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Resumo

O cancro ¢ a principal causa de mortalidade em todo o mundo representando
13% dos 6bitos. Os tltimos dados fornecidos pela OMS remontam a 2012 e ddo conta
de 14 milhdes de novos casos, sendo 60% deles mortais. Em Portugal uma em cada
quatro pessoas morre de cancro.

E neste capitulo que o estudo das lectinas, da lectindmica e glicomica é muito
importante uma vez que ¢ nesta area que estdo a surgir novas técnicas capazes de
diagnosticar mais precocemente patologias tumorais, algo que nao acontecia até entao,
deixando técnicas anteriores de identificacdo e quantificagdo obsoletas. As lectinas
fazem parte de novos métodos de tratamento inovadores em relagdo aos demais, pois
sd0 menos toxicos para o doente, uma vez que induzem morte apenas das células
tumorais, diminuindo assim morbilidade e portanto aumentando a confianga e adesao &
terapéutica por parte do doente.

Este trabalho faz uma extensa abordagem ao que de mais recente se tem feito e
publicado nesta area, ndo descurando um pouco da historia das lectinas para se entender
a evolucdo até aos dias de hoje; introduz também fundamentos e nog¢des servindo de
ferramenta para uma primeira abordagem nesta area, e por ultimo serve de suporte,
muito importante, para perceber dentro desta vasta area, o que ¢ a lectinomica, qual ou
quais sdo as fronteiras mais promissoras a serem exploradas.

Muito investimento em investigacao tem sido feito ao longo das tltimas décadas
para tentar reverter esta situagao preencher as lacunas existentes na area da lectinomica
de modo a explorar as multiplas possibilidades de aplicagdo das lectinas na terapéutica
de diferentes patologias do foro tumoral, assim como na optimizacdo de novas
metodologias de diagnostico, na detegdo precoce e sensivel, inclusive, de novos
biomarcadores tumorais ajudando a diagnosticar mais precocemente potenciais doentes
oncologicos em fases muito iniciais da doenga.

Por estas razdes continua-se a investir nas areas mais promissoras da ciéncia na
esperanca de descobrir novas abordagens para diagnosticar e tratar o cancro ¢ a
lectindmica € uma area com um futuro muito prometedor.

Palavras-chave: Lectinas; Diagndstico; Tratamento; Cancro; Revisdao



Abstract

Cancer is the leading cause of mortality worldwide representing 13% the all

amount of deaths. The latest data from 2012 reports 14 million new cases, 60% of which
are deadly. In Portugal, one in four people dies with cancer.
It is in this chapter that the study of lectin, lectinomics and glycomics has been the most
importance, because it is, in this area, that new techniques are emerging and they can;
diagnose individuals with cancer in earlier stages than before; leaving previous
identification and quantification techniques obsolete, also provides innovative methods
of treatment, because they are specific to the tumor cells and therefore less toxic to the
patient; this reduces morbidity and increases the confidence and acceptance to the
therapy by the patient.

This work makes an extensive approach to what has been done and published
in this area, starting with the history of lectins in order to understand what are the
challenges nowadays; then introduces important notions about lectins in order to do a
first approach in this area, lastly, this work serves as a very important support to realize
within this vast area of lectinomics, which are the most promising frontiers to be
explored.

The major investment in research over the last few decades has been made in
order to reverse actual cancer scenario and thanks to it, we have improved not only the
morbidity of patients and cured thousands of people with new and sophisticated
techniques, but also improved early cancer diagnosis in patients in very early stages of
this disease.

For those reasons, the research is always focused in the most promising areas of
science, hoping to discover new approaches to diagnose and to treat cancer, and
lectinomics is definitely one of those exciting areas of the future!

Keywords: Lectins; Lectins Diagnosis; Lectins Treatment; Cancer; Lectins Review;
Lectins carbohydrate affinity
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1 Historia

Os primeiros estudos sobre lectina e seus efeitos fisioldgicos surgem anteriormente
a propria definicao destas glicoproteinas (1).

1.1 Preludio

O Preludio do inicio oficial da historia das lectina, surge com os estudos
relacionados com a toxicidade das sementes de Ervilha-do-Rosério (4brus precatorius)
por Warden and Waddel em 1884 (2), onde aparece pela primeira vez descrita a
natureza desta proteina toxica como “fitoalbumosa”. Contudo sdo os estudos de
Hermann Stillmark, publicado em 1888 na sua tese de doutoramento, “Ueber Ricin, ein
giftiges Ferment aus den Samen von Ricinus comm. L. und einigen anderen
Euphorbiaceen” (3), que marcam indiscutivelmente o inicio do estudo das propriedades
destas proteinas muito especiais. Nesta tese, surgem descritas as propriedades
hemaglutinantes da proteina ricina nos extratos parcialmente purificados de sementes
de Ricino (Ricinus communis L.), também chamada de mamona, mamoneira ou
carrapateira. Stillmark observou que a adicdo de ricina a eritrocitos de diferentes
animais conduzia a diferentes resultados e também concluiu que outra “toxina”, a
crotina, tem uma actividade hemaglutinante diferente da ricina nas mesmas espécies
animais.

1.2 Periodo Classico (1888-1918)

1.2.1 Plantas

Os desenvolvimentos cientificos entre 1888 e 1918 definem-se como o periodo classico
da investigagdo em lectinas, estes projetos cientificos debrucam-se apenas no estudo
das lectinas enquanto aglutinantes eritrocitarios e sao comumente chamadas de
“hemaglutininas”. Neste periodo pretendia-se estudar extratos de plantas, tecidos ou
fluidos animais com estas propriedades. Um grande investigador, conhecido como o
pai da imunologia, Paul Ehrlich conseguiu demonstrar que havia a criagao de proteinas
(anticorpos) especificas no soro de animais administrados com abrina (encontrada na
Abrus precatorius) € a ricina, reconhecendo que estas proteinas sao melhores modelos
de antigénios para os estudos em imunologia do que os anteriores modelos que usavam
toxinas de bactérias, como a difteria (4,5).

Outra grande figura deste periodo ¢ Karl Landsteiner, Nobel de Fisiologia ou Medicina,
pela classificagdao dos grupos sanguineos, sistema ABO, tendo descoberto o fator RH.

ApoOs esta importante descoberta, Landsteiner comecou a estudar as
propriedades destas proteinas de plantas em sementes de (Phaseolus vulgaris), ervilhas
(Pisum sativum), lentilhas (Lens culinaris) e Vicia (Vicia sativa), concluindo que sao
soliveis em agua, ndo se dissociavam, insoliveis em alcool, termoldbeis e sendo uma
proteina, reage positivamente ao teste xantoproteico e de biuretos.

A Concanavalina (Concavanalina ensiformes) ¢ atualmente a lectina mais
estudada tendo sido descoberta e batizada por Jones e Johns em 1916, obtida a partir de
Feijao-de-porco (P. vulgaris). Ap6s precipitacdo e didlise obtém-se duas fases, que
posteriormente sdo separadas usando uma solugdo saturada de sulfato de amoénia a 60%.

11



1.2.2 Fungos

Nao s06 nas plantas a investigacdo em lectinas foi sendo desenvolvida, Eduard
Kobert demonstrou em 1893 a existéncia de hemaglutininas em Amanita muscaria (5).

1.2.3 Bactérias

Os trabalhos de Kraus e de Ludwig em 1902, foram os primeiros a demonstrar
que as bactérias tinham propriedades hemaglutinantes. Eles usaram culturas de
Staphylococcus aureus e duas estirpes de Vibrio e conseguiram aglutinar sangue de
coelho (6).

1.2.4 Animais Invertebrados

Os primeiros registos de estudos com lectinas nesta classe foram promovidos
por Noguchi em 1903, descrevendo as propriedades eritrocitarias aglutinantes da
hemolinfa de dois tipos de crustaceos, a limulidae (Limulus polyphemus) e a lavagante
(Homarus americanus) (7).

1.2.5 Animais Vertebrados

Neste periodo, poucos estudos foram feitos usando animais superiores para além
dos estudos com venenos de cobra feitos por Mitchell e Reichert em 1886, Mitchell e
Steward em 1897 e mais tarde Noguchi em 1902 (8). Nesta época este autores
reconheceram que o estudo da composi¢ao destes venenos era muito complexa e dificil.

Ja nesta primeira era da histéria das lectinas se percebeu que o estudo em
diversas plantas seria aquele que se revelaria mais importante, uma vez que 0os processos
de obtencao e isolamento destes compostos eram mais simples.

Nesta época a investigagcdo focava-se na compreensao das diversas propriedades
desta proteina e na demonstragdo da semelhanca destas propriedades com a dos
anticorpos, nomeadamente as propriedades aglutinantes, precipitantes e as diversas
interacdes com diferentes células e inibigdes promovidas por diversas substancias (9).
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1.3 Periodo Intermédio (1919-1934)

Este periodo ¢ marcado pelo desvanecimento do interesse inicial nesta area, uma
vez que tanto os estudos feitos até entdo, relacionados com sangue e lectinas, nao
produziram grandes resultados, € o uso das propriedades das lectinas para aplicagdes
praticas tanto em medicina como em outras areas fracassaram, o que duraria 25 anos.

1.3.1 Plantas

A concanavalina continuou a ser mais estudada e foram obtidas duas fracoes
cristalizadas uma soluvel em cloreto de s6dio 10% e outra soluvel em solugdes salinas
concentradas, Concanavalina B e A respetivamente, (10). Karrer e colaboradores em
1924 purificaram a ricina e crotina e apresentaram a primeira analise dos aminoacidos
presentes nestas lectinas (11).

1.3.2 Bactérias e Virus

Foram registados poucos artigos cientificos sobre este topico, o mais relevante,
por Weinberg e Kepinow em 1921, que demonstrou que uma hemaglutininas poderia
aglutinar tanto eritrocitos como leucocitos (9).

1.4 Reconhecimento da especificidade e intera¢cdes com lectinas

(1935-1964)

Esta Era marca o inicio da compreensao de uma das propriedades fundamentais
das lectinas, a sua ligagdo a glicanos especificos de forma reversivel, bem como as
potencialidades das lectinas para indugao da proliferagao e também morte celulares.

1.4.1 Animais Vertebrados

Estes primeiro estudos surgiram por Sugishita em 1935 (12), tendo demonstrado
que a Enguia-japonesa Anguilla japonica, continha um tipo de aglutinina especifico
para eritrécitos do tipo ABO, mas continha outra lectina que apenas se liga a células do
tipo O. S6 30 anos mais tarde se conseguiu provar que esta proteina ndo era uma
imunoglobulina (por Bezkorovainy e colaboradores 1971) (13). Outro estudo muito
interessante sobre especificidades foi feito por Eichbaum em 1946. Eichbaum analisou
9 espécies de cobras da Africa do Sul e conclui que as suas aglutininas exibiam
toxicidade diferente para diferentes espécies animais usadas na sua alimentagao.

1.4.2 Animais Invertebrados

A principal descoberta nesta area deveu-se a Johnson em 1964 que conseguiu
inibir a atividade da lectina anti-A;-especifica do Moluscos Da Manteiga (Saxidomus
giganteus) na presenca de N-Acetilgalactosamina. Este artigo marca o inicio de uma
extensa investigagao até aos dias de hoje, para perceber a especificidade de cada lectina
estudada nos varios reinos.

13



1.4.3 Plantas

William Boyd, neste periodo fez um impressionante trabalho relacionado o
estudo da ligacdo de varias lectinas a diferentes grupos sanguineos. No seu trabalho
“Fundamentals of Immunology” em 1947, (14), William estudou que as sementes de
lima (Phaseolus lunatus syn. limensis) aglutinavam os eritrocitos de alguns individuos,
mas que noutros a ligacao era mais fraca ou inexistente, ele relacionou estas diferencas
com o tipo de sangue do individuo, tendo aberto caminho para que outros investigadores
analisassem as propriedades aglutinantes de outras lectinas no sangue. Como exemplo,
Renkonen (15). Estudou as propriedades de 99 espécies da familia da Fabaceae,
concluindo que 6 delas demonstravam afinidade para diferentes tipos de sangue: tipo A
(Vicia craca) e eritrdcitos tipo 0 (Cytisus sessilifolius, Cytisus praecox, Cytisus
ratisbonensis, Laburnum alpinum e Lotus tetragonolobus syn. Tetragonolobus
purpureus).

E neste periodo que comegam a haver as primeiras descobertas associadas a
compreensdo e tratamento do cancro associadas a lectinas. Em 1960, Peter Nowell
observou que a “fitoaglutinina” da Phaseolus vulgaris (PHA) poderiam despoletar um
estado ativo de multiplicagao e crescimento celular em linfocitos, contrariando a ideia
de entdo, de que a proliferagao em linfocitos nao era possivel.

Pouco depois, 1963, marcou uma data importante na historia das lectinas, pois
foi publicado o primeiro texto sobre lectinas e cancro, da autoria de Joseph C. Aub, que
descobriu que extratos de Triticum vulgare (WGA) contendo lipases poderiam inibir o
crescimento tumoral, pois causavam aglutinacdo das células cancerigenas (16).

1.4.4 Bactérias, Fungos e Virus

Durante este periodo, a investigacdo nesta area tomou um novo e definitivo
folgo para que muitas espécies fossem catalogadas como sendo hemaglutinantes e/ou
leucoaglutinantes devido a atividade das lectinas nelas existentes.

Pelos estudos existentes neste periodo, o focus da investigagdo passou a ser a
relagdo que as lectinas tinham com diferentes glicanos, uma vez que a atividade
aglutinante das lectinas era inibida na preseng¢a de hidratos de carbono simples, como
demonstrado por Watkins e Morgan em 1952, (17). No seu estudo, a lectina da enguia
(Anguilla anguilla) aglutina sangue do tipo O, mas ¢ inibida na presen¢a de uma L-
Fucose e ndo por outro tipo de agucar, isto demonstra a especificidade desta lectina.

Este estudo serviu para iniciar outras investigacdes com vista a catalogar as
lectinas sobre o ponto de vista de afinidade para respetivos hidratos de carbono.
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1.5 Periodo Moderno (1965 -)

Este periodo marca o inicio da aplicagdo pratica dos estudos com lectinas até a
data. Devido ao avango nas técnicas de detecdo, foi possivel desenvolver melhores
testes para avaliagdao da afinidade de ligacdo das lectinas aos hidratos de carbono. A
tabela. 1 demonstra os avangos que aconteceram até a atualidade:

Tabela. 1 Avancos na lectinologia desde a era moderna até a atualidade

Data Avancos na Lectinologia Referéncia
Introducdo da cromatografia por afinidade para isolamento de lectinas por
1965 . (18)
Goldstein e Agrawal
Determinagao da sequéncia aminoacidica e da estrutura tridimensional da (19)
1972 concanavalina A
Detegdo de biomarcadores (Lectina do tipo-P) para enzimas lisossomais (afinidade 20)
1972-1977 | para Man-6-fosfato) associadas & doenga mucolipidose do tipo II.
1978 Primeira conferéncia dedicada as lectinas e glicoconjugados
1979 Detegdo de ligandos endogenos para lectinas de plantas (H. Riidiger) 21
Definicao de lectina como proteina ligadora de hidratos de carbono sem qualquer 22)
1981-1988 | atividade de anticorpo, transportador de ou processador hidratos de carbono
1984 Isolamento de lectinas provenientes de tumores (23)
1989 Demonstragado das lectinas como moléculas reconhecedoras de moléculas (24)
Kim e colaboradores demonstraram que a WGA e GSA induzem apoptose em (25)
1993 células cancerigenas
1995 E feita a analise estruturas do complexo lectina-ligando em solugo usando RMN (26)
Desenvolvimento dos primeiros estudos com lectinas e glicanos usando 27
20012005 | microarrays. @7)
Chang e colaboradores demonstraram que a concanavalina A induz autofagia e 28)
2007 morte celular em células cancerigenas
Liu e colaboradores descobriram que a PCL induz simultaneamente apoptose e 29)
2009 autofagia em células cancerigenas
Primeira tentativa de producao de lectinas (EcrFTL) recombinantes a partir de E. 30
2009 coli (30)
Li e colaboradores demonstram que a reducdo da expressao de miRNAs contribui 31)
2010

para o efeito anti-cancerigeno das lectinas Mistletoe tipo-I

(Adaptado de Fu e colaboradores (32) e Gabius e colaboradores (33)).
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A quantidade de informagdo que se conseguiu coletar na ultima década sobre
lectinas e as suas propriedades, s6 foi conseguidas através de muitos avangos
cientificos, alguns deles apresentados na tabela. 1.

Toda esta informacgdo abriu recentemente a possibilidade de se trabalhar em
lectinomica através das bases de dados entretanto criadas, abrindo a investigacao para
a area da “Big Data”. Esta area pretende descobrir possiveis interagdes entre novas
lectinas, descobertas ou criadas por engenharia recombinante, com muito tipos de
glicanos existentes, porque as combinagdes possiveis sdo quase incontaveis e seria
muito dispendioso trabalhar em todas elas, esta drea computacional permite aplicar
algoritmos nas bases de dados criados para assim focar o estudo mais pratico, apenas
nas combinagdes que tém mais probabilidade de conduzir resultados positivos, neste
caso para o tratamento do cancro. O primeiro trabalho do género data de 2012 por Wang
e colaboradores (34).

2 Definicao

O nome lectina foi proposto por William Boyd, 1954 (1), deriva do participio
passado lectus do Latim legere que significa escolher, selecionar; referindo-se a
substancias existentes em plantas parecidas aos anticorpos (reconhecedoras e ligantes a
sitios especificos), mas que ndo sdo formadas a partir de um estimulo provocado por
um antigénio.

Mais tarde, descobriu-se que as lectinas sao proteinas ligadoras a agucares e que
existem em diversas fontes, podem ser soltiveis ou membranares, Ashwell, 1977 (35).

A defini¢do aceite para lectinas provenientes de plantas provem de Peumans e Van
Damme, 1995 (36), “Todas as proteinas de plantas que possuem pelo menos um
dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente a um mono ou oligossacarido”.

Esta condic¢ao levou a criagdo da definicao atualmente aceite para lectinas proposta
por Goldstein em 1986: “Proteinas que reconhecem e que se ligam reversivelmente a
um dominio de um mono ou oligossacarido ligado ou livre” (37). Nao tém atividade
enzimatica, ndo fazendo parte do sistema imunologico, podem ser encontradas em
virus, bactérias, fungos, plantas e animais (26).

Esta defini¢do inclui uma grande variedade de proteinas e de dominios proteicos
muito heterogéneos e que pertencem a familias distintas, tém a capacidade de se ligar a
glicocddigos especificos em estruturas com muitos hidratos de carbono.
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3 Distribuicio e Ocorréncia

As lectinas existem em diferentes fontes na natureza, em todos os reinos nos seres
vivos, incluindo os virus. Um dos primeiros estudos sobre o tema esta presente no livro
“Receptor Specific Proteins. Plant and Animal Lectins” de Edwin Gold em 1975 (38).
A distribui¢do varia a nivel celular e dos tecidos, dependendo de muitos fatores como
a idade, patologias associadas, desta forma ¢ correto dizer que nem todas os géneros ou
espécies contém lectinas e aqueles que as produzem, tém uma distribui¢do unicas.

3.1 Plantas

As plantas sdo os organismos mais ricos em lectinas e estruturas diferentes podem
conter concentragdes muito variadas em lectinas. Geralmente o contetido em lectinas
de plantas nao leguminosas ¢ menor do que em plantas leguminosas, por exemplo, da
semente da ndo-leguminosa de Hibiscus mutabilis extrai-se 3.3 mg de lectina por cada
100 g (39), a tabela 2 mostra o contetido em lectinas da leguminosa Phaseolus nas suas
diferentes espécies para se perceberem as diferencas:

Tabela. 2 Diferentes espécies de leguminosa Phaseolus e quantidade de lectinas

Phaseolus Quantidade (mg/100 g semente) Ref.

Feijao Anasazi 13 @0)
Feijao Rim-Vermelho 107 (41)
Feijao Escumite 163 (42)
Feijdo purpura outono 35 (43)
Feijdo Francés 12 4.8

(44)

1100

Feijao Frangés 35

(Adaptado de Lam e colaboradores (45)).

3.2 Animais

Temos lectinas distribuidas em diferentes animais, sendo nos invertebrados onde
se encontram as maiores fontes de lectinas, no entanto as quantidades de lectinas obtidas
sd30 muito escassas o que torna a sua purificacao muito dificil, deste modo lectinas desta
fonte sao dificeis de trabalhar.
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3.3 Virus

Podemos encontram lectinas no virus corona, herpes simplex, em variado tipo
de Mixoviroses e também no retrovirus HIV (46).

3.4 Bactérias

As bactérias expressam normalmente mais do que um tipo de lectinas. Como
gram negativas temos a E. coli, K. pneumoniae ¢ a Salmonellae spp.). Como exemplo
de bactérias gram positivas temos, a Actinomyces naeslundii € viscosus, bem como
bactérias da familia Rhizobia (Rhizobium lupinii e Agrobacterium tumefaciens) (46).

3.5 Protozoarios

Até em formas eucarioticas tao simples como os protozoarios temos exemplos de
fontes de lectinas como a Entamoeba histolytica, produtora de lectinas especificas a N-
acetilneuraminicas e o Plasmodium falciparum produtoras de lectinas especificas a
sulfato de heparano. Outro exemplos sdo as Trichomonas foetus e mobilensis (46).

4 Classificacao

As lectinas sao prevalentes em animais e plantas. Também estao presentes em virus
e bactérias, onde ganham o nome de hemaglutininas ou adesinas. (47). As lectinas estao
presentes em quase todas as espécies de plantas mas sao mais abundantes nas
leguminosas (47). Em 1972, Sharon e Lis classificaram todas as lectinas conhecidas até
a data, dando inicio a era moderna da lectinologia (47,48).

4.1 Classificacdo quanto a estrutura

As lectinas de plantas podem ser divididas em varios grupos de acordo com a

sua estrutura molecular, como ilustrado na figura 1:

-Merolectinas: lectinas que possuem apenas um DRC. Sao proteinas pequenas que
pela sua natureza monovalente sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar
células.

-Hololectinas: lectinas que possuem dois ou mais DRCs com estrutura homologa (por
exemplo a ConA).

- Quimerolectinas: Sao proteinas de fusdo que possuem um DRC em tandem com um
dominio com atividade catalitica que age de forma independente do DRC. Dependendo
do niimero de DRCs, as quimerolectinas agem como uma merolectina ou hololectina.
- Superlectinas: Lectinas que possuem pelo menos dois DRCs diferentes (como a
TXCL-1) (49).
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MEROLECTIN HOLOLECTIN CHIMEROLECTIN

CLASS I-chitinase

Iue 2*°

Type 2-RIP
@ - = carbohydrate-binding domain

= catalytic domain

—-® = ribosome inactivating domain
Figura 1. — Esquema das merolectinas, hololectinas e quimerolectinas.

(Adaptado de Van Damme, 1998 (49)).

4.2 Classificacido quanto a especificidade ao hidrato de carbono

A classificagdo mais util sobre o ponto de vista pratico do estudo das lectinas ¢
aquela que apresenta uma grande especificidade para uma variedade elevada de
estruturas de hidratos de carbono, uma vez que os glicanos tém uma importancia
fundamental no estabelecimento de ligacdes com esta proteina (50).

4.2.1 Grupo I — (Glucose e Manose)

Sao o segundo grupo maioritario. Neste tipo de lectinas, as interagdes com os
monossacaridos envolvem ligacdes de hidrogénio com residuos muito bem
conservados (51).

4.2.2 Grupo II — (Galactose e N-acetilgalactosamina)
Grupo a que pertence a maioria das lectinas (51).
4.2.3 Grupo III — (V-acetilglucosamina)

Sao poucas as lectinas que pertencem a este grupo. A BPA (Bauhinia purpurea
aglutinina), lectina da Bauhinia purpurea (51).
4.2.4 Grupo IV — (L-Fucose)

Constituem um grupo muito reduzido e muito importante, uma vez que muitas
das aberragdes glicomicas resultam de processos de Fucosilagdo (51).

4.2.5 GrupoV - (Acido Sialico)
Sao em nimero muito reduzido as lectinas com especificidade para o acido
sialico (25), o que as torna muito importantes na identificacdo de processos de sialilagdao

nas células tumorais. Temos como exemplo uma lectina de uma leguminosa, Maackia
fauriei, designada por MFA (M. fauriei aglutinina) (51).
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5 Bioatividade

As Lectinas sendo proteinas ou glicoproteinas, que possuem pelo menos um
dominio nao catalitico, sdo capazes de se ligar reversivelmente a monossacarideos ou
oligossacaridos especificos, sem alterar as propriedades destas. As glicoproteinas
desempenham importantes fungoes, e devido a sua habilidade em discriminar estruturas
de hidratos de carbono, representam um mecanismo crucial de defesa da planta contra
potenciais predadores como o homem. Deste modo, as lectinas promovem varios
mecanismos como a aglutinagao, mitogénese, estimulagdo, toxicidade celular, atividade
antifiingica, antibacteriana, antiviral, anti-HIV e anticancerigena (52) mas, a atividade
das lectinas ndo se resume so as intera¢des defensivas, também esta documentada uma
acdo de simbiose com outros organismos importantes.

As plantas contém diversos tipos de lectinas cujo, o tipo, concentragao e atividade
varia em funcao da parte da planta que estudamos, a tabela 3 mostra de um modo geral,
onde se encontram as lectinas responsaveis pelas bioatividades descrita:

Tabela. 3 Bioatividade de plantas exibidas em diferentes orgios

Tecido Bioatividade Referéncia
Semente Anticoagulante, Antiagregante plaquetario, Mitogénico, (53), (54), (55),
Antibacteriana, Antifingica e Antitumoral (56), (57), (58)
Casca Antifingica e Inseticida (59), (60)
Pedtnculo Atividade Termicida (61)
Tronco Indutora de Apoptose e Antiviral (62)
Folhas Antiviral, Antibacteriana e Antifungica (63), (64)
Fruto Antiviral e Mitogénica (65)
Raiz Antifingica, e Termicida (66)
Tubérculos Inseticida, e Antitumoral (67)
Bolbos Atividade proteolitica (68)
Atividade Antiproliferativa, Imunoestimuladora, Antiviral, (69), (70), (71),
Rizomas Antitumoral, Antifingica e Indutora de Apoptose (72)

(Adaptado de Santos e colaboradores (73)).
5.2.1 Simbiose

Para a sobrevivéncia da planta em ambientes extremos, as lectinas da planta
podem usar a sua capacidade ligadora a glicanos para estabelecer uma relagao de mutuo
beneficio com o rhizobium (bactéria que vive no solo e fixadora de azoto), deste modo
a planta consegue assim captar o azoto atmosférico, compensado terrenos
empobrecidos no mesmo, mantendo este simbionte vivo nas suas raizes criando uns
nodulos caracteristicos para o efeito.
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5.2.2 Antifingica

Esta propriedade ¢ importante para incluir nas plantas resisténcia contra a
agressividade de potenciais agentes fingicos. Esta propriedade existe em apenas
algumas lectinas. As lectinas antifungicas ndo se conseguem ligar aos glicoconjugados
da membrana da célula do fungo, nem tdo pouco chegar ao citoplasma desta, deste
modo sdo os efeitos indiretos da ligacao da lectinas aos hidratos de carbono que vao
produzir o efeito antifingico. Por exemplo, a ligacao da lectina Urtica dioica a fungos
sem a enzima quitinase, causa interrup¢ao no crescimento do fungo pela paragem da
sintese da parede celular e pela deposicao excessiva de quitina (74).

Esta ¢ uma propriedade que apenas algumas lectinas tém, e nao sendo comum, ja
existem processos transgénicos, para incluir esta capacidade antifungica noutras plantas
com maior interesse econdomico para o Homem, por exemplo a inser¢do de um gene
precursor para a isolectina I na planta do tabaco, causando o aumento das defesas contra
Botrytis cinerea, Colletotrichum lindemuthianum e Trichoderma viride (75).

5.2.3 Inseticida

As lectinas atuam como inseticidas aumentando a mortalidade ou o
desenvolvimento do inseto, como demonstrado na tabela 4.

Tabela. 4 Atividade Inseticida das lectinas

Lectinas Inseto Alvo Bioatividade Tipo de Agtcar Referéncia

Acyrthosiph
Bolbos Allium sativum pzcs);rm osiphon Aumento da Manose (76)
(alho) Mortalidade

Prolongamento do

Arisaema intermedium e fjccj:;?;r; periodo de Nio Encontrado 77
wallichianum (Araceae) desenvolvimento

Boophilus Redugdo da massa Porcina e
Gracilaria cornea (alga i P ; do inseto fémea e Fetuina(61 (78)
vermelha) microplus oS OVOS etuina(61)
Gracilaria ornate (alga Callosobruchus Atrasos nq Porcina e Fetuina (79)
vermelha) maculatus desenvolvimento
Casca Aumento da N-Acetil-d-
Mpyracrodruon Aedes aegypti . . (80)
wrundeuva Mortalidade Glucosamina
(aroeira preta)

. Aumento da . .

Fruto Myzus persicae Mortalidad Porcina e Fetuina (81)
Xerocomus chrysenteron ortalidade

(Adaptado de Lam e colaboradores (45)).
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5.3 Antiviral

Os estudos com lectinas nesta area remontam a década de 80, devido a
emergéncia do virus HIV, descobrindo-se uma variedade de lectinas diferentes com
mecanismos muito proprios.

Os estudos mais recentes demonstraram que a lectina do feijao purpura de outono
(43) e a lectina do cogumelo Russula delica (82), conseguiam inibir a transcriptase
reversa em individuos com HIV-1, deste modo o papel das lectinas como agentes
antivirais € de elevada importancia.

5.4 Antibacteriano

As propriedades antibacterianas estendem-se a organismos gram-positivos € gram-
negativos. Por exemplo, a lectina da espécie marinha Holothuria scabra (83), das
sementes de Araucaria angustifolia e lectinas do tipo-c da galinha e ovos de ganco (84)
tém propriedades anti-gram-negativa. As lectinas de Cladonia verticillaris (ClaveLL)
mostraram atividade antibacteriana para gram positivas como Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e também bioactividade gram negativa
para Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (85).

As restantes bioatividades sdo de grande importdncia para o diagnostico e
tratamento de tumores e por isso serao mencionados mais tarde, no desenvolvimento
deste trabalho.

6 Base molecular do Mecanismo de ligacao ao
Hidrato de Carbono

As bioatividades exibidas pelas lectinas s6 podem ser explicadas pelo seu
mecanismo de ligagdo, sendo o principio molecular base, a especificidade de ligacao a
recetores glicosilados. Este mecanismo de ligagdo explica a especificidade que existe
em todas as lectinas, pois todas elas contém uma regido no sitio de ligacao ao recetor
glicosilado denominada “loop” ou dominios de reconhecimento de hidratos de carbono
(DRC). Este loop exibe uma conservacao aminoacidica consensual € ndo consensual,
contendo um numero bem definido de moléculas de &4gua, bem como um
estereoisomerismo muito proprio. Portanto, ¢ correto dizer que diferentes “loops”
conduzem a diferentes especificidades ao hidrato de carbono (51).
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A atividade biologica das lectinas, que se manifesta pela sua ligacdo aos hidratos
de carbono, estd dependente de catides, como o Ca2+ e ides metalicos de transi¢do, que,
estdo extremamente conservados em todas as estruturas de lectinas. Um exemplo bem
estudado ¢ o da figura 2 que demonstra a concanavalina A e a ligagao do Ca2+ e 10es
metalicos de transi¢do, mediante residuos de aspartato (51).

47155103 200

4]029%@ ]0

175140
216 89 ]

4
7
N C

Figura 2. — Exemplificacao do sitio de ligacdo aos aminoacidos de aspartato e de catides
manganés e calcio. (a) Diagrama de fitas do monomero de concanavalina A. O residuo de
aspartato, esta representado por e bastonete enquanto o manganés e calcio estdo representados
por esferas cinzenta e preta. (b) Diagrama topolégico do enovelamento do monémero da lectina
de leguminosa. O cédigo de identificaciio das folhas e idéntico ao descrito em (a).
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A tabela 5 contempla algumas lectinas purificadas a partir de extratos proteicos
de plantas, descriminando a sua especificidade ao hidrato de carbono.

Tabela. 5 Lista de lectinas leguminosas, sua sequéncia e especificidade.

Lectina Fonte Ordem Especificidade Referéncia
Psophocarpus tetragonolobus Sharma et al.
WBA 1 (winged bean) Phaseoleae GalNAc (1996) (86)
Erythrina corallodenron (coral Arango et al.
ECorL tree) Phaseoleae GalNAc (1990) (87)
) ) Schnell & Etzler
DBL Dolichos biflorus (horse gram) Phaseoleae GalNAc (1987) (88)
) ) Schnell & Etzler
DB5S Dolichos biflorus (horse gram) Phaseoleae GalNAc (1988) (89)
Cytisus scoparius (Scotch Genisteae Konami et al.
CS1I broom) GalNAc (1992) (90)
N Hoffman &
PHA E2 ﬁ’::;)e olus vulgaris (kidney Phaseoleae Complex Donaldson (1985)
o1
Phaseolus vulgaris (kidney Ph P C ) Hoffman &
PHA L2 bean) aseoteae ompiex Donaldson (1985)
o1
Phaseolus vulgaris (kidney Voelker et al.
PHAM® | bean) Phaseoleae Complex (1986) (92)
Glvei b Vodkin et al.
SBA? ycine max (soybean) Phaseoleae GalNAc (1983) (93)
. Young et al.
PNAZ Arachis hypogea (peanut) Hedysareae Gal (1991) (94)
Lotus tetragonolobus (winged Lotae L-Fuc Konami et al.
LTA pea)
(1990) (95)
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Konami ef al. (1990)
UEAI Ulex europeus (furze) Genisteae L-Fuc
95)
Ulex europeus (furze) Genisteae GIcNAc Konami et al. (1991a)
UEA II
(96)
Laburnum alpinum (Scotch ) Konami et al. (1991a)
LAA laburnum) Genisteae GlcNAc
(96)
Onobrychis ?/zcufolza Hedysareae Man/Glc Konami et al. (1991b)
OVL (common sainfoin)
7
Medicago truncatula (barrel Trifoleae Kouchalakos et al.
MTA? medic) Man/Gle (1984) (98)
LSL® Lathyrus sphaericus (spring Richardson et al. (1987)
vetchling) Vicieae Man/Glc (99)
Canavalia ensiformis (jack Carrington et al. (1985)
ConA® | bean) Diocleae Man/Glc (100)
. . . Richardson et al. (1984)
DiocL Dioclea grandiora (mucana) | Diocleae Man/Gle (101
Lathyrus ochrus (yellow- Yarwood et al. (1985)
LOLT" | flowered pea) Vicieae Man/Glc (102)
. . Foriers ef al. (1981)
Lenl? Lens culinaris (lentil) Vicieae Man/Gle (103)
. . Higgins et al. (1983)
PSL® Pisum sativum (garden pea) Vicieae Man/Gle (104)
Hemperley et al. (1979)
Favin® Vicia faba (broad bean) Vicieae (105)
Man/Gle
Hopp et al. (1982) (106)
. Gowda et al. (1994)
DlabL Dolicos lab lab (field bean) Phaseoleae Man/Gle (107)
GSIv Griffonia simplicifolia Caesalpinaceae | GalNAc Unpublished
BPL Bauhinia purpurea (camel's Caesalpinaceae Kusui et al. (1991) (108)
foot tree) Pt GalNAc '

* — Lectinas pertencentes a familia das leguminosas

(Adaptado de Sharma e Surolia (109)).
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6.1 Especificidade ao Hidrato de Carbono

As lectinas exibem uma propriedade comum, a capacidade de se ligarem a
hidratos de carbono especificos. E correto dizer que a sua especificidade faz das
lectinas, proteinas capazes de detetarem estruturas complexas de hidratos de carbono.
Estas estruturas complexas sdao também denominadas de glicocddigos porque sao
formadas pela combinacdo de diferentes hidratos de carbono resultando moléculas
como glicoproteinas ou glicolipidos (no caso da membrana celular). Cada célula,
pertencente a diferentes 6rgaos exibe um glicoma celular especifico, como se fosse uma
impressao digital

Lectinas com especificidade para estrutura tdo complexas e Unicas como
glicoproteinas e glicolipidos conseguem deste modo ter a capacidade para detetar e
descodificar glicocddigos em células ou estruturas muito especificas, conferindo as
lectinas uma bioatividade muito extensa.

6.2 Alteracoes na glicomica da célula tumoral

O glicocdlix ¢ definido como a matriz extracelular da membrana celular formada
por glicolipidos, glicoproteinas e glicoaminoglicanos, formando uma regidao da célula
denominada glicoma celular. Tipicamente este revestimento contém, N- e O- glicanos,
aminoacidos asparagina e¢ de serina ou trionina, respectivamente, ligados a
glicoproteinas, proteoglicanos e glicoesfingolipidos (GSLs), como demonstrado na
figura 3 (110).

GLYCOPROTEINS

N-Glycan * 0-Glycan
©Q 00O
Y v O
. >
PROTEOGLYCANS
O
3 r o i = o1&
= C\(. e NP 00T~ = "
- ' .‘—\‘_‘/\_‘A
* TJ N Key:
= Thr/Ser w=
Asn i m GIcNAc
b gt e o 5 GalNAc
(GPl)-anchored glycoproteins
cu.vc;)smncms N HexNAc
i 0 o Gal
/‘ n ¢ @ Gle
I \ ® Man
Exterior
A F
8 [ 1) OF g g uc
8 'iﬁ' ; 2 % xy
BROOS »
g ° og 8 oo E e0c0a8d 8 ...g & | ¢ SialicAcid
e & GlcA
The/Ser
0-GlcNAC
GLYCOPROTEINS

Figura 3. — Representacao esquematica das classes mais comuns de glicoconjugados expressos no
glicoma (111).
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Quando existe aberracdo glicomica, existem alteracdes que sdo especificas de
determinados processos patologicos e, de determinado 6rgdo e, que podem ser
reconhecidos e interpretados pelas lectinas. O recurso a diferentes técnicas
interpretativas: espectrometria de massa, protedmica, glicomica, permite determinar a
especificidade de ligacdo hidrato de carbono. A Tabela 6, exemplifica, no processo
tumoral, as aberragdes glicomicas especificas de tecidos tumorais de diferentes 6rgaos

(116, 117).

As principais alteragdes glicomicas prendem-se com a perda ou sobre expressao
de determinadas estruturas de glicanos, formacao de estruturas incompletas, truncadas
ou formag¢ado de novas estruturas (113).

Tabela. 6 Tipos de Cancro e aberracgao glicomica

Hépato Carcinoma

Fucosiltransferase a.1-6

Cancro Glicanos especificos Referéncia
UDP-Gal
Acido Siélico 02-6
Colon (114),(115)
Antigénio X/A Sialico de Lewis
Antigénio Thomsen-Friedenreich
Gastrico al-6-Fucose (116)
o-L-Fucose
Pulmao (117),(118)
Fucosiltransferase 8
Acido Sialico a2-3
Mama (119),(120)
o-L-Fucose
Carcinoma da Tiroide a-L-Fucose (121)
Leucemia a-L-Fucose (122)
Carcinoma Ovarico a-L-Fucose (123)
Adenocarcinoma Colorretal a-L-Fucose (124)
Tumor Cerebral a-L-Fucose (125)
GDP-L-fucose
(126),(127)

(Adaptado de Fohona e Colaboradores (128)).
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O reconhecimento do glicocodigo por parte das lectinas permite o
reconhecimento de glicanos presentes em estruturas de adesdo, migragdo e invasao
cancerigenas. A figura 4, mostra os glicanos especificos da aberragdo glicomica, fucose,
acido sialico e aumento de ramificagdes f 1-6, assim como a sobre expressdo das
enzimas Glucose N-Acetil Transferase (GIcNAcT-V), al1-6 Fucose transferase, Sialil
Transferase, que permitem a produgdo dos respectivos glicanos.

%

p1-6 Ja
upr— / ~Ser/Thr =~
A :}-‘i Thomsen-Friedenreich
GleNAcT-V

p13

Core fucose b4 _
\ @ _—R
GDP—A A_a6 ‘1-3 'ul-J
B :}-I—I' :}—I—l*
al-6 FucT (FUT 8)

Sialyl Lewis X antigen

a galactosyl a2-6 p1-3  p1-3

l O O—R
UDP- T C.\IP—’ l—’ ‘2'3 al-4
ASer/Th . ——————  A~Ser/The=\
GalNAc transferase Sialyltransferase

C ~Ser/Th="\

Sialyl Lewis A antigen

Fucose (A),

Mannose (@),

N-acetylglucosamine (H)

Galactose (O)

N-Acetylgalactosamine ([])
N-Acetylneuraminic acid (sialic acid) @)

Figura 4. — Representacio esquematica das reacdes de glicosilacdo mais importantes em células
tumorais e das respetivas enzimas (111).
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7 Lectinas, nova abordagem para o Diagnostico

Tumoral

A nova abordagem promovida pelas lectinas tem como premissas: O fato da célula
tumoral apresentar uma glicosilagdo membranar diferente da célula normal, resultando
numa transformacao maligna da célula, diferenciagdao tumoral e por fim metastizacao,
e existir uma especificidade de ligacao reversivel a especificos glicocodigos. Deste
modo, novos e promissores métodos de diagnostico estdo a ser agora apresentados,
sendo promissores para a identificagao precoce e correta da doenca tumoral.

Em primeiro lugar ¢ importante reconhecer o “fingerprint” ou o glicocodigo
caracteristico de determinado tipo de cancro, para depois, proceder a estudos com
diversas lectinas, de modo a identificar qual a lectina com mais afinidade no
reconhecimento desta patologia.

7.1 Lectinas vs. Diagnostico do cancro

A especificidade das lectinas para glicoproteinas implica a sua aplicacao na detecao
e quantificagdo precoce da maior parte dos biomarcadores tumorais, uma vez que
molecularmente a maioria sao glicoproteinas. A tabela 7 contempla diversos tipos de
cancro, assim como as respetivas lectinas, envolvidas na dete¢do por afinidade dos
glicanos caracteristicos de cada processo tumoral.

Tabela. 7 Cancros e Lectinas usadas no diagnostico tumoral

Cancro Lectinas Glicanos ligantes Referéncias
Carcinoma
Hepatocelular LCA al1-6-Fucose (129)(130)
Cancro
. LCA al-6-Fucose (131)
Testicular
Cancro do ACA, AIA, o . . (132), (133), (134),
Ovirio AHA, VVL, Antigénio Thomsen-Friedenreich (135), (136), (137),
GSA, UEA (138) e (139)
GMA GalNAcal-Ser/Thr
PTL, WGA,
LCA, UEA al-6-Fucose
SNA 02-6- Acido Sialico (132), (140)
Cancro do AAL al-3/al1-4 e al-6 fucosilagoes
Pancreas
PTL al-6-Fucose
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(132), (141),
142), (143
GNA Manose 5144;: 2145;:
(146) e (147)
RCA Galactose
Cancro da Mama PHA GloNAc
AOL, PTL al-6-Fucose
TIA-1 a2-6- Acido Sialico
BPL GalB1-3GalNAc
gi‘gg‘; da RCA Galactose (148)
SNA 02-6- Acido Sialico
AAL al-3, al-4, al-6 ¢ Fucose
WFA GalNAc
134), (149
g:;lsct:;ada SNA 2-6- Acido Sialico Elsoiz 2151;:
(152)
MAA-II 02-3- Acido Sialico
LTA o-L-Fucose
PHA Galp1, 4GIcNAcB1, 2Man
Con A o-Man > a-Glc > GIcNAc
gi?g:ei‘;l PHA B1-6 branched GlcNAc 822 (154),
AAL ol-3, al-4, al-6 e fucose
Con A o-Man > a-Glc > GIcNAc
SNA a2-6- Acido Sialico
MAA-II 02-3- Acido Sialico

Negrito — Glicanos especificos de determinados cancros, da tabela 6, usados para
diagnostico de cancros usando lectinas.
(Adaptado de Fohona e Colaboradores (128)).
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7.2 Técnicas de diagndstico mediadas por lectinas

Este reconhecimento aos hidratos de carbono ¢ feito recorrendo a diversos
estudos usando duas caracteristicas importantes, a especificidade das lectinas e a
reversibilidade da ligacdo. Na tabela 8 destacam-se alguns exemplos da aplicagao de
lectinas no diagndstico do cancro.

Tabela. 3 Técnicas de Diagnéstico mediadas por Lectinas

membrana celular.

Técnica Fundamento Referéncias
Reconhecimento de hidratos de carbono ou
Aglutinagio Celular glicoconjugados em zonas especificas da (152),(24),(156)

Ensaios citoquimicos e

histoquimicos

Reconhecimento de hidratos de carbono da
superficie celular ou glicoconjugados por
lectinas marcadas ou por imuno-reconhecimento
de lectinas.

(130), (128), (157), (158)

Ensaio de Enzima ligada a
Lectina (ELLA) — Fig. 9
(e)

Lectinas marcadas ligam-se a glicoconjugados
imobilizados

(159), (160), (161)

Antibody-Lectin Sandwich
Array (ALSA) — Fig. 9 (b)

Usado para determinar o perfil glicomico usando
lectinas e anticorpos de ligacdo ao glicano.

(128), (162), (163)

Microarrays de Lectinas —

Fig. 9 (b)

Diferentes lectinas imobilizadas com diferentes
especificidades a hidratos de carbono,
reconhecem diferentes ligandos glicosilados

(141), (161), (164), (165),
(166)

Cromatografia de afinidade

a Lectinas (LAC)

Importante na purifica¢do de glicoproteinas num
soro - Cromatografia de afinidade utilizando
lectinas imobilizadas.

(167) - Hancock e
colaboradores
desenvolveram uma coluna
multilectinas (Con-A,
WGA e Jacalina) para
capturar, por afinidade a
maioria das glicoproteinas
presentes no soro
humano.(168)

Lectin blotting

M¢étodo qualitativo para a detecdo de porgdes de
hidrato de carbono por método tipo Western-
Blot.

(169), (170)
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Imunoelectroforese por

afinidade cruzada

Baseado em diferengas nos padrdes de
migragdo de proteinas glicosiladas em
um gel de agarose que contém uma
lectina incorporada. E necessaria uma
segunda dimensao para a detecdo da
proteina com anticorpo especifico
incorporado no gel ¢ é necessaria uma
coloracdo final das proteinas.

(159)

Citometria de fluxo

As lectinas marcadas com um
fluoréforo sdo usadas para detetar
glicoconjugados na superficie celular.

(171), (172)

Ressonancia de plasma de
superficie (SPR — “surface

plasmon resonance”

As lectinas imobilizadas numa
superficie de vidro (biossensor 6tico)
sdo ligadas ao hidrato de carbono em
solugdo e sdo determinadas as
alteragdes no indice de refragdo
resultante

(173), (174)

Biossensores de
Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica

(EIS)

Um biossensor usado para estudar a
interagdo lectina-glicano medindo-se a
impedancia do meio.

(175), (176)

— Adaptado de Laura e Colaboradores (177)

7.2.1 Diagnéstico do Cancro da Prostata e Hiperplasia Benigna

Destacando alguns dos exemplos destas aplicagdes em diagnostico do cancro.

A metodologia da aglutinagao celular, aplica-se ao cancro da prostata (fig.5). O
cancro da prostata € a quinta maior causa de morte no mundo. Atualmente os testes para
identificacao deste tipo de tumor sdo feitos identificando antigénios prostaticos-
especificos (PSA) no soro, que se encontram elevados apenas em casos de cancro da
prostata e hiperplasia benigna, detetados nas concentragdes de 4.0 ng/mL. No entanto
este teste, quando positivo, identifica a potencial presenca de um tumor ou hiperplasia,
mas nao consegue distinguir entre os dois, isto conduz a transtornos muito grandes para

o doente ¢ a estratégias de afericdo muito mais evasivas.
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Basu e colaboradores, (152), concluiram que as lectinas t€ém a capacidade de
distinguir entre um cancro prostatico € uma hiperplasia benigna. Neste estudo, fizeram-
se reagir diversas purificagdes destes soros de antigénios de individuos com hiperplasia
benigna da préstata (BPH) e cancro da prostata (PC) em diferentes concentragdes, com
Con-A, e realizaram-se ensaios de aglutinagcdo celular, (avaliagdo da precipitagao
existente — ligacdo PSA- Con-A, sendo a precipitagdo estimada por turbidimetria e
analisada a opalescéncia a 480 nm). A ligagdo PSA- Con-A determina que houve
glicosilagdo, e a maior parte do soro destes individuos sofreu aglutinag¢ao, no entanto,
em individuos com cancro a fragdo ndo glicosilada é maior 38.4 6.5, do que
individuos com BPH 14.2 1:4.3%, isto significa que a PSA nestas duas patologias sofre
modificagdes.

Estudos mais recentes concluiram que individuos saudaveis continham uma
PSA com centros fucosilados em bi-antena, complexo do tipo N-glicano sialilado e com
antenas Glc-N-Aciladas. Em doentes com cancro na prostata a configuragdo ¢ um
pouco diferente com um maior numero de sucessivas sialilagdes a2- a3 € um menor
numero de fucosilagdes. Este estudo permitiu definir uma “impressao digital” do cancro
prostatico. No passo seguinte deste estudo, fizeram-se reagir diversas purificagdes
destes soros de antigénios de individuos com diferentes concentragdes de diferentes
lectinas. Este estudo concluiu que a Maackia amurensis leukoagglutinin (MAA) ¢
especifica para as ligacoes a2-3 Acido Sialico (178) porque, como referido na tabela 6
e tabela 7, esta lectina tem mais afinidade para recetores do tipo a2-3 Acido Sidlico, ja
no estudo anterior, ndo ¢ tao especifica para a PSA, porque usou Con-A e ndo ¢ tao
especifica pois pertence ao grupo I da especificidade ao hidrato de carbono tendo
afinidade para a glucose e manose, como a PSA contem recetores fucosilado em
individuos saudaveis e sialilados em pacientes com cancro, esta fracdo aparece
aumentada em doentes com cancro prostatico e concluisse que estas lectinas tém
elevada capacidade de reconhecimento precoce de cancro prostatico, bem como
eliminar os falsos positivos decorrentes de uma hiperplasia benigna que aconteciam
anteriormente.

Lectina

—

&J” Residuos de Hidratos de
4 n(+ Carbono a superficie da célula

Figura 5. — Ensaio de Aglutinacdo para detecio de atividade de lectinas.

(Adaptado de Santos e Colaboradores (73)).
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7.2.2 Diagnéstico do Cancro da Tiroide.

O cancro da tiroide ¢ um bom exemplo onde os estudos citoquimicos ¢
histoquimicos, usando marcadores especificos para lectinas, podem ser aplicados no
seu diagnostico. Este ¢ um tipo de cancro mais comum nas mulheres do que nos
homens.

A avaliagao histologica deste tipo de cancros ¢ dificil, porque existem varios tipos
de cancro da tiroide consoante o tipo de tecido onde se desenvolve, os mais comuns sao
o cancro papilar da tiroide (PTC) e o cancro folicular da tiroide (FTC), mas também
existem; oncociticos, medulares, anaplasicos, adenomas foliculares e bocio folicular e
parenquimatoso benigno, uma vez mais, distinguir entre um tumor benigno ou maligno
¢ extremamente dificil.

A anormal glicosilagdo e sialilagdo da célula estd associada a neoplasia neste tipo
de cancros, principalmente na sua sialilagdo ao nivel dos glicanos terminais. Babal e
Colaboradores (2006), (158), testaram amostras de todos os tipos de cancros da tiroide
(7 tipos) e foram usados 3 tipos de lectinas, a Tritrichomonas mobilensis (TML) (
(reconhecedor de acidos sialicos sem um sitio de ligacao especifico), Sambucus nigra
agglutinin (SNA) (liga-se preferencialmente a o-2,6 acido sidlicos) e Maackia
amurensis leukoagglutinin (MAL) (liga-se preferencialmente a a-2,3 acido sialicos). A
figura 6 ilustra o método usado. Depois das amostras serem lavadas com tampao
fisiologico e solucdes para retirar interferentes e eliminar a atividade do peroxido de
hidrogénio, as lectinas referidas sdo previamente biotiniladas (adicionado uma
molécula de biotina), sdo incubadas juntamente com um complexo Estreptavidina -
Peroxidase.

Proteina

Lectina Biotinilada

| o

Glicoproteina

Membrana

* Complexo Estreptavidina-
Peroxidase

Figura 6. — Ensaios citoquimicos e histoquimicos para marcacao de tecidos usando lectinas
marcadas com biotina (179).
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Quantifica-se posteriormente a atividade da peroxidase, por revelagdo com com a
Diaminobenzidina e contrastada usando Hematoxilina.
A Figura 7 e 8 exibe, para diferentes tecidos da tiroide, os resultados obtidos.

Figura 7. — Marcacfo do acido sidlico na glindula tiréidea normal e neoplasica. O tecido da
glandula tiroideia normal (a) e adenoma folicular (b) mostrou sinais fracos e inconsistente do acido
sialico na membrana (seta), o epitélio neoplasico do carcinoma papilar (c), apresenta-se fortemente
marcado pela MAL (seta), no carcinoma folicular (d), foi observados alguns sinais positivos. O
endotélio vascular apresenta-se marcado pela letra (¢) Ampliacdo original de 100 x. Barra de escala =
100 pm (158).

(Adaptado de Babal e colaboradores, 2006)
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Figura 8. — Marcacao do acido siilico na neoplasia da glandula tiréidea. O carcinoma oncocitico
(a) mostrou alguns sinais positivos para ligagdo de TML e MAL (seta). As células neoplasicas no
carcinoma medular (b) apresentaram resultados inconsistentes na membrana com as trés lectinas. No
carcinoma anaplasico (c), os resultados também foram inconsistentes. O endotélio vascular apresenta-
se marcado pela letra (¢) Ampliagdo original de 100 x. Barra de escala = 100 um (158).

(Adaptado de Babal e colaboradores, 2006)

Estes resultados permitem concluir que este método ¢ de extrema utilidade para
identificar dois dos tipos de cancro na tiroide, o carcinoma folicular ¢ papilar e
permite também perceber que a sialilagdo que ocorre ¢ do tipo a-2,3, uma vez que a
ligagdo mais consistente acontece com a lectina MAL.

7.2.3 Algumas lectinas e respetivas afinidades

Lectinas de plantas como a Con-A e a UEA-1 sdo muito importantes porque t€ém
especificidades a-Man > a-Glc > GlcNAc e a1-6 Fucose respetivamente, como referido
na tabela. 7. Estas lectinas foram estudadas mediante ensaios citoquimicos e
histoquimicos, e conclui-se que podem ser usadas para determinar os glicanos
especificos de determinadas patologias, podendo usar-se estes glicanos como
biomarcadores para diagnostico de cancros do pancreas, glandula parotida e carcinoma
muco epidérmico.
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7.2.4 Lectinas e Microarrays

Uma vez que existem diversas fontes de lectinas na natureza ¢ o Homem
desenvolveu a capacidade de produzir lectinas através de tecnologia recombinante (45),
foram precisos desenvolver ensaios cuja robustez e a rapidez permitissem estudar uma
vasta gama de lectinas no reconhecimento ao hidrato de carbono no curto espago de
tempo possivel. Ensaios, como os microarrays, permitem responder a esta exigéncia.

A figura 9 esquematiza os diferentes tipos de ensaios com microarrays, envolvendo

lectinas

» Lectina
O 5 Glicoproteina
(6 :
o Fluorocromo
Qo Qe Qo v
z : : Wr Anticorpo
! | | ! ! A Biotina
_—— A Estreptavidina
(a) (b) (c) (d) (e)

Figura 9. — Diferentes tipos de microarrays de lectinas. (a) Lectina Imobilizada ligada a
glicoproteina marcada, (b) imobilizagdo de anticorpo, matriz de sanduiche com glicoproteina e
sobreposicao de lectina, (¢) técnica invertida (d) imobilizacdo de lectina, matriz de sanduiche com
glicoproteina e sobreposicao de anticorpo biotinado (e) matriz de glicoproteina-lectina (180).

Na tabela 8, estdo referidos alguns ensaios como o ELLA, este ensaio estd
esquematizado na figura 9 (e), onde se pode imobilizar qualquer tipo de glicanos, de
lisados de células, de tecidos ou de soros, as possibilidades sao virtualmente infinitas e
permite o estudo acelerado de biomarcadores e a sua afinidade para com diversas
lectinas. Este teste tem vantagens como o fato de ndo necessitar de um marcador
especifico para a nossa glicoproteina imével, no entanto tem desvantagens como o fato
de se existir altas concentragdes da glicoproteina num mesmo espago pode levar a
interacoes indesejadas.

7.2.5 Lectinas, Microarrays e Cancro do Pancreas

Outro teste referido na tabela ¢ o (ALSA) — Antibody-Lectin Sandwich Array,
esquematizado na figura 9 (b), tendo sido desenvolvido por Haab e colaboradores (181),
sendo aplicado para a andlise de soro pancreatico de individuos com cancro,
nomeadamente analisando o antigénio de carcinoma embrionario, (CEA) e também a
mucina epitelial polimorfica (MUC1), usando diferentes lectinas, para assim perceber
qual a melhor afinidade possivel. Este teste permite a remog¢ao de interferentes como
outras lectinas.

A amostra pode ser inserida na placa quase sem tratamento prévio, porque contem
anticorpo 1imobilizados especificos, e posteriormente faz-se a “revelacdo”, a
semelhanca dos ensaios citoquimicos e histoquimicos, usando a biotina que se vai ligar
a estreptavidina, sendo este o agente “revelador”, ao emitir uma fluorescéncia que ¢
quantificavel.
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7.2.6 Lectinas, Microarrays e Qutros Cancros

Estes ensaios foram alargados a outro tipo de soros e permitiram identificar outro
tipo de biomarcadores, como o caso do cancer antigen CA12S5, presente na MUC16,
este antigénio ¢ encontrado no cancro dos ovarios. As concentragdes aumentadas de
CA125 s@o encontradas em 50% dos pacientes com cancro do ovario em estagio I e
em 25% das amostras de soro colhidas 5 anos antes do diagndstico de cancro nos ovario
(186, 115). Outros tipos de marcadores para outro tipo de cancros foram estudados e 12

obtiveram aprovagdo pela Food and Drug Administration (FDA), sendo 9
glicoproteinas. A Tabela 9, abaixo, evidéncia estes dados:
Tabela. 9 Tipos de biomarcadores e glicomas alvo
Biomarcadores
Cancro Glicoma alvo Lectina Referéncia:
aprovados pela FDA
Figado Fucosilagido proximal a-fetoprotein (AFP) LCA (183)
Ovii Antigenios no grupo. | -\ 155 ¢ g GSA (184)
Vario sanguineo
Galactosilagdo
o . T WFA 185
Tiroide Terminal g ( )
Prostata Sialilagdo Terminal PSA WGA (186)
Antigénios no grupo
, CEA AHA (187)
Colorretal sanguineo
Mama Fucosilagio proximal HER2/Ac UEA 1 (188)
Niio Especificos Sialilagdo Terminal CA15.3/CA27.29 MAA/MAL (189)

(Adaptado de Badr e colaboradores (134)).
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Outros ainda carecem de especificidade, no entanto sdo importantes referir:

Tabela. 10 Lista de lectinas estudadas

Lectina Alvo Tumoral

Concanavalina A (Con-A) | Cancro Pancreatico, Carcinoma mucoepitelial na glandula parétida, Meningioma,

Ulex curopeus (UEA 1) Cancro Pancreatico, Carcinoma mucoepitelial na glandula parétida, Meningioma

Peanut agglutinin (PNA) Meningioma

Dolichos biflorus (DBA) Meningioma

P. pendula lectin (PpeL) Meningioma

Células do Hepatocarcinoma, Células do cancro da mama, Células Linfoblasticas
Lectinas “Mistletoe NALM-6 em Leucemia Aguda, Células mononuclear no sangue periférico

Células do Melanoma A375 e B16, Fibroblastos 3T3,
Concanavalina A (ConA)

33-40 Células Cancerigenas no Colorrectal

(Adaptado de Tammy Yau e colaboradores (190)).

7.3 Biossensores

7.3.1 Ensaio de Ressonancia de Plasma de Superficie, (SPR)

O ensaio de ressonancia de plasma de superficie, (SPR) ¢ usado recentemente
para avaliar e quantificar interagdes entre biomoléculas. O principio deste método
usa a refragdo para avaliar estas propriedades (figura 10).

Light Detector

array
source Prism

sensor

chin

buffer flow

LA A 4

sample flow

Figura 10. — As lectinas encontram-se imobilizadas na zona “chip”, a ligacio de hidratos de
carbono, em soluciio, provoca uma variacio na refracio da luz (SPR-angle) que é indicadora de
interacao e ligacao especifica.
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7.3.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)
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Figura 11. — Ilustracao da Espectroscopia de Impedéncia Eletroquimica (EIS)

Conforme indicado na figura 11, os elétrodos foram pré-tratados, posteriormente
foi imobilizado Con-A nos elétrodos para fabricar o sensor Con-A. Este sensor foi
incubado com a amostra de células cancerigenas (a) e a ligagdo de células cancerosas
com Con-A resultou em uma alteracao da resisténcia a transferéncia de carga (Rct). O
ensaio (b) € o nosso controlo, em que em vez de células cancerigenas, foram usadas
células normais, neste caso de figado (175).

O sinal medido neste diagnéstico ¢ a impedancia, que traduz uma medida da
resisténcia da passagem da corrente elétrica comparativamente a condugao de corrente
em c¢lulas normais ligadas a Con-A. Este método revela dados como a concentragao
de células cancerigenas na amostra com uma boa sensibilidade e seletividade evitando
a pré-marcacao da nossa amostra (figura 11).

Posteriormente, este método foi aperfeicoado e foi criado um microcircuito onde
pode ser feita a quantificagdo de células cancerigenas pelo método (EIS), bem como a
sua observagdo através de microcopia Otica (176), denominado Plataforma
Microfluidica de Avaliacao

No branch inlet sao adicionadas as lectinas que queremos estudar, podem ser as
mesmas e temos um ensaio mais fidedigno, ou podem ser lectinas diferentes. Estas vao
migrar até a camara de captura de células e vao se fixar ao substrato previamente
adicionado de nano particular de ouro (AuNP), este foi o material escolhido porque
favorece a observagdo ao microscopio. Apds a fixagdo das lectinas e posterior lavagem,
¢ adicionado no main inlet as células que queremos estudar, e o microcircuito ¢ fechado
com um chip de leitura de EIS. A corrente elétrica que passa desde o circuito ITO passa
para a placa de EIS e ¢ lida a impedancia, o circuito ITO serve para ler a impedancia,
mas também para se fazer observacdes ao microscopio, como demonstrado na figura
12, permitindo que estes dois estudos sejam feitos em simultaneo.
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Figura 12. — Ilustragdo da Plataforma Microfluidica de Avaliacdo. Branch Inlet — insercdo de
lectinas. Main Inlet — Insercdo das células a estudar ITO — circuito para passagem de corrente. SPCE -
screen-printed carbon electrodes, local de analise de EIS. ITO- Oxido de Indio e Estanho
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(A) --

Figura 13. — Resultados da observacio 6tica. Podemos observar a ligacdo das varias lectinas as
células cancerigenas K562 — leucemia mieloide crénica

Este método tréas robustez ao nosso resultado, isto porque a taxa de variagao
entre o método 6tico e eletroquimico ¢ muito baixa, aumentando assim a rapidez no
estudo de diversas lectinas e de diversos hidratos de carbono (figura 14).
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Figura 14. — Taxa de variacio dos dois métodos (6tico e impedéncia) usados em simultineo.
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8 Lectinas

Cancro.

endogenas

na

compreensao do

As galectinas sao classe de lectinas abundante no corpo humano. Este tipo de
lectinas, ligadoras de P-galactosidos, estdo envolvidas numa grande variedade de
patologias tao diferentes como HIV, Inflamagdo Cronica, Alergias e Cancro.

Tabela. 11 Galectinas, Funcio biolégica e patologia relacionada.

Lectina Fonte Funcio Implicacio na Doenca
Linfécitos T helper no Supressao de recetores de ativacao de
Galectinal timo, células B HIV
Musculo, Neuronios e Cancro
Rim Ativa apoptose em células T
Galectina2 | Trato Gastrointestinal Induz apoptose em células T Nao encontrada
Propriedades Pro ou Anti apoptotica Regulagiio e sobre-
Galectina3 Distribui¢ao abundante Regula genes como JNKI expressao em alguns
no corpo . . cancros — aumento do
Regula propriedades adesivas da . .
, potencial metastico
células
Afinidade para membranas celulares L.
. . e . C . Doenga Inflaméria
Galectina4 | Intestino e Estomago mais lipidicas — envolvida na ligagao .
i ., Intestinal
de proteinas a célula
Diferenciag@o de queratinocitos
. s . Pensa-se que tem um papel Implicada em alguns
Galectina7 Epitélio estratificado . q pap . P J
1mportante na apoptose € reparagao cancros
na célula via p53 (191).
. Distribui¢ao abundante Ligacdo a integrinas na matrix Regulacdo de alguns
Galectina8 ¢ gay g gulag &
no corpo extracelular cancros
. Rim, Timo, Fluido Induz apoptose nos timocitos e . .
Galectina9 . . , pop Artrite Reumatoide
Sinovial células Thl
. ., i Supressdo da proliferagdo em células N
GalectinalO | Eosinofilos e Basoéfilos T Nao encontrada
Galectinal2 | Tecido adiposo Estimula a apoptose de adipdcitos Nao encontrada
Galectinal3 | Placenta Propriedade de Lisofosfolipase Nao encontrada
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8.1 Galectinas

Relativamente aos tumores oncologicos, a galectina mais estudada ¢ a Galectina-
3 por ter um papel muito importante na génese do tumor, nomeadamente na
transformagao do tumor numa forma maligna e no aumento da metastase e consequente
aumento da evasao do tumor para zonas adjacentes(192).

As Galectinas do tipo 1 ligam-se a N- ou O-glicanos em recetores especificos
como CD7, CD43 e CD45, existente em células T e em alguns tipos de timocitos,
promovendo a sua apoptose, isto demonstra que niveis elevados destas proteinas
ligadoras a B-galactésidos podem indicar que estamos na presenca de cancro.

Galectina-3 t€m um papel importante na metastase porque estdo envolvida na
oncogénese por interagdo com proteinas responsaveis pelo ciclo celular como a ciclina
E (envolvida na fase S e G1). Uma desregulacdo na ciclina E e/ou formagao de
isoformas desta molécula causa cerca de 20% dos cancros da mama. Uma sobre
expressao desta molécula esta associada a formagdo de varios tumores ao longo do
tracto gastrointestinal, entre os varios tipos de cancro, o cancro do colon e do estdmago
parecem ser os mais influenciados pela ciclina D-3, porque 60% dos individuos com
adenomas gastricos tém niveis de ciclina D-3 aumentado(193).

Evidéncias de uma aumento na expressiao de ciclina-3 e um prognostico
desfavoravel para o doente com cancro do pulmao foi também descrito por Huang
(194).

Outra classe de moléculas muito importante e que ¢ influenciada pela presenca de
Galectina-3 sdao as c-myc (molécula factor de transcri¢ao), na funcao varia desde a
proliferagao celular, bem como apoptose, sendo um fator muito importante na
renovacao celular. Um aumento da expressao desta proteina promovidas pela galectina-
3, induz a expressao do gene MTDH, que associado ao oncogene AEG-1, desempenha
um papel importante na formacdo de melanomas, gliomas, cancro da mama ou
carcinomas hepatocelulares (195).

A lectina Galectina-3 ativa uma cascata reacional que vai ativar as proteinas Ras
da célula, estas vao promover a proliferacao celular (192).

Esta demonstrado que as galectinas-3 intracelulares interagem com Factor de
Transcricao Especifico da Tirdide, TTF-1, promovendo a proliferagdo de células da
tiroide e levando ao crescimento deste tumor (196).
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Galectinas-3 extracelulares se se ligarem aos recetores CD29 e CD7 das células
T podem desencadear sinalizacdo mediada pela mitocondria o que vai conduzir a sua
morte programada, isto favorece o desenvolvimento do tumor, devido a morte de
células do sistema imunitario do individuo (196).

Este tipo de lectinas também aumenta a capacidade adesiva e evasiva das células
tumorais quando & superficie destas células a quantidade de mucina epitelial
polimorfica estd aumentada (MUC1), algo que na célula normal ndo acontece. Este
aumentado esta relacionado ao proprio prognostico de cancro no individuo. As MUC-
1 s3o mucinas de grandes dimensdes com terminagdes hidrocarbonadas em galactose
ou acido sidlico, onde se vao ligar as galectinas-3. Em células normais a MUC-1 tem
uma polarizacao diferente e age como barreira protetora da célula, reduzindo interagdes
entre células adjacentes na célula. Nas células tumorais mamarias, como existe uma
grande afinidade para as MUC-1 e estas mucinas estdo presentes em muito maior
quantidade, ocorre uma despolarizag¢ao na célula e o efeito protetivo cessa, isto implica
uma maior adesao a células adjacentes, conjuntamente com as interagdes associadas as
selectinas-E, vao deste modo aumentar a capacidade evasiva do tumor e promover
inclusivamente a sua expansdo para outras partes do corpo através da corrente
sanguinea (197). Prova disso disso sdo estudos que mostram que a sobre-expressao de
MUC-1 nao metastisa células tumorais no tecido mamario (provoca inclusivamente
uma inibi¢ado do tumor), sé6 quando no meio ¢ adicionado galectina-3 ¢ que as
propriedades evasivas do tumor sdo manifestadas. Em teoria pode-se concluir que
eliminando a concentragdo de galectina-3 no meio podemos influir menos
carcinogénese no tumor e consequentemente um progndstico mais favoravel no
tratamento do doente porque diminuimos a capacidade de metastizacao e evasdo de
alguns tipos de cancro (192).

De referir também o papel da galectina-8, também como mediadora da adesividade
em c¢lulas tumorais, uma vez que estas galectinas também aumentam a adesao tumoral
promovida por integrinas, no caso do cancro do pulmdo ¢ promovida pela elevada
expressao de integrina o331 a superficie da célula (198).

8.1.1 Lectinas do tipo-C

As lectinas do tipo C, sdo lectinas animais, assim denominadas por serem Calcio
dependentes.

I-type
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Selectin
Galectins
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Figura 15. — Representacéo de lectinas tipo-C, tipo-P, tipo-I e Galectinas. (Adaptado de Kumar e
colaboradores, 2015 (199).
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As lectinas do tipo-C sdo conhecidas por estarem envolvidas na resposta imune,
na proliferacao celular e na morte celular programada. O tnico tipo de lectinas C mais
importante na apoptose sao os NK ou natural Killer cells, se forem direcionados para
as c¢lulas do cancro alvo, podem induzir apoptose via recetores de morte como o
TRAIL ou via granzima/perforina.
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Figura 16. — Via Granzima — Perforina. (Adaptado de Kumar e colaboradores, 2015 (199).

8.2 Galectinas vs Cancro

Algumas galectinas t€m um papel importante na evolugdo do carcinoma e no
prognostico desfavoravel da patologia, no entanto outra lectinas tém um papel inverso,
por exemplo as galectinas-3 nucleares promovem a apoptose em células do cancro da
prostata (200).

Como referido anteriormente, a inibi¢do de determinadas galectina ¢ uma
estratégia muito importante no combate ao cancro.

8.2.1 Cancro da Proéstata

A supressao de galectina-3 usando pequenos fragmentos de RNA (siRNA) ou
outro tipo de antagonistas como um tipo de pectina citrica modificada (MCP),
denominada GCS-100, este mecanismo usado concomitantemente com um potente
citotoxico como a cisplatina e com ativagao da calpaina (protéase envolvida tanto em
processos de apoptose com de necrose), isto ativa com sucesso a apoptose das células
cancerigenas PC3 da prostata (201).

8.2.2 Cancro da Mama

Existe evidéncia de que em tipos agressivos de cancro da mama, nomeadamente
em células do tipo BT474, SKBR3, as galectinas inibem as Fosfoinositideo 3-quinase
(PI-3K) do tipo 1A e 1B, isto diminui o mecanismos de sobrevivéncia da célula e como
tal aumento da apoptose nestas células cancerigenas (202).

8.2.3 Adesao tumoral

A adesao celular depende das interagdes entre proteinas e hidratos de carbono,
a galectina-8 liga-se a integrinas e esta tem sido apontada como a causa da capacidade
reguladora da adesdo celular e apoptose das galectina-8, afetando negativamente a
capacidade adesiva das cé€lulas cancerigenas 1299 e também induzem apoptose celular
via p53 (203).
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9 Lectinas, nova abordagem para o Tratamento

O paradigma no tratamento do cancro até aos dias de hoje tem sido o uso de
farmacos toxicos, afetando a replicacdo e consequentemente o crescimento do tumor
através de mecanismos pouco seletivos que comprometem estruturas essenciais a vida
como o DNA ou vias metabolicas. Deste modo, a investigacao que esta agora a dar os
primeiros frutos, da conta de novas abordagens menos toxicas, mas mais seletivas para
a célula tumoral.

Segundo Yau e colaboradores, em “Lectins with Potencial for Anti-Cancer
Therapy” (190), as lectinas partilham propriedades interessantes do ponto de vista tanto
na inducdo de apoptose, necroapoptose, como autofagia em células tumorais
especificas. Assim, a purificacdo de lectinas, a partir de varias fontes, principalmente
de plantas, podem ser uma excelente alternativa a terap€utica tumora, pelo facto que
muitas lectinas exisbem como descrito anteriormente, propriedades antitumorais.

9.1 Apoptose

A apoptose € um mecanismo de defesa da célula, cujo proposito é remover células
que estao comprometidas quanto a sua utilidade e/ou sdo perigosas para a sobrevivéncia
do organismo. Este mecanismo ocorre geralmente através de duas vias principais:

Caminho dos recetores de morte desencadeados pela Fas ou outra ligagao ao
recetor de membrana plasmatica ou a via dependente de mitocondrias que liberta o
citocromo c (204).

A ativacdo de recetores de morte na superficie celular também chamada de via
extrinseca induz a via do recetor da morte, pela ligagao a ligandos especificos, incluindo
TNF, TRAIL ou FasL. Ap6s esses dominios intracelulares dos recetores interagem com
o dominio da morte associado a Fas, resulta a montagem de um complexo de sinalizagao
indutor da morte e o recrutamento de iniciadores como a caspase-8 / caspase-10 (205).
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Figura 17. — Inducéo de sinalizacio dos recetores de morte, via extrinseca por lectinas.

(Adaptado de Fu e Colaboradores, 2011 (32)).
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A via mitocondrial também conhecida como via intrinseca, ¢ controlada pela
familia de proteinas Bcl-2, incluindo as proteinas BH3, Bad, Bik, Bid, Bim, PUMA e
NOXA. Estas proteinas, regulam a proteinas pro-apoptotica p53, esta vai regular a
permeabilidade da membrana mitocondrial, liberando proteinas mitocondriais
especificas, como citocromo c, no citoplasma da célula (206), (207).
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Figura 18. — Via intrinseca de sinalizacdo mitocondrial.

(Adaptado de Fu e colaboradores, 2011 (32)).

A compreensao destes mecanismos e o papel das lectinas na indugao dos mesmos,
provocando apoptose ¢ uma das estratégias mais estudada para o combate ao cancro.

9.2 Autofagia

A autofagia, como a apoptose, ¢ um mecanismo de morte celular promovido pela
célula quando esta esta comprometida e que ajuda a sobrevivéncia do organismo onde
esta esta inserida. Diferente da apoptose, a autofagia envolve um processo catabdlico
celular de degradacao de componentes promovido em varios passos por lisossomas.

Quando a célula sofre muito stress ou mutagdes nocivas, estes lisossomas
degradam proteinas importantes na célula, bem como organelos em 5 passos: indugao
ou iniciacao, nucleagdo da vesicula, alongamento e finalizagdo da vesicula, docking e
fusao e finalmente degradagao e reciclagem, (231).
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Figura 2. — Etapas da Autofagia. (Adaptado de Yau e colaboradores, 2015 (190).

A inducdo de autofagia ¢ iniciada pelo complexo ULK composto por ULK1/2,
mAtgl3, uma proteina de interagdao da familia das cinases de adesao focal de 200 kDa
(FIP200) e ATG101, esta iniciacdo nao acontece se a molécula mAtgl3 for inibida, o
que pode através da rapamicina (mTORC1) (232).

No segundo passo, as proteinas e os lipidios sdo recrutados para a construcao da
membrana fagosomatica, sendo esta estrutura induzida pela ativagdo do complexo PI3K
de classe I1I/Beclin-1 (233). Numerosos parceiros de ligacao desta funcdo complexa
atuam como reguladores positivos, como o Bif-1, Atgl4L, UVRAG ou Ambral, ou
negativos como o Rubicon (234).
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Normal conditions Stressed conditions

Figura 3. — Reguladores positivos da autofagia em condi¢des normais e de stress (semelhantes ou
cancro). (Adaptado de Yau e colaboradores, 2015 (190).



No alongamento e na finalizagao das vesiculas, podem ocorrer dois sistemas
unicos de conjugagdo semelhantes a ubiquitina. O primeiro caminho envolve a
conjugacao covalente de ATG12 com ATGS numa reagdo que requer ATG7 e ATG10,
respetivamente, enquanto a outra ocorre por meio da ativagao de LC3 / ATG4.

Por ultimo no docking e fusao do autofagossoma com o lisossoma, levando a quebra de

conteudo autofagossomatico (235).
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Figura 4. — Mecanismo de autofagia no cancro.
(Adaptado de Yau e colaboradores, 2015 (190)
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Seguidamente, demonstro alguns exemplos de lectinas e as suas propriedades
apoptoticas e autofagicas, respetivamente:

9.3 Concanavalina A

A Concanavalina A, foi a primeira lectina relatada e também a mais estudada
até aos dias de hoje, esta pode levar ao colapso da membrana mitocondrial, pela
liberacao de cito C e ativagdo e consequente aumento do niveis de caspases 9 e 3,
desencadeando a apoptose pela via mitocondrial, tanto em células de melanoma
humano A375 como em células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano (208),
(209).

Esta aglutinina causa a apoptose de células do glioblastoma U87, por um lado
diminuindo a capacidade anti-apoptotica da célula, aumentam a expressao de COX-2,
suprimindo a expressao de Akt, via IKK/NF-kB, por outro lado induz a apoptose ao
sobre-expressar BAX/Bcl-2. Este processo também causa apoptose pela via
mitocondrial, nas células SKOV3 no cancro do ovario inibindo ainda mais a expressao
de AKT, e ativando a via de sinalizacao Foxola-Bim (210).
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Figura 22. — Vias de sinalizacio apoptotica, autofagica e de sobrevivéncia. Exemplifica, com trés
familias de lectinas: familia da Ricina B, proteinas de leguminosas e familia da GNA (Galanthus
nivalis agglutinin). (Adaptado de Fu e colaboradores, 2011 (32)).

A concanavalina A tem a capacidade de induzir autofagia em células hepaticas
HeLa, uma vez que inibe a mTORCI, fazendo com que a primeira etapa da autofagia
se inicie, formacao do complexo ULK1/2, mAtg13/FIP200 (236).

O uso de concanavalina A no tratamento do cancro ainda € questiondvel devido
aos fortes efeitos citotoxicos como a indugdo de hepatite o que claramente ndo é seguro
para os pacientes com cancro. Estudos recentes indicam que concentracdes baixas de
Con-A inibem metdstases hepaticas em células Colon-26 do cancro do colon (237)
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9.4 Ricina (RCA)

A lectina ricina (RCA) ¢ uma proteina presente nas sementes do ricino,
considerada uma das mais potentes toxinas de origem vegetal. Apresenta dois
heterodimeros e foi a primeira lectina descoberta devido as suas propriedades
aglutinantes. Estes dois dimeros distintos sdo composto por duas cadeias de
polipéptidos N-glicosiladas (cadeia A e cadeia B) unidos por uma ligagao dissulfureto
(211). A Cadeia A desempenha o papel de uma enzima que inibe irreversivelmente as
subunidades ribossdmicas 60S de mamiferos, tornando-as incapazes de se ligar ao GTP-
fator de alongamento de tradugdo de ligagao (EF-2), o que, em ultima instancia, evita a
sintese proteica (211, 212, 213).

A cadeia B desempenha principalmente o papel de um ligando alvo,
reconhecendo especificamente os residuos de galactosil na superficie celular,
nomeadamente as ligacdes f1-4, causando endocitose (215), apds o qual se liberta a
subunidade A que ¢ ribotoxica.

RCA ¢ uma Rip (inibidora de ribossomas) e induz a morte de células tumorais
por apoptose via ativagdo de caspase-3 e fragmentacao de DNA, (216). Esta aglutinina
tem potencial para matar seletivamente as células tumorais de leucemia (K562) e cancro
de célon (SW480) (217)

9.5 Mistletoe Lectin (ML) ou Lectinas de Visco (Viscum Album)

O Mistletoe Lectin ou Lectina de Visco ¢ extraido de uma planta do mesmo nome,
esta lectina pertence ao grupo de proteinas inibidoras de ribossomas do tipo II (RIP’s
IT), existem 3 formas de ML’s; ML-I, ML-II e ML-III. Estas familias de proteinas tém
uma estrutura semelhante a da Ricina, com dois heterodimeros, cadeia A ¢ B, A cadeia
A inibe a sintese proteica intracelular bloqueando o passo de alongamento da
biossintese de proteinas através da hidrélise catalitica da ligagdo N-glicosidea na
adenina-4324 no ARN 28S do ribossoma 60S (218). A Cadeia B ¢ responsavel pela
atividade imunomoduladora da (ML), aumentando a secre¢dao de citocinas e da
atividade de células natural killer (NK) (219). Destas familias, as duas primeiras, ML-
I e ML-II tém maiores propriedades anti proliferativas e indutoras de apoptose.

A ML-I ¢ a Lectina Mistletoe mais estudada, induz a apoptose ativando a caspase-
8 através da via apoptotica extrinseca e cooperando com a TNF-a dos recetores de morte
da familia TNF através da regulacdo negativa de proteinas favorecedoras de
sobrevivéncia celular, Bcl-2, (220), (221). O ML-I também pode ativar a caspase-3,
induzindo a apoptose através da via dependente do fator-1 associado a apoptose, ou
Apoptosis-Associated Factor-1 (Apaf-1), nas células de adenocarcinoma humano
mutado com p53 (221). Uma vez que ML-I altera os niveis do potencial mitocondrial
da membrana (MMP), este vai causar a libertagdao de cyto C e aumentando as espécies
reativas de oxigénio (ROS), nas células Hep3B do carcinoma hepatocelular (222).

A ML-II induz apoptose ativando vias de sinaliza¢dao envolvidas em SAPK / JINK
e p38, ou inibindo a via ERK1/2, em células de leucemia monobléstica humana U937
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Figura 23. — Vias de sinalizacio apoptoética promovida pela ML-II.

(Adaptado de Yau e colaboradores, 2015 (190).

Em estudos clinicos, a ML-I ¢ ja amplamente usada como adjuvante em
tratamentos para reduzir os efeitos secundarios durante quimioterapia e radioterapia
com bons resultados (223). Estudos recentes testaram a eficdcia de ML’s como
tratamento primario ou pos-cirurgico em cancros de alto risco, encontrando-se este
procedimentos em fase clinica, em estagios Il e III porque estd comprovado que a longo
prazo sao seguras € que nao contribuem para o agravamento do tumor (223).

Recentemente descobriu-se que a ML pode induzir apoptose aumentando a
expressao de mTORCI1, PI3KCIII, Beclin-1, ATG12 e ativando a LC3 (importante na
etapa de elongagao da autofagia (238).

9.6 Polygonatum cyrtonema (PCL)

A lectina de Polygonatum cyrtonema (PCL) pertencente a familia Galanthus
nivalis agglutinin (GNA) uma lectina de manose/acido sialico. Esta lectina induz a
apoptose em células A375 de melanoma, cujo mecanismo envolve a regulacao das
proteinas Bax, Bcl-XL e Bcl-2, bem como o colapso potencial mitocondrial da
membrana (MMP), levando a liberagdo de citocinas e ativagdo de caspases (208). A
PCL tem atividades antiproliferativas e indutoras de apoptose em células HelLa no
cancro cervical, sendo pouco toxico para células normais e induz apoptose celular no
cancro da mama em células MCF-7 via ativacao de caspases (224). A PCL também
induz apoptose acompanhada de ativagao de caspases-3 / -8 / - 9 em células L929 de
fibrossarcoma, através de um mecanismo apoptotico caspase dependente(225).
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A PCL induz autofagia em células de melanoma A375, essa inducao ¢ mediada
pela mitocondria pela via ROS-p38-p53, o que vai provocar uma inibigdo da mTOR
(32).

PI3K-1 Akt  MAPK / Erk1/2
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Figura 5. — Via de Regulacdo da Autofagia. (Adaptado de Yau e colaboradores, 2015 (190).

Além desta via, a PCL induz autofagia em células cancerigenas bloqueando a
via Ras-Raf e PI3K-Akt em células de fibrossarcoma 1929 (225).
Como ¢ possivel concluir, na lectina Polygonatum cyrtonema, tanto a via
apoptotica, como autofagica sdo ativadas contribuindo sinergicamente para a morte
celular de células cancerigenas.

9.7 Anexinas

As anexinas sao proteinas que se ligam a fosfolipidos e sdo reguladas pelo ido
calcio (Ca®"), estdo envolvidas na regulagdo do crescimento celular, bem como na
indugdo da apoptose. A Anexina-1 inibe a via da transducao de sinal da NF-kB, esta
molécula protege a célula da morte, por isso, inibindo-a, pode-se promover a apoptose
de células cancerigenas e melhorar a terapia em cancros da prostata, eséfago e hepato-
carcinoma (226), (201).

A anexina-6 atua como supressor de tumores, uma vez que inibe a via de
sinalizagdo da proteina cinase (Ras-Raf-MAPK) ativada pela Ras-Raf-mitogeno (226),
esta via Ras-Raf-MAPK promove a proliferacao celular e as mutagdes associadas a ela,
podem criar oncogenes que levam ao desenvolvimento de certos tipos de cancro (227).
Estudos provam que o uso de anexina-6 pode matar células de melanoma metastatico
(228), (229). Por outro lado a anexina-7 mostrou-se util no combate as células do
cancro da prostata (230).
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A tabela seguinte mostra de uma forma geral as lectinas ja descritas para a
terapéutica tumoral.

Tabela. 12 Lista de lectinas estudadas

Lectina

Funcio

Alvo Tumoral

Galectina 8,9-
12

Ligacdo a células T, integrinas e Cascata
Ca>-CalpainCaspase-1

Queratindcitos, 1299 tipos de células no
pulmao, fibroblastos, células da tirdide,
colon e prostata.

Reconhecimento de glicano, perforinas,

Células do Cancro Colorrectal SW1116

Tipo-C cascata das granzimas, ligando de TRAIL
e FAS
Anexinas Cascata transducao de sinal de NF-kB, Células de Melanoma e Pulméio
Cascata Ras-Raf-MAPK, Cascata
Apoptotica p53
HddSBL, Células Hepatocelulares Hep3B
Ligadora a Células do Cancro Colorectal SW480

Acido Sidlico

Regulacdo da Bcl-2

Células do Cancro Pulmio A549, H1299

Células do Cancro Pulméo A549

Polygonatum
Cascata Akt-mTOR, Cascata Apoptdtica

adoratum Células de fibrossarcoma murino L929
das FAZ, aumento de TNFa

(POL)

Lectinas Sinalizacdo Wnt, miR-135a e b, Lise de Células do Hepatocarcinoma, Células do

. células mediadoras de NK cancro da mama, Células Linfoblasticas
“Mistletoe “ NALM-6 em Leucemia Aguda, Células
mononuclear no sangue periférico

Concanavalina- Cascata apoptética mitocondrial induzida | Células do Melanoma A375 e B16,
por Caspases Fibroblastos 3T3,

A (Con-A)

Células do Cancro Colorrectal
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Tabela. 13 Lista de lectinas e respetivos mecanismo de apoptose e autofagia

Glicanos Apoptose/ Mecanismo
Nome Alvo Tipo de Cancro Referéncias
Especificos autofagia Especifico
Células d
Caspase, Akt, meef;fsmz A375 e
MMP- 9, ERK Bl6 Ativa a via apoptotica
intrinseca em células | (203),
Células do A375¢BI6 (209), (239)
- carcihoma e Células HepG2
hepatocelular
Apoptose HepG2
Cancro da Mama MCEF-7 (240)
o-Man > a- COX-2, Células do Regula a via IKK/NF- (241)
Gle > Bax/Bcl-2, Glioblastoma U87 kB- em células U87
Con-A GlcNAc —
Células do cancro do | Ativa a sinalizacdo 210)
ovario SKOV3 Foxola-Bim
Induce autophagy via
Células do the interplay between
BNIP-3 242
Glioblastoma U87 JAK2/STATS3 and (242)
MTI1-MMP
Autofagia Atg3, Atgl2, At.iva a autofagia )
PI3K/ Células do cancro baixando a expressao (236)
AKT/mTOR, cervical HeLa :iﬁjﬁ;ﬁfgcir;TOR
MEK/ERK MEK/ERK.
Caspase-3, , . Ir}duz al?optose pela
Célula de Leucemia | via extrinseca em
caspase-8, U937 células de Leucemia (222), 220)
) Lactose, D- TNF-a, Bel-2, Jurkat T
Mistletoe | oajactose, Apoptose urka
lectin GalNAc Induz apoptose pela
MMP, MAPK . .
18 ’ > | Adenocarcinoma via dependente de (220)
p Apaf-1
Células do
B carcinoma Libertagdo de cyto. ¢ 221)
hepatocelular e aumento de ROS
Hep3B
Ativacgdo da
B Célula de Leucemia | SAPK/INK e da via (243)
U937 p38, ou inibicdo da
via ERK1/2
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Aumento da

mTORCI, Celu.las do expressao de
PI3KCIII carcinoma mTORCI1
Autofagia Beclin-1 ’ hepatocelular fosforilada, (238)
Atel2 ’ SK-Hep-1 ¢ PI3KCIII, Beclin-1,
g Hep 3B Atgl2 e LC3
ativada
Células do
. Leva a apoptose
carcinoma . ~ .
VAA-I Apoptose PI3K hepatocelular gi&;{mdugao davia | (244)
SMMC7721
Recetores Células do R.econheqmento da
Apoptose Mieloides Colorretal via perforina- (243),
Lectinas Tipo-C bop . granzina, TRAIL e | (246)
tipo-C SWI1116
FAS
Células do
carcinoma
hepatocelular
iotis di Hep3B,Célul -
Haliotis discus ot Bels ) Clzj 1’ etulas Inibigio da (247),
. . optose cl- o Colorreta
discus lectin Pop ] Expressdo de Bel-2 | (248)
cells e Células
(HddSBL) do Cancro do
Pulméio A549 ¢
H1299
Induz apoptose
diminuendo a
transducédo do sinal
. Bax and Melanoma (230),
Anexinas Apoptose NF-kB, e
caspase-3 cells, lung cells . (229)
expressando a via
Ras-Raf-MAPK ¢
p53
Cattasdo |
S. flavescens Manose Apoptose Caspase cancro cervical . (251)
Jectin (SFL HeLa via dos recetores de
ectin ( ) morte
Células d Induz apoptose pela
¢lulas do .
Bax, Bcl-XL, libertagao de cyto. ¢
Bcl-2, MMP melanoma e ativagdo das (249)
’ A3T5 cas asz
Apoptose p
P. cyrtonema M'arllose/Acido Caspase-3/-8/- Células do . Irllduz. apoPtose pela
lectin (PCL sialico 9 cancro cervical | via ativagdo das (224)
ectin ( ) HeLa caspases
P38, p33, Células do Induz autofagia via
Autofagia Ras-Raf, melanoma ROS-p38 5§ (32)
PI3KCIAkt | A375 poop
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Células do

Pinellia ternata al-6 carcinoma
Apopt - Ind t 252
Iutini fucose poptose hepatocelular nauz apoprose (252)
aggtutinin Bel-7404
Células d .
. ‘ Bax, Bcl-2, Ceetrlcli?lf)m(; da Interrupgdo do ciclo
Pea (Pisum sativum L.) Fucose Apoptose | Bel-XL Ascite de celular no estagio (253)
i C G2/M
lectin aspase Ehrlich (EAC)
Células do
cancro da mama
D- Ind t i
Mulberry leaf Apoptose | Caspase MCF-7 Células n. Hz ~a POPToSe via (254)
. galactose ativacdo das caspases
lectin (MLL) do cancro do
colon HCT-15
Inibicdo da
Canavalia brasiliensis Apoptose | Células da proliferagdo da célula | (255)
leucemia U937 | tumoral pela indugdo
de apoptose
Cotasdo | S0 ori
Apoptose | Caspase-3/- | carcinoma 0. (256)
, caspases-3/-8/-9,
8/-9, MAPK | nasofaringeo .
NP-69 produzindo PARP,
regulando MAPK
b Cautasdo | R e
Momordica charantia _1 . Apoptose | Caspase-8/- carcinoma Vif casg ase-8 ¢ depois | (257)
lectin galactose bop 9 P hepatocelular .p ., P
pela via intrinseca
Hep G2
caspase-9
Células da (258)
Apoptose leucemia Induz apoptose pela
pop Cas
pase o .
mieloide via das caspases
crénica
GalNAc Células do Induz apoptose pela
Astragalus membranaceus Apoptose | Caspase-3/- | linfoma de sobrexpressdo de (259)
(AML) Ricin 7/-8 Hodgkin’s caspase-8 e caspase-3/-
L540 7
Células da Inibe a proliferacao
Rice bran aeelutinin Apoptose | Caspase leucemia por um mecanismo (259)
&8 promielocitica citotoxico envolvendo
U937 ativacdo de caspases
Células do tipo
osteoblastica
MG63
AMML Apoptose | — Células da | Induz apoptose (260)
leucemia
promielocitica
U937
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10 Meétodos

Enumero aqui as varias ferramentas que foram tidas em consideragao para a elaboragao
deste trabalho:

- Pubmed

- Google Schoolar
- Mendeley

- B-On

- Science Direct,

- Booksc.org

- Sci-hub.bz

- Repusitorio.UL

ApOs consulta de varios contetidos dos ultimos dez anos € a sua devida compilagao,
foram trabalhados aqueles que forneciam a melhor informagao para responder ao tema
e posteriormente compilados outros que forneciam informagdo mais especifica e
complementar independentemente da data de publicagao.

De notar que ndo foram possiveis reconhecer certas referéncias mais antigas € que
foram citadas neste trabalho.
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11 Conclusoes

Com este trabalho podemos concluir que a investigacdo em lectinas pode ser o
caminho para a cura de muitas doengas que ndo s6 o cancro. Como se trata de uma area
muito desafiadora e complexa, existe uma margem de progressao muito longa para as
diferentes areas de investigacdo em que as lectinas estdo inseridas.

Esta monografia explora os ultimos desenvolvimentos relacionados com o
diagnostico e o tratamento do cancro, uma vez que as lectinas tém afinidade para
hidratos de carbono especificos e os diferentes tumores que existem no Homem sao
provenientes de células normais que sofrem aberragdo tanto genémica, como glicomica.
Esta aberragdo cria, pois, um glicocodigo proprio nestes tumores que pode ser
descodificado pelas lectinas. As recentes inovagdes no diagnostico tumoral criam novas
ferramentas cuja especificidade melhora em muito a identificacdo de individuos com
cancro, uma vez que permite identificar marcadores tumorais em pequenas
concentragoes e/ou fazer a distingdo entre tumores benignos e malignos com muito mais
fiabilidade, assim como a precocidade de deteg¢ao destes biomarcadores aumenta.

A detecao de glicocodigos pelas lectinas permite a indugdo de mecanismos de
morte celular como apoptose e autofagia permitindo a criagdo de terapéuticas menos
toxicas e mais eficazes que as atuais, melhorando o estado de saude destes doentes na
quimioterapia e radioterapia.

No futuro, urge descobrir mais sobre o entendimento da interagdo entre lectina e
hidrato de carbono e subjacentes mecanismos de morte celular promovidos por lectinas
sendo a chave que falta para abrir uma nova categoria de medicamentos cujas as
enormes vantagens irdo beneficiar direta ou indiretamente toda a humanidade.
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