UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCII:ZNCIAAS )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

CASSIA REGINA ALBUQUERQUE DA CUNHA

DESENVOLVIMENTO DE BIOCONJUGADOS BASEADOS EM PONTOS QUANTICOS
E CRAMOLL - APLICACOES PARA O ESTUDO DO PERFIL DE CARBOIDRATOS EM
SISTEMAS BIOLOGICOS

Recife
2018



CASSIA REGINA ALBUQUERQUE DA CUNHA

DESENVOLVIMENTO DE BIOCONJUGADOS BASEADOS EM PONTOS QUANTICOS
E CRAMOLL - APLICACOES PARA O ESTUDO DO PERFIL DE CARBOIDRATOS EM
SISTEMAS BIOLOGICOS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco como
parte dos requisitos exigidos para a obtencdo
do titulo de Doutora em Ciéncias Biologicas.

Orientadora: Prof* Dr* Maria Tereza dos

Santos Correia

Coorientadora: Prof* Dr* Adriana Fontes

Recife
2018



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Cunha, Cassia Regina Albuquerque da

Desenvolvimento de bioconjugados baseados em pontos quénticos e Cramoll —

Aplicacdes para o estudo do perfil de carboidratos em sistemas bioldgicos / Cassia
Regina Albuquerque da Cunha. — 2018.

120f. :il.

Orientadora: Maria Tereza dos Santos Correia.
Coorientadora: Adriana Fontes.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Biociéncias. Programa de Pd6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, 2018.
Inclui referéncias e anexo.

1. Lectinas 2. Leishmania braziliensis |. Correia, Maria Tereza
(orientadora) Il. Fontes, Adriana (coorientadora) Ill. Titulo.

572.6 CDD (22.ed.) UFPE/CB - 2018 - 104




CASSIA REGINA ALBUQUERQUE DA CUNHA

DESENVOLVIMENTO DE BIOCONJUGADOS BASEADOS EM PONTOS QUANTICOS
E CRAMOLL - APLICACOES PARA O ESTUDO DO PERFIL DE CARBOIDRATOS EM
SISTEMAS BIOLOGICOS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco como parte
dos requisitos exigidos para a obtencdo do titulo
de Doutora em Ciéncias Bioldgicas.

Aprovada em: 28/02/2018

COMISSAO EXAMINADORA:

Prof * Dr*. Maria Tereza dos Santos Correia
(Orientadora)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof * Dr”. Beate Saegesser Santos
Universidade Federal de Pernambuco

Prof* Dr* Dijanah Cota Machado
Universidade Federal de Pernambuco

Prof* Dr* Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho
Universidade Federal de Pernambuco

Prof° Dr° Thiago Henrique Napoleao
Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

“Nunca me deixes esquecer que tudo que tenho, tudo o que sou, o que vier a ser, vem de Ti

Senhor” Imensamente grata ao meu Deus pelo privilégio desses 10 anos de UFPE!

A minha mde, pelo amor, cuidado, investimento e sacrificio para que eu pudesse ter acesso a
esse mundo surpreendente chamado EDUCACAO.
A minha familia por acreditarem e torcerem por mim.

A Marcos, pelo cuidado em me acompanhar nos fins de semana e feriados para fazer
experimentos e por todo o carinho e incentivo ao longo desses anos. Bem como sua familia,

por todo o orgulho e suporte que sempre me deram quando precisei.

A Eduarda Carvalho, por me acompanhar e crescer ao me lado ao longo desses anos de

doutorado.

A Paulo Euzébio, pela paciéncia, disponibilidade e por esse ser humano excepcional que alia
tanta inteligéncia e humilde.

A Camila Galvao, pelo auxilio em tantos experimentos e parceria ao longo desses anos.

A Isabela Andrade, por toda a ajuda, conversas, ensinamentos e exemplo de profissionalismo.
A Carina, pela prontiddo em ajudar-me e tranquilidade para os dias turbulentos da pesquisa.
A Camila Pereira, pelo suporte na sala de cultura tdo essencial para esse trabalho.

A toda equipe NanoBio UFPE, especialmente aqueles que de alguma forma estiveram
contribuindo diretamente para a execuc¢do dessa tese, como Priscila Marcelino, Thiago
Véras, Aline Pitt, Denise Tenorio, Goreti Pereira, Beate Saegesser e todos aqueles que,
mesmo ndo mencionados, participaram pelo simples fato de fazerem parte desse grupo tdo

unido.

A todo o departamento de Bioquimica, seus alunos-pesquisadores, técnicos e professores que
tanto me auxiliaram e, especialmente, ao laboratério de Bioquimica de proteinas que fez

parte da minha vida ao longo desses anos.

A todos do LIKA e Aggeu Magalhdes, professores, funciondrios e alunos.



A toda a compreensdo de Aerlem Cynnara, Andrea Alencar e Ana Karina para a execu¢do

dessa pesquisa.

A minha querida orientadora Tereza Correia, por me aceitar em sua equipe, orientar e

apoiar ao longo desses anos.

E, por fim, a minha coorientadora Adriana Fontes. Estou finalizando essa tese com ldgrimas
de alegria. Alegria por ter sido direcionada para trabalhar com uma pessoa de cardter impar
e tdo humana. Eu desejo imensamente me tornar 1/10 do que a senhora é hoje. Muito
obrigada pelas criticas (sempre tdo construtivas), pelos elogios motivadores, pelas
orientacoes e por me mostrar a beleza da HUMILDADE, que nunca pode ser “nano”(rsrsr).
Trabalhar com a senhora e com seus alunos foi um prazer e um orgulho de, por 4 anos, poder

dizer que fiz parte de seu grupo de pesquisa.



Porque ela é filha desse bioma tdo desprezado

que jd nos trouxe tantos legados

e ainda hoje nos deixa abismados.

Ela é fruto que so a resisténcia das plantas pode nos oferecer.
Extraida de sementes da planta forrageira,

tem revelado seu potencial a todos que desejam

entender a linguagem doce da vida com determinagao.

Ela é Cramoll, a lectina biotiva do sertdo!



RESUMO

As conhecidas propriedades dos pontos quanticos (PQs) os tornam valiosas ferramentas em
diversos estudos, especialmente se combinados com biomoléculas, tais como lectinas. Entre
as vdarias aplicacdes dos conjugados de PQs-lectina, estdo seu uso para tracar a rota dessas
proteinas e avaliar o perfil de carboidratos em diferentes tipos celulares, que podem
providenciar valiosas informacdes a respeito do padrdao de glicosilagdao do cancer, bem como
de micro-organismos patogé€nicos. Nesse trabalho, foi apresentada uma revisio a respeito das
principais estratégias para conjugar PQs a lectina ou a carboidratos, bem como as principais
aplicacdes dessas gliconanoparticulas. Esse artigo foi publicado na revista BBA General
Subjects. Posteriormente, foi avaliada e padronizada a melhor estratégia para conjugar a
lectina Cramoll 1,4 (Cramoll) a PQs de CdTe através da marcacdo fluorescente em células de
Candida albicans como prova de conceito. Andlises de microscopia de fluorescéncia
revelaram que PQ-Cramoll pH 7.0, conjugados tanto por adsor¢do como por ligacdo
covalente, foram mais eficientes para marcar as células fungicas. Além disso, os conjugados
apresentaram uma alta fluorescéncia e a atividade bioldgica para aglutinar eritrécitos foi
idéntica antes e apds o processo de bioconjugacdo, como observado pelo ensaio
hemaglutinante (5127). A citometria de fluxo mostrou que cerca de 17% das células foram
marcadas depois da incubacdo com os conjugados covalentes, enquanto que 92% das células
foram marcadas com o conjugado por adsor¢cdo (ambos no pH 7.0), sendo essa ultima
estratégia escolhida entdo como a melhor via de conjugacdo. Esses resultados foram
publicados no Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology. O conjugado PQ-
Cramoll foi utilizado para investigar a expressdo de carboidratos na superficie de células
Hela e Leishmania braziliensis. O intenso padrdo de marcag¢do em células Hela indicou que
estas células exibem uma superficie rica em residuos de glicose/manose. A especificidade da
marcacdo foi comprovada através do ensaio de inibi¢do com carboidrato especifico e
saturacdo com a lectina livre. Em células de Leishmania, a Cramoll foi capaz de inibir o
crescimento de formas promastigota do parasita [Concentragdo que inibe 50% dos parasitas
(IC50) = 112,0 pug/mL] com baixa toxicidade para células de mamifero [Concentragdao
citotoxica para 50% dos macréfagos (CC50) = 173,5 pg/mL]. O indice de seletividade da
lectina revelou maior toxicidade para o parasita [Indice de seletividade (IS) = 1.54] do que
para macréfagos. Além disso, a lectina conjugada ao PQ foi capaz de marcar a membrana de
células de L. braziliensis, enquanto que os PQs sozinhos preferencialmente marcaram a regiao

anterior do promastigota. Dessa forma, o conjugado PQ-Cramoll mostra-se como uma



ferramenta versétil ndo s6 para auxiliar a glicobiologia como para fornecer respostas a respeito

da rota de a¢do da lectina, tanto em células do cancer como em parasitas.

Palavras-chave: = Pontos quanticos. Lectina. Cramoll. Bioconjugacdo. Células HeLa.

Leishmania braziliensis.



ABSTRACT

The known properties of quantum dots (QDs) make them valuable tools in several studies,
especially if combined with biomolecules, such as lectins. Among the various applications of
QD-lectin bioconjugates are their use to trace the pathways of these proteins and to evaluate
the carbohydrate profile in different cell types, which can provide valuable information on
glycosylation patterns related to cancer, as well as to pathogenic microorganisms. In this
work, was presented a review of the main strategies to conjugate QDs to lectin or
carbohydrates, as well as the main applications of these glyconanoparticles. This manuscript
was published to BBA General Subjects journal. Subsequently, was evaluated and
standardized the best strategy to conjugate Cramoll 1,4 lectin (Cramoll) to CdTe QDs using
the labeling of Candida albicans cells as proof of concept. Fluorescence microscopy analyses
revealed that QD-Cramoll pH 7.0, conjugated by both adsorption and covalent binding, were
more efficient for labeling fungi cells. In addition, the conjugates preserved a high
fluorescence and, the biological activity to agglutinate erythrocytes was identical before and
after the bioconjugation process, as observed by the hemagglutinating assay (512°"). Flow
cytometry showed that about 17% of cells were labeled after incubation with the covalent
conjugate, while approximately 92% of them were labeled with the conjugate by adsorption
(both at pH 7.0). The adsorption strategy was then chosen as the best strategy of conjugation.
These results were published in Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology. The
QD-Cramoll conjugate was used to investigate the expression of carbohydrates on the surface
of HeLa and Leishmania brasiliensis. The intense labeling pattern in HeLa cells indicated that
these cells exhibit a surface rich in glucose/mannose residues. The specificity of the labeling
was confirmed by the specific carbohydrate inhibition assay and saturation with the free
lectin. In Leishmania cells, Cramoll was able to inhibit the growth of promastigote forms of
the parasite [Concentration for inhibiting 50% of the parasite (IC50) = 112.0 pg/mL], with
low toxicity to mammalian cells [Cytotoxic concentration to 50% of the macrophages (CC50)
= 173.5 pg/mL]. The lectin selectivity index revealed higher toxicity to the parasite [index
selectivity (IS) = 1.54] than to macrophages. In addition, the lectin conjugated to QD was able
to label L. braziliensis cell membrane, whereas QDs alone preferentially labeled the anterior
portion of promastigotes. Thus, QD-Cramoll conjugates can be considered versatile tools not
only to provide a deeper understanding of glycobiology but also to answer questions

regarding the route of action of this lectin in both cancer cells and parasites.



Keywords: Quantum dots. Lectin. Cramoll. Bioconjugation. HeLa cells. Leishmania

braziliensis.
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1 INTRODUCAO

O reconhecido papel dos glicidios como macromoléculas importantes na manutencao
da homeostasia celular e tecidual, tem levado a crescentes estudos na drea da Glicobiologia
(VARKI, 2017). Sendo assim, alteragdes do perfil glicidico de células podem prover
informacdes relacionadas ao desenvolvimento, progressdo e resisténcia tumoral, bem como
respostas dos micro-organimos frente ao sistema de defesa do hospedeiro e resisténcia aos
medicamentos. O reconhecimento especifico e reversivel de carboidratos pelas lectinas, faz
dessas proteinas, de origem ndo imune (SILVA et al.,, 2014; ZHENG et al., 2016), um
instrumento para estudos da Glicobiologia de diversos sistemas bioldgicos.

As técnicas baseadas em fluorescéncia t€ém permitido o desenvolvimento de novas
nanossondas, tais como os pontos quanticos ou quantum dots (PQs). Essas nanoparticulas
fluorescentes t€m atingido um lugar de destaque em pesquisas no campo da terapia
fotodindmica (MARTYNENKO et al., 2015; HONG et al., 2016), no desenvolvimento de
sonda multimodais (FANG et al., 2012; CHHOUR et al., 2015), na elaboragdo de biosensores
(GHRERA et al., 2015) e como sondas fluorescentes para aquisi¢do de imagens celular (LI et
al., 2016) e tecidual (WANG et al., 2016). Os PQs apresentam caracteristicas fisico-quimicas
Unicas, principalmente pela sua excepcional resisténcia a fotodegradacdo e superficie ativa
para bioconjugacdo. Essa superficie ativa permite a conjugacdo com biomoléculas, como
lectinas. Assim, conjugados PQs-lectinas podem ser aplicados para aquisicdo de sinais e
imagens fluorescentes em varios meios bioldgicos (células e tecidos) e podem ser ferramentas
versateis no estudo da glicobiologia.

Cramoll 1,4 (Cramoll) € um exemplo de lectina que apresenta potencial (i) no
tratamento de queimaduras; (ii) como agente antioxidante; (iii) no desenvolvimento de
biosensores para diferenciar os sorotipos e estdgios da dengue; (iv) antiparasitario; (v) como
sondas moleculares para estudos de cancer de mama e prdstata e (vi) antitumoral (PEREIRA
et al., 2012; SILVA et al., 2015a; AVELINO et al., 2014; FERNANDES et al., 2010; LIMA
et al., 2010; CUNHA et al., 2016). Em 2018, Cunha e colaboradores avaliaram a melhor
estratégia para conjugacao de Cramoll a pontos quanticos de CdTe, visando desenvolver uma
ferramenta fluorescente com potencial para aplicacdo em diversas dreas da Glicobiologia.
Sendo assim, o interesse desse trabalho foi desenvolver bioconjugados baseados em PQs e
Cramoll para aplicacdes em estudos do perfil glicidico em sistemas bioldgicos. Uma revisao

sobre as principais estratégias para conjugar PQs a lectina ou a carboidratos, bem como as
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principais aplicacdes dessas gliconanoparticulas foi publicada na revista BBA General
Subjects. A padronizagdo da conjugacdo de PQs a Cramoll foi publicada na revista
Photochemistry and Photobiology B: Biology. Os resultados da aplicacdo do bioconjugado
PQ-Cramoll para marcar células HelLa serdo submetidos as revistas Micron e a atividade
leishmanicida da lectina livre, bem como seu potencial para, quando conjugada a PQs, marcar
células de Leishmania braziliensis serdo submetidos a revista Experimental Parasitology.

Esses dados revelaram o versdtil potencial dos PQ-Cramoll como uma ferramenta para

auxiliar a Glicobiologia.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 GLICOBIOLOGIA DOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Os hidratos de carbono sdo macromoléculas indispensdveis para a existéncia de todos
os seres vivos (VARKI, 2011; VARKI, 2017). Caracterizados como simples ou complexos,
eles desempenham funcdes que vao além da construcdo de estruturas celulares e
armazenamento de energia em suas ligagdes. Os glicidios apresentam um papel metabdlico
importante em muitos sistemas bioldgicos, sinalizando e mediando a comunicagdo intracelular
e da célula com o meio extracelular, desempenhando significativa relevancia no
desenvolvimento da vida e na manutencdo de sua homeastasia. A Glicobiologia pode entao
ser definida como o estudo da estrutura, sintese, funcdo, evolucdo e as relagdes dos glicanos
com outras macromoléculas como proteinas que reconhecem carboidratos nos varios sistemas

bioldgicos (VARKI, 2017).

2.1.1 Glicobiologia de parasitas

Em micro-organismos, os glicanos exercem papel relevante no processo de

reconhecimento e colonizacdio no hospedeiro (RODRIGUEZ et al.,, 2015). Esse
reconhecimento é importante tanto em processos de simbiose e comensalismo como no
desenvolvimento de patologias. Glicanos como o polissacarideo A, produzido pela microbiota
do intestino de mamiferos, apresentam um papel relevante na modulacdo do sistema imune
para a tolerancia desses micro-organismos (MAZMANIAN et al., 2005; VARKI, 2017). Em
contrapartida, processos patolégicos podem ser desencadeados por alteracdes nas interagdes
glicidicas e fragilidade do sistema imune do hospedeiro (VARKI, 2017).
Os parasitas apresentam em comum a capacidade de producio de glicoconjugados e proteinas
que reconhecem glicanos do hospedeiro para sua prote¢do, interacdo e respostas as
modificagcdes do seu ambiente. Dessa forma, esses glicoconjugados também estdo
relacionados ao sucesso da permanéncia do parasita em diversos hospedeiros (RODRIGUEZ
et al., 2015). Alguns desses glicoconjugados s@o caracteristicos desses seres, denominados de
padrdes moleculares associados a patégenos (do inglés PAMPs), que podem desencadear uma
cascata de ativagdo de células fagociticas do sistema imune do hospedeiro por meio de
receptores como a lectina tipo C (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; SFIHI-LOUALIA et
al., 2016; SFIHI-LOUALIA et al., 2016; VARKI, 2017).
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Detentores de complexos ciclos de vida que, muitas vezes, envolvem mais de um
hospedeiro, os parasitas precisaram desenvolver formas que permitissem sua sobrevivéncia ao
sistema imune, desenvolvimento e manuten¢ao de sua a¢do no hospedeiro. Muito do sucesso
de sua colonizacdo se deve as interacdes fundamentadas em reconhecimento de carboidratos.
Alguns desses carboidratos sdo adquiridos ou sintetizados pelo parasita € mimetizam os do
hospedeiro, em um processo denominado de glycan gimmickry (VAN DIE e CUMMINGS,
2010; RODRIGUEZ et al., 2015). Esses carboidratos desempenham uma funcdo crucial no
ciclo de vida do parasita em seu hospedeiro (RODRIGUEZ et al., 2015).

Alguns carboidratos podem desempenhar diversas funcdes para o sucesso da
colonizagdo do parasita em diferentes organimos. Em espécies de Leishmania, por exemplo, o
lipofosfoglicano desempenha uma relevante fung¢io para o inicio da infec¢do em vertebrados,
mas ndo desempenham papel crucial para a persisténcia da patologia, ja no intestino médio
dos invertebrados, esse glicoconjugado parece influenciar na ligacdo a galectinas das células
do hospedeiro (SPATH et al., 2003; VARKI, 2017). Doencas causadas por parasitas como
protozodrios e helmintos representam mais de 1 milhdo de mortes por ano, além de poderem
causar transtornos que afetam a qualidade de vida desses pacientes ao longo dos anos
(HOTEZ et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2015).

Um importante grupo de parasitas sdo os fungos. Esses micro-organismos apresentam
parede celular que, assim como 0s vegetais, ¢ composta por uma rede de carboidratos.
Entretanto, essa parede celular estd diretamente ligada 2 membrana plasmética e é composta
por outros polissacarideos como quitina, mananas e galactomanaas, sendo a manose um dos
principais monossacarideos que compde a parede. Os carboidratos da parede celular permitem
uma adaptacdo as diferentes condi¢des de crescimento de forma flexivel e dindmica e
favorecem uma estabilidade mecénica. A presenca e quantidade desses carboidratos difere
entre os fungos, sendo o crescimento da parede controlado durante o ciclo celular, e define a
forma como esses micro-organismos se apresentam (hifas e leveduras) (SFIHI-LOUALIA et
al., 2016).

Candida albicans € um importante fungo de interesse médico encontrado em nossa
microbiota normal, entretanto, pode provocar desde micoses a infeccdes sistémicas. Ele é
responsavel por cerca de mais de 400.000 infeccdes por ano no mundo, com altas taxas de
mortalidade (BROWN et al., 2012; POPOLO et al., 2017). A parede celular desse micro-
organismo € composta de glicanos e quitina unidos por ligacdes P1-3-e P1-6 e mananas.

Deficiéncias genéticas na adicao de O-manoses podem ser letais para esse fungo, mostrando a
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importancia que os carboidratos representam para esses seres. Os carboidratos da parede
fungica auxiliam no processo de antigenicidade e de adesdo em células e tecidos do

hospedeiro (SFIHI-LOUALIA et al., 2016).

Alteragdes na composi¢do da parede celular podem ser decorrentes do ambiente,
formas como esse fungo pode se apresentar (leveduras e hifas), em respostas as situacdes de
estresse como a¢ao do sistema imune do hospedeiro ou a fairmacos anti-flingicos como o que
inibe a sintese de glicanos B1-3, importantes para a manutencdo da parede fingica, sendo
usado no tratamento de infec¢des (FONZI, 1999; CALDERONE E FONZI, 2001; LATGE,
2007; POPOLO et al., 2017; GOW e YADAV, 2017).

Dessa forma, encontrar novas estratégias para estudar o perfil glicidico de diferentes
parasitas e o impacto de suas alteragdes no ciclo de vida desses seres € em seu potencial de

viruléncia € de fundamental relevancia para o diagndstico e terapia dessas patologias.

2.1.2 Glicobiologia do cancer

A expressdo de alguns tipos de glicanos em diferentes tecidos e estdgios do
desenvolvimento podem estar relacionados a diversas fungdes (Rodrigues et al., 2015). Dessa
forma, a glicosilacdo é um dos mecanismos regulatorios-chave para manutencdo da
homeostasia celular e tecidual (VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2015; PINHO e
REIS, 2015). Entretanto, mudancas na glicosilagdo, causadas por disfuncdes de
glicosiltransferases e/ou glicosidases, t€ém uma considerdvel relevancia em processos
patoldgicos como no céncer, estando relacionadas a eventos como proliferacio, angiogénese,

invasdo e metdstase das células cancerigenas (VARKI et al., 2009; TANG et al., 2015;
FUSTER e ESKO, 2005; VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2015).

As principais mudangas na glicosilagao sdo fucosilagdo, glicanos O-ligados truncados,
sialilacao e ramificac¢des de glicanos N e O ligados, Figura 1 (HAKOMORI, 2002; ARNOLD
et al., 2008; CHRISTIANSEN et al., 2014; PINHO e REIS, 2015). Essas modifica¢cdes estdo
relacionadas, muitas vezes, com o aumento da invasividade e malignidade do tumor (KIM e

VARKI, 1997; HAUSELMANN e BORSIG, 2014).

As alteracoes glicidicas propiciam interacdes entre as células do cancer e: (i) outras
células do microambiente tumoral; (ii) matriz extracelular, (iii) receptores encontrados na
vasculatura que favorecem a disseminacdo da célula do cancer e (iv) lectinas endégenas, tais

como: as siglecs, expressas em células hematopoiéticas; as galectinas expressas nas células do
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cancer; e as selectinas. Essas interagdes facilitam o desprendimento da matriz e o
acionamento de mecanismos de invasdo, adesdo e colonizagdao em outros 6rgaos (KANNAGI,

1997; HAUSELMANN e BORSIG, 2014).

No processo de transformacdo da célula do cancer, epitopos oncofetais sdo expressos.
Eles sdo denominados dessa forma por serem expressos em células embriondrias e tumorais,
nao sendo encontrados na grande maioria das células adultas (HAKOMORI, 1985;
HAUSELMANN e BORSIG, 2014). Esses epitopos podem ser potenciais biomarcadores do
tumor e a sua biossintese tem se tornado alvo para elaboracdo de terapias antitumorais

(HAUSELMANN e BORSIG, 2014; VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2015).

Figura 1 - Algumas glicosilacdes relacionadas ao cincer. A. Glicanos N-ligados; B. Glicanos O-ligados; C.
Glicanos sialilados; D. Glicanos truncados.
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Fonte: Adaptado de PINHO e REIS (2015).
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Alguns biomarcadores encontrados no soro de pacientes com cancer sao glicoproteinas
amplamente utilizadas no diagndstico e monitoramento da progressio do tumor, como o
antigeno especifico da préstata (PSA), o antigeno de carcinoma de ovario (CA125), o
antigeno carcinoembridonico de célon (CEA); o antigeno de cancer de mama CA15-3; e os
antigenos de cancer gastrico e de pancreas (SLe" e CA19-9, respectivamente) (GILGUNN et
al., 2013; ZURAWSKI et al., 1988; GOLDSTEIN et al., 2005; LOCKER et al., 2006; SAFI et
al.,, 2007; REIS et al., 2010; PINHO e REIS, 2015). Entretanto, esses biomarcadores
apresentam limitagdes para detec¢do precoce, o que tem atraido pesquisas para descoberta de
novos biomarcadores com maior especificidade para deteccdes iniciais (PINHO e REIS,

2015).

Diante disso, sdo necessarios novos estudos que visem elucidar o papel das alteragdes
glicidicas e sua interacdo com lectinas endégenas no desenvolvimento, progressao e metdstase
tumoral. Além disso, a Glicobiologia também se propde a auxiliar na descoberta de novos
biomarcadores tumorais, objetivando a deteccdo cada vez mais precoce e especifica. Com
esse suporte, serd possivel a elaboragao de novas estratégias para o diagndstico e terapia que

visem interferir na progressdo tumoral (HAUSELMANN e BORSIG, 2014).

Diferentes das proteinas, os carboidratos ndo sdo produtos diretos dos genes e
possuem uma variedade muito maior de suas formas, que torna seu estudo um desafio de
considerdvel importancia na ciéncia (LANDHUIS, 2017; VARKI, 2017). Devido a esse
gargalo, o estudo do glicoma (conjunto de carboidratos de uma estrutura ou organismo) se
torna dificil por apenas uma técnica. A utilizagdo de técnicas complementares como enzimas,
lectinas e outras proteinas que se ligam a carboidratos ganharam um papel de destaque por
entender ndo apenas a estrutura, mas a funcdo desempenhada por esses glicidios. Marcacoes
em tecidos e células utilizando lectinas ou anticorpos especificos podem ajudar a entender as

possiveis variagdes dentro de um mesmo tecido e entre células (VARKI, 2017).

2.2 LECTINAS

Desconfortos intestinais apos a ingestao de algumas leguminosas nao cozidas ou com
cozimento insatisfatério podem estar relacionados a presenca de um grupo especial de
proteinas, as lectinas. Essas macromoléculas sdo caracterizadas pela afinidade especifica e

reversivel a residuos de carboidratos (SILVA et al., 2014; CUNHA et al., 2016). Sua
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marcante estabilidade térmica e resisténcia as enzimas digestivas e dcidos (KUMAR et al.,
2012) acarretaram a aten¢do para o estudo e aplicacdo dessas macromoléculas ao longo dos
anos.

Alguns trabalhos tém avaliado estratégias para diminuir a alergenicidade dessas
macromoléculas utilizando radiagdo ionizante, como apresentado por Vaz e colaboradores
(2011) ao exporem a lectina da casca de Sebastiania jacobinensis a radiagdo acima de 1
Kilogray (kGy), revelando uma diminui¢do significativa da atividade hemaglutinante e
sugerindo também uma reducao da alergenicidade dessa proteina.

Em 2012, Vaz e colaboradores verificaram que essa mesma radiacdo era capaz de
mudar o estado conformacional da lectina do gérmen de trigo (WGA) e provocar uma redugao
de citocinas tipicas das reacdes alérgicas e diminuicao do infiltrado linfocitario no estdbmago
de camundongos, mostrando a eficicia do uso da radiagdo para o combate de reacdes

alérgicas e imunoldgicas provocadas pela lectina.

Em uma andlise mais detalhada em 2013, Vaz e colaboradores verificaram que
pequenas doses da radiagdo gama podem resultar no aumento da alergenicidade, enquanto que

altas doses promovem a quebra de estruturas moleculares cruciais para eliminar o efeito

alergénico (VAZ et al., 2013).

A despeito da potencial toxicidade que essas proteinas apresentam, estudos tém
revelado diversos beneficios das lectinas como ferramentas para fins diagndstico e terapéutico
nas mais diversas areas (SYED et al., 2016; POLLI et al., 2016). Stillmark (1888) foi o
primeiro a comprovar, experimentalmente, que a fracdo proteica do feijao castor Ricinus
communis (Ricina) era capaz de aglutinar células vermelhas, Figura 2 (GORAKSHAKAR e
GHOSH, 2016). A especificidade para determinados eritrécitos foi observada por Landsteiner
(1936) e melhor analisada por Boyd e Shapleigh (1954) que denominaram essas proteinas

como -Lectinasl, derivado do latim -legere! que significa escolher, selecionar.
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Figura 2 - Representacio da atividade hemaglutinante e inibicao da atividade hemaglutinante: (a) lectinas
se ligam aos carboidratos especificos da superficie dos eritrocitos (CSE) induzindo a hemaglutinacao; (b) a
inibiciao ocorre quando os sitios de afinidade ao carboidrato da lectina sio previamente saturados com o
carboidrato especifico (CE), impossibilitando a formacao da malha de aglutinacio.

a Eritrocito b
- 7

Lectina ligada ao

|Malha de aglutinagﬁo\ carboidrato especifico

Fonte: Adaptado de SANTOS et al. (2013).

As lectinas sdo encontradas nos mais diversos seres como micro-organismos, plantas e
animais (YAU et al., 2015). Lectinas end6genas medeiam processos biologicos como
reconhecimento célula-célula, interacdes da matriz extracelular, fertilizacdo gamética,
desenvolvimento embriondrio, crescimento celular, diferenciacao celular, sinalizagcao celular,
adesdo e migracdo celular, apoptose, imunomodulacdo e inflamacdo, interagdo parasita-
hospedeiro, enovelamento e direcionamento de glicoproteina, indu¢do mitogénica e
homeostase (MODY; JOSHIB; CHANEY,1995; GORELIK; GALILI; RAZ, 2001; MINKO,
2004; NIMRICHTER et al., 2004; SHARON e LIS, 2004; WORMALD e SHARON, 2004;
RABINOVICH et al., 2007; CHOU; SHIEH; SYTWU, 2009; KERRIGAN e BROWN, 2009;
RUSEVA et al, 2009; SARAVANAN et al, 2009; YAMANAKA et al., 2009;
GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011; PANG et al., 2016).

Devido aos diversos potenciais que as lectinas apresentam como antitumoral (Cunha et
al., 2016), imunomodulador (SILVA et al.,, 2015b), antibacteriano, antifiingico
(CHANDRASEKARAN et al., 2016), antiparasitario (VIEIRA et al., 2008) e antiviral
(Woodrum et al., 2016), essas proteinas t€m sido alvo de indmeros estudos. As lectinas
extraidas de plantas sdo costumeiramente encontradas em muitos desses trabalhos. Nos
vegetais, elas desempenham uma notdria participagdo na protecdo contra fitopatégenos, entre

outras fun¢des (LANNOO e VAN DAMME, 2014; ZHENG et al., 2016).

Algumas classificagdes sao feitas para melhor estudar essas proteinas. Uma das
classificacoes utilizadas para lectinas de plantas é fundamentada na sua arquitetura e

capacidade de ligacdo a carboidratos, sendo dividida em quatro grupos principais: um
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dominio de ligacdo a carboidrato (merolectinas), dois ou mais dominios de ligacdo idénticos
(hololectinas), no minimo dois dominios de liga¢do a carboidratos diferentes (superlectinas),
um ou mais dominios de ligagcdo a carboidratos e um dominio que exerce atividade bioldgica
independente do dominio de ligagdo a carboidratos (quimerolectinas). Com exceg¢do das
merolectinas, todas sdo capazes de aglutinar células (VAN DAMME et al., 1998;
CAVALCANTE et al., 2014).

Em uma classificacdo baseada na sequéncia de dados disponiveis do
genoma/transcriptoma, existem doze familias de lectinas de plantas com dominios
relacionados estruturalmente e evolucionariamente (VAN DAMME; LANNOO; PEUMANS
et al., 2008; SHI et al., 2016). Dentre esses grupos, vale destacar o com dominio lectina de
leguminosa, compreendendo lectinas de Canavalia ensiformis (Con A) e de Cratylia mollis

(Cramoll).

2.2.1 Cratylia mollis e suas lectinas

Popularmente conhecida como feijdo Camaratu ou Camaratuba, Cratylia mollis,
Figura 3, € uma espécie autdctone do semiarido do nordeste do Brasil (L. C. N. da Silva et al.,
2014; Souza et al., 2003). Cratylia, que pertence a familia Fabaceae ou leguminosa, Figura 3,
€ uma planta arbustiva, tolerante a seca e a solos acidos e tem potencial para adubagdo verde e
forrageamento (ARAUJO et al., 2011). Desde a sua utilizacio como recurso forrageiro até a
purificacdo das lectinas de suas sementes na década de 90 (PAIVA e COELHO, 1992;
CORREIA e COELHO, 1995), Cratylia mollis tem atraido, ao longo dos anos, a atengao de
inimeros pesquisadores que visam descobrir as diversas atividades bioldgicas de suas

lectinas.
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Figura 3 - Taxonomia de Cratylia mollis. A. Flores, B. Arvore, C. Sementes

Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribos: Phaseoleae
Subtribos: Diocleinae
Género: Cratvlia
Espécie: Cratylia mollis

3
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LRk H
Camaratuba -

Fonte: Adaptado de CARDOSO (2009).

Quatro isoformas de lectinas podem ser extraidas e purificadas das sementes de C.
mollis, que s@o separadas pelos diferentes estdgios do processo de fracionamento com sulfato
de amodnio e etapas cromatograficas, Figura 4 (PAIVA e COELHO, 1992; CORREIA e
COELHO, 1995). Em 1992, Paiva e Coelho purificaram as isoformas 2 (60 kDa) e 3 (31
kDa), presentes no sobrenadante da fracdo 40-60% (rendimento de 2.6%) e precipitado da
fracdo 0-40% (rendimento de 3.3%), respectivamente. A isoforma 2 se liga a residuos de
glicose/manose enquanto que a isoforma 3, que é uma glicoproteina, se liga a galactose

(PAIVA e COELHO, 1992).

Trés anos depois, Correia e Coelho (1995) publicaram o artigo apresentando as outras
duas isoformas (1 e 4) purificadas em apenas uma etapa cromatografica com sephadex G-75.
Essas isoformas foram separadas através de mais uma etapa cromatografica com CM-
celulose, gerando um rendimento de 94% para a isoforma 1 (31 kDa). As isoformas 1, 2, e 3
apresentam diferencas de migracdo eletroforética, sendo Cramoll 1 (ponto isoelétrico-pI 8.5-
8.6), Cramoll 2 (pI 4.15-6.7) e Cramoll 3 (pI 5.25-5.8) (PAIVA e COELHO, 1992;
CORREIA e COELHO, 1995).
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Figura 4 - Etapas principais para extracfo e purificacio das isoformas de lectinas de Cratylia mollis.
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Fonte: CUNHA et al. (2014).

As isolectinas 1 e 3 encontram-se majoritariamente na matriz amorfa de corpos
proteicos e nas paredes celulares do eixo embriondrio. Essas isolectinas tém sido relacionadas
com uma possivel fun¢do de prote¢do contra predadores e, no eixo embrionario, elas parecem
estar associadas a necessidade mitogénica para o processo germinativo ou como uma reserva
proteica para a dorméncia da semente. Dessa forma, essas proteinas podem ser
metabolicamente ativas para seu uso em momento oportuno (SANTOS; PEIXOTO;

COELHO, 2004).

A lectina Cramoll 1 possui 0 maior rendimento e é constituida de 236 residuos de
aminodcidos, dentre os quais, quatro sdo triptofanos, com 82% de identidade com Con A,
apresentando um sitio de ligacdo idéntico para metil-a-manopiranosidio Mn>* e Ca®*, Figura
5. Todavia, sdo observadas diferencas de ligacdo a oligossacarideos e glicoproteinas entre
essas duas lectinas. Os dois sitios de metal sdo encontrados na proximidade do sitio de ligacdao
a monossacarideo. A regido de ligacdo a metais € indispensdvel para ligacdo do carboidrato,
pois os metais interagem com a cadeia polipeptidica tanto diretamente como via coordenagao

de moléculas de dgua (SOUZA et al., 2003).
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Figura 5 — Estrutura Terciaria de Cramoll 1. A - Estrutura mostrando o sitio de ligacio a monossacarideo
e aos fons Ca** e Mn?*. B- Similaridades vistas utilizando o alinhamento estrutural de Cramoll e Con A.
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%
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Fonte: Adaptado de SOUZA et al.( 2003) e SILVA et al. (2014).

Em 2010, Varejao e colaboradores propuseram a produ¢do de uma proteina
recombinante a partir de DNA quimicamente sintetizado que codificava a sequéncia da
proteina madura, gerando uma lectina funcional homdloga a Cramoll 1 (rCramoll) em
Escherichia coli. Mesmo tendo como obsticulo o aprisionamento da lectina em agregados
insoliveis chamados de corpos de inclusdao, foi possivel obter um rendimento de
aproximadamente 6 mg/L da lectina ativa, preservando as mesmas propriedades da lectina
nativa Cramoll 1, tais como: massa molecular, densidade de carga, estruturas secunddrias e
tercidrias e capacidade para aglutinar eritrécitos de coelho e células epimastigotas de
Trypanosoma cruzi. Ademais, vale ressaltar que a lectina recombinante apresentou-se mais

estavel frente as situacdes adversas como altas temperaturas, alta pressao hidrostatica e acidez

(VAREJAO et al., 2010; VAREJAO; CORREIA; FOGUEL 2011).

Essas diferencas podem ser devido a auséncia de uma ligacdo peptidica especifica em
alguns mondmeros fragmentados de Cramoll 1, o que pode ocasionar a diminui¢do da
estabilidade dos tetrameros, como sugerido por Varejao, Correia e Foguel (2011), Figura 6.
Eles observaram que, ao submeter Cramoll 1 e rCramoll ao pH 7, as duas lectinas
apresentavam-se em sua forma tetramérica, contudo, em pH 6, houve o aparecimento de 26%
da forma dimérica de Cramoll 1, diferente da recombinante que manteve sua forma original.

Com o aumento da acidez (pH 5) foi possivel observar 100% de dimeros de pCramoll,
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enquanto que 50% de rCramoll ainda apresentava-se como tetramero, sendo possivel obter

100 % da forma dimérica apenas em pH 4.2 (VAREJAO et al., 2010).

Figura 6 - Lectina de Cratylia mollis (Cramoll 1): oligomerizacao dependente de pH. (a) Monémero, (b)
Dimero, (c) Tetramero. (D) Eletroforese mostrando o monomero intacto-I e monoémeros fragmentados-F.

MOnBmern s :
} g ! Meahan : o i i
/ i(a) o 7 e
3 s O = i _z: i = \E-e\srﬂﬁ = i
pH em torno de 5 / pH acima de 7

Dimero Tetramero
Fonte: Adaptado de VAREJAO et al. ( 2010).

Na presenca do agente desnaturante uréia (4 M), os tetrdmeros da lectina da planta
foram dissociados em monOmeros, enquanto que rCramoll ainda iniciava seu
desenovelamento. Quando esse mesmo agente desnaturante foi colocado nos dimeros, as duas
lectinas apresentavam-se como mondmeros parcialmente desenovelados, Figura 7. Para a
planta, essas instabilidades de Cramoll 1 podem disponibilizd-la também como uma
importante fonte de nutricio na semente, favorecendo o desenvolvimento do embrido

(VAREJAO; CORREIA; FOGUEL, 2011).
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Figura 7 - Diferencas no perfil de dissociacio e desnaturacdo de p e rCramoll. Em condi¢oes nao
desnaturantes, rCramoll s6 apresenta tetrameros intactos diferente de pCramoll que possui tetrameros
formados tanto por mondmeros intactos como fragmentados. Os tetrameros (pCramoll) ao serem
submetidos a 4 M de ureia apresentam apenas mondomeros parcialmente desenovelados, enquanto que
rCramoll apresenta tanto monémeros como tetrameros parcialmente desenovelados.
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Fonte: Adaptado de VAREJAO; CORREIA; FOGUEL (2011).

2.2.2 Cramoll como ferramenta para estudos biomédicos

Cramoll 1 apresenta muitas similaridades com Con A, entretanto, alguns estudos tém
revelado o potencial das isoformas 1 e 4 combinadas como ferramentas para aplicacdes
biomédicas. Entre algumas dessas potencialidades, € possivel citar seu uso na pesquisa do
cancer com propdsitos diagndsticos e terapéuticos, como agente imunomodulador,
antiparasitario, cicatrizante, protetor contra radicais livres e no desenvolvimento de

biosensores, Figura 8 (SILVA et al., 2014).
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Figura 8 - Potencialidades e aplicacoes de Cramoll.
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Fonte: Préprio autor.

2.2.2.1 Agente imunomodulador

O efeito mitogénico de Cramoll 1,4 e Cramoll 1 em linf6citos foi avaliado mostrando
que essas lectinas podem ser usadas como ferramentas para proliferacdo dos linfécitos e ndo
h4 diferenca significativa na utilizagdo dessas isolectinas. Além disso, essa atividade bioldgica
estd diretamente relacionada ao sitio de ligacdo a carboidratos dessas lectinas (MACIEL et al.,

2004).

Cramoll 1,4 também estd associada a um aumento da proliferacdo de esplendcitos.
Tanto Cramoll 1,4 como Con A induziram altos niveis de IL-2, IL-6, IFN-y e de 6xido nitrico.
Além disso, Cramoll 1,4 ndo induziu apoptose e estimulou o aparecimento de um nimero
significativo de células na fase S do ciclo celular, mostrando que essa lectina pode ser usada
como agente mitogénico nos ensaios de imunoestimulacdo (MELO et al., 2011a). Cramoll 1,4
também apresentou atividade modulatéria nos linfocitos do baco e estimulou a resposta imune
Th2 (MELO et al., 2011b). Essa lectina foi habil para induzir a expressao in vitro de IL-6, IL-
17A, 1L-22, e IL-23 melhor do que a lectina comercial Con A, além de gerar memoria

imunolégica (OLIVEIRA et al., 2013).

Silva e colaboradores (2015b) avaliaram o potencial imunomodulador de Cramoll 1,4
e rCramoll em células de exsudado peritoneal (do inglés PECs) infectadas ou ndo com
Staphylococcus aureus. As lectinas aumentaram, de forma significativa, os niveis de 6xido

nitrico, superdxido e citocinas (IL-1, IL-6, IFN-y e TNF- a). J4 nas células infectadas com S.
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aureus as lectinas regularam negativamente a expressao de TNF-a e IL-6, que pode auxiliar a
atenuar os efeitos deletérios das respostas inflamatdrias persistentes no sitio da infeccao. Elas
também foram capazes de regular positivamente a expressao de IL-1p e IFN-y. A fagocitose
de S. aureus pelas células PECs aumentou em 27,1% e 22,47% para Cramoll 1,4 e rCramoll,
respectivamente, mostrando que Cramoll 1,4 induziu efeitos mais fortes do que a forma

recombinante.

2.2.2.2 Protecao contra radicais livres

Silva e colaboradores (2015a) avaliaram o potencial protetor contra a inducdo de
estresse oxidativo provocado pelo peréxido de hidrogénio em células Vero (fibroblasto de rins
de macacos) por Cramoll 1,4 e rCramoll. Eles revelaram que as lectinas significativamente
atenuaram a citotoxicidade induzida pelos radicais peréxidos de forma dependente da
concentracdo. O méximo de efeito protetor (96,85 + 15,59%) e (59,48 + 23,44%) foi
verificado para rCramoll e Cramoll 1,4, respectivamente. Também foi observada uma redugao
da porcentagem de células mortas de 65,04 £+ 3,29% (H,0,) para 39,77 + 2,93% (Cramoll 1,4)
e 13,90 = 9,01% (rCramoll), bem como redugdo dos efeitos deletérios causados pelo H,O,
para os niveis de 10,83% (pCramoll) e 24,17% (rCramoll). Em suma, eles mostraram que as
lectinas foram capazes de diminuir a citotoxicidade induzida por estresse oxidativo por meio
da diminuicao de espécies reativas de oxigénio no meio, restaurando o potencial mitocondrial,
prevenindo danos no lisossomo e fragmentacdo do DNA, promovendo sobrevivéncia e a

proliferacdo celular.

2.2.2.3 Desenvolvimento de biosensores

Estudos imobilizando Cramoll 1,4 em diversas matrizes sdo realizados para os mais
distintos fins. Em 2008, OLIVEIRA e colaboradores imobilizaram essa lectina em
nanoparticulas de ouro adsorvidas em eletrodos e verificaram que ela mantém sua atividade
bioldgica e interage com ovalbumina, demostrando que esse sistema pode ser usado na

constru¢cdo de um biossensor sensivel a glicoproteinas em solucao.

Em 2011 um novo sensor utilizando Cramoll 1,4 foi desenvolvido com alta
sensibilidade e seletiva discriminacao de lipossacaridio bacteriano (OLIVEIRA et al., 2011a).
Essa lectina também mostrou ser um potencial biossensor para detectar padrdes anormais de

glicoproteinas no soro de pacientes com dengue (OLIVEIRA et al., 2011b). Em 2014,
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Avelino e colaboradores realizaram a imobilizacdo de Cramoll 1,4 em nanoparticulas de ouro
(AuNps) com polianilina (PANI) para a identificacdo do perfil glicoproteico de pacientes
infectados com os trés sorotipos de dengue (DSI, DSII, DSIII). O biossensor mostrou-se com
boa sensibilidade e reprodutibilidade e foi capaz de discriminar os diferentes sorotipos e

estagios da infeccdo (AVELINO et al., 2014; SILVA; COELHO; CORREIA, 2016).

Silva e colaboradores (2016) utilizaram um eletrodo formado pela unido de nanotubos
de carbono carboxilados (COOH-CNTs) e filme de poli-L-lisina funcionalizado com Cramoll
1,4, objetivando a identificacdo diferencial de pacientes com hiperplasia benigna e cancer de
prostata. Eles verificaram que o nanoeletrodo exibiu um padrido linear de deteccdo para
fetuina em amostras de PBS na faixa de 0,5 a 25 pg-mL'l, com um alto coeficiente de
correlagdo (r=0,994, p<0,001), limite de deteccdo de 0,017 pg-mL’l, boa repetibilidade
(1,24% de desvio padrao relativo, DPR) e reprodutibilidade (4,24% DPR). Mintz e
colaboradores (2015) revelaram que a fetuina pode ser um potencial marcador nesse tipo de
cancer como indicador de metdstase e agressividade do tumor. A andlise de um pool de
pacientes com hiperplasia benigna e cancer de prdstata mostrou que o nanoeletrodo
reconheceu glicoproteinas do soro de forma diferencial, aumentando a marcacdo de acordo
com a elevacdo do -Gleason scorel que, segundo Pierorazio e colaboradores (2013), esta

relacionado ao aumento da metdastase e recorréncia do cancer apds o tratamento.

2.2.2.4 Agente antiparasitirio

Compostos isolados de diversas plantas da regido semidrida brasileira tém revelado
atividade tripanocida contra as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (VIEIRA et al.,
2008). Cramoll 1,4 também revelou potencial de aglutinagao, inibi¢ao da proliferacdo e morte
celular por necrose dessas formas de 7. cruzi (FERNANDES et al., 2010). Em 2014,
Fernandes e colaboradores investigaram o mecanismo de alteracdo mitocondrial de 7. cruzi
induzido por Cramoll 1,4 usando como controle mitocOndria isolada de figado de rato. Os
resultados revelaram que a lectina liga-se a glicoconjugados da membrana plasmatica, é
internalizada e posteriormente liga-se a mitocondria. Ela estimula a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, Reactive oxigen species) na mitocondria do parasita e do controle
em um meio contendo Ca”*, sendo a mitocondria do parasita mais propensa a morte celular
mediada pela transicdo da permeabilidade de membrana por ROS associada as alteracdes da

homeostase do Ca>*.
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2.2.2.5 Acao cicatrizante

O efeito cicatrizante de Cramoll 1,4 foi avaliado no reparo das lesdes experimentais de
camundongos normais e imunocomprometidos, mostrando seu potencial como futuro
composto cicatrizante (MELO et al., 2011c). O tratamento regular de queimaduras de segundo
grau em camundongos utilizando hidrogel contendo Cramoll 1,4 acelerou a granulacdo, o
processo de reepitelizacdo e retracdo da ferida, mostrando também o potencial dessa lectina
para ser utilizada com outros bioprodutos para o tratamento de queimaduras de segundo grau

(PEREIRA et al., 2012).

Baseado no potencial cicatrizante de Cramoll 1,4, Albuquerque e colaboradores (2016)
imobilizaram essa lectina em um gel de galactomanana e verificaram que a matriz
(gel/Cramoll 1,4) apresentou-se estdvel por até 30 dias. A lectina imobilizada na matriz reteve
90% de sua atividade hemaglutinante durante 20 dias, diminuindo para 60% ap6s 60 dias, sem
ocorréncia de contaminacao microbiana durante o periodo de 90 dias de estocagem. Esses
resultados revelaram o potencial uso desta matriz para aplicacdes tdpicas de interesse
farmacéutico e para a indudstria de cosméticos, visando aumentar a penetracdo de farmacos

através da pele.

2.2.2.6 Ferramentas em estudos do cancer

Estudos clinicos requerem volumes pequenos de amostras, medidas de alta precisdo e
habilidade para processar tais amostras (TANG et al., 2015). A espectrometria de massas é
uma técnica usualmente utilizada para anélises estruturais de glicoproteina e € considerado o
método padrdo ouro na glicOmica, entretanto, essa € uma andlise que pode gerar incertezas a
respeito de possiveis variagdes em ligacdes glicidicas (ADAMCZYK; THARMALINGAM;
RUDD, 2011; PAN et al., 2011; TANG et al., 2015), além de demandar um volume de
amostra maior e multiplas etapas para preparacao do material (BOSQUES; RAGURAM;
SASISEKHARAN, 2006; ZHU e DESAIRE 2015; SHANG; ZENG, YUN; ZENG, YONG,
2016).

Como alternativa, as lectinas t€m sido utilizadas como ferramentas para auxiliar a
Glicobiologia. Lectinas de diversas origens sdo empregadas para investigar alteracdes no
perfil glicidico de células tumorais. Além disso, algumas lectinas podem induzir a morte

dessas células, sendo o estudo das interagdes lectina-carboidrato uma etapa importante para a
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criacdo de novas técnicas diagndsticas e selecio de novas vias terapéuticas (CUNHA et al.,

2016; LICHTENSTEIN e RABINOVICH, 2013).

Cramoll tem sido usada como ferramenta com potencial diagndstico e terapéutico em
estudos sobre o cancer. Em 1998, Beltrao e colaboradores verificaram que Cramoll 1 foi
eficiente para marcar, de forma diferencial, tecidos normais e transformados de mama. Essa
lectina apresentou uma maior marcacao dos tecidos neopldsicos em relacdo aos sadios quando
comparada a Con A. Em tecidos de prostata (normal, hiperpldsico e carcinoma), Cramoll 1,4
também marcou de forma diferencial, apresentando padrdo de marcagdo mais intenso no
tecido hiperplédsico em relagdo ao tecido normal também quando comparando com Con A.
Essas duas lectinas mostraram uma diminui¢do na intensidade de marca¢do com o aumento do
grau de malignidade, entretanto, Cramoll 1,4 apresentou um valor diagndstico maior para

doencas na prostata do que a lectina comercial Con A (LIMA et al., 2010).

O potencial terapéutico das lectinas de C. mollis, em especial Cramoll 1,4, também foi
avaliado. Essa lectina mostrou sua capacidade de inibicao do crescimento do Sarcoma 180 in
vivo (40%), que foi intensificada ao ser encapsulada em lipossomas convencionais (71%)
(ANDRADE et al., 2004). Em 2016, Cunha e colaboradores formularam lipossomas furtivos
encapsulando a lectina recombinante rCramoll (rCramoll-Lipo). Mesmo com uma redugdo de
mais de 20% na eficiéncia de encapsulacdo, quando comparado ao apresentado em 2004 por
Andrade e colaboradores, a atividade antitumoral, também contra sarcoma 180 in vivo, dos
Lipo-rCramoll apresentou resultados similares (75%), revelando a forte acdo da lectina

recombinante em lipossomas furtivos, Figura 9.
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Figura 9 - Efeito de rCramoll e rCramoll encapsulada em lipossomas furtivos (rCramoll-Lipo) no peso
dos sarcomas 180 *(p < 0,05).
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Fonte: CUNHA et al. (2016).

Sendo assim, Cramoll e sua forma recombinante sdo ferramentas que atraem o
interesse dos pesquisadores ao longo dos anos. Muitos trabalhos ainda tém sido realizados a
fim de descobrir novas potencialidades, bem como esclarecer as vias moleculares que sdo
ativadas pela presenca dessa lectina. Entretanto, para melhor visualizar e elucidar a sua acdo
sa0 necessdrios tragadores. Técnicas baseadas em fluorescéncia possuem alta intensidade e
possibilitam visualizagdes em tempo real de processos bioldgicos (LIRA et al., 2011).
Andlises teciduais e celulares utilizando marcadores fluorescentes como pontos quanticos tém
mostrado uma alta sensibilidade, amplo espectro de excitagdo e maior fotoestabilidade,
quando comparadas as técnicas convencionais de imunohistoquimica (BROCKE et al. 2003,
CHEN et al., 2009), o que motiva novos estudos que visem aliar as caracteristicas
fluorescentes dos pontos quanticos com a especificidade da lectina Cramoll para analisar

diversas cé€lulas e tecidos.

2.3 PONTOS QUANTICOS

A célebre frase de Richard Feynman: -There's Plenty of Room at the Bottoml abriu
novas possibilidades para um mundo em escala nano, onde hd -novos tipos de forcas,

possibilidades e efeitosl, constituindo o ponto de partida para o que se chama de
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nanotecnologia (FEYNMAN, 1960; DEVREESE, 2007). Este termo foi usado pela primeira
vez em 1974 pelo cientista Norio Taniguchi da universidade de Tokyo, ao referir-se a

habilidade de produzir materiais em nivel nanométrico (SANDHU, 2006).

A preparagdo, caracterizagdo e aplicacao de dispositivos em escala nanométrica sao
funcdes da nanotecnologia, amplamente conhecida por ter um grande potencial em trazer
beneficios para muitas dreas da pesquisa e aplicacdes (THASSU; PATHAK; DELEERS
2007; VARSHNEY e SHAILENDER, 2012; BEIK et al., 2016). Mais de 2000 nanoprodutos
j4 estdo no mercado com particular sucesso em setores como energia, tecnologia da
informacdo e novos materiais para aplicacdes biomédicas (BOTTERO et al., 2015; KRAJNIK
et al., 2016).

Dentro das aplicacdes biomédicas, os nanomateriais apresentam-se como ferramentas
com beneficios potenciais ao combinar multiplas fun¢des em uma tnica plataforma, que pode
ser direcionada para tecidos e células com uma alta especificidade biolégica (DUNCAN e
GASPAR, 2011; SCHROEDER et al., 2012; PIKTEL et al., 2016). Essa tecnologia é um
campo inovador e altamente especializado, podendo fornecer diagndsticos mais precisos e
tratamentos terapéuticos de doencas ao nivel molecular (JAIN, 2007), com mais de 40 tipos
nanossistemas, incluindo farmacos anticincer e sondas de imagem (DUNCAN e GARPAR,

2011; SCHROEDER et al., 2012; CLARK et al., 2016).

Um dos diversos tipos de nanomateriais com um significante impacto na pesquisa em
muitos campos como na fisica, quimica e ci€ncias bioldgicas sdo os pontos quanticos (PQs)
ou quantum dots (ALGAR; TAVARES; KRULL, 2010). Descritos muitas vezes como
atomos artificiais (KLIMOV, 2007; VALIZADEH et al., 2012; CHOU e DENNIS, 2015),
eles sdo particulas coloidais feitas de materiais semicondutores que tém dimensdes
usualmente na faixa de didmetro de 2 — 10 nm (FONTES et al., 2012; PROBST et al., 2013;
SOENEN et al., 2014; BILAN et al., 2015). O interesse multidisciplinar nos PQs tem sido
largamente movido por suas propriedades eletro-Opticas tnicas (FONTES et al., 2012; CHOU
e DENNIS, 2015).

Em um material semicondutor em escala macro, a banda de valéncia e a banda de conducdo
estdo separadas por um gap de energia chamado band gap (Eg). Depois da absorcdo de luz,
um elétron pode ser excitado da banda de valéncia para a banda de condug¢do, deixando um
buraco (h®) na banda de valéncia. Quando o elétron retorna para a banda de valéncia a

fluorescéncia € emitida, Figura 10.
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Figura 10 - Banda de valéncia e conducio separadas pela banda gap com formacio do par elétron-buraco
e emissao de fluorescéncia pelos pontos quanticos.
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Fonte: Préprio autor.

O par (elétron-buraco) € chamado de éxciton e a distancia entre eles € chamada de raio
de Bohr do éxciton. Quando as trés dimensdes do semicondutor sdo reduzidas para poucos
nanOmetros e as particulas tornam-se menores que o raio de Bohr (CHAN et al., 2002; CHOU
e DENNIS, 2015), pode-se dizer que eles estdo em regime de confinamento quantico e nessa

situagdo essas nanoparticulas sdo chamadas de pontos quanticos.

Figura 11 - (a) PQs (CdSe/ZnS), didmetro aproximado 6.9 nm a 1.8 nm emitindo picos de 655 a 443 nm da
esquerda para a direita frente excitacdo por luz UV (HAN et al., 2001); (b) A energia do band gap
aumenta com a diminuicdo do tamanho do nanocristal. Reimpresso de (COX, 2003); (c) Espectros de
absorcao e emissao de CdSe. Reimpresso (SMITH e NIE, 2010). Copyright (2010) Sociedade Americana
de Quimica.

COMPRIMENTO DE ONDA
. (um)
900 700 500 400
o
=
[
[ 1
BANDAS DE Q
CONDUCAO l ORBITAIS ﬁ
BANDA GAP I I I I BANDA GAP
BANDA DE | =
@]
VALENCIA ORBITAIS 2
ENERGIA . . % &
. :
Qe i
e =
ﬁ PONTOS QUANTICOS & A R
CRISTAL ENERGIA DO FOTON (eV)

MACROSCOPICO

Fonte: Adaptado de CHOU e DENNIS (2015).
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Em um regime nanométrico, muitas das propriedades fisico-quimicas dos PQs sdo
diferentes dos mesmos materiais em escala macro, um exemplo dessas mudancas € a
sintonizacao da fluorescéncia de acordo com o tamanho da particula. Nesse caso, PQs feitos
do mesmo material, mas com tamanhos diferentes, apresentam fluorescéncia em diferentes
regides espectrais (do ultravioleta ao infravermelho), Figura 11. Isto € uma consequéncia do
confinamento quéntico que leva a discretizacdo de niveis eletrOnicos e também a variacio da
energia do band gap de acordo com seu tamanho, Figura 11b. Depois da absor¢do, elétrons
retornam para banda de valéncia e a emissao do PQ € proporcional a energia do band gap,
quanto menor for o PQ mais alta € a energia do band gap e mais direcionada para o azul € sua

emissdo (FONTES et al., 2012).

Outro fato observado nesse sistema é que a banda de absorcao dos PQs € larga e se
estende até a regido do UV, Figura 11c. O primeiro pico representa a excitacdo formada pela
transi¢do entre os dois primeiros estados eletronicos discretos. A largura da primeira banda de
absor¢do e seu pico estdo relacionados respectivamente a dispersdo de tamanho das
nanoparticulas e ao tamanho médio e concentracdo dos PQs (SANTOS et al., 2008; FONTES
et al., 2012; CHOU e DENNIS, 2015).

A pesquisa com PQs ganhou atencdo pronunciada a partir da década de 90 e, desde
entdo, foram indiscutivelmente adotados como sondas fluorescentes (BRUCHEZ et al., 1998;
CHAN e NIE, 1998; ALGAR; TAVARES; KRULL, 2010), para a pesquisa bioanalitica,
biofisica e biomédica (PROBST et al., 2013; TANIMOTO et al., 2016; ZHOU et al., 2016;
GEIBLER e HILDEBRANDT, 2016). Eles apresentam propriedades que superam as de

alguns corantes organicos convencionais, entre elas vale destacar as seguintes:

i. Emissao sintonizdvel com o tamanho da nanoparticula, largo espectro de excitacdo e
estreito espectro de emissdo, Figura 11c. Dessa forma, uma unica fonte de luz pode
excitd-los gerando emissdo em diferentes regides do espectro, variando-se apenas o
tamanho da particula. Essas caracteristicas permitem, por exemplo, avaliar as rotas de
trafego de varios carreadores dentro de um mesmo sistema biolégico, comparando
diretamente seus comportamentos em condicdes idénticas e gerando picos de emissao
distintos com alta resolucaio (MATTOUSSI; PALUI; NA, 2012; PROBST et al., 2013;
BILAN et al., 2015);

ii. Forte resisténcia a fotodegradacdo, fornecendo imagens com maior intensidade de

fluorescéncia por maior tempo. Pontos quanticos mostraram-se mais estaveis quando
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comparado com o corante Alexa 488, (Figura 12) (WU et al., 2003; AKCA et al., 2014)
e cerca de 100 vezes mais estdveis e 20 vezes mais brilhantes que o corante Rodamina
6G (CHAN e NIE, 1998; WEGNER e HILDEBRANDT, 2015). Essas caracteristicas
facilitam estudos ao longo do tempo e sdo vantajosas principalmente quando se trata de

imagens de marcacao in vivo (AKCA et al., 2014);

iii. Superficie ativa para conjugacdo com biomoléculas que permitem o direcionamento
ativo e especifico dos nanossistemas (KUMAR et al., 2012; FONTES et al., 2012;
KUMAR; SHARMA; DEEP, 2014; SURESH, 2014; KARAKOTI et al., 2015).

Figura 12 - Comparacio da fotoestabilidade entre PQs e Alexa 488. Microtibulos marcados com PQ 630-
estreptavidina (vermelho) e antigenos nucleares marcados com Alexa 488 (verde) - anti IgG. Os espécimes
foram continuamente iluminados por 3 min com luz 100 W de uma lampada de mercirio em uma objetiva
de 100x com 6leo de imersao. Um filtro de excitacio (485 + 20 nm) foi usado para excitar Alexa 488 e PQ
630. Imagens a 0, 20, 60, 120, e 180 s. Enquanto os sinais de Alexa 488 tornaram-se indetectados dentro de
2 min, os sinais de PQ 630 nao mostraram mudancas por um periodo de 3 min de iluminacao.

Fonte: Adaptado de WU et al. (2003).

A fotoestabilidade e alta intensidade de fluorescéncia também exercem papel especial
em muitas andlises, como na microscopia de fluorescéncia de super-resolugdo, desenvolvida
pelos cientistas ganhadores do prémio Nobel de Quimica Eric Betzig, Stefan W. Hell, e
William E. Moerner em 2014. Essa microscopia auxilia no monitoramento de processos
biolégicos a nivel subcelular, que € importante para o entendimento de relagdes
desencadeadas por cada compartimento celular. Além disso, ela permite a localizacdo de
diferentes proteinas na membrana plasmdtica e no citoplasma, investigando como sinais sao
transmitidos dentro da célula ou como moléculas sdo direcionadas para o transporte. Em
geral, técnicas de super-resolucdo requerem altas fontes de excitagdo e podem necessitar de

longos tempos de imagem, até minutos, sendo necessarios marcadores brilhantes e estdveis

como os PQs (BARROSO, 2011; WEGNER e HILDEBRANDT, 2015).



CUNHA, CR.A. -Desenvolvimento de bioconjugados baseados em pontos quanticos e Cramoll...|
45

2.3.1 Sintese de Pontos Quanticos

Existem basicamente duas metodologias para sintetizar PQs: top-down e bottom-up.
Entretanto, a mais usual no campo das aplicacdes bioldgicas € a bottom-up, que se utiliza da
sintese quimica coloidal, onde se parte de d&tomos para se chegar a sistemas maiores como as
nanoparticulas. A sintese bottom-up de nanomateriais geralmente compreende diversos

estagios consecutivos (FONTES et al., 2012):

(1) Nucleacdo em uma solugdo inicial homogénea;

(2) Crescimento de um nucleo cristalino pré-formado em particulas isoladas, obtendo
o tamanho desejado para as nanoparticulas;

(3) Tratamentos pos-preparativos como purificacao coloidal e modificacao da

superficie por exposi¢do a luz UV (fotoativacdo).

PQs coloidais podem ser sintetizados em meio organico ou aquoso. De modo geral, os
métodos de sintese baseados em reagentes organometdlicos (em meio organico) tém
possibilitado a obtencdo de semicondutores nanocristalinos coloidais de alta qualidade, isto €,
com baixa dispersdo de tamanhos das nanoparticulas, altos rendimentos quanticos de
luminescéncia e estabilidade quimica (SILVA et al., 2010). No entanto, este método de
sintese, conhecido como rota organometdlica utiliza precursores extremamente toxicos,
piroféricos, de custo elevado e que necessitam de altas temperaturas de reacdo, além de
produzirem PQs hidrofébicos e, portanto, ndo sdo compativeis com sistemas biologicos
(SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; SILVA et al., 2010; FONTES et al., 2012; WEGNER e
HILDEBRANDT, 2015).

Como alternativa para que os mesmos se tornem hidrofilicos foram desenvolvidas
estratégias de modificagdes na superficie dos pontos quanticos (SILVA et al., 2010;
KARAKOTT et al., 2015). Entretanto, essas modificacdes geralmente sdo acompanhadas por
um decréscimo do rendimento quantico da fluorescéncia dos nanocristais (PENG, Z. e PENG,

X., 2001; SILVA et al., 2010).

Muitos trabalhos foram realizados com o propésito de se realizar sinteses em meio
aquoso (TALAPIN; POZNYAK; GAPONIK, 2002; ZHANG et al., 2003; SILVA et al,,
2010). Uma estratégia adotada para elevar a qualidade de fluorescéncia dos nanocristais
sintetizados pelo método aquoso € crescer uma camada externa, constituida também por

semicondutores, sobre o nucleo dos nanocristais, dando origem as estruturas do tipo
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nucleo/casca (core/shell) (TALAPIN; POZNYAK; GAPONIK, 2002; SILVA et al., 2010;
WEGNER e HILDEBRANDT, 2015), processo chamado de passivagao.

O nicleo dos PQs é responsavel pelas propriedades opticas fundamentais (absorcao e
emissao). A casca, em geral, € de um material semicondutor com uma band gap maior do que
o do niucleo e € usado para reduzir os defeitos da superficie, além de tornar as nanoparticulas
menos sensiveis as mudangas induzidas pelo oxigénio ou pH do ambiente, reduzindo o
nimero de ligacdes livres que poderiam diminuir a eficiéncia da fluorescéncia dos PQs
(FONTES et al., 2012; KARAKOTT et al., 2015). Para propdsitos biomédicos em que a
fluorescéncia na regido do visivel e PQs hidrofilicos sdo usualmente requeridos, tanto nucleo
como a casca sdo geralmente compostos de elementos dos grupos IIB e VIA da tabela
periddica, Figura 13, como CdSe/ZnS, CdTe/CdS e ZnSe/ZnS(DABBOUSI et al., 1997,
SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; FONTES et al., 2012).

Figura 13 - Tabela periodica simples com realce para os elementos dos grupos IIB e VIA.
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Fonte: Adaptado de Tabela periodica simples (http://www.tabelaperiodicacompleta.com/).

O crescimento de uma fina camada de sulfeto de cddmio (CdS), derivada geralmente
de agentes estabilizantes contendo grupos funcionais tiol (R-SH), em PQs de CdTe € usado
como uma forma de melhorar a eficiéncia da fluorescéncia e fotoestabilidade, diminuindo os
defeitos da superficie (SCHREDER et al., 2000; BORCHERT et al., 2003; PENG et al., 2007;
ZENG et al., 2008; YAN et al., 2011; BASLAK et al., 2014; PANKIEWICZ et al., 2015). Os
estabilizantes também previnem a aglomeracdo, a precipitacdo dos nanocristais (BRUS, 1984;
SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; FONTES et al., 2012) e podem servir como ponto de
ancoragem para melhor conjugag¢do com biomoléculas (KARAKOTT et al., 2015). A principal
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classe de moléculas organicas usadas como estabilizantes/funcionalizantes sdo as moléculas
de alquil-tiol como 4cido mercaptopropidnico (AMP), dcido mercaptoacético (AMA), 4cido
mercaptosuccinico (AMS), cisteina (CIS), cisteamina (CISTM) e diferentes mercaptotiols,

Figura 14 (FONTES et al., 2012).

Figura 14 - Férmulas estruturais de alguns agentes estabilizantes: acido mercaptoacético -AMA, acido
mercaptosuccinico -AMS, acido 3-mercaptopropionico -AMP, cisteamina -CISTM, cisteina - CIS.
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Fonte: Adaptado de CABRAL FILHO et al. (2013).

2.3.2 Bioconjugacao

Muitos trabalhos apresentam o potencial dos pontos quanticos para marcagao celular
inespecifica (YANG et al., 2013), entretanto, o direcionamento especifico se torna essencial
para o entendimento de muitos fendmenos celulares. A superficie dos PQs oferece a
possibilidade para ligacdo as mudltiplas moléculas, Figura 15 (JOHNSON et al., 2014;
CLAUSSEN et al., 2015; WEGNER e HILDEBRANDT, 2015), conferindo especificidade
para aplicagdes biologicas em um processo conhecido como bioconjugacdo (FONTES et al.,

2012).

Os estabilizantes, usados na sintese, e precursores na camada de passivacao, possuem,
por exemplo, terminais carboxilicos ou aminado que podem ser utilizados como pontes
quimicas (funcionalizadores) baseadas em ligacdes covalentes e ndo covalentes para conjugar
biomoléculas. Esses terminais também podem conferir cargas (estabilizadores) negativa e
positiva as nanoparticulas, respectivamente (BIJU et al., 2010; DELEHANTY et al., 2012;
FONTES et al., 2012; PROBST et al., 2013).
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Figura 15 - Conjugacio de uma biomolécula com PQ (niicleo-casca) funcionalizado.
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Fonte: Adaptado de FONTES et al. (2012).

As ligacdes ndo covalentes compreendem as interacdes entre biomoléculas e grupos
terminais expostos na superficie do PQs, sem a necessidade de um agente quimico que
intermedeie a unido (DELEHANTY et al., 2012; KARAKOTTI et al., 2015). Exemplos de
ligacdes ndo covalentes sdo: a) adsor¢do da biomolécula na superficie do PQs, por meio, por
exemplo, de interagdes eletrostiticas, hidrofébicas ou de Van der Waals; b) afinidade da
biotina por PQs funcionalizados com estreptavidina ou avidina; e ¢) afinidade de residuos de
histidina das proteinas com os PQs (GOLDMAN et al., 2002; DELEHANTY et al., 2012;
PROBST et al., 2013; KARAKOTT et al., 2015).

A abordagem niao covalente tem sido explorada para ligar uma variedade de proteinas
como MBP (proteina que se liga a maltose) e proteina G na superficie dos PQs (SAPSFORD
et al., 2006; KARAKOTI et al., 2015). Entretanto, essas estratégias para conjugacdo podem
ser sensiveis ao pH e forca i6nica do meio biolégico (DELEHANTY et al., 2012), como foi
visto por Algar e Krull (2010) ao conjugar oligonucleotidio a PQs (CdSe/ZnS) revestidos com
acido mercaptoacético (AMA) (KARAKOTI et al., 2015).

A bioconjugacdo também pode ser estabelecida por ligacdo covalente (B1JU; ITOH;
ISHIKAWA, 2010). As principais vias para formacdo dessa ligacdo sdo as que ocorrem entre
grupos amina-amina, pontes dissulfeto e carboxila-amina (GOLDMAN et al., 2002; PROBST
et al., 2013; KARAKOTI et al., 2015). Um dos agentes de acoplamento para a formacao das
pontes amida é o EDC [1-etil-3- (3-dimetilaminopropil)] (DONEGAN e RAKOVICH, 2013;
KARAKOTI et al., 2015). Ele forma o intermedidrio O-acilisouréia e tem sua eficiéncia
aumentada por meio da adicdo do sulfo-NHS (N-hidroxisulfosuccinamida), que age como

agente estabilizante do intermedidrio, aumentando a eficiéncia da reacao, Figura 16
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(ANDERSON; ZIMMERMAN; CALLAHAN, 1964; STAROS, 1982; KARAKOTTI et al.,
2015).

Figura 16 - Conjugacao covalente utilizando EDC e Sulfo-NHS.
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Fonte: Adaptado de WANG et al. (2012).

Segundo Bilan e colaboradores (2015), embora exista uma ampla variedade de
estratégias para bioconjugacdo dos PQs com biomoléculas, todas elas devem satisfazer alguns

requisitos gerais:

a  Minimizagdo da interferéncia na atividade natural das biomoléculas apds o processo
de bioconjugacao;

b. Formacao de conjugados estdveis em condi¢des fisiolégicas com considerdavel tempo
de meia vida;

c. Conjugacao orientada. Os sitios de reconhecimento das moléculas na superficie devem
estar expostos, permitindo a ligacdo a antigenos ou moléculas-alvo. A quantidade de

moléculas reconhecidas na superficie deve ser controlada (HUO, 2007).

Outro importante requisito € a manutencdo da propriedade fluorescente dos PQs apds
essa unido. Embora a bioconjugacdo ainda permaneca sendo uma tarefa ndo trivial, um
significante progresso tem sido feito no desenvolvimento de vdrios métodos de ligagdo de
biomoléculas a PQs (MONTENEGRO et al., 2013; BILAN et al., 2015) e estudos que buscam
entender as interacdes entre moléculas e PQs, bem como propor melhorias nas técnicas de

conjugacdo tém sido cada vez mais realizados.

Ding e colaboradores (2011) realizaram estudos espectroscopicos da interacdo

termodinamica entre BSA e PQs (CdSe/CdS) revestidos com L-cisteina. Eles verificaram que
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o processo de ligagcao € espontaneo e que pontes de hidrogénio e interacdes de Van der Waals

desempenham um papel importante na adsorcao entre PQs e BSA.

Utilizando eletroforese capilar e espectroscopia de correlagao de fluorescéncia, Wang
e colaboradores (2012) estudaram os efeitos de certos fatores como ponto isoelétrico das
macromoléculas e pH do tampdo na bioconjugacdo. Eles verificaram que a eficiéncia da
bioconjugacgdo, utilizando EDC e sulfo-NHS, foi significativamente dependente dos pontos
isoelétricos (pls) das proteinas, sugerindo que a carga negativa delas significativamente reduz
quando o pH do tampao estd préximo do pl das proteinas, resultando na diminui¢do da
repulsdo eletrostatica dos PQs e proteinas. Além disso, a reagdo de conjugagdo foi

considerada rdpida e os conjugados mostraram-se estdveis em tampao pH 7.4.

Em virtude dos fatos mencionados, para um direcionamento especifico, além da
escolha da biomolécula a ser conjugada, faz-se necessdrio um planejamento adequado,
observando as melhores estratégias e condi¢cdes para a bioconjugacdo. Isso visa fornecer
nanossistemas estdveis em meio bioldgico mantendo as caracteristicas essenciais dos

associados para potenciais aplicagdes nos mais diversos fins.

2.3.3 Pontos quanticos - sondas fluorescentes para ciéncias da vida

Devido as propriedades tnicas dos PQs, esses nanocristais t€ém sido aplicados em
diversas dreas, uma das mais promissoras ¢ em estudos que visem compreender oOs
mecanismos que promovem o surgimento, crescimento e resisténcia do cancer, bem como no
desenvolvimento de estratégias complementares para o diagndstico. Os PQs também tém
revelado seu potencial como nanoplataformas para combinacdo de sua fluorescéncia com
propriedades magnéticas e radioativas de outras nanoparticulas ou estruturas quimicas,
podendo gerar sondas multimodais que, quando adequadamente desenhadas e combinadas
com agentes terapéuticos, podem apresentar potencial teragndstico, ao possuirem aplicagoes
tanto para o diagnéstico como terapia (FANG et al.,, 2012; NGUYEN e TSIEN, 2013;
VISWANATH et al., 2016; SCHROEDER; GOREHAM; NAN, 2016; WO et al., 2016;
CABRERA et al., 2017).

Quando conjugados com biomoléculas, os PQs tém sido aplicados em diversos estudos
in vitro e in vivo. O interesse para aplicacdoes de PQs em andlises in vivo tem aumentado
principalmente pela fotoestabilidade diferenciada dessas nanoparticulas e superficie versatil

para conjugacdo de biomoléculas. Sukhanova e colaboradores (2004) mostraram que PQs
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conjugados a anticorpos sdo mais resistentes a fotodegradacdo, quando comparados com
conjugados de isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina e Alexa flior 488 (BILAN et
al., 2015). Em 2013, Kwon e colaboradores também apresentaram o potencial in vitro e in
vivo dos PQs conjugados ao anticorpo que reconhece receptor-2 do fator de crescimento
endotelial vascular (anti-VEGFR2). Bioconjugados injetados em camundongos nudes
xenotransplantados com células de cancer de préstata (PC3) apresentaram um aumento de
fluorescéncia apds 12 horas, sugerindo o potencial do bioconjugado como ferramenta de
imagem mais fotoestdvel em estudos da angiogénese do cancer. Outra importante aplicacao in
vivo tém sido em estudos utilizando microscopia intravital (MIV), para acompanhar, de forma
dindmica, caracteristicas bioldgicas diferenciais adquiridas pelo tumor (hallmarks), Figura 17
(WEGNER e HILDEBRANDT, 2015; FANG et al, 2012; ELLENBROEK e VAN
RHEENEN, 2014; LAPIN et al., 2016).

Figura 17 - Diferentes tipos de marcacdo utilizando PQs: a) Marcacao de linfonodos sentinelas; b)
Imagem de PQs multicoloridos encapsulados em microesferas e injetados no rato vivo. ¢) Imagem do
cancer de prostata.

a

Fonte: Adaptado de GAO et al., 2005.

Diante da potencial aplicacdo dos PQs, muitos estudos tém avaliado a toxicidade
dessas nanoparticulas. PQs livres de metais pesados, como baseados em Zn, t€ém sido
sintetizados como alternativas para aplicagdes in vivo, entretanto, eles ainda apresentam
limita¢des das propriedades Opticas, o que realca a necessidade de novos estudos visando sua
otimizacdo (FONTES et al. 2012). Em geral, os efeitos téxicos dos PQs dependem de muitos
parametros, como sua composi¢do, concentragdo, revestimento de superficie, o tipo de
sistema e interagdo com o mesmo (WEGNER e HILDEBRANDT, 2015). Além disso, ha uma
aparente discrepancia de sensibilidade entre diferentes células ao meio em que elas sdo
incubadas, tdo bem como diferencas na sua capacidade antioxidante (DIAZ et al., 2008,

SOENEN et al., 2014).
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PQs também té€m sido explorados em outras dreas, como na fenotipagem sanguinea.
Cabral Filho e colaboradores (2015) mostraram que PQs conjugados com a lectina UEA (Ulex
europaeus 1), anti-A e anti-B podem ser relevantes ferramentas na quantificacdo e
entendimento do padrao de antigenos na superficie dos eritrécitos do grupo ABO e sub-grupo
A.

Muitos trabalhos tém voltado a atencdo para o desenvolvimento de biossensores
utilizando PQs, principalmente para deteccao de niveis de glicose no sangue e urina (WANG
et al., 2010; HU et al., 2012). Hu e colaboradores desenvolveram uma plataforma baseada na
inibicdo de um fendmeno conhecido como FRET, do inglés Fluorescence resonance energy
transfer, que ocorre entre o PQ conjugado a lectina e o PQ conjugado ao carboidrato. Através
da diferenca de fluorescéncia emitida antes e apds a incubacao nos diferentes meios contendo
a glicose, foi possivel quantificar esse carboidrato com um limite de detec¢do de 0,03 mmol
L' Dessa forma, eles apresentaram um relevante biossensor para deteccdo de glicose,
inclusive a nivel visual, com limite de deteccdo de aproximadamente 0,5 mmol L_l, Figura
18.

Figura 18 - Biosensor para deteccio de glicose em amostras de sangue e urina. A- Mecanismo de
transferéncia de energia ressonante (FRET). a) FRET entre PQs-lectina (QDs-ConA) e PQs-carboidrato

(QDs-NH,-glu); b) Inibicao de FRET ap6s incubac¢io em meios contendo glicose. B- Quantificacio visual
do nivel de glicose em amostra de urina, PQs—Con A (vermelho) e PQs-NH,-glu (verde).
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Modificado de Hu et al. (2012).

Outras interessantes aplicacdes sdo (i) no desenvolvimento de uma plataforma de
captura e imagem do virus HIV obtidos do sangue total de pacientes soro positivos que pode
facilitar o monitoramento de doencas infecciosas (KIM et al., 2009); (ii) na investigacdo de
perfil glicidico em micro-organismos como Candida albicans (TENORIO et al., 2015); (iii)
na deteccio de bactérias de interesse na sadde publica como a Serratia marcescens
(EBRAHIM et al.,, 2015), Escherichia coli (CARRILLO-CARRION et al.,, 2011) e
Salmonella typhimurium (WANG et al., 2011) e (iv) em estudos de interacdo do protozodrio

Trypanosoma cruzi com seu hospedeiro primario, Figura 19 (FEDER et al., 2012). Dessa
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forma, PQs apresentam-se como importantes sondas fluorescentes que auxiliam diversas dreas

das ciéncias da vida.

Figura 19 - Trypanosoma cruzi marcados com PQs conjugados a lectina SNA.

Modificado de Feder et al. (2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver bioconjugados baseados em pontos quanticos e Cramoll para estudar o

perfil de carboidratos em sistemas biolégicos.

3.2 Objetivos Especificos

v" Investigar as principais estratégias encontradas na literatura para conjugar pontos
quanticos as lectinas ou carboidratos e suas aplicacdes bioldgicas e compilar e

discutir os dados em forma de artigo de revisao;

v' Obter a lectina Cramoll 1,4 da planta de Cratylia mollis por metodologia ja

estabelecida;

v' Sintetizar PQs de CdTe funcionalizados/estabilizados com o 4cido

mercaptosuccinico (AMS);

v" Estabelecer um protocolo eficiente de conjugacdo de Cramoll aos PQs avaliando

processos de adsorcao e ligacdo covalente;
v’ Caracterizar os conjugados quanto a parimetros fisico-quimicos e bioldgicos;

v" Aplicar os conjugados para o estudo daexpressdo de glicose / manose em células

Hela;

v" Auvaliar o potencial leishmanicida de Cramoll e investigar a expressdo de glicose /

manose em células de Leishmania braziliensis utilizando PQ-Cramoll.
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4 MANUSCRITO 1
Artigo publicado no BBA General Subjects

Pergunta condutora: Quais as principais aplicacoes de lectinas e carboidratos conjugados

a pontos qudnticos?
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Quantum dots (QDs) are outstanding nanomaterials of great interest to life sciences. Their con-
Quantum dots jugation versatility added to unique optical properties, highlight these nanocrystals as very promising fluor-
Lectin escent probes. Among uncountable new nanosystems, in the last years, QDs conjugated to glycans or lectins have
Carbohydrate aroused a growing attention and their application as a tool to study biological and functional properties has
Glycobiology "

increased.
Fluorescence

Scope of review: This review describes the strategies, reported in the literature, to conjugate QDs to lectins or
carbohydrates, providing valuable information for the elaboration, improvement, and application of these na-
noconjugates. It also presents the main applications of these nanosystems in glycobiology, such as their potential
to study microorganisms, the development of diseases such as cancer, as well as to develop biosensors.

Major conclusions: The development of glyconanoparticles based on QDs emerged in the last decade. Many
works reporting the conjugation of QDs with carbohydrates and lectins have been published, using different
strategies and reagents. These bioconjugates enabled studies that are very sensitive and specific, with potential
to detect and elucidate the glycocode expressed in various normal or pathologic conditions.

General significance: Produce a quick reference source over the main advances reached in the glyconano-
technology using QDs as fluorescent probes.

1. Introduction and walls. Many biological processes, such as cell adhesion, cancer
metastasis, immune response and intracellular trafficking are guided by
carbohydrate-protein interactions [2]. These versatile molecules act as

important mediators in endocytosis processes [4], intercellular inter-

Glyconanotechnology, a term used firstly by de la Fuente and
Penadés in 2004 [1] to describe the association between nano-

technology and glycoscience, has attracted much attention in the last
years [2]. Glyconanoparticles emerged as new nanoprobes with po-
tential application in glycobiology, materials science and biomedicine,
allowing the study of protein-carbohydrate and carbohydrate-carbo-
hydrate interactions [2,3]. Glycobiology is the science that deals with
the study of the carbohydrates' roles in cell biological processes (e.g.
energy flow, proliferation, differentiation and migration, among others)
and their interaction with other biomolecules [2].

Carbohydrates are one of the fundamental classes of biomolecules,
together with proteins, lipids and nucleic acids. Thus, their study can
help to understand the cell biology and to develop new therapeutic and
diagnostic approaches. Carbohydrates are present in all cell membranes

action or between cells and extracellular matrix [5,6], adhesion and cell
growth [7,8], fertilization [9], and also interactions between pathogen
and host [10].

Carbohydrate-binding proteins, called lectins, possess a specific and
reversible interaction with a particular carbohydrate. Lectins were
firstly discovered in plants, but now it is known that they are present in
other biological systems, having a variety of structures and functions.
They have been greatly used in studies involving carbohydrates re-
cognition and detection in cell surfaces [11.12].

The association of carbohydrates or lectins to nanomaterials results
in new hybrid materials with synergistic properties, the glyconano-
particles, which associate the optical, electrical and/or magnetic
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5 MANUSCRITO 2
Artigo publicado no Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology.

Pergunta condutora: Como estabelecer uma conjugacdo efetiva de Cramoll a pontos
qudnticos?
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Nanoparticles
Bioconjugation
Fluorescence
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Proteins

The optical properties of quantum dots (QDs) make them useful tools for biology, especially when combined
with biomolecules such as lectins. QDs conjugated to lectins can be used as nanoprobes for carbohydrate ex-
pression analysis, which can provide valuable information about glycosylation changes related to cancer and
pathogenicity of microorganisms, for example. In this study, we evaluated the best strategy to conjugate Cramoll
lectin to QDs and used the fluorescent labeling of Candida albicans cells as a proof-of-concept. Cramoll is a
mannose/glucose-binding lectin with unique biological properties such as immunomodulatory, antiparasitic,
and antitumor activities. We probed covalent coupling and adsorption as conjugation strategies at different pH
values. QDs conjugated to Cramoll at pH 7.0 showed the best labeling efficiency in the fluorescence microscopy
analysis. Moreover, QD-Cramoll conjugates remained brightly fluorescent and preserved identical biological
activity according to hemagglutination assays. Flow cytometry revealed that approximately 17% of C. albicans
cells were labeled after incubation with covalent conjugates, while approximately 92% of cells were labeled by
adsorption conjugates (both at pH 7.0). Inhibition assays confirmed QD-Cramoll specificity, which reduced the
labeling to at most 3%. Therefore, the conjugates obtained by adsorption (pH 7.0) proved to be promising and

versatile fluorescent tools for glycobiology.

1. Introduction

Carbohydrate expression profiles in biological systems have shown
to be associated with pathogenic microorganisms and their drug re-
sistance [1,2], as well as with diseases, such as cancer, making studies
related to glycobiology quite relevant [3]. The specific recognition of
glycidic residues by lectins make these proteins, of non-immune origin
[4], important tools to elucidate the role of carbohydrates in the pro-
gress and maintenance of a variety of biological processes.

The association of fluorescence-based techniques with nano-
technology has allowed the development of novel nanoprobes, such as
quantum dots (QDs), to investigate carbohydrate expression profiles
with high sensitivity and specificity. QDs have shown great potential for
biological research due to their unique physicochemical properties,
especially their exceptional resistance to photobleaching and their ac-
tive surface, which enables conjugation with a large variety of

biomolecules, such as the lectins, which are proteins that bind specifi-
cally and reversibly to carbohydrates [5-8].

QDs conjugated to lectins have already been used to characterize
and identify carbohydrate rich structures in blood, tissues, and cells
[2,9,10]. Moreover, some authors have also applied QDs in optical and
electrochemical biosensors [3,11,12], providing valuable information
for glycobiology. For example, Tenério and co-workers reported the
conjugation of Concanavalin A (ConA) lectin to cadmium telluride
(CdTe) QDs for investigating microbial infections and monitoring their
pathogenicity [2].

Cramoll is a mannose/glucose-binding lectin extracted from the
plant Cratylia mollis, which belongs to the same family as ConA and
shares similar structural characteristics and comparable carbohydrate
recognition [13]. When compared to ConA, studies have demonstrated
that Cramoll has a higher immunomodulatory effect and an improved
ability to induce IL-6, IL-17A, IL-22, and IL-23 cytokine production in
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ABSTRACT

Changes in glycosylation may play an important role in pathological processes such as cancer.
Lectins have been used as tools to bring a deeper understanding of cancer cell glycobiology
and, when conjugated to fluorescent labels such as quantum dots allow long-term studies of
biological events, with highly sensitive and biochemical specificity, with the aim of
understanding the role of biomolecules in different biological processes. In this study, we
used the QD-Cramoll conjugates to investigate the carbohydrate profile in HeLa cells.
Microscopic analyses showed that QD-Cramoll conjugates were able to label HeLa cells,
revealing a surface rich in glucose/mannose residues. The labeling specificity was



CUNHA, CR.A. -Desenvolvimento de bioconjugados baseados em pontos quanticos e Cramoll...|
60

corroborated by the specific carbohydrate inhibition assay (methyl a-D-mannopyranoside),
which lead to a significant decrease in the labeling of HelLa cells membrane. On the other
hand, it was also observed a slightly vesicular labeling in the cytoplasm with a typical pattern
of endocytosis. The specificity of the conjugates was also confirmed by the saturation assay
using free lectin, for which no labeling was observed. Thus, QD-Cramoll conjugates are
versatile and specific tools that can be used to open new perspectives for cancer glycobiology
studies as well as to be applied to track the pathway of the therapeutic action of this lectin.

Keywords: semiconductor nanocrystals, protein, glycobiology, cancer.
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INTRODUCTION

Glycans are macromolecules essential for cellular and tissue homeostasis. Thus,
changes in glycosylation, caused by glycosyltransferase and/or glycosidase dysfunctions, may
play an important role in pathological processes such as cancer, being related to events such
as proliferation, invasion, metastasis, and tumor angiogenesis (Fuster and Esko, 2005; Tang et
al., 2015; Varki, 2017; Vasconcelos-Dos-Santos et al., 2015). Abnormal carbohydrate profiles
are candidates as cancer biomarkers and their biosynthesis has become a target for the

development of antitumor therapies (Vasconcelos-Dos-Santos et al., 2015).

As an alternative, lectins have been used as tools to bring a deeper understanding of
cancer cell glycobiology. Lectins are proteins of non-immune origin native in plants, animals,
and microorganisms, capable of recognizing carbohydrates in a specific and reversible
manner (Van Breedam et al.,, 2014; Van Damme et al., 1998). These proteins have been
employed to investigate changes in the glycidic profile that occur on the cell membrane
surface during physiological and pathological processes such as cancer (Andrade et al., 2013;
Avelino et al., 2014; Fuster and Esko, 2005; Sharon, 2004). In addition, some lectins can
induce the death of tumor cells, making the study of lectin-carbohydrate interactions an
important step for cancer biology comprehension, development of new diagnostic
methodologies and prospection of new therapeutic approaches (Lichtenstein and Rabinovich,

2013).

The isolectins 1 and 4, extracted from the vegetable Cratylia mollis Mart. found in
semi-arid regions of northeastern Brazil, are widely investigated for their several biological
activities. Cramoll 1,4 binds to glucose/mannose and has been shown to be a notorious
immunomodulatory agent, antiparasitic, healing, free radical scavenger, in the development of
biosensors, and elucidation of glycogen alterations in cancer cells (Da Silva et al., 2015;
Fernandes et al., 2010; Pereira et al., 2012; Albuquerque et al., 2016; Silva et al., 2015;
Avelino et al., 2014; Lima et al., 2010).

Beltrao et al. (1998) and co-workers verified that Cramoll 1 was efficient to
differentiate the labeling of normal and transformed mammary tissues, using the chromogen
diaminobenzidine (DAB) with hydrogen peroxide. A similar procedure was applied to
prostate tissues, which showed that Cramoll 1,4 also labeled more intensely hyperplastic

tissues when compared to normal ones (Lima et al., 2010). The therapeutic potential of
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Cramoll 1,4 to inhibit the growth of Sarcoma 180 in vivo was also verified (Andrade et al.,

2004), as well as with its recombinant form (rCramoll) (Cunha et al., 2016).

Despite the potential of Cramoll, labels are needed not only to apply this lectin to
localize and evaluate the glucose/mannose pattern but also to elucidate its action on the
biological systems. The combination of fluorescent probes and biomolecules allow real-time
studies of biological events, with high sensitivity and biochemical specificity, with the aim of
understanding the role of biomolecules in different biological processes. Quantum dots are
fluorescent semiconductor nanocrystals that have an active surface for conjugation with
biomolecules and high photostability, making them important tools to cell biology
comprehension (Fischer and Kissel, 2001; Zhou et al., 2015). In (2018), Cunha and co-
workers showed an efficient strategy to conjugate Cramoll 1,4 lectin to CdTe QDs with
potential to be applied in several fields of glycobiology. Therefore, the aim of this present
study was to use these conjugates to reveal glucose/mannose expression on the surface of
human cervical epithelial carcinoma (HeLa) cells. We believe that these conjugates are
promising tools to investigate alterations in the expression of glycoproteins present on the
cancer cell membrane surface, which can help to improve the understanding of the cell

biology of this disease (Andrade et al., 2013).

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Synthesis and characterization of quantum dots

CdTe QDs were synthesized in an aqueous medium using MSA (mercaptosuccinic
acid) as stabilizing/functionalizing agent, according to a well-established methodology
(Cabral Filho et al., 2015). Briefly, metallic tellurium was reduced to Te> using NaBHy, under
inert atmosphere (N;). Thereafter, telluride ions were added to a solution of Cd** /MSA at a
high pH (pH >10) and kept in constant stirring and heating (~90 °C) for 8 h. QDs were
synthesized in a molar ratio of 5:1:6 (Cd:Te:MSA) and characterized by emission and
absorption spectroscopies using a spectrofluorometer LS55 (PerkinElmer) and a

spectrophotometer UV-Vis 1800 (Shimadzu), respectively.

Purification and dosage of Cramoll 1,4

The Cramoll 1,4 (from now on named as Cramoll) lectin was extracted from seeds

of Cratylia mollis and purified using Sephadex G-75 affinity chromatography according to a
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well-established protocol (Correia and Coelho, 1995). The Pierce™ Kit, BCA Protein Assay -

Thermo Fisher Scientific was used for protein dosage.

Preparation and characterization of QD-Cramoll and confirmation of the bioconjugation

The conjugate was obtained using the protocol established according to Cunha et al.,
2018. For this, an aliquot (10 pL, 28 pg'mL™) of Cramoll was incubated with QDs (1 mL, 7
uM) at pH 7.0 under slow stirring for 2 h at 25 °C. The conjugate was also characterized by
emission and absorption spectroscopies. The conjugation was confirmed by analyzing the
labeling of Candida albicans cells. Moreover, the maintenance of the ability of the lectin bind
to carbohydrates, even after the conjugation process, was evaluated by hemagglutination
assay (HA). Both procedures (conjugation and HA) were performed according to Cunha et al.

(2018).

HelLa cell culture

HeLa cells (human cervical epithelial carcinoma) were cultured with Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) containing high glucose concentration (Sigma Aldrich).
The culture medium contained 100 units‘mL" penicillin, 100 mg-mL™" streptomycin (Sigma
Aldrich), and 10% of fetal bovine serum (FBS-Gibco) in a humidified atmosphere containing
5% CO, at 37 °C. When cells reached 80 — 90% confluence, they were trypsinated (0.25%
trypsin in dissociation buffer — Gibco). Finally, cells were placed in a 4-well plate (5 x 10*

cells/well — Thermo Scientific ™ BioLite) for 24 h.

Cells labeling

Cells adhered to the 4-well plate were washed with PBS 1X and incubated for 30 min
at 37 °C according to following: (I) control (without conjugates) and (II) cells with QD-
Cramoll conjugates (1:25 v/v). After the incubation time, the systems were washed twice with
PBS. Then, they were incubated with Hoechst 33258 nuclear dye (1 pg.mL’' at final
concentration) for 5 min at 37 °C. Finally, the systems were also washed twice with PBS and
analyzed by fluorescence microscopy using the excitation band-pass (BP) filter 560/40 and
the emission BP filter 645/75 nm (Leica Microscopy DMI 4000B). We assessed the
specificity of labeling using the inhibition and saturation assays prior to cell labeling. For the
inhibition, the conjugates were previously incubated with the specific carbohydrate (methyl a-

D-mannopyranoside) at 0.4 M for 30 min at 25 °C, following by the incubation with the cells.
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For the saturation assay, cells were previously incubated with an excess of lectin free

(54ug.mL™) for 30 min at 37 °C, and then incubated with the conjugates (1:25 v/v).

RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis and characterization of quantum dots

Using the molar extinction coefficient provided by Yu and co-workers (2003) and the
Lambert-Beer law, the concentration of QDs obtained was estimated as approximately 7 pM.
The nanoparticles had a maximum emission at 631 nm, with approximately 54 nm of full
width at a half maximum (FWHM). The diameter of the QD of approximately 3.3 nm was
estimated using the first maximum of the absorption (A = 580 nm) spectrum (Dagtepe et al.,

2007; Rogach et al., 2007).
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Fig. 1. CdTe QD absorption (dashed line) and emission (filled line) spectra, Ao, = 488 nm.

Purification and dosage of Cramoll 1,4

The purified concentration of vegetable lectin was 9.5 mg.mL" (R* = 0.9964) with

53.7 HU.mg 1of specific hemagglutinating activity.

Bioconjugate characterization

The hemagglutinating activity was evaluated before and after the conjugation to verify
if the biological activity was maintained. After the conjugation process, the hemagglutination

capacity of Cramoll was not altered (512°"). There was no significant change in the absorption
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spectrum of the conjugate when compared to the bare Qs (data not shown). Despite the
decrease in fluorescence intensity (Figure 2), the conjugate remained highly fluorescent, as

can be observed in fluorescence microscopy images (Cunha et al., 2018).
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Fig. 2. Emission spectra of QD-Cramoll and QDs bare. QDs bare (filled line) and QD-Cramoll (dashed line). Aexc
=488 nm.

Emission intensity (arb. units)

The labeling of C. albicans cells is a simple and rapid method to evaluate the
conjugation of Cramoll in QDs, since their cell wall is rich in carbohydrates, especially chitin,
B-glycans, and mannoproteins (Ruiz-Herrera et al., 2006; Tendrio et al., 2015). Intense
labeling on the surface of C. albicans cells indicated that the conjugation of Cramoll to CdTe

QDs was efficient, Figure 3.

0 pm 10

Fig. 3. Candida albicans cells labeled with QD-Cramoll. Scale bar: 10 pm.
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HelLa cells labeling

The ability to label differentially normal and transformed breast (Beltrdo et al., 1998)
and prostate (Lima et al., 2010) tissues motivated further studies using Cramoll to evaluate the
expression of these carbohydrates in other tumor lines. Figure 4A shows the typical
membrane-labeling pattern promoted by QDs-Cramoll conjugates. Cramoll 1.4 conjugated to
QDs was able to label HeLa cells, revealing a surface rich in glucose/mannose residues.
Moreover, after 30 min of incubation, there was no signal of cell internalization of the

conjugate.

Fig. 4 Labeling HeLa cells: (A) HeLa cells incubated with QD-Cramoll; (B) HeLa cells incubated with QD-
Cramoll inhibited; (C) HeLa cells incubated with QD-Cramoll saturated previously with the lectin. Scale bar: 25
pm.
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The labeling specificity was corroborated by the specific carbohydrate inhibition assay
(methyl a-D-mannopyranoside), which lead to a significant decrease in the labeling of HeLa
cells (Fig. 4B). The specificity of the conjugates was also confirmed by the saturation assay,

for which no labeling was observed (Fig. 4C).

However, interestingly, when cells were incubated with the inhibited conjugates, a
slightly vesicular labeling in the cytoplasm was noted, revealing a typical pattern of
endocytosis, quite distinct from Fig. 4A. The internalization of QD-Cramoll-(mannose)
conjugates may be mediated by membrane glucose receptors. Due to the high metabolic rate,
cancer cells consume a large amount of glucose (Hay, 2016). However, other carbohydrates
such as mannose can also be internalized by means of glucose transporters, as is the case of
GLUT 1 and 3 transporters (Calvo et al., 2010). These transporters have been found to be
highly expressed in many cancer lineages, being one of the routes explored for therapy and
diagnosis (Altenberg and Greulich, 2004; Calvaresi and Hergenrother, 2013; Calvo et al.,
2010; Kim et al., 2012).

Thus, these results show that QD-Cramoll bioconjugates are a promising tool to
map the route of this lectin action and monitor possible changes in the glycidic profile in
HeLla cells, which also motivates the use of these conjugates to investigate the glucose

expression in other cancer lines.

CONCLUSIONS

In this work, microscopic analyzes showed not only that QD-Cramoll conjugates were
able to reveal the rich mannose and glucose structure on HeLa cells membrane, but also the
different targeting that these conjugates can have, before and after inhibition, in cell biology.
Thus, QD-Cramoll conjugates are promising and specific tools that can be used to open new
perspectives for cancer glycobiology studies as well as to be applied to track the pathway of

the therapeutic action of this lectin.
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ABSTRACT: Leishmaniasis is a disease caused by protozoan parasites from more than 20 Leishmania

species. Although the drugs recommended for Leishmaniasis treatment have been used for decades,
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they can often induce side effects that may lead to treatment discontinuation. Therefore, the need for
alternative treatment has led to the search for molecules, especially of natural origin, with
antileishmanial potential. Cramoll is a lectin extracted from the seeds of Cratylia mollis, which has
several biological activities. Herein, it was evaluated the in vitro effect of Cramoll in Leishmania
braziliensis promastigotes. In addition, this lectin was conjugated to quantum dots (QDs) to investigate
the carbohydrate profile and/or the interaction of this lectin with the parasites. The results revealed that
the lectin was able to inhibit the growth of promastigote forms of the parasite (ICso = 112.0 pg/mL),
with lower toxicity to mammalian cells (CCsy = 173.5 pg/mL). The lectin selectivity index revealed
higher toxicity to the parasite (SI = 1.5) than to peritoneal exudate cells. Cramoll conjugated to QD
proved bound efficiently to parasite surface, also inducing agglutination, whereas bare QDs
preferentially labeled the anterior portion of promastigotes. The results revealed the potential of
Cramoll in anti-L. braziliensis therapy and, when conjugated to QDs to correlate the lectin therapeutic

potential with the glycocode profile in Leishmania species as well as study host cell invasion.

Keywords: protein, Leishmania braziliensis, quantum dots, glycobiology, leishmanicidal activity.
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1. INTRODUCTION

Leishmaniasis is a neglected infectious disease widely distributed around the world,
caused by protozoa of the genus Leishmania. Several species, such as Leishmania donovani,
L. chagasi, L. amazonensis, and L. braziliensis (Steverding, 2017) are responsible for the
infection in humans, which may occur in three major clinical forms, that are: Cutaneous
Leishmaniasis (limited and painless), Mucocutaneous or Cutaneous Mucosal Leishmaniasis
(destructive ulcerous lesions on the mucosa of the nose, mouth and pharynx), and Visceral
Leishmaniasis or Kalazar (parasites affect the mononuclear phagocytic system of the spleen,

bone marrow, and lymphoid tissues) (Diaz et al., 2018).

Current therapy represents a major challenge due to the diversity of Leishmania species
and the broad spectrum of clinical manifestations of the disease. The treatment dose and time
depend on the clinical form and, in some cases, there is only an evolution to cure after the
attempt of several therapeutic schemes (Pelissari et al., 2011; Igbal et al., 2016). The therapy
used has been considering efficient. However, it often requires high doses, prolonged
treatment time, and present high toxicity and side effects, which can lead to the abandonment
of the treatment as well as parasite resistance development. Besides, some of these drugs
cannot be administered in pregnancy and for patients with kidney, liver, and heart diseases
(Camargo and Langoni, 2006; Frézard et al., 2008; Ghorbani and Farhoudi, 2018; Shokri et
al., 2017). Due to problems with current therapy for Leishmaniasis, the search for new drugs,

especially those of a natural origin, are increasingly necessary (Shokri et al., 2017).

Cramoll 1,4 (Cramoll) is a lectin extracted from the leguminous Cratylia mollis. This
lectin recognizes glucose/mannose residues (Correia and Coelho, 1995) and was able to
decrease the viability and inhibit proliferation and reduce viability of Trypanosoma cruzi
parasites, the causative agent of Chagas disease (Fernandes et al., 2010). In addition, as this
lectin can target effectively carbohydrate residues of cellular membranes, it has been used in
different studies related to the glycocode of biological systems (Beltrdo et al., 1998; Cunha et
al.,, 2018). Recently, Cunha et al. (2018) showed a succesuful conjugation procedure of
Cramoll to quantum dots (QDs) and this conjugate was able to reveal the carbohydrate
expression profile in Candida albicans cells.

Thus, the use of Cramoll and their QD-conjugates may be interesting, respectively, to

be applied not only as a therapeutic agent but also to study the parasite glycobiology, since
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membrane glycans can play an important role for the success of host cells invasion.
Moreover, it may be possible to explore the potential of these fluorescent conjugates to probe,
distinguish and understand the interaction of this lectin with different Leishmania species, or
even the interaction of labeled promastigotes with macrophages. In this context, the aim of
this study was to investigate the in vitro activity of Cramoll lectin on L. braziliensis and its
ability, when conjugated to QDs, to be used as a tool to investigate the carbohydrate profile

and/or the interaction of this lectin with these parasites.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Purification and protein dosage

Cramoll 1,4 (Cramoll) lectin was purified from a 10% (m/v) Cratylia mollis seed
extract in 0.15 M NaCl according to the protocol reported by Correia and Coelho (1995).
Then, the protein dosage was performed using the BCA kit for protein determination (Pierce

BCA protein assay kit, Thermo Scientific).

2.2 Hemagglutinating assay (HA)

The hemagglutinating activity was measured in terms of hemagglutination units (HU),
indicated as the inverse of the highest dilution able to exhibit visible hemagglutination. The

protocol followed was that described by Beltrdo et al. (1998).

2.3 Leishmania culture

Promastigote forms of L. braziliensis (MHOM / BR / 1975 / M2903) were maintained
in Schneider's medium containing 20% of fetal bovine serum (FBS) at 26 °C and used during

the exponential growth phase.

2.4 1C5¢ determination

Cells (1 x 10° cells-mL’l) were incubated in 24-well plates at 26 °C in Schneider's medium
supplemented with 10% of FBS in the absence or presence of different concentrations of
Cramoll (from 15.6 to 250 pg'mL™). Cell growth was determined daily by counting in a
Neubauer chamber. The lectin ICsy (concentration that inhibits 50% of parasite growth) was
determined after 48 h of culture by linear regression analysis through SPSS 18.0 software.

The tests were performed in triplicate.
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2.5 Cytotoxicity assay

Balb/c mice were used to obtain peritoneal exudate cells (PECs). Cells collectively
known as PECs include populations of immune cells such as macrophages (the major
fraction), B1 cells, B2 cells, T cells, natural killer cells, dendritic cells, and granulocytes
(Cassado et al., 2011; Silva et al., 2015). The experiments involving animals were carried out
according to the ethical standards and approved by the animal experiment ethics committee
(CEUA - FIOCRUZ n° 39/2012). PECs were collected by lavage of the peritoneal cavity with
RPMI-1640 medium, supplemented with 10% of FBS. Cells (1 x 10° cellsmL™") were
distributed in 96-well plates and incubated in a 5% CO, atmosphere at 37 °C. After 24 h, the
medium was removed, and adherent PECs were then incubated in the absence or presence of
different lectin concentrations (15.6 - 250 pg-mL™") for 48 h.

Cell viability was assessed by the MTT assay. This test is based on the reduction of
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide tetrazolium) (Sigma-
Aldrich) by mitochondrial enzymes from viable cells, which produce a purple crystal called
formazan crystal. Thus, 48 h after the treatment, RPMI medium containing the lectin was
replaced with RPMI without phenol red supplemented plus 10% FBS, then 10 uL. of MTT
was added and incubated for 3 h in at 37 °C and 5% CO,. Thus, the supernatant was removed,
and the pellet solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO) (100 pL/well). The absorbance
reading was performed spectrophotometrically, at 490 nm, in a Benchmark plus microplate
reader (Bio-Rad®). CCs, the concentration capable of causing a cytotoxic effect in 50% of
cells, was estimated by linear regression and the tests were performed in quadruplicate.The
selectivity index (SI), which indicates how much a compound is toxic to the parasite in

relation to host cells, was determined as the ratio of CCsg / ICsy.

2.6 NO production

Nitric oxide (NO) is a molecule that has significant importance in the human immune
system because it can act as a toxic agent for infectious organisms. It has been shown that
macrophages - which possess the enzyme capable of synthesizing NO - have the ability to
kill parasites of the genus Leishmania, and that this antileishmanial activity is mediated by
NO. In cell cultures, NO released by cells is rapidly converted to nitrogen derivatives, among

which nitrite is the most stable compound and can be measured (Pinho et al., 2011; Tripathi

et al., 2007).
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In order to evaluate the effect of different concentrations of Cramoll on the NO
production by PECs, a nitrite quantification test was performed using Griess reagent.
Therefore, 100 uLL of PECs culture supernatant treated with the different lectin concentrations
(15.6 - 250 pug'mL™) for 48 h were incubated with 100 puL of Griess reagent [1%
sulfanilamide / N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (0.1% dihydrochloride /
2.5% H3PQOy4] at 25 °C for 10 min. The absorbance was measured at 540 nm in the Benchmark
plus microplate reader (Bio-Rad®). The nitrite concentration was determined using a standard
calibration curve constructed from known concentrations of sodium nitrite. The tests were

performed in quadruplicate.
2.7 QD synthesis and optical characterization

CdTe QDs were synthesized in an aqueous medium using MSA (mercaptosuccinic acid)
as stabilizing/functionalizing agent, according to a well-established methodology (Cabral
Filho et al., 2015). In summary, metallic tellurium was completely reduced to Te* by using
NaBH, under inert atmosphere (N,). Thereafter, a solution of Cd* / MSA (pH >10) was
prepared and the Te” was added to this solution. The system was kept in constant agitation
and heating (~ 90 °C) for 8 h. QDs were synthesized in a molar ratio of 5:1:6 (Cd:Te:MSA)
and characterized by emission and absorption spectroscopies using a spectrofluorimeter LS 55

(PerkinElmer) and the spectrophotometer UV-Vis 1800 (Shimadzu), respectively.

2.8 QD-Cramoll conjugates

The conjugate was obtained using the protocol established according to Cunha et al.
(2018). For this, an aliquot (10 pL, 28 mg'mL'l) of Cramoll was incubated with QDs (1 mL,
7 uM) at pH 7.0 under slow stirring for 2 h at 25 °C. The conjugate was also characterized by
emission and absorption spectroscopy and compared to the bare QDs (control)

characterization.

To evaluate the maintenance of the lectin ability to bind to carbohydrates after the
conjugation process, the HA was performed. To evaluated the efficiency of the conjugation,

the labeling of Candida albicans cells was investigated according to Cunha et al. (2018).

2.9 L. braziliensis labeling

Cells (1x10” cellsmL™) were incubated with 200 pL of the QD-Cramoll conjugate in a

ratio of 1:1 v/v for 1 h at 25 °C. To remove the bare QDs, the suspensions were centrifuged
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at 210 x g for 10 min, and then resuspended in PBS. To verify the specificity of the labeling,
the inhibition assay was performed. QD-Cramoll was incubated with the specific
carbohydrate (methyl a-D-mannopyranoside) at 0.4 M for 30 min at 25 °C, before incubation
with the cells. The labeling was verified by fluorescence microscopy (Leica DMI4000B), by
using the excitation band-pass (BP) filter at 560/40 and the emission BP filter at 645/75 nm.
3. RESULTS

3.1 Protein dosage and hemagglutinating assay

The purification of the lectin resulted in a Cramoll solution having a concentration of
9.4 mg'mL™". The control containing only the lectin Cramoll was able to agglutinate cells

even after being diluted 512 times (Hemagglutinating activity = 5127).
3.2 Antileishmanial activity

The inhibitory effect of the lectin Cramoll on the growth of the promastigote forms of
L. braziliensis was dose-dependent (Figure 1). After 48 h of treatment, the highest
concentrations of the lectin tested (125 and 250 ug-mL'l) induced the most considerable
inhibitory effect on cell growth, reaching about 70% of growth inhibition. On the other hand,
the lower concentrations slightly altered the growth of the promastigote forms, presenting a
total number of cells similar to the control group and less than 5% of growth inhibition. The

ICs (concentration inhibiting 50% of parasite growth) of the lectin was 112.0 ug-mL™.
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Fig. 1 — Growth curve of promastigotes of L. braziliensis treated with Cramoll.
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3.3 Cytotoxicity

Cramoll incubation with PECs demonstrated that the lectin probably stimulated cell
mitogenesis, which was observed by the considerable increase in the number of cells treated
with 31.2 and 62.5 pg'mL™" (Figure 2). None of the concentrations tested were able to
completely inhibit cell viability. At the highest concentration used, approximately 30% of the
cells were still viable. The CCsy of Cramoll (concentration capable of inhibiting 50% cell

viability) was estimated at 173.5 pg'mL".
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Fig. 2 — Cytotoxic effect of Cramoll on mammalian cells.

*Statistically significant values in relation to control. ANOVA test (p <0.05), followed by Tukey post-test.
SI was calculated using CCsp/ICsp and indicates how much the lectin is toxic to

promastigote forms compared to mammalian cells. Cramoll showed to be more selective

against promastigotes with SI equals to 1.5.

3.4 NO dosage

The NO dosage demonstrated that Cramoll was able to induce an increase in NO
production (for Cramoll concentrations up to 125 ug-mL'l) by PECs (Figure 3), compared to

the control group.



CUNHA, CR.A. -Desenvolvimento de bioconjugados baseados em pontos quanticos e Cramoll...|

83

9
©°
=
g 500+
[&]
o *
+« 4004 *

*
E —— T g
= 300- N
E T
© 2004
c
_g 1004
©
'§ e I ] ] T ]
= o v ) ) Y
= N N NG P
O
2

Cramoll Concentration (pg-mL'1)

Fig. 3 — Effect of Cramoll on the production of nitric oxide.

*Statistically significant values in relation to control. ANOVA test (p <0.05), followed by Tukey post-test.

3.5 QDs and conjugates characterization

Using the molar extinction coefficient provided by Yu et al (2003) and based on the
Lambert-Beer law, the concentration of QDs obtained was ca. 7 uM. The nanoparticles had a
maximum emission at 631 nm, with approximately 54 nm full width at half height (FWHM)
and a characteristic absorption spectrum (Figure 4A). The diameter of the QD of
approximately 3.3 nm was estimated using the first maximum of the absorption spectrum,

which was at 580 nm (Dagtepe et al., 2007; Rogach et al., 2007b).

The ability to hemagglutinate cells, exhibited by Cramoll conjugated to QDs,
demonstrated the preservation of the carbohydrate binding sites present in the lectin even after
the conjugation process (5127"). There was no significant change in the absorption spectrum
of the conjugate when compared to the bare QDs (data not shown). Despite the decrease in
fluorescence intensity (Figure 4B), the conjugate remained highly fluorescent, as can be

observed in fluorescence microscopy images (Cunha et al., 2018a).
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Fig. 4 — A) CdTe QD absorption (dashed line) and emission (filled line) spectra. B) Emission spectra of QD-
Cramoll conjugates (dashed line) and bare QDs (filled line) — A, = 488 nm.

Due to the specificity of the Cramoll lectin to bind a-D-mannose and a-D-glucose, C.
albicans yeasts were used as a model to confirm the conjugation. Figure 5 shows that this
procedure was efficient to combine the biological specificity of the lectin and fluorescent

properties of QDs, as also showed by Cunha et al. (2018a).

Fig. 5 — Labeling of C. albicans yeast cells with the QD-Cramoll conjugate.

3.7 L. braziliensis labeling

Fluorescence microscopy images of promastigote forms incubated with bare QDs and
QD-Cramoll conjugates showed different labeling patterns (Figure 6). The bare QDs labeled

in a dotted profile (Figure 6A) while QD-Cramoll conjugate revealed an intense labeling of
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the parasite cell membrane (Figure 6B). The specificity of the labeling was confirmed by the
inhibition assay with the specific carbohydrate, verified by the absence of labeling on the cell

membrane (Figure 6C).

Fig. 6 — Labeling of L. braziliensis with bare QDs (A); QD-Cramoll (B) and, inhibited QD-Cramoll (C). Scale
bar: 10 pum (in A and B), 25 pum (in C).

4. DISCUSSION

Since the current treatment offered to Leishmaniasis patients faces challenges due to
the high toxicity presented, the investment in the development and improvement of
compounds that have low cytotoxicity is very important (Astelbauer and Walochnik, 2011).
Due to their ability to specifically and reversibly recognize carbohydrates, the lectins have
revealed potential as adjuvants for the development of vaccines (Panunto-Castelo et al.,
2001; Teixeira et al., 2006) and prophylactic function (Afonso-Cardoso et al., 2007) in the

fight against Leishmaniasis.

Cramoll is a lectin that has been applied against known microorganisms with medical
importance such as 7. cruzi (Fernandes et al., 2010) and in mice infected with Cryptococcus

gattii (Jandu et al., 2017a). When used in another important parasite, the epimastigote forms
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of T. cruzi, Cramoll lectin inhibited the cell growth by 60% when concentrations above 20
ug-mL'1 were applied (Fernandes et al., 2010). In this study, Cramoll induced the death of L.
braziliensis promastigotes. Until the present moment, as far as we know there is no report in

the literature about the antileishmanial activity of this lectin.

The SI revealed the Cramoll presented higher toxicity to parasite cells than to PECs (SI
= 1.5). Moreover, it was observed that Cramoll induced a mitogenic effect on PECs. This
effect was also noticed by Silva et al. (2015) in these same cells, and on lymphocytes by

Maciel et al. (2004).

The application of lectins in studies against microorganisms based on the modulation of
the immune system has gained wide interest (Jandud et al., 2017b). These biomolecules can
induce the production of important factors for the immune response, such as cytokines and
reactive oxygen species (Coelho et al., 2017; Jandu et al., 2017b). When incubated with PECs
for 48 h in a concentration closer to the ICsy, Cramoll stimulated a NO production of about 2-
fold than control, corroborating its role as an important immunomodulatory agent (Melo et al.,
2010; Silva et al., 2015). Silva et al. (2015) showed that, after 24 h of incubation, Cramoll
lectin also stimulated the production of NO in PECs. The production of NO is related to a
cytotoxic effect important in the fight against tumors and microorganisms (Forstermann and

Sessa, 2012; Hibbs et al., 1988; Silva et al., 2015).

Leishmania produces mannose-containing glycoconjugates considered to be essential
for virulence to the mammalian host and for viability (Garami and Mehlert, 2001). Therefore,
the conjugation of lectins to fluorophores as QDs can produce glyconanoparticles that allow
more sensitive and specific analyses which aim to provide information of considerable
relevance for the study of the pathogenicity and resistance of microorganisms (Cunha et al.,

2018b).

QD-Cramoll conjugates bound to cell surface leading to a typical membrane labeling
profile. This labeling pattern was specific and occurred due to the recognition of carbohydrate
residues present on the parasite cell surface by the lectin. This fluorescent probe was also able
to show the cell agglutination induced by Cramoll (Figure 6B3), an effect which was also
noticed for other lectins by Andrade and Saraiva (1999). These proteins have been used in the
study of the composition of the plasma membrane of this parasite (Ayesta et al., 1985;

Martins et al., 2015; Nagakura et al., 1986). Andrade and Saraiva (1999) analyzed Leishmania
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cell surface carbohydrates by radioiodinated lectin-binding assays, while Nagakura et al.
(1986) employed lectin-conjugated fluorescein isothiocyanate (FITC) to identify the location
of glycoproteins in L. braziliensis promastigotes. However, no studies were found that
indicate the concomitant use of QDs and lectins in the labeling of Leishmania with the
purpose of better understanding the distribution pattern of membrane carbohydrates. It is also
noteworthy that although presenting similarities with ConA lectin, Cramoll presents
differences regarding affinity for glycoproteins and has a considerable immunomodulatory
effect (Oliveira et al., 2013; Silva et al., 2014). Furthermore, conjugation to QDs allows
acquiring images with an intense fluorescent signal and substantial photostability when
compared to organic dyes such as FITC. These properties may make it possible to trace the
path of biomolecules and associate the effectiveness of the Cramoll binding with its

leishmanicidal performance in different Leishmania species.

The dot pattern observed after cell incubation with the bare QDs indicated labeling in
the anterior portion of parasites, may near the flagellar pocket. In species of the genus
Leishmania, the flagellar pocket is the only site of endocytosis and exocytosis (Perdomo et
al., 2016), which indicates that probably the bare QDs were endocytosed by the parasite,
justifying this labeling pattern. Santos et al. (2006) reported the labeling of L. amazonensis
using CdS /Cd(OH), nanoparticles stabilized with polyphosphate anions and/or
glutaraldehyde molecules, which were capable of evidencing distinct parts of the parasite
body, such as the flagellar pocket. Bare QDs were also used in the labeling of T. cruzi
(Chaves et al., 2008) and it was observed the labeling only of the cytostome/cytopharynx and

Iréservosomes.

S. CONCLUSIONS

Cramoll lectin was able to inhibit the growth of promastigote forms of L. braziliensis.
The results also indicate that Cramoll presents low toxicity to mammalian cells, being more
selective to the parasite. The in vitro inhibitory activity against L. braziliensis promastigotes
demonstrated that this lectin has potential to be used as a coadjuvant agent in the treatment of

Leishmaniasis.

Moreover, when applied in the labeling of L. braziliensis, bare QDs and conjugates
showed different labeling distribution. QD-Cramoll conjugates strongly bound to the cell

membrane, due to the specific interaction of the lectin with glycoconjugates present in cell
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surface, while bare QDs labeled the anterior region of the parasite probably in a process
involving endocytosis. The results show the potential of the application of QD-Cramoll
conjugates as molecular probes, capable of generating information about cellular structures,

and thus helping to elucidate biological processes.
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8 CONCLUSOES

Pontos quanticos conjugados as biomoléculas sdo conhecidos por aliarem as
caracteristicas fluorescentes das nanoparticulas a atividade bioldgica da biomolécula, sendo
direcionados para diversos usos em ciéncias da vida. Nesse trabalho, nds apresentamos uma
revisao com as diferentes vias para conjugar lectinas e carboidratos a pontos quanticos e as
suas principais aplicacdes. Um protocolo de conjugacdo eficiente foi estabelecido para
conjugar CdTe PQs a lectina Cramoll, fornecendo uma ferramenta versatil para
monitoramento de mudancgas no perfil glicidico celular. PQ-Cramoll foi capaz de marcar de
forma intensa células HelLa e indicou que estas células exibem uma superficie rica em
residuos de glicose/manose, sendo a especificidade da marcacdo comprovada através do
ensaio de inibi¢do com carboidrato especifico e saturacdo com a lectina livre. Em células de
Leishmania, Cramoll foi capaz de inibir o crescimento de formas promastigota de L.
braziliensis com maior toxicidade para o parasito, quando comparado com células de
mamifero. Além disso, a lectina conjugada ao ponto quantico foi capaz de marcar a
membrana de células de L. braziliensis, enquanto que os PQs sozinhos preferencialmente
marcaram a regido anterior do parasita. Dessa forma, os bioconjugados PQ-Cramoll
apresentaram-se como uma versatil ferramenta para auxiliar em estudos da glicobiologia.
Devido ao potencial terapéutico dessa lectina, o bioconjugado também apresenta perspectivas

de uso como agente terapéutico rastredvel.
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9 PERSPECTIVAS

As préximas etapas consistem em utilizar o conjugado para aprofundar o estudo do
perfil de expressao de glicose/manose em HeLa e aplicar esse conjugado em outras linhagens
do cancer, correlacionando, se possivel, com o grau de malignidade tumoral. Também
planeja-se avaliar a citotoxicidade da Cramol frente a essas linhagens. Experimentos
complementares como utiliza¢do de sondas e outras técnicas microscopicas para aprofundar a
compreensdo dos processos biolégicos no estudo da Leishmania também estdo entre nossos

objetivos.
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Encapsulation into Stealth
Liposomes Enhances the Antitumor
Action of Recombinant Cratylia
mollis Lectin Expressed in
Escherichia coli
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Nathalia Varejao?, Marina F. de Souza Cartaxo®, Rita de Cassia M. de Miranda®,
Francisco C. A. de Aguiar Jr.®, Noemia P. da Silva Santos®, Luana C. B. B. Coelho’,
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This study evaluated the in vivo antitumor potential of the recombinant lectin from
seeds of Cratylia mollis (rCramoll) expressed in Escherichia coli, free or encapsulated
in stealth liposomes, using mice transplanted with sarcoma 180. rCramoll-loaded stealth
liposomes (rCramoll-lipo) were formulated by hydration of the lipid film followed by cycles
of freezing and thawing, and about 60% of rCramoll was encapsulated. This novel
preparation showed particle size, polydispersity index, and pH suitable for the evaluation
of antitumor activity in vivo. Tumor growth inhibition rates were 59% for rCramoll and
75% for rCramoll-lipo. Histopathological analysis of the experimental groups showed
that both free and encapsulated lectin caused no changes in the kidneys of animals.
Hematological analysis revealed that treatment with rCramall-lipo significantly increased
leukocyte concentration when compared with the untreated and rCramoll group. In
conclusion, the encapsulation of rCramoall in stealth liposomes improves its antitumor
activity without substantial toxicity; this approach was more successful than the previous
results reported for pCramoll loaded into conventional liposomes. At this point, a crucial
difference between the antitumor action of free and encapsulated rCramoll was found
along with their effects on immune cells. Further investigations are required to elucidate
the mechanism(s) of the antitumor effect induced by rCramoll.
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Lectin-Carbohydrate Interactions: Implications for the Development
of New Anticancer Agents
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Abstract: Lectins are a large group of proteins found in animals, plants, fungi, and bacteria
that recognize specific carbohydrate targets and play an important role in cell recognition and
communication, host-pathogen interactions, embryogenesis, and tissue development. Recently,
lectins have emerged as important biomedical tools that have been used in the development of
immunomodulatory, antipathogenic, and anticancer agents. Several lectins have been shown to
have the ability to discriminate between normal cells and tumor cells as a result of their differ-
ent glycosylation patterns. Furthermore, the specific binding of lectins to cancer cells has been
shown to trigger mechanisms that can promote the death of these abnormal cells. Here, we
review the importance of lectins-carbohydrates interactions in cancer therapy and diagnosis.
We examine the use of lectins in the modification of nanoparticles (liposomes, solid lipid
nanoparticles and other polymers) for anticancer drug delivery. The development of drug de-
',),fy_:,74,“”(\‘,,7324,,,,5,;,Jjjj,,,mm livery systems (liposomes, alginate/chitosan microcapsules, alginate beads) carrying some
antitumor lectins is also discussed. In these cases, the processes of cell death induced by these
antitumor lectins were also showed (if available). In both cases (lectin-conjugated polymers or
encapsulated lectins), these new pharmaceutical preparations showed improved intracellular
delivery, bioavailability and targetability leading to enhanced therapeutic index and signifi-
cantly less side effects.
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1. INTRODUCTION merolectins, hololectins, chimerolectins, and superlect-
ins (Fig. 1). The aspects of lectin discovery and the de-
velopment of the field “lectinology” have been recently
revised by Manning ef al. [2].

Our current definition of lectins was proposed in the
mid-1990s, when Peumans and Van Damme character-
ized them as non-immune proteins that contain a non-

catalytic site for the specific and reversible recognition These proteins are ubiquitous in nature, and can be

of saccharides that does not change the covalent bond-
ing structure of their glycosidic linkages [1]. These
proteins can be classified based on their molecular
structure and number of sugar binding domains in

*Address correspondence to this author at the Departamento de
Bioquimica, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
de Pernambuco, CEP 50670-420, Recife, PE, Brazil, Tel: +55 81
21268540; Fax: +55 81 21268576; E-mail: mtscorreia@gmail.com
$Equal contributors

0929-8673/17 $58.00+.00

found in animals, plants, bacteria, and fungi [2-5]. In
these organisms, lectins are essential for mechanisms
related to survival, sugar storage and immune system
regulation [6-11]. Lectins also have multiple biotech-
nological potentials (as shown in Table 1) [3, 5, 12,
13]). In fact, the lectin-carbohydrates interactions make
lectins important tools in cell biology, immunology,
biochemistry, and genetics and in the development of
therapeutic agents [2, 13-15].

© 2017 Bentham Science Publishers



