da producéo de citocinas e por outros processos imunomoduladores que preparam o
organismo para os ataques de agentes infeciosos. As lectinas tipo-P, facilitam o
transporte de enzimas intracelulares, como as enzimas lisossomicas, do aparelho de
Golgi para outros compartimentos e estdo responsaveis pelo trafico e degradacdo de
glicoproteinas mediada pelo reticulo endoplasmatico. As lectinas tipo-l ligam-se
principalmente ao 4cido sialico na superficie celular e sdo designadas por “Siglecs”,

que é a lectina tipo-1 mais caracterizada (Radhakrishnan et al., 2022).

Apesar das 4 familias enumeradas acima serem as mais comuns, existem pelo
menos 14 familias que agrupam CRDs estruturalmente relacionados (Tabela 3) e ainda
lectinas consideradas “orfas” por possuirem uma estrutura dnica, isto €, ndo pertencem

a familias estruturais de lectinas conhecidas (De Schutter & VVan Damme, 2015; Raposo

etal., 2021).

Tabela 3: Classificagdo de lectinas animais quanto a sua evolugdo genética, em 14 familias

Familia de lectinas animais

Ligando glicano

Localizagdo prevista

Calnexina e Calreticulina GlciMang RE
Lectina tipo-M Mans RE
Lectina tipo-L Varios RE, Golgi

Lectina tipo-P

Manes -Fosfato

Via secretora

Lectina tipo-C

Manosidos, galactosidos, acidos

sialicos e outros

Ligado a membrana, extracelular

Lectina tipo-S (Galectinas)

B-galactésidos

Citosol, extracelular

Lectinas tipo-1 (Siglecs)

Acido sialico

Ligado & membrana

Lectina tipo-R

Varios

Ligado a membrana, Golgi

Lectina F-box

GIcNAc2 de N-glicanos

Citoplasma

Lectina tipo-fibrinogéneo

GIcNAc, GalNAc

Ligado & membrana, extracelular

Qui-lectinas

Quito-oligossacaridos

Extracelular

Lectinas tipo-F

Oligossacéridos com terminagao

em fucose

Extracelular

Intelectinas

Galactose, galactofuranose,

pentoses

Ligado & membrana, extracelular

Anexinas

Glicosaminoglicanos, heparina e

sulfato de heparina

Ligado a membrana

Abreviatura: RE: Reticulo Endoplasmatico.
(Adaptado de De Schutter & Van Damme, 2015).
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Importante notar que a sequéncia ou a conformacéo tridimensional do CRD ndo
é indicativa da sua especificidade, uma vez que lectinas estruturalmente néo
relacionadas podem reconhecer estruturas de hidratos de carbono semelhantes (por
exemplo, lectina animal tipo-C e lectina de planta da familia das lectinas leguminosas
apresentam afinidade para a manose). Além disso, algumas lectinas com CRDs
semelhantes podem reconhecer hidratos de carbono diferentes. Estes fendmenos podem
ser atribuidos & pouca profundidade do local de ligacdo do hidrato de carbono e ao
namero limitado de contactos com este, permitindo que numa estrutura de base comum

sejam integradas diferentes seletividades (Drickamer, 1997).

4.3 Mecanismo molecular de ligacdo das lectinas ao hidrato de

carbono

As principais interages envolvidas na ligacdo das lectinas aos hidratos de
carbono séo as ligagdes por pontes de hidrogénio, com contribuicdo das forcas de Van
der Waals e interac6es hidrofobicas, permitindo a ligacdo reversivel aos seus ligandos.
A ligacéo direta de hidrogénio envolve o grupo hidroxilo (OH), da cadeia lateral acidica
do hidrato de carbono, como aceitador, e grupos amida (NH)» dos residuos CRD da
lectina, principalmente asparagina e glutamina. Também se pode formar uma ligagéo
de hidrogénio menos comum, que ocorre entre o -OH do hidrato de carbono e o grupo
-OH da tirosina, serina e treonina. As lectinas tém moléculas de agua ligadas
naturalmente ao dominio CRD, podendo formar pontes de ligagdo de hidrogénio entre
os glicanos e as lectinas para reforcar e apoiar as ligagdes de hidrogénio diretas (Kaya,
2022).

A coordenacdo com ides metalicos pode desempenhar um papel importante nas
ligagOes estabelecidas com os hidratos de carbono. Embora os ifes metélicos ndo
interajam diretamente com os glicanos, alteram a conformacdo das lectinas e
estabilizam-nas para aproximar o seu CRD do epitopo do glicano, o que facilita a
ligacdo (Mishra et al., 2019). Um dos exemplos € a lectina tipo-C que depende do Ca®
para coordenar os seus residuos de aminoacidos e ligar-se mais facilmente aos grupos

hidroxilo dos glicanos (Kaya, 2022).
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As lectinas ndo sofrem alteracGes conformacionais significativas apos a ligacdo
aos glicanos, exceto no que se refere aos aminoacidos do CRD. Diferencas subtis entre
os motivos dos glicanos podem levar a alteragdes significativas no posicionamento dos
aminoacidos no CRD, afetando os tipos de interaces que podem ocorrer. Este aspeto
da ligacdo é o mecanismo central que leva ao reconhecimento diferencial dos glicanos
(Kaya, 2022).

4.4 Lectinas nos diferentes organismos

As lectinas estdo presentes em todos 0s seres vivos, desde procariotas aos seres
mais complexos. Dado esta evolugdo, estas proteinas de ligacdo a glicanos tiveram de
se adaptar, para terem capacidade de responder a uma variedade de funcdes,
manifestando-se na diversidade estrutural dos CRDs. Apesar destas proteinas
aparecerem em todos os reinos bioldgicos, variam consideravelmente entre eles,

sugerindo historias evolutivas diferentes (Taylor et al., 2022).

4.4.1 FuncOes das lectinas nos diferentes organismos

Dada a grande diversidade de seres vivos com lectinas associadas, na tabela 4
estdo representados os principais grupos de organismos e as atividades essenciais das

suas lectinas.

Como se observa na tabela 4, as lectinas sdo compostos essenciais em todos 0s
seres vivos, conferindo infecciosidade aos agentes patogénicos, como as bactérias, virus
e fungos, e defesa aos organismos mais complexos como plantas, animais e fungos
superiores (Sharon & Lis, 2004).

Dada a sua origem, as lectinas podem ainda ser divididas em enddgenas e
exogenas. As lectinas endogenas sdo constituintes naturais dos seres vivos, incluindo
0 homem. Nos seres humanos, desempenham funcgdes criticas na ativacéo das vias de
sinalizacdo, na adesdo célula-célula, na regulagdo dos niveis de proteinas no sangue e

na defesa imunitaria contra agentes patogéenicos (Chen, 2023).
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Tabela 4: Fungdes das lectinas dos diferentes organismos

Lectina Funcéo
Microrganismos (Ameba, Bactéria, Virus) Infecdo
Fungo (fungos superiores, fungos, leveduras) Crescimento e morfogénese; Defesa;

Infecdo/Parasitismo*

Plantas
Diferentes espécies de plantas Defesa
Leguminosas Simbiose com bactérias fixadoras de Nitrogénio
Animal
Calnexina e Calreticulina Controlo da biossintese de glicoproteinas
Colectina (lectina tipo-C) Imunidade inata
Dectina-1 (lectina tipo-C) Imunidade inata
Galectina (lectina tipo-S) Regulacédo do crescimento celular e apoptose;
Regulacéo do ciclo celular; Modulagéo da
interacdo célula-célula e célula-substrato
Recetor de manose de macrofago Imunidade inata; Clearance de hormonas

glicoproteicas sulfatadas

Recetores Man-6-P Identificacdo de enzima lisossomal
Siglecs (lectina tipo-I) Interagdo célula-célula no sistema neural e
imunitario

(Adaptado de Sharon & Lis, 2004), *(Retirado de Varrot et al., 2013).

As lectinas exdgenas sdo proteinas derivadas de fontes externas ao organismo
humano, como as lectinas de plantas e as provenientes de microrganismos (detalhadas
no capitulo 4.5). As lectinas de plantas, devido & sua ampla distribuicédo e facilidade de
isolamento, foram as primeiras proteinas a serem estudadas extensivamente, resultando
numa classificacdo e caracterizacdo profunda (como observado nos capitulos
anteriores). No entanto, cresce o interesse pelo estudo das lectinas microbianas, com o
intuito de melhorar a compreensdo dos mecanismos patogénicos associados a esses
agentes e identificar novos alvos terapéuticos promissores (Tsaneva & Van Damme,
2020).
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4.5 Papel das lectinas nos processos patogenicos humanos

Durante 0 processo patogénico, as lectinas de microrganismos (fungos, bactérias
e virus) utilizam os glicanos da superficie celular do hospedeiro como alvos de
interacdo. As suas proteinas de superficie (adesinas ou lectinas) medeiam a ligacao a
esses “receptores” de glicanos e muitos agentes patogénicos dependem destas

interagOes para terem éxito na infecdo do hospedeiro (Lewis et al., 2022a).

Com a ocorréncia de infecdes, a imunidade inata e adaptativa entra em acéo,
defendendo o hospedeiro. Os padrdes moleculares associados aos agentes patogénicos
(PAMPs) sdo rapidamente reconhecidos pelos recetores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), do sistema imunitario inato do hospedeiro. Os PAMPs conhecidos sdo os pili,
os lipopolissacaridos, os flagelos, os peptidoglicanos e os glicanos. Estes séo
evolutivamente conservados em bactérias patogénicas, virus e fungos. Uma vez que
muitos dos PAMPs reconhecidos pelos PRRs séo estruturas de hidratos de carbono,
como lipopolissacaridos e peptidoglicanos, as lectinas desempenham um papel
importante como PRRs. Estes PRRs de lectinas tém uma estrutura muito variavel e
podem apresentar-se numa forma sollvel ou associada a uma membrana, sdo exemplos
as lectinas do tipo C, galectinas e Siglecs (De Schutter & Van Damme, 2015; Cho et
al., 2022).

Deste modo, as lectinas dos microrganismos sdo contributos importantes para a
realizacdo da sua patogenicidade, assim como as lectinas animais, como 0s PRR, sdo
fundamentais para a defesa contra estes agentes. Este capitulo foca as lectinas fungicas,
bacterianas e virais, explicando os processos pelos quais estas sdo indispensaveis e
essenciais para infetar o ser humano, como as lectinas humanas respondem a esta
interacdo patogénica e a exploracao de oportunidades terapéuticas utilizando lectinas e

glicanos.
45.1 Papel das lectinas em doencas fungicas

Mais de 600 espécies de fungos podem causar infecbes nos seres humanos,
sendo o género Aspergillus spp. o responsavel por 70% das mortes associadas a fungos
(Bongomin et al., 2017).

As especies de Aspergillus (Aspergillus spp.) sdo fungos que se encontram
sobretudo no solo. Produzem um grande namero de conidios, que sdo libertados e

dispersos no ar pelo vento, levando a uma penetracdo profunda no trato respiratério
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apos inalacdo. O Aspergillus fumigatus é a espécie mais detetada nas infecdes
pulmonares (A. flavus, A. niger, A. terreus, e A. nidulans sdo menos frequentes de
causarem infecBes por exposicdo inalatoria), infetando sobretudo individuos
imunodeficientes (Goyal et al., 2018).

O A. fumigatus apresenta uma lectina essencial para a sua infecdo, a AFL
(Lectina do Aspergillus fumigatus). As propriedades de ligacao das lectinas determinam
0 hospedeiro de preferéncia, a AFL reconhece especificamente a fucose com elevada
afinidade, hidrato de carbono que se encontra amplamente distribuido nas células
humanas. Acredita-se que esta proteina esteja na superficie conidial do fungo,
permitindo a ligacdo dos conidios ao epitélio pulmonar humano, que é o primeiro passo
na infecdo pelo Aspergillus. Também se admite que esta lectina tenha propriedades pro-
inflamatorias desempenhando um papel essencial na colonizacdo do fungo e no

desenvolvimento da infecdo no corpo humano (Houser et al., 2013).

No entanto, o papel da lectina AFL recentemente identificada na patogénese do
A. fumigatus ainda ndo é claro. Estudos publicados sugerem que a ligacdo promovida
pela AFL pode efetivamente atenuar a viruléncia do A. fumigatus, melhorando a
clearance muco-ciliar, a morte pelos macréfagos e/ou a inibicdo da germinacdo de

conidios em hifas (Dussouy et al., 2021).

As lectinas do hospedeiro, podem exibir atividade antifingica, antibacteriana e
antiviral, desencadeando uma resposta imunoldgica ou mesmo a morte do agente
infecioso. A familia das lectinas tipo-C sdo essenciais na protecdo contra infecdes,
incluindo as fungicas. Recetores lectinas tipo-C (CLR), que estdo envolvidos na
identificacdo do fungo, tém como base o reconhecimento dos glicanos presentes na
parede da célula fungica. Estes CLRs estdo presentes principalmente nas células
mieloides (Hardison & Brown, 2012).

As células do A. fumigatus sdo rodeadas por uma parede celular a base de
polissacaridos, que proporciona protecdo fisica e suporte estrutural. Composta
principalmente por hidratos de carbono (B-glucano, quitina e galactomanana) e
melanina. A parede celular dos fungos é uma estrutura dinamica, que se altera em
resposta ao ambiente externo (Valiante et al., 2015; Stappers et al., 2018). A ligacdo

dos CLRs a estes compostos da parede celular fungica resulta na ativacdo da resposta
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imunitaria celular, como a fagocitose, a morte de conidios e a producdo de citocinas
pré-inflamatorias, como 0 TNF-a, o IFN-a, a IL-6 e a IL-18 (Goyal et al., 2018).

O reconhecimento fangico por CLRs especificos pode depender de alteracdes
morfolégicas do Aspergillus spp., uma vez que durante a sua evolugdo, sdo expostos
diversos PAMPs (padrbes moleculares associados a agentes patogénicos) em
quantidades variaveis na sua superficie. A Dectina-1 ¢ o CLR mais bem caracterizado
para o reconhecimento do A. fumigatus, uma vez que reconhece p-1,3-glucano, que é
um componente importante da parede celular interna deste fungo. Est4 associada a
producdo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1p, e aumento da capacidade de

morte pelos macrofagos durante a exposicdo ao A. fumigatus (Goyal et al., 2018).

Outro exemplo de recetor da lectina do tipo C, € o recetor da lectina do tipo C
sensivel a melanina (MelLec), que tem um papel essencial na imunidade antifungica
através do reconhecimento do 1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN)-melanina dos esporos
conidiais do A. fumigatus, bem como noutros fungos melanizados com DHN. A
melanina é considerada um fator de viruléncia flngica, proporcionando protecéo contra
espécies reativas de oxigénio e inibindo a fagocitose das células hospedeiras, a
producdo de citocinas e a apoptose. A MelLec encontra-se em células endoteliais, mas

também em células mieloides (Stappers et al., 2018).
45.1.1 Terapéutica antifangica envolvendo lectinas

Os triazdis sdo a terapéutica de elei¢cdo antifingica, contudo tem-se observado
um aumento da resisténcia antifangica do Aspergillus spp. Este fendmeno contribui
para a auséncia de uma estratégia terapéutica eficaz contra o A. fumigatus, apelando ao

desenvolvimento de novas terapias (Buil et al., 2019; Shishodia et al., 2019).

As vacinas para infe¢des fungicas tém efeito limitado quando a populacéo alvo
é imunocomprometida, ndo tendo imunidade adaptativa eficiente (Nami et al., 2019).
Sendo assim, efetuaram-se estudos para desenvolver uma alternativa tendo por base
uma imunizacio passiva. E o caso da utilizacdo de anticorpos monoclonais (mAbs),
como exemplo, tem-se a criagdo da proteinas de fusdo Lectina-Fc(IgG): Dectinal-
Fc(lgG2a) e Dectinal-Fc(lgG2b) que tém como objetivo a liga¢do ao p-1,3-glucano da
parede celular fingica e consequente acdo antifangica. Estudos in vitro mostraram que
estes anticorpos inibiam a germinacdo de conidios, reduziam o comprimento dos tubos

germinativos, diminuiam a formacéo de biofilme e aumentavam as fungdes efetoras dos
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macrofagos. Com a administracdo destes em ratinhos, observou-se uma sobrevivéncia
de 20% e uma duplicacdo do tempo de vida dos ratinhos infetados com A.fumigatus,

mostrando potencial terapéutico antifingico (Rodriguez-de la Noval et al., 2020).

4.5.2 Papel das lectinas em doencas bacterianas

As lectinas das bactérias, adesinas, facilitam a ligacdo destas as células
hospedeiras durante a infecéo, ligando-se aos recetores glicosidicos através do dominio
de reconhecimento ao hidrato de carbono (Hooper & Gordon, 2001).

Algumas lectinas bacterianas tém sido alvo de estudos mais aprofundados e
como resultado, encontram-se mais bem caracterizadas. Sao exemplos, as fimbrias tipo
1 especificas da manose, fimbrias P especificas da galabiose e fimbrias F-17 de ligacao
a N-acetilglucosamina, que sdo produzidas por diferentes estirpes de Escherichia coli
(Lewis et al., 2022a).

As bactérias Escherichia coli sdo bactérias aerdbias Gram-negativas,
encontrando-se como agentes comensais na flora gastrointestinal dos seres humanos e
outros vertebrados (Brabb et al., 2012). Embora tipicamente ndo patogeénica, a E. coli
apresenta estirpes patogénicas (patotipos), através da aquisicdo de material genético
virulento, sendo capaz de causar uma série de doencas, desde gastroenterites a infecdes
do trato urinario, da corrente sanguinea e do sistema nervoso central (Croxen & Finlay,
2010).

A interacdo glicosidica é de extrema importancia, ndo s6 nos processos
mutualistas em que as bactérias como a E.coli sdo responsaveis pela
digestdo/metabolismo dos glicanos provenientes da dieta no hospedeiro, resultando em
beneficio, mas também nos processos patogénicos, em que as estirpes virulentas desta
bactéria utilizam a ligagdo glicosidica para as suas toxinas sollveis poliméricas serem

transferidas para a célula (Lewis et al., 2022a).

As adesinas das bactérias para aléem de permitirem a adesdo as células do
hospedeiro, também estéo envolvidas noutros processos patogénicos, como a formacéo
de biofilmes, resisténcia antimicrobiana, e no mecanismo pelo qual as bactérias podem
ser internalizadas nas células. As adesinas podem se apresentar na extremidade de

longos apéndices que se projetam da superficie bacteriana, denominados fimbrias ou
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pili, ou encontrarem-se ligadas a membrana externa ou a parede celular bacteriana,

como ilustrado na Figura 5 (Lewis et al., 2022b).

As fimbrias representam um fator de viruléncia essencial nas bactérias Gram-
negativas, particularmente as que pertencem a familia Enterobacteriaceae, como a
E.coli. Sdo estruturas filamentosas constituidas por subunidades repetitivas proteicas
(proporcionando extensdo). Entre as fimbrias mais bem caracterizadas encontram-se as
fimbrias do tipo 1 que possuem na sua extremidade a lectina FimH, proporcionando
ligacdo (Sharon, 1987; Lewis at el., 2022b).

A Pili ou Fimbrias B Adesinas Afimbriais

Subunidade
principal

—» Glicoproteina da matriz
extracelular do hospedeiro
(ex:fibronectina)

_ j%gf‘S |

% Glicoproteina ou U

X Glienlin glicano da superficie

< AN gﬁ::.:;:::‘:let:':ao:o celular do hospedeiro Integrinas da superficie
; hospedeiro celular do hospedeiro

Figura 5: Mecanismos de adesao bacteriana a superficie das células hospedeiras. (A) Pili ou fimbrias
sdo estruturas que se projetam a partir da superficie celular. S&o constituidos por uma subunidade
estrutural repetitiva e uma proteina na sua extremidade que medeia o reconhecimento de um padrdo
glicano especifico da célula hospedeira. (B) As adesinas afimbriais sdo proteinas integrais da parede
celular bacteriana ou glicoproteinas que envolvem diretamente receptores da célula hospedeira para
promover a colonizagdo (Adaptado de Lewis et al., 2022b).

A FimH é uma adesina que se liga especificamente a manose. Isto é relevante
para a capacidade que as diferentes estirpes de E.coli ttm em desenvolver infe¢des nos
diferentes 6rgdos do ser humano. Como exemplo, tem-se as infe¢Bes do trato urinario
(causada pela estirpe E.coli uropatogénica), em que as fimbrias do tipo 1 medeiam a
ligacdo das bactérias a glicoproteina Uroplakin la na superficie das células epiteliais
da bexiga. A Uroplaquin la apresenta niveis elevados de residuos de manose expostos
na sua terminacdo, que sdo capazes de interagir especificamente com a FimH. As
uroplaquinas (UP) sdo glicoproteinas especializadas do urotélio que podem ser
sintetizadas em diferentes formas glicosidicas, a UPla que contém N-glicanos de alto

teor em manose, UPIb e UPIlla constituidas por N-glicanos complexos e UPIl com
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auséncia de glicanos. A ligacao da FimH a UPla ocorre com uma for¢ca moderada, mas
a presenca de multiplos locais de ligacdo (FimH) na bactéria e de uma matriz maltipla
de receptores UPs polimerizados torna a ligagdo relativamente forte. As fimbrias do
tipo 1 também tém a capacidade de se ligar a glicoproteina urinéria solivel Tamm-
Horsfall/uromodulina, com elevado teor de manose, contudo estes agregados
bacterianos resultantes costumam ser eliminados do trato urinério, funcionando assim
como um sistema de defesa de primeira linha contra infe¢do (Katnik-Prastowska et al.,
2014; Lewis et al., 2022a).

A fimbria tipo 1 exibe diferentes fenotipos de acordo com a variacao alélica
para 0 gene que codifica a lectina FimH. Esta variacdo tem como consequéncia a
capacidade de reconhecimento de manose. Por exemplo, todas as subunidades FimH
estudadas até a data sdo capazes de mediar a adesdo através de residuos de tri-manose,
mas apenas algumas variantes sdo capazes de mediar niveis elevados de adesao através
de residuos de mono-manose, estruturas abundantes nas porcdes de oligossacaridos das
glicoproteinas uroteliais, estando assim fortemente correlacionada com a sua
capacidade de mediar a adesdo da E. coli as células uroepiteliais. Assim, certas variantes
fenotipicas das fimbrias de tipo 1 contribuem mais do que outras para a viruléncia da

E. coli no trato urinario (Sokurenko et al., 1998).

A infecdo urinéria, representada na Figura 6, costuma-se iniciar com a
colonizagdo por uma estirpe E.coli uropatogénica. Esta estirpe, em virtude de fatores
internos que estdo codificados em ilhas de patogenicidade, é capaz de infetar um
hospedeiro imunocompetente, colonizando a area periuretral e ascendendo, pela uretra,
até a bexiga. As fimbrias tipo 1 tém um papel importante no inicio do desenvolvimento
de uma ITU (infecdo do trato urinario) ao permitir a adesao as células hospedeiras e, no
decorrer desta, a0 aumentar a persisténcia bacteriana e a resposta inflamatoria a infecdo
(Kaper et al., 2004; Croxen & Finlay, 2010).
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Figura 6: Mecanismo de infecdo do trato urinario pela E.coli uropatogénica. Realcando a
importancia da fimbria do tipo 1 e da fimbria P no inicio e no desenvolvimento deste processo.
Abreviaturas: PMNs:leucocitos polimorfonucleares; CFU: Unidades formadoras de colénia. (Adaptado
de Kaper et al., 2004).

Outra fimbria importante da constituicdo da E.coli uropatogénica é a fimbria P,
mencionada nos passos 2 e 8 da Figura 6 (Lewis et al., 2022a). Esta fimbria apresenta
a adesina PapG na sua extremidade, que possui especificidade para a galabiose, que é
um dissacéarido composto por dois residuos de galactose ligados por uma ligacao
a(1—4) (Gal-a1-4Gal). Foi o primeiro fator adesivo de viruléncia a ser caracterizado
na E.coli uropatogénica (UPEC) e sdo significativamente predominantes entre as
estirpes de UPEC que causam pielonefrite (infeg&o dos rins). Isto deve-se ao facto das
células da epiderme renal e do trato urinario superior conterem glicolipidos com
galabiose na sua extremidade. Deste modo, a expressdo da FimH e da PapG permite
que as bactérias se liguem as células da bexiga e dos rins que expressam uroplaquinas

manosiladas e glicolipidos ricos em galabiose, respetivamente (Sarshar et al., 2020).

Em certos casos as bactérias expressam lectinas capazes de se ligar a
glicoproteinas da matriz (fibronectina, colagénio ou laminina) ou mucina, permitindo a

ligacdo a mucosa superficial. Deste modo a especificidade das lectinas condiciona o
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tecido-alvo da bactéria (tropismo) (exemplo, pele, trato respiratorio, trato
gastrointestinal ou urinario), dado que diferentes tecidos dispdem de diferentes

recetores de adesinas, ao qual estas se ligam (Lewis et al., 2022D).
45.2.1 Terapéutica antibiotica envolvendo glicanos

A Escherichia coli uropatogénica possui genes que a tornam mais virulenta e
resistente a antibidticos, especialmente aos [-lactdmicos, contribuindo para a
recorréncia de infe¢des urinarias. O uso de antibidticos ao longo do tempo selecionou
estirpes mais resistentes, dificultando o tratamento e a eliminacdo da infe¢cdo (Narciso
etal., 2010).

Devido a sua capacidade de interagir com multiplos ligandos e promover
diversas fungdes patogenicas, a FimH emerge como um alvo crucial para o

desenvolvimento de terapias antiadesivas (Sarshar et al., 2020).

A adesina FimH é constituida por dois dominios, o dominio da lectina (FimH_p)
que engloba o dominio de reconhecimento de hidratos de carbono (CRD), e o dominio
da pilin (FimHpp). A interacdo entre estes dois dominios, FimH.p e FimHpp, determina
o estado conformacional da adesina. O CRD na FimH_p é responsavel pela ligacdo as
moléculas manosiladas, na medida em que, a composi¢do de aminoacidos permite a
formacédo da bolsa de ligacdo a manose (MBP), carregada negativamente. Sendo assim,
os aminoacidos que englobam a MBP sdo extremamente conservados entre as E.coli
uropatogénicas, e qualquer mutacao nesses aminoacidos resulta na anulacéo da funcao
da adesina (Sarshar et al., 2020).

Diversos inibidores soluveis de FimH, como os D-manoésidos, e as suas
variacdes quimicas tém sido desenvolvidos para o blogueio da FimH. Os glicanos
monovalentes naturais, como a D-manose, devido a sua disponibilidade em vegetais e
frutas, é utilizada como suplemento para a prevencéo e tratamento de infe¢Ges do trato
urinério, ou em combinagdo com antibioticos, tendo demonstrado a sua eficacia em
diferentes estudos clinicos (Wagenlehner et al., 2022). No entanto, apresenta baixa
estabilidade e rapida excrecao no organismo, dificultando o seu uso terapéutico (Sarshar
et al., 2020).

O artigo de revisao realizado por Sarshar et al. menciona algumas abordagens
na inibicdo da adesina FimH da E.coli uropatogénica utilizando glicésidos modificados,

chamados glicomimeéticos, para mimetizar a funcéo dos glicanos sem os seus problemas
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de baixa estabilidade. Os derivados bifenilicos revelaram-se apelativos, devido as suas
numerosas interacoes de ligacdo favoraveis no interior da MBP, ligando-se a sequéncia
da tirosina (constituida pelos aminoé&cidos tirosina 137, isoleucina 52 e tirosina 44), que
cobre a zona hidrofébica do sitio de ligacdo a manose da FimHLp. Grupos bifenil
ligados a mandsidos mostraram aumento da estabilidade metabolica, biodisponibilidade
e permeabilidade intestinal. Um exemplo promissor ¢ o “3'-cloro-4'-(a-D-
manopiranosiloxi) bifenil 4-carbonitriler” que mostrou reduzir drasticamente a carga
bacteriana no trato urinario de modelos animais apds administracdo oral, destacando o

potencial terapéutico desta abordagem (Sarshar et al., 2020).

Na Figura 7 é possivel observar como a terapia baseada em glicomiméticos atuaria nas

lectinas da bactéria.
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Figura 7: Interacdo lectina-glicano no processo patogénico bacteriano e possivel acdo antiaderente.
Representacdo do mecanismo de atuagdo de um farmaco a base de hidratos de carbono na lectina da
bactéria (necessario saber a estrutura da lectina do agente patogénico e o ponto de ligagéo do recetor do
hospedeiro) (Adaptado de Cho et al., 2022).

4.5.3 Papel das lectinas em doencas virais

As lectinas virais desempenham um papel crucial na interacdo do virus com as
células hospedeiras durante o processo de infegdo. A lectina do virus influenza,
hemaglutinina, foi a primeira proteina viral de ligacdo a glicanos identificada, tratando-

se de uma lectina de ligacdo ao acido sialico. A hemaglutinina é o principal antigénio
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contra o qual sdo produzidos anticorpos neutralizantes. As estirpes da gripe adquirem
continuamente alteracfes genéticas que afetam tanto a ligacdo aos glicanos como a
antigenicidade. Estas alteracGes sdo responsaveis, em parte, por novos surtos e sao
consideradas durante a formulagéo da vacina anual contra a gripe (Lewis et al., 2022a).

Apesar da extensa pesquisa em torno das lectinas de virus como o influenza,
outros virus de grande relevancia epidemiol6gica, como o HIV e 0 SARS-CoV-2
evoluiram para utilizar recetores proteicos especificos, possuindo glicoproteinas como

agentes de ligacdo principal as células humanas (Nabi-Afjadi et al., 2022).
45.3.1 Virus SARS-CoV-2

SARS-CoV-2, o coronavirus responsavel pela sindrome respiratoria aguda
grave 2, transmissor da doenca conhecida como COVID-19, é um virus de RNA de
cadeia simples, de forma esférica, condensado numa nucleocépside. A particula viral
tem uma estrutura carateristica de coroa devido a presenca de proteinas em forma de
espiga “Spike protein” (S) na sua superficie, que desempenham um papel crucial na

entrada do virus nas células hospedeiras (Lefter et al., 2024).

O ciclo viral inicia-se com a ligacdo da proteina Spike do virus, mais
propriamente o dominio de ligacdo ao recetor (RBD), ao recetor da enzima
conversora da angiotensina 2 (ACE2) da célula hospedeira. Esta ligacdo promove a
entrada do genoma viral na célula com a sua posterior traducao e replicacdo, resultando
na formacéo de virides e na sua libertacdo, contribuindo para a replicacdo viral. Esta
ligacdo para além de promover a replicacdo viral causa um desequilibrio ACE/ACE2 e
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, resultando na acumulagdo de
angiotensina Il que tem um impacto negativo na ativacdo imunitéria, podendo causar

doenca pulmonar (Lefter et al., 2024).

O genoma do SARS-CoV-2 codifica quatro proteinas estruturais, a
glicoproteina Spike (S), a proteina da membrana (M), a proteina do envelope (E) e a
proteina da nucleocéapside (N), como ilustrado na Figura 8 (Reis et al., 2021). Para
aléem da proteina S, a proteina M e E também contribuem para a estabilidade da
particula viral e ttm um papel essencial para a formacao e libertacdo de novos virides
(Lefter et al., 2024).
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Figura 8: Estrutura do SARS-Cov-2. A proteina S, M e E sdo expressas na superficie viral, enquanto
que a proteina N no interior, interagindo com o genoma viral. (Adaptado de Bains et al., 2023).

A proteina S € constituida pela subunidade S1, contem o dominio N-terminal
(NTD) e o dominio de ligacdo ao recetor (RBD), e pela subunidade S2 (dominio
membranar) importante na fusdo do virido com a membrana celular do hospedeiro. A
proteina S do SARS-CoV-2 é extensivamente glicosilada, sendo que cada protomero
da proteina homotrimérica transmembranar apresenta 22 locais de N-glicosila¢do (11
destes pertencem ao dominio S1) e 3 locais de O-glicosilacdo (Reis et al., 2021; Mufioz-
Basagoiti et al., 2023).

O recetor ACE2 é uma glicoproteina de membrana que também é N-glicosilada.
A interacdo da proteina S glicosilada com a ACE2 faz-se através de interacdes glicano-
proteina (glicano da parte do ACE2) e glicano-glicano (Reis et al., 2021). A proteina S
é encontrada como um trimero com duas conformacdes metaestaveis em que o RBD
pode se encontrar no estado “up” ou “down”. Apoés a ligagdo ao recetor da ACE2, os
dominios S1 e S2 da proteina S séo clivados por proteases de superficie como a
TMPRSS2 ou a catepsina L. A clivagem dos dominios da proteina S provoca alteraces

estruturais irreversiveis e prepara para a fusédo viral (Ahan et al., 2022).

Com o decorrer dos anos, tem se observado o desenvolvimento e distribuicéo
de multiplas vacinas para 0 SARS-CoV-2, baseadas em acidos nucleicos, proteinas e
péptidos virais recombinantes, para reduzir o risco de morte associada a estes virus.
Contudo, com o surgimento de novas variantes altamente transmissiveis, a circulagéo
viral e a incidéncia da doenga continuam a ser uma grande preocupacéo a nivel de saude
publica (Oordt-Speets et al., 2023).
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No mercado europeu encontra-se disponivel, para além das vacinas, farmacos
para o tratamento da COVID-19, tal como, anticorpos monoclonais. Contudo, estes tém
mostrado uma eficacia reduzida no tratamento contra variantes de risco do SARS-Cov-
2 (ex: Omicron). Através da evolucdo adaptativa, estas variantes adquirem mutacdes
no dominio de ligacdo ao recetor (RBD) da proteina Spike (S), que resulta

potencialmente no blogueio do epitopo especifico do anticorpo (Nabel et al., 2022).

As lectinas mostram-se como uma boa aposta no tratamento antiviral,
principalmente devido a sua natureza ndo imunoldgica, potencial de reconhecimento e
ligacdo reversivel a moléculas de glicoconjugados complexos (Lotfi et al., 2017). Até
ao momento, as lectinas “Griffithsin” (GRFT) e Cianovirina-N (CVN) sdo consideradas
das mais promissoras para o tratamento anti-viral contra uma ampla gama de virus,
entre eles 0 SARS-CoV-2 e 0 HIV (Van Damme & Rougé, 2023).

4.5.3.1.1 Terapéutica antiviral envolvendo lectinas

A lectina CVN, isolada da cianobactéria Nostoc ellipsosporum, é um
polipéptido de 101 aminoécidos, reconhece residuos de Manose (Manol-2Man/
Mano1-2Mana1-2Man) e apresenta-se sobre a forma de dimero em que cada monémero
possui 2 CRDs (Boyd et al., 1997).

Estudos in vitro mostram que a CVN tem capacidade de se ligar ao dominio S1
da proteina Spike do virus SARS-CoV-2, ligando-se a oligossacaridos que possuem
residuos de manose na sua terminacdo (Mufioz-Basagoiti et al., 2023). A Figura 9

ilustra a interacdo da CVN com oligosacarido com elevado teor de manose.

Figura 9: Interacdo da CVN (azul) com oligosacarido com elevado teor de manose (amarelo)
(Mufioz-Basagoiti et al., 2023).

No estudo in vitro efetuado por Mufioz-Basagoiti et al. onde submeteram
diferentes estirpes de SARS-CoV-2 ao pré-tratamento com CVN, concluiram que a

Omicron foi a mais suscetivel, apesar das substituicdes significativas de aminoacidos
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na proteina Spike. Mostrando que estas mutacdes ndo impediam a ligacdo da lectina,
sugerindo-se que os locais de glicosilacéo da proteina Spike eram conservados, o que
pode implicar uma vantagem na utilizagdo de lectinas contra infe¢des do SARS-CoV-
2 (Muiioz-Basagoiti et al., 2023).

A CVN possui multiplos locais de ligacdo na Spike. Estudos de ELISA
mostraram que a CVN néo se ligava ao RBD da spike, mas sim a oligomandsidos
(oligossacaridos com manose terminal) N-linked do dominio N-terminal, sendo 0 N234
um dos ligandos, interacdo representada na Figura 10. Este oligomandsido tem
influéncia na passagem do estado “down” para “up” do RBD, contribuindo para a sua
estabilidade e posterior fusdo do virido na célula hospedeira. O estudo sugere assim que
a ligacdo da CVN permite a ligacéo viral do RBD do virus ao recetor ACE2 da célula
humana, mas impede a entrada do SARS-CoV-2 na célula (Sztain et al., 2021; Mufioz-
Basagoiti et al., 2023).

Figura 10: Modelo molecular da ligagdo da CVN ao oligossacarido de alto teor em manose N234
da proteina Spike da variante Omicron. Representacdo da CVN (azul), dominio S1 da proteina Spike
(superficie amarela clara); Oligossacarido de manose (N234) é apresentado na forma de esferas e barras
(amarelo); O N234, representado a cor-de-rosa, é o residuo que liga o oligossacarido de manose a
estrutura S1; A estrutura do NTD (dominio N-terminal) esta representada a roxo e a estrutura do RBD a
laranja (Mufioz-Basagoiti et al., 2023).

Estudos afirmam que apesar das mutacGes e variantes antigénicas, os locais de
glicosilagdo em N165, N234 e N343 eram 100% conservados, e ainda que pseudovirus
com dois locais de glicosilacdo eliminados no RBD perdiam a sua infeciosidade,
revelando a importancia da glicosilagdo no RBD para a infecciosidade viral (Li et al.,
2020). Adicionalmente, mostraram que glicanos que ndo pertencem ao RBD como 0s
de N165 e N234 sdo, de facto, importantes para a plasticidade conformacional do
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dominio de ligacdo ao recetor (RBD) da proteina Spike do SARS-CoV-2 e,
consequentemente, para a sua interacdo com o recetor ACE2 (Mufioz-Basagoiti et al.,
2023).

Estudos in vivo para avaliar a eficacia da CVN foram efetuados (pré-tratamento
com CVN em hamsters), verificando que apesar desta mostrar atividade antiviral contra
0 virus SARS-CoV-2, induzia certo grau de toxicidade dependendo da via de
administracdo, sendo a via inalatéria mais toxica que a subcutanea (Mufioz-Basagoiti
etal., 2023).

A lectina “Griffithsin” (GRFT) proveniente da alga vermelha Griffithsia sp. é
considerada a lectina mais promissora para o tratamento do SARS-CoV-2 com base em
estudos pré-clinicos. A GRFT, de 121 aminoé&cidos, apresenta-se sob a forma de
dimero de dominios alternados com trés sitios de ligacéo a hidratos de carbono em cada
monomero. Tem como alvo, tal como a CVN, oligossacaridos ricos em manose. A
Figura 11 ilustra as possiveis ligacGes da GRFT na proteina Spike do SARS-CoV-2
(Bains et al., 2023).

Figura 11: Representacdo da ligacdo da GRFT (azul) aos glicanos N-linked da proteina Spike
(cinzento) do SARS-CoV-2. Os diferentes tipos de glicanos estdo representados com cores distintas (0s
glicanos predominantemente de alto teor de manose sdo verdes, os glicanos predominantemente
complexos sdo vermelhos e os glicanos hibridos/glicanos sem consenso entre alto teor de manose e
complexo estdo representados a roxo). (Bains et al., 2023)

Tal como na CVN, néo se sabe ao certo o mecanismo envolvido na inibicdo da
ligacdo da proteina spike ao recetor ACE2 e posterior replicacdo viral. Considera-se
que a interacdo da GRFT se baseie na ligacdo aos oligossacaridos ricos em manose do
RBD da proteina Spike (S1), impedindo a interagdo com o recetor ACE2 nas ceélulas

hospedeiras. Como a GRFT possui mais CRDs que a CVN, tera capacidade de se ligar
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a mais oligomanosidos, obstruindo a ligacdo do RBD na célula hospedeira (Figura 12).
Por outro lado, foi demonstrado que GRFT inibe a infe¢do ao interferir com outras
proteinas estruturais virais, como a proteina M do SARS-CoV-2, melhorando a eficécia
do bloqueio da fusdo e entrada viral (Ahan et al., 2022; Bains et al., 2023).
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Figura 12: Representagdo esquematica da inibicdo da GRFT na infecdo direta pelo virus SARS-
CoV-2 mediada por hACE2 (Adaptado de Bains et al., 2023).

A GRFT encontra-se atualmente na fase | de ensaios clinicos, sendo testada na
forma de spray nasal, mostrando atividade antiviral na profilaxia tépica contra o virus
SARS-CoV-2 e seguranca em humanos (Nabeta et al., 2023).

O conhecimento e a investigacdo da atividade antiviral destas lectinas provém
de extensivos estudos em que estas eram aplicadas como microbicidas para o HIV, o

que facilitou a adaptacgéo da sua utilizagéo para o SARS-Cov-2 (Cai et al., 2020).
45.3.2 Virus HIV

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pertence a familia dos virus
Retroviridae, com o genoma viral de RNA transcrito de forma inversa em DNA antes
de ser integrado no DNA do hospedeiro, resultando numa infe¢do ao longo da vida
(Swinkels; et al., 2024). E um virus de envelope cuja superficie é coberta pelas

proteinas gp120 e gp4l. A vagina, o reto e a uretra masculina s&o os alvos iniciais da
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infecdo pelo virus nas membranas da mucosa, através das quais o HIV pode entrar na

corrente sanguinea e infetar o hospedeiro (Shattock & Rosenberg, 2012).

O principal recetor celular do hospedeiro para 0 HIV € o antigénio CD4+, as
células T e os macrdfagos que expressam CD4+ sdo os principais alvos. A glicoproteina
do envelope na superficie da particula viral, gp120, liga-se ao recetor CD4+. Os co-
recetores de quimiocina 5 (CCR5) e 4 (CXCR4) na superficie da célula hospedeira
desencadeiam uma alteragdo conformacional na proteina do envelope, que resulta na
fusdo das membranas celulares do virus e do hospedeiro. A capside viral é libertada na

célula hospedeira quando ocorre a fusdo das membranas (Jan et al., 2018; Swinkels et

al., 2024). Na Figura 13 esta representada a estrutura do HIV.

HIV-1

Glicoproteina do HIV, constituida por uma
subunidade transmembranar (gp41) e por
uma proteina de superficie (gp120)

Figura 13:Virus HIV-1 e correspondentes glicoproteinas gp120 e gp4l. O HIV, que pertence ao
género Lentivirus, incorpora numerosos componentes nas suas particulas virais, uma vez que estas tém
de transportar a maquinaria necesséria para transcrever reversamente o genoma do RNA lentiviral e
incorpora-lo no genoma do DNA do hospedeiro. (Adaptado de Bains et al., 2023).

As células Dendriticas (CD) e os macrdfagos sdo células imunitarias inatas que
se ligam aos glicanos (manose) do HIV usando lectinas do tipo C, como o recetor da
manose e a langerina. Estas celulas sdo importantes na apresentacao de antigénios ao
sistema imunitario adaptativo. As CD que residem nos tecidos submucosos da vagina e
do reto sdo alvos precoces do HIV, apresentando o antigénio as células T CD4. Este
processo é designado por trans-infecdo e facilita o estabelecimento precoce da infecéo
pelo HIV (Lewis et al., 2022b).
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4.5.3.2.1 Terapéutica antiviral envolvendo lectinas

A CVN e a GRFT inibem a atividade viral do HIV ao ligarem-se a proteina
gp120, rica em manose, do virus, interferindo com a ligac&o desta e dos recetores da
célula alvo, impedindo a fusdo do virus na membrana da célula CD4 (Bektas & Kaptan,
2024). Contudo, estudos indicam que estas lectinas ndo conseguem inibir de forma
significativa a ligacdo gp120-CD4, ligando-se substancialmente a regiGes essenciais
para as mudancgas conformacionais necessarias para a fusdo viral, impossibilitando

assim a mesma (Mariner et al., 1998; O’Keefe et al., 2010).
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Figura 14: Inibicdo da ligacdo viral com base na interagdo glicano-lectina no virus HIV. Os
dominios CRD da CVN interagem com residuos de manose das glicoproteinas gp120 do HIV, impedindo
a fusdo do HIV com a membrana da célula CD4. (Adaptado de Bektas & Kaptan, 2024)

Num estudo efetuado por Jan et al, utilizou-se diferentes estirpes do virus HIV,
diferindo na sua composicao glicosidica do envelope, concluindo que as diferentes
estirpes apresentavam diferencas na sensibilidade as lectinas que se ligavam aos
glicanos do envelope. Ao utilizar 8 lectinas diferentes, observaram que as lectinas de
elevada ligagdo a manose GRFT e CVN, que reconhecem residuos terminais a.1-2Man,

eram as mais potentes contra os diferentes virus testados (Jan et al., 2018).

Ensaios clinicos em seres humanos revelaram que a administracdo de GRFT em
forma de gel (0.1% GRFT em carragenina (CG) gel) por via vaginal ndo conduzia a
qualquer resposta pré-inflamatoria ou tdxica. Sendo um tratamento profilatico
vantajoso, ndo induzindo a estirpes virais resistentes, como acontece com a profilaxia

de medicamentos adaptados antirretrovirais (Teleshova et al., 2022).
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A CVN ainda se encontra na fase de estudos pré-clinicos, mostrando resultados
positivos quando formulada em gel para a protecdo de macacos contra o virus HIV
(Xiong et al., 2010; Lotfi et al., 2017).

A glicosilagdo demonstrou ser importante na moldagem e na funcdo das
glicoproteinas virais e, no caso do SARS-CoV-2 e HIV, a desglicosilacdo da proteina
spike e gp120, diminui a sua ligacéo ao recetor ACE2 e CD4 respetivamente, tornando
0 virus menos infecioso. Em alternativa, a desglicosilacdo pode revelar epitopos
proteicos que podem ser reconhecidos pelo sistema imunitério adaptativo, permitindo
gue o sistema imunitario combata a infecdo destes virus de forma mais eficaz (Keeffe
etal., 2011; Li et al., 2020).

Dado que a proteina S1 do SARS-CoV-2 e o envelope do HIV séo fortemente
glicosilados em N-glicanos de alto teor em manose, estas lectinas mostram-se como
potencias candidatos para estratégias de pré-tratamento, como forma de atenuar a
viruléncia dos mesmos. Estes virus, ao sofrerem mutacGes continuas, proporcionam
variantes antigénicas resistentes aos mAbs e aos anticorpos gerados por vacinas,
enquanto os locais de glicosilagdo mantém-se conservados. Como as lectinas
apresentam um mecanismo de acdo distinto dos atuais agentes antivirais aprovados,
oferecem um método de profilaxia antiviral que pode ser sinérgico com outras
abordagens (Nabi-Afjadi et al., 2022).

4.5.4 Projecdes futuras

Para efeito de producdo das lectinas antimicrobianas em larga escala, observou-
se gue a expressao recombinante destas em bactérias, como a E.coli, ou em sistemas de
expressdo em plantas, proporcionam rendimentos suficientes para apoiar ensaios
clinicos, e uma producéo rentavel para a utilizacdo das lectinas como agentes antivirais
(Ahan et al., 2022; Mufioz-Basagoiti et al., 2023).

Apesar da grande vantagem exposta na utilizacdo de lectinas como agentes
terapéuticos, € importante notar que sdo biomoléculas e que a avaliacéo toxicologica é
um critério importante que direciona o seu desenvolvimento enquanto opcao
terapéutica. Por exemplo, existem provas de que a GRFT se liga a células humanas,
incluindo células mononucleares do sangue periférico e células epiteliais humanas, no

entanto a sua ligacdo ndo causou qualquer efeito mitogénico, imunogénico ou toxico
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nas células. A CVN, por outro lado, tem apresentado efeito toxicoldgico em alguns
ensaios in vivo, evidenciando o risco que as lectinas podem apresentar nas células
animais. A submissdo das lectinas com potencial terapéutico em estudos com animais
e posterior avaliacdo dos seus biomarcadores, € indispensavel para a prevengdo de

toxicidade no humano (Ahan et al., 2022).

No contexto da COVID-19, as lectinas enddgenas demonstraram ser
biomarcadores fundamentais para avaliar a intensidade da pneumonia causada pelo
SARS-CoV-2. Um dos exemplos séo as proteinas hidrofilicas surfactantes, SP-A e SP-
D, que pertencem a familia das lectinas tipo-C e sdo produzidas pelo epitélio alveolar
tipo 11 e células de clara. Estas lectinas, que fazem parte do sistema imunitario inato,
sdo particularmente importantes na resposta imunoldgica pulmonar. Estas podem
ajudar a identificar pacientes em maior risco de desenvolver quadros mais graves,
fornecendo informac@es sobre o nivel de inflamacgédo e a extensdo do dano alveolar.
Poderdo ser das lectinas especificas do pulmdo mais sensiveis a tomografia
computacional (CT). As suas concentragdes aumentam com o grau de inflamacdo
severa nos pulmdes, mostrando-se Uteis para orientar 0s médicos na necessidade de

intervencdes terapéuticas mais intensivas (Takenaka et al., 2023).

As vacinas gque geralmente utilizam subunidades de antigénios ou antigénios
inativados, beneficiam da adicdo de adjuvantes para promover uma resposta
imunolégica eficaz, uma vez que esses antigenos isolados ndo conseguem desencadear
uma imunidade adaptativa reforcada. Diferentes lectinas de plantas tém demonstrado
potencial como moduladores imunolégicos, pois estimulam a producao de citocinas e
outros mediadores, como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, fortalecendo assim
a resposta imunoldgica contra microrganismos. Padiyappa et al., mostrou que a lectina
de alho, Allium sativum agglutinins (ASAs), que se liga a manose, como a ASAL,
apresentava propriedades imunoldgicas notaveis. Ao administrar esta lectina
juntamente com o antigénio ovalbumina (OVA) (proteina especifica do ovo), em
modelos de ratinhos, concluiu que a resposta de anticorpos anti-OVA aumentava em
comparagdo com o uso isolado do antigeno, demonstrando a potencialidade da lectina
ASAL para ser utilizada como agente de formulacdo com antigénio fraco. Apesar das
lectinas de plantas demonstrarem a sua potencial acdo adjuvante em vacinas, em
modelos animais, a sua utilizacdo € limitada devido aos custos dispendiosos de fabrico

e purificacdo (Kumar et al., 2022; Padiyappa et al., 2022).
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Os anticorpos antiglicanos (AGA) tém frequentemente uma afinidade mais forte
e uma maior especificidade para os oligossacaridos do que as lectinas, mas sao dificeis
de desenvolver devido a baixa imunogenicidade dos hidratos de carbono e a producao
complexa de materiais antigénicos. As lectinas tém geralmente uma afinidade mais
fraca para 0os monossacaridos, mas a sua estrutura oligomérica pode atingir uma
afinidade e uma seletividade elevadas através da ligagdo a multiplos locais dos glicanos,
mostrando-se especialmente Uteis para o tratamento e prevencdo de infeccBes em
doentes imunocomprometidos incapazes de produzir anticorpos neutralizantes

adequados (Tommasone et al., 2019; Carneiro et al., 2021).

Os produtos biofarmacéuticos tém algumas vantagens em compara¢ado com 0s
medicamentos tradicionais, tais como uma maior especificidade, menores efeitos
secundarios e um desenvolvimento clinico mais rapido, contudo, a administracdo de
proteinas terapéuticas € um desafio devido a sua suscetibilidade a pH extremos, a

degradacéo enzimatica e a fraca absorcédo por via oral (Carneiro et al., 2021).
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5 Conclusoes

A compreensédo dos mecanismos associados as lectinas e glicanos constituintes dos
agentes patogénicos, torna-se essencial para entender o envolvimento destes na doenca,
assim como identificar novos alvos terapéuticos. E demonstrada a versatilidade das
lectinas, uma vez que estas apresentam diversas aplicagbes como agentes

antimicrobianos, ferramentas biomédicas e adjuvantes.

Os agentes patogénicos, cada vez mais se tornam uma ameaca para a populacao,
dado o aumento da sua resisténcia a farmacos convencionais e 0 aparecimento de
estirpes resistentes. Por conseguinte, produtos biofarmacéuticos, como as lectinas e 0s
glicanos, para além de fornecerem dados importantes sobre 0 mecanismo destes agentes
infeciosos, apresentam-se como agentes antimicrobianos sugestivos e promissores para

a profilaxia e aplicacdes terapéuticas de infecdes patogenicas.

No ambito das terapias antimicrobianas, as lectinas fornecem um mecanismo de
acao distinto das terapias convencionais, podendo atuar em conjunto originando um
sinergismo. No caso dos fungos, a adicdo de lectinas aos anticorpos pode aumentar a
sua eficacia ao direcionar as respostas imunitarias para o alvo correto. Nas bactérias,
estudos tém demonstrado que o bloqueio de lectinas patogénicas com glicanos
especificos, como no caso da FimH da E. coli, pode impedir a adesdo bacteriana e,
consequentemente, reduzir a infecdo. Em relacdo aos virus, as lectinas que se ligam a
manose mostram-se como 0s agentes antivirais mais indicados, dado que o0s residuos
de manose sdo comuns nos glicoconjugados envolvidos na entrada viral, como a gp120
do HIV e a proteina Spike do SARS-CoV-2, oferecendo uma nova perspetiva

terapéutica.

No entanto, apesar dos avangos, 0s ensaios clinicos com lectinas ainda se
encontram em fases experimentais. Serdo necessarios mais estudos para determinar a
sua eficicia e seguranga enquanto agentes antimicrobianos. Dada a sua possivel acéo
toxicoldgica nas células animais, 0s ensaios in vivo mostram-se de extrema importancia
para a avaliacdo da sua seguranca através de biomarcadores do organismo. Deste modo,
a analise de possiveis efeitos adversos e a compreensao de como as lectinas podem ser
melhor integradas nas terapias existentes, sem causar resisténcia ou efeitos secundarios
indesejados, é essencial para o desenvolvimento destas enquanto agentes terapéuticos

seguros para 0 homem.
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As lectinas apresentam assim um duplo papel nas doengas infeciosas, por um lado,
contribuem para a viruléncia de certos agentes patogénicos e por outro, representam um
caminho promissor para 0 desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
Tratando-se de uma molécula bioldgica € essencial a sua avaliacdo quanto aos riscos e
beneficios que demonstra, sendo crucial a verificacdo da toxicidade, imunogenicidade

e biodisponibilidade enquanto agente terapéutico.
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