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RESUMO
O sistema xc” € um trocador de cistina/glutamato, responsavel pela oferta
intracelular de cisteina para sintese de glutationa, um tripeptideo fundamental
para a atividade de diversos sistemas antioxidantes. Esse sistema é formado por
duas subunidades: uma cadeia leve conhecida como proteina transportadora
xCT (SLC7A11) e uma cadeia pesada altamente glicosilada, a proteina CD98
(SLC3A2 ou 4F2hc). O sistema xc é hiperexpresso em linhagens de glioma,
contribuindo para a sua sobrevivéncia. Por apresentar uma das subunidades
glicosilada, esse sistema pode ser um potencial alvo de lectinas vegetais. A
inibicdo desse transportador pode acarretar morte celular por ferroptose, um tipo
de morte celular ndo-apoptética associada a lipoperoxidagdo, que pode ser
explorada para contornar a resisténcia de células tumorais a apoptose. Assim, o
principal objetivo deste trabalho consistiu em avaliar, por meio de ferramentas in
silico, a interacao entre a lectina das sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr)
com esse sistema, a fim de observar se ocorrem modificagdes estruturais que
possam impactar sua fungdo. Foram realizadas simulagdes de dindmica
molecular, docking molecular e modelagem molecular por homologia a fim de
tentar alcancar os objetivos. Observou-se que, no sistema em interagcdo com
ConBr, os residuos que compdem o sitio de interacdo com o glutamato
apresentaram valores de flutuagdo quadratica média (RMSF) cerca de duas
vezes maiores que no sistema controle. O sistema em interagdo com ConBr
também apresentou um valor de comprimento da cavidade cerca de cinco vezes
menor que o do sistema nativo. Com base nos parametros de avaliagcao
estrutural da trajetéria de dindmica molecular, no calculo do comprimento da
cavidade do transportador e na modificacdo de orientagcao causada nos residuos
que compdem a cavidade, nés concluimos que a ConBr tem potencial de causar
inibicdo do transportador. Ensaios experimentais, utilizando linhagens celulares
que expressam o sistema xc-, serdo necessarios a fim de confirmar nossos

achados.

Palavras-chave: Lectinas. Sistema xc". Ferroptose.



ABSTRACT
The xc system is a cystine/glutamate exchanger, responsible for maintaining
intracellular levels of cysteine for the synthesis of glutathione, a tripeptide
essential for cellular antioxidant processes. This system is formed by two
subunits: a light chain known as the transporter protein xCT (SLC7A11) and a
heavy chain, the protein CD98 (SLC3A2 or 4F2hc) that is highly glycosylated.
The xc” system is overexpressed in glioma cell lines, contributing to their survival.
Noteworthy, as it presents one subunit glycosylated, this system may be a
potential target for plant lectins. Inhibition of this transporter can lead to cell death
by ferroptosis, a type of non-apoptotic cell death associated with lipid
peroxidation, which can be exploited to circumvent the resistance of tumor cells
to apoptosis. Thus, the main objective of this work was to evaluate, using in silico
tools, the interaction between the lectin of Canavalia brasiliensis (ConBr) seeds
with this system in order to observe if there are structural changes that may
impact its function. It has been observed that in the system interacting with ConBr
the residues that make up the site of interaction with glutamate showed root mean
square fluctuation (RMSF) values about twice as high as in the control system.
The system interacting with ConBr also presented a cavity length value about five
times smaller than the native system. Based on the evaluation of structural
parameters of the molecular dynamics trajectory, the measurement of the carrier
cavity length and the modification of orientation caused in the residues that
compose the cavity, we conclude that ConBr has the potential to cause inhibition
of this transporter. Experimental assay, using cell lines expressing the xc™ system,

will be necessary to confirm our findings.

Keywords: Lectins. Xc system. Ferroptosis.
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1. INTRODUGAO

Os canceres constituem uma das principais causas de morte a nivel global
sendo, atualmente, o principal problema de saude publica no mundo, e a sua
incidéncia e mortalidade vém crescendo devido a uma série de fatores, como o
envelhecimento populacional maior, além de mudangas na prevaléncia e
distribuicdo dos fatores de risco. Estimou-se, para o triénio 2020-2022, que
haveria cerca de 625 mil novos casos de cancer no Brasil, em que os mais
frequentes seriam os de prostata para homens, de mama para mulheres, e colon
e reto para ambos os sexos (INCA, 2020). De acordo com a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), os cénceres contabilizam anualmente
aproximadamente 9 milhées de mortes no mundo (MATTIUZZI; LIPPI, 2019).

Dentre os canceres de pior progndstico, destacam-se os tumores
encefalicos, mais especificamente os glioblastomas, tumores altamente
agressivos e que acarretam um péssimo prognostico aos pacientes, de forma
que apenas 4,7% desses sobrevivem mais do que 5 anos apds o diagndstico.
Apesar de existir tratamento farmacolégico, o beneficio clinico € limitado, visto
que esses tumores apresentam elevado grau de resisténcia aos quimioterapicos
tradicionalmente utilizados, como os agentes alquilantes (LANG et al., 2021).
Dessa forma, prospectar moléculas que consigam contornar essa resisténcia
seria de grande interesse clinico, especialmente moléculas que desencadeiem
outros tipos de morte celular além da apoptose — processo de morte o qual as
células de cancer tradicionalmente apresentam resisténcia (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Neste trabalho, foi avaliado a capacidade de uma lectina vegetal modular
o sistema de captura de cistina em troca de glutamato, sistema xc, que é
essencial para a manutencao dos niveis intracelulares de glutationa. Assim, de
maneira indireta, o estudo visa determinar o possivel papel que uma lectina
vegetal poderia ter na indugdo de um tipo de morte celular ndo-apoptética: a
ferroptose, que é desencadeada pelo acumulo intracelular de lipoperdxidos
quando o sistema antioxidante da célula esta prejudicado (DIXON et al., 2012).
As lectinas sao proteinas ou glicoproteinas que reconhecem carboidratos livres
ou glicoconjugados na superficie de células e, ao fazé-lo, podem disparar
respostas celulares, como a indu¢ao de morte celular em células tumorais, como

ja foi documentado para diversas lectinas (BHUTIA et al., 2019).
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Os gliomas podem hiperexpressar um transportador, chamado xCT, que
importa cistina em troca de glutamato, estando envolvido na resisténcia dessas
células ao estresse oxidativo e a terapia farmacoloégica (DIGOMANN; LINGE;
DUBROVSKA, 2019). Esse transportador se associa com uma glicoproteina de
membrana, chamada CD98, que é necessaria para o funcionamento da xCT. Por
apresentar glicosilagdes, CD98 pode representar um potencial alvo para lectinas.
A associagao entre essas duas proteinas de membrana € chamada de sistema
xc. A inibicdo farmacolégica desse sistema acarreta queda dos niveis de
glutationa intracelular, levando a prejuizo dos sistemas antioxidantes celulares,
sendo um dos mecanismos indutores de ferroptose (LIU; XIA; HUANG, 2020).

Dessa forma, investigamos neste trabalho, por meio de ferramentas in
silico, a interagao da lectina das sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr) com
glicoconjugados da proteina CD98. Com isso, pretendemos avaliar se essa
lectina possui potencial para modificar a atividade de um transportador envolvido
com a protegao das células contra o estresse oxidativo e cuja inibicao acarreta

um processo de morte celular conhecido como ferroptose.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Gliomas

Dentre os diversos tipos de canceres, os tumores encefalicos malignos
destacam-se entre os de pior prognostico, pois afetam de maneira direta a
qualidade de vida do paciente e sua fungdo cognitiva. Desses, os gliomas
malignos sdo o tipo mais comum, representando 30% de todos os tumores
cerebrais primarios e 80% dos tumores cerebrais malignos (WELLER et al.,
2015). Em 2016, a OMS revisou o sistema de classificacdo dos gliomas, levando
em consideragao tanto caracteristicas histolégicas quanto moleculares. De
maneira geral, histologicamente, esses tumores podem ser classificados como
astrocitomas, oligoastrocitomas, oligodendrogliomas e glioblastomas (LOUIS et
al., 2016).

O glioblastoma é caracterizado, histologicamente, por ter um elevado
numero de células e atividade mitdtica, alta proliferacdo vascular e necrose.
Devido ao fato de, nesses tumores, ser muito comum a variagdo em tamanho e
formato das células, esses canceres sdo também denominados de glioblastoma
multiforme (GM). O GM é um tumor altamente invasivo, sendo comum sua
infiltracdo nos arredores do parénquima encefalico, apesar de se manterem no
sistema nervoso central e ndo entrarem em processo de metastase (DOLECEK
etal., 2012).

De acordo com a classificagdo mais recente da OMS, diversos
marcadores moleculares sdo levados em consideracdo para distinguir os
diferentes tipos de glioma. Trés biomarcadores de destaque sdo a enzima
isocitrato desidrogenase 1 ou 2 (IDH1/2), mutagdes no promotor TERT
(transcriptase reversa da telomerase) e uma codelegao 1p/19q. De acordo com
a forma a qual esses marcadores se combinam, junto com a classificacdo
histolégica, os gliomas podem ser classificados em cinco principais grupos com
caracteristicas proprias de idade de inicio, comportamento clinico, alteragdes
genéticas e mecanismos gerais de patogénese (DELGADO-LOPEZ;
CORRALES-GARCIA, 2016; REIFENBERGER et al., 2017).

Em relagéo a forma como o GM se caracteriza clinicamente, € comum a
presenca de dores de cabega com padrdes inespecificos de dor, devido a

pressado intracraniana aumentada. Dificuldades cognitivas e mudangas de
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personalidade podem se desenvolver conjuntamente com doengas psiquiatricas
ou deméncia, especialmente em individuos idosos. Em tumores maiores, relata-
se incontinéncia e problemas motores, como o desequilibrio de marcha, comum
em doengas que afligem o sistema nervoso. Ha sintomas também parecidos com
aqueles presentes no acidente vascular encefalico, como a hemiparesia, perda
sensorial ou problemas relacionados ao campo visual e dificuldade de
comunicagao associada a linguagem (DOLECEK et al., 2012. DAVIS, 2016).
Entretanto, entre as manifestacdes clinicas do GM, a que se apresenta de
maneira mais frequente é a convulsédo, afetando cerca de 25% a 50% dos
pacientes (DAVIS, 2016).

2.2. Gliomas, convulsoes e excitotoxicidade

Dentre as complicagbes mais comuns em pacientes com glioma,
destacam-se os episddios convulsivos, estando presente em cerca de 88% dos
pacientes com gliomas de baixo grau (grau Il de acordo com a classificagao
histolégica da OMS de 2007) e até 50% dos gliomas como um todo (LIUBINAS
et al., 2014). De acordo com a classificagdo histolégica, as convulsdes estao
presentes em 60—100% dos astrocitomas, 70-100% dos oligoastrocitomas e em
61% dos oligodendrogliomas. Ainda, existe uma frequéncia geral de convulsdes
observadas em até 39-100% nos astrocitomas anaplasicos, 33% dos
oligoastrocitomas anaplasicos e em 43-57% dos oligodendrogliomas
anaplasicos (BEAUMONT; WHITTLE, 2000; SALMAGGI et al., 2005) .

Assim, a epilepsia associada ao tumor (EAT) pode ser definida como
convulsdes que decorrem da presenga de um glioma supratentorial. O controle
desses episédios € de fundamental importancia, especialmente naqueles
pacientes que apresentam gliomas de baixo grau, pois sao pacientes geralmente
jovens, com possivel alta expectativa de vida e sem outras condicdes
neuropatolégicas associadas, sendo o descontrole dessas convulsées o
principal fator que causa prejuizo a sua qualidade de vida (LIUBINAS et al.,
2014).

Diversas explicagdes tém sido propostas a fim de explicar o
desenvolvimento da EAT e, embora seja possivelmente algo multifatorial,
diversas evidéncias apontam que uma das principais causas seja uma

desregulagdo na homeostase glutamatérgica, uma vez que esse € o principal
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neurotransmissor excitatéorio do sistema nervoso central de mamiferos
(SONTHEIMER, 2008)

As convulsdes podem ser classificadas em diferentes tipos, sendo as
chamadas tdnico-clonicas e parciais complexas as mais proeminentes na EAT,
onde esta acomete entre 16-36% dos pacientes, em média, enquanto aquela
acomete 18-33% (LIUBINAS et al., 2014). A principal estratégia de manejo
clinico com relagédo as convulsdes baseia-se na excisdo cirurgica do tumor,
acompanhado de tratamento com antiepilépticos (RICARD et al., 2012; VAN
BREEMEN; WILMS; VECHT, 2007). Entretanto, essa abordagem
farmacoterapica nao apenas pode trazer efeitos adversos preocupantes, como
esses efeitos sdo ainda maiores em pacientes que possuem tumores em
comparagao com aqueles que nao possuem. Dentre esses efeitos, pode-se citar
a erupgcdo cutdnea, nauseas, encefalopatia, disfuncbes hepaticas,
mielossupressao, ataxia e dores na gengiva (GLANTZ et al., 2000; LIUBINAS et
al., 2014). Nesse sentido, ha a chamada “hipétese glutamatérgica” para o

desenvolvimento da EAT.

Uma vez que, como ja apontado, o glutamato é o principal
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central, a sua secrecado em
excesso pode desencadear um quadro chamado de excitotoxicidade, processo
em que quantidades anormais desse neurotransmissor estdo em excesso por
conta de uma liberagdo acentuada ou de uma recaptacdo inadequada por
astrécitos e neurbnios (BELOV KIRDAJOVA et al.,, 2020; GREEN; DOS
SANTOS; FONTANA, 2021). Dessa forma, ocorre ativacdo prolongada de
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, levando a um influxo de calcio que
sobrecarrega os niveis intracelulares desse ion, ocasionando morte celular. A
excitotoxicidade, dessa forma, esta por tras de uma série de doengas, como a
doenca de Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica (ELA), acidente vascular
encefalico, entre outros (LIUBINAS et al., 2014; SONTHEIMER, 2008). Ja foi
demonstrado em modelos experimentais murinos que o nocaute da proteina
xCT, envolvida na exportagcdo de glutamato, tornava os animais menos
suscetiveis ao desenvolvimento de convulsbes (SATO et al., 2005). Essa
proteina se associa com uma glicoproteina (CD98), formando o sistema xc-, um
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importante alvo ndo apenas para compostos anticonvulsivantes, mas também

antitumorais.
2.3. Sistema xc-

O sistema xc™ pertence a familia SLC7 (solute carrier 7), que € composta
por proteinas heterodiméricas que realizam transporte ativo secundario de
aminoacidos (PARKER et al., 2021). Essa familia é subdividida em dois
subgrupos: os transportadores de aminoacidos catibnicos (CATs) e os
transportadores de L-aminoacidos (LATs) (FOTIADIS; KANAI; PALACIN, 2013),
grupo do qual o sistema xc™ é integrante. Esse sistema é composto por duas
proteinas que se associam por ligacdes dissulfeto: uma cadeia leve, que é
também chamada de xCT ou de SLC7A11, e uma cadeia pesada, chamada de
CD98hc, 4F2hc ou SLC3A2 (Fig. 1).

Figura 1. Estrutura tridimensional do sistema xc" elucidada por crioeletromicroscopia
(PDB: 7P9V). O sistema xc é constituido por duas proteinas: CD98/4F2hc/SLC3A2 (cadeia
pesada) e xCT/SLC7A11 (cadeia leve), que se associam por ligagdes dissulfeto e por interacdes
hidrofébicas. A xCT é uma proteina integral de membrana e a CD98 é glicosilada e esta voltada
para o meio extracelular. As glicosilagbes da CD98 séo representadas pelos carboidratos em cor

vermelha na porgéo superior da imagem.
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O sistema xc consiste em um antiporte de cistina e glutamato de uma
forma independente de sddio. Esse sistema capta cistina extracelular, trocando-
a por glutamato intracelular em uma proporc¢ao de 1:1 (KOPPULA et al., 2017).
Em seres humanos, a cadeia leve € uma proteina transmembrana que atravessa
a bicamada lipidica 12 vezes (Fig. 2), contendo tanto as extremidades amino
quanto carboxiterminal localizadas na face citoplasmatica. Por outro lado, a
cadeia pesada € uma proteina com uma unica passagem transmembrana com
a sua extremidade N-terminal voltada para a face intracelular, enquanto o seu
dominio C-terminal é extracelular e altamente glicosilado (KOPPULA; ZHUANG;
GAN, 2021). Sdo documentados quatro sitios de N-glicosilagdo para a CD98,
localizados nos residuos Asn365, Asn381, Asn424 e Asn506. Ainda que nao se
tenha informacéo sobre a constituicdo completa desses glicoconjugados, ja se
sabe que as cadeias se iniciam com dois residuos de N-acetil-glicosamina
(GlcNAc). Uma representagcado de um desses residuos pode ser visualizada na

figura 3.

Porgao extracelular

N
Porgiao intracelular

Figura 2. Representagao esquematica das hélices transmembrana, indicadas por niumeros,

que constituem a cadeia leve (xCT) do sistema xc". Adaptado de Parker et al. (2021).
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GIcNAc

Figura 3. Representacado esquematica de um dos residuos glicosilados da proteina CD98
(PDB: 7P9V). Os quatro residuos glicosilados da CD98 sao de asparagina (Asn), representando
N-glicosilagbes. O nucleo basico desses glicanos, que € conhecido experimentalmente, é

formado por duas unidades de N-acetil-glicosamina (GIcNAc) ligadas.

A atividade adequada desse sistema requer as duas cadeias. A xCT é
responsavel pela funcao primaria de transporte, sendo bastante especifica tanto
para cistina quanto para glutamato. As fungdes associadas a glicoproteina CD98
ainda sao pouco compreendidas, mas ja € conhecido que ela é necessaria para
a manutencao da atividade do transportador xCT na membrana, funcionando
como uma proteina chaperona (FOTIADIS; KANAI; PALACIN, 2013; MATSUO
et al., 2002; NAKAMURA et al., 1999), além de estar envolvida na sinalizagao de
integrinas (FERAL et al., 2005), bem como na proliferagéo celular (CANTOR et
al., 2009).

Em relagdo ao seu papel bioldgico, esse sistema desempenha fungéo
fundamental em relacdo a homeostase redox, uma vez que esta envolvido de
maneira indireta na sintese de glutationa (Fig. 4), por conta do transporte de
cistina. Esse dipeptideo & captado do meio extracelular, sendo rapidamente
convertido a cisteina no ambiente celular altamente redutor. A cisteina, por sua

vez, é utilizada como precursor limitante para a sintese do tripeptideo glutationa
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(Cys-Glu-Gly), um potente antioxidante. Quando sintetizado na forma reduzida
(GSH), em uma reagao catalisada pela enzima glutationa sintetase, pode atuar
como cofator de enzimas que catalisam reagdes de neutralizacdo de espécies
reativas de oxigénio, impedindo, portanto, o dano oxidativo (LEWERENZ, Jan et
al., 2013).

Cistina -, Lp Glutamato

CD98Bhc/ ] xcT/sLc7an
SLC3A2/4F2hc

_g0t® . \J 0 0
Cistina i o HO OH

NH, Glutamato

Cisteina H OH
NH,
y-Glutamilcisteina-sintase (y-
GCS)
o y-Glutamilcisteina
Glicina
OH
MNH
! Glutationa sintase (GS)
Ferroptose 4——— Lipoperdxidos (LOOH) Glutationa (GSH) NADP+
GPX4 GR
Lipodlcoois (LOH) Glutationa NADPH

oxidada (GSSG)

Figura 4. Representaciao esquematica do funcionamento do sistema xc". O sistema xc
consiste na unidao de duas proteinas: SLC7A11 e SLC3A2. O sistema funciona mediante a
captacdo de cistina do meio extracelular com exportagcdo de glutamato a partir do meio
intracelular. A cistina é reduzida a cisteina, que junto com o glutamato e a glicina s&o utilizados
como precursores para a sintese de glutationa, utilizada como coenzima para a glutationa
peroxidase 4 (GPX4). GR — glutationa redutase. LOOH representam lipoperoxidos que, quando
acumulados, desencadeiam ferroptose, algo que sera abordado mais adiante neste texto.
Adaptado de Koppula et al. (2021) e criado no BioRender.
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Devido a esse papel protetor frente ao estresse oxidativo, esse sistema
torna-se fundamental para a sobrevivéncia de algumas linhagens de células de
cancer e diversos trabalhos ja relataram o seu papel protetor frente a varios tipos
de estressores celulares. Diferentes trabalhos ja documentaram que a
hiperexpresséo do transportador xCT tanto em linhagens celulares de neurénios
como em linhagens tumorais permite que essas células apresentem resisténcia
potencializada ao estresse oxidativo (BANJAC et al., 2008; LEWERENZ, J. et
al., 2012; SHIH et al., 2006), assim como ja foi relatado que essa expresséo
aumentada permite que células tumorais apresentem elevada resisténcia frente
ao tratamento com temozolamida ou cisplatina (OKUNO et al., 2003; POLEWSKI
et al., 2016).

Portanto, o papel pré-sobrevivéncia que esse transportador desempenha
€ de tamanha importancia que a sua inativagéao, seja por meio de ferramentas
genéticas (YE et al., 2014) ou farmacolégicas (DIXON et al., 2012), pode

desencadear morte celular.

2.4. A indugao de ferroptose como estratégia antitumoral

Por meio de uma série de estudos foi caracterizado que o bloqueio
farmacolégico do SLC7A11 causava um tipo de morte celular regulada e nao-
apoptética que até entdo ndo havia sido descrita, chamada de ferroptose (DIXON
et al, 2012), que ocorre devido um acumulo de lipideos peroxidados
(lipoperoxidos). Define-se que as trés caracteristicas marcantes que definem
uma célula tumoral como sensivel a ferroptose é a presenca de fosfolipideos
oxidaveis contendo acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), a presencga de ferro
ativado (Fe®*) e um defeito ou inibicdo das vias de reparo de lipoperoxidos
(DIXON; STOCKWELL, 2019) (Fig. 5). A ferroptose pode ser inibida mediante a
incubacao de células com agentes antioxidantes lipofilicos, como a ferrostatina,
liproxstatina ou trolox, que neutralizam os lipoperéxidos e previnem a

propagacao do dano oxidativo a membrana (ZILKA et al., 2017).
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Acumulo de fosfolipideos

contendo acidos graxos Ferro livre Defeito no reparo de
poli-insaturados (PUFA- ativo lipoperdxidos
PLs)
I | |
Ferroptose

Figura 5. Os trés processos fundamentais para desencadear ferroptose. Adaptado de Dixon
& Stockwell (2019).

A participacao do ferro nesse tipo de morte celular € fundamental pois o
ferro livre ou enzimas lipoxigenases que utilizam ferro como cofator séo
responsaveis por catalisar as reacdes de oxidagao dos PUFAs de membrana,
levando a formacéao de lipoperoxidos. Inclusive, a ferroptose pode ser bloqueada
por agentes quelantes de ferro, como ciclopirox ou deferoxamina (STOCKWELL
etal., 2017).

Em situagdes normais, a formacdo dos lipoperoxidos é controlada
mediante um sistema de reparo enzimatico, em que a peroxidase de
fosfolipideos glutationa peroxidase 4 (GPX4), uma selenoenzima antioxidante
que desempenha papel importante, pois converte hidroperoxidos lipidicos
téxicos (lipoperdxidos) em lipodlcoois nao-toxicos, utilizando a glutationa na
forma reduzida para neutralizar essas espécies reativas (Fig. 4). Assim, ja foi
observado que tanto a delecdo genética dessa enzima como a sua inibicao
farmacolégica podem desencadear ferroptose, pois isso permite que haja o
acumulo de lipoperéxidos (STOCKWELL et al., 2017).

Tendo em vista que a GPX4 depende de glutationa reduzida para o seu
funcionamento, a sua concentracgao intracelular deve ser mantida em uma faixa
adequada para regular a resposta antioxidante. Dessa forma, compostos como
butionina sulfoximina (BSO) - inibidor da sintese de glutationa - e (1S,3R)-RSL3
— inibidor da GPX4 — podem ser utilizados para induzir ferroptose (DIXON;
STOCKWELL, 2019). Por ser um tipo de morte celular regulada que pode ser
induzida farmacologicamente, logo se cogitou a ideia de estimula-la como

ferramenta de supressao tumoral. A forma como isso pode ser alcancado se

26



baseia nas caracteristicas marcantes — hallmarks — da ferroptose citados
anteriormente.

A inducao de ferroptose € uma estratégia particularmente promissora em
tumores que apresentam resisténcia a apoptose, como € o caso dos gliomas,
que adquirem esse fendtipo mediante respostas adaptativas ao estresse
(FULDA, 2018; TREJO-SOL et al., 2018), o que acarreta um prognaéstico ruim ao
tratamento quimioterapico, visto que a droga de primeira escolha €& a
temozolamida (TMZ), agente alquilante que causa rompimento de fita simples e
dupla ao DNA durante a replicacao, levando as células a apoptose (IAPAER et
al., 2018). Assim, ja foi documentado que a inducao de ferroptose pode reverter
a resisténcia a quimioterapia (WU et al., 2020). Sendo assim, a prospecg¢ao de
moléculas que consigam induzir a ferroptose em linhagens tumorais € essencial

e, dentro desse contexto, talvez as lectinas possam merecer destaque.

2.5. Lectinas

As lectinas sao proteinas ou glicoproteinas que sao capazes de
reconhecer carboidratos de forma reversivel e sem alterar sua estrutura,
conseguindo realizar distingdo entre diferentes cadeias de oligossacarideos
(TSANEVA; VAN DAMME, 2020). Apesar de essas moléculas serem ubiquas na
natureza, estando presente em todos dominios da vida, serdo consideradas
neste trabalho apenas as lectinas vegetais e, dentro desse grupo, as lectinas de
leguminosas (PEUMANS et al., 2001).

Ao longo dos anos, as lectinas de leguminosas tornaram-se ferramentas
indispensaveis no ambito da pesquisa basica e aplicada, sendo investigadas
tanto em relacdo a funcdo que desempenham nas plantas quanto em relagdo ao
seu potencial biotecnoldgico (TSANEVA; VAN DAMME, 2020). Ja foram
documentadas atividades antitumoral, inflamatéria e nociceptiva, vasoativa,
antibacteriana e antifungica, mitogénica, imunomodulatéria, inseticida, dentre
outras para lectinas de leguminosas (CAVADA et al., 2019a).

Essa familia de lectinas € composta por protdbmeros de massa molecular
aproximada de 30 kDa e com uma estrutura primaria de 250 a 300 residuos de
aminoacidos por cadeia polipeptidica. Além disso, a maior parte dos

representantes dessa familia sdo glicoproteinas N-glicosiladas. A fim de que
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essas lectinas consigam desempenhar o reconhecimento de carboidratos, seus
mondmeros possuem duas regides de fundamental importancia: o dominio de
reconhecimento a carboidratos (CRD, do inglés carbohydrate recognition
domain) e um dominio de ligacdo a metais divalentes (MBS, do inglés metal
binding site) (CAVADA et al., 2019b).

Estruturalmente, os monémeros das lectinas de leguminosas possuem
estrutura tridimensional bastante conservada, sendo caracterizados pelo motivo
Jellyroll ou B-sanduiche. Esse é formado por uma folha 8 plana, constituida por
seis fitas na regido posterior, que é interconectada por loops a uma outra folha 3
anterior, formada por sete fitas. Nessa estrutura, o CRD ¢é formado por quatro
loops presentes na porgao superior (CAVADA et al., 2019b).

A lectina de leguminosa que é objeto de estudo desse trabalho, ConBr, foi
purificada pela primeira vez em 1979 e teve sua estrutura tridimensional
elucidada por cristalografia de raios X em 1997 (PDB: 1AZD) (CAVADA et al.,
2019b). ConBr é altamente especifica para manosideos simples, glicose, a-metil-
manosideos e seus derivados. A interacido dessa lectina com os carboidratos se
da por meio de ligagdes de hidrogénio e interagcdes hidrofébicas entre os
residuos que compdem o CRD - Asp14, Leu99, Tyr100, Gly98, Ala207, Aps208
e Arg228 - e os carboidratos. Além do CRD, um outro sitio importante para a
atividade dessa lectina € o MBS; no qual o ion Mn?* é coordenado pelos residuos
Glu8, Asp10, Asp19, His24 e duas moléculas de agua, e o ion Ca?* é coordenado
pelos residuos Asp10, Tyr12, Asn14, Asp19 e duas outras moléculas de agua
(CAVADA et al., 2019Db).

Desde a sua purificagdo, foram descobertos diversos efeitos biolégicos
que a ConBr pode desencadear, como efeito antidepressivo (BARAUNA et al.,
2006; RIEGER et al., 2014), imunomodulador (BATISTA et al., 2017; DE
OLIVEIRA SILVA et al., 2011), anticonvulsivante (RUSSI et al., 2012) e
antiproliferativo em diferentes linhagens celulares tumorais (FAHEINA-MARTINS
etal.,, 2012; SILVA et al., 2014).

Para os propodsitos deste trabalho, € importante salientar duas outras
atividades biologicas que foram documentadas para essa lectina nos ultimos dez
anos. A primeira € a de neuroprotecgao frente a toxicidade induzida por glutamato
em fatias hipocampais de camundongos (JACQUES et al., 2013). Nesse artigo,

documentou-se que a incubagao de ConBr preveniu a reducido da viabilidade
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celular induzida por glutamato em excesso e diminuiu, também, a fosforilagdo da
proteina Akt.

A segunda, tendo sido descrita recentemente, se refere a capacidade
antitumoral seletiva frente a linhagens de glioma (WOLIN et al., 2021). Nesse
trabalho, foi identificado que a ConBr em baixas concentragdes inibiu a migragao
celular de células de glioma C6 e desencadeou morte celular por autofagia, de
uma forma dependente de seu CRD. Em relacdo as vias de sinalizagéo
investigadas, os autores observaram que ocorreu aumento nos niveis de
fosforilagédo da proteina p38MAPK ¢ UNK, e que houve diminui¢éo na fosforilagcao
de ERK1/2 e Akt, além de inibigao da fosforilagdo de mTORCA1.

2.6. ConBr e envolvimento com o sistema xc-

Tendo em vista que ConBr pode desempenhar atividade antitumoral e
neuroprotetora frente a excitotoxicidade glutamatérgica e que o sistema xc
possui na sua constituicdo a glicoproteina CD98/4F2hc, altamente glicosilada, a
pergunta central do presente trabalho foi se essa lectina pode interagir com esse

sistema, modulando sua atividade.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Investigar, a partir de simulagdes in silico, se a lectina de Canavalia
brasiliensis (ConBr) pode levar a alteragdes estruturais que modulem a atividade

do sistema xc".

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar a modelagem molecular por homologia do sistema xc™ a partir
das estruturas individuais das proteinas xCT e CD98 e avaliar a qualidade dos
modelos gerados;

b) Realizar a modelagem molecular por homologia de ConBr utilizando
modelos complexados com glicanos complexos e avaliar a qualidade dos
modelos gerados;

c) Determinar os glicanos que serdo utilizados no sistema, desenha-los e

inseri-los no modelo criado do sistema xc;
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d) Realizar docking molecular rigido de ConBr em interacdo com os
glicoconjugados ligados a CD98;

e) Realizar simulagdes de dindmica molecular do sistema xc- livre e em
associagao com ConBr e avaliar a trajetoria por meio de diversos parametros

estruturais;

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Modelagem molecular de ConBr em interagao com glicanos complexos

Tendo em vista que ndo existe estrutura cristalografica resolvida de ConBr
em interagdo com glicanos complexos, utilizou-se a ferramenta de modelagem
molecular por homologia, com base na lectina de Canavalia ensiformis (ConA)
em interagdo com o glicano B-D-GlcNAc(1,2)a-D-Man-(1,6)[B-D-GIcNAc(1,2) a-
D-Man(1,6)]a-D-Man (PDB: 1TEI). ConBr e ConA s&o proteinas homdélogas com
99% de similaridade de sequéncia, em que s6 ha a diferenca de dois residuos
nas suas estruturas (CAVADA et al., 2019b). O software utilizado foi o Modeller
10.1 (WEBB; SALI, 2016) e foram gerados 200 modelos a partir do modelo de
ConA. Em seguida, foi realizado uma selecéo onde os modelos com os melhores
valores dos parametros molpdf e DOPE score foram escolhidos. Desses, foram
escolhidos 10 modelos com os menores valores de forma proporcional e foram

comparados frente a outros parametros de qualidade de estrutura proteica.

Os parametros avaliados foram o Verify3D, que determina a
compatibilidade entre a estrutura tridimensional de uma proteina com a sua
estrutura primaria, atribuindo um valor com base em sua localizacdo e ambiente,
comparando o resultado com outras estruturas (LUTHY; BOWIE; EISENBERG,
1992); PROCHECK, que analisa a qualidade estereoquimica de uma estrutura
proteica, analisando as geometrias moleculares tanto da estrutura como um todo
quanto de residuo em residuo (LASKOWSKI et al., 1993); Z-score (BENKERT;
BIASINI; SCHWEDE, 2010) e Q-MEAN (BENKERT; TOSATTO; SCHOMBURG,
2008), que fornecem uma estimativa do "grau de natividade" das caracteristicas
estruturais observadas em um modelo e descreve a probabilidade de que um
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determinado modelo seja de qualidade comparavel as estruturas experimentais.
O modelo escolhido apresentou os melhores valores e foi utilizado para realizar

o docking com os glicanos desenhados.

4.2. Modelagem molecular de xc-

O modelo escolhido foi o publicado por Oda et al. (2020), que trouxe a
primeira estrutura tridimensional do complexo xCT/CD98, s6 que em uma versao
mutada (PDB: 7CCS). Entretanto, por haver uma inconsisténcia em relagdo aos
dados disponiveis no PDB, pois representavam a proteina na versdao mutada,
realizou-se o alinhamento das estruturas primarias das duas proteinas utilizando

o blastp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) e escolhendo

o banco de dados do UNIPROT (https://www.uniprot.org/) para obter as

sequéncias nativas, ndo mutadas, das proteinas. As sequéncias de ambas as
proteinas foram editadas, unindo as cadeias A (CD98) e B (xCT) em uma unica
estrutura de 923 residuos de aminoacidos, mas cujo modelo tridimensional &

representado pela versdo mutada do complexo xc” (PDB: 7CCS).

O préximo passo consistiu em realizar a modelagem molecular
propriamente dita, seguindo o mesmo protocolo utilizado para a ConBr,
realizando a selegéo das estruturas geradas com base nos melhores valores dos
parametros estruturais. Entretanto, devido a complexidade da estrutura gerada,
esses valores foram insatisfatorios e, dessa forma, utilizou-se o servidor de
minimizacao de energia do YASARA (KRIEGER et al., 2009) para atingir valores
ideais. Provavelmente, isso ocorreu por se tratar de uma proteina de membrana
que ndo se encontrava em suas condicbes nativas quando modelada, nem
mesmo o modelo de referéncia que continha mutagdes em sua estrutura. Em
todas as sobreposicoes de modelos em que € mostrado valor de desvio

quadratico médio (RMSD), este € baseado na estrutura proteica total.

4.3. Docking molecular de ConBr com glicanos

Os glicanos foram escolhidos com base no trabalho de Powlesland et al.

(2009), que descreve N-glicanos presentes na proteina CD98 por meio de
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espectrometria de massas. Os carboidratos escolhidos foram os de estrutura
predita mais acurada, mais especificamente de acordo com seus valores de m-
z: 1987, 2191, 2243, 2395, 2417, 2591, 2692, 2866, 3040, 3141, 3214, 3315,
3489 e 3664 (Fig. 6). Esses foram desenhados utilizando o software GLYCAM-

Web (https://glycam.org/) e, posteriormente, realizou-se docking molecular entre

ConBr e cada um desses carboidratos a fim de observar com qual deles ocorreria

interagcao mais estavel.

B) @@ D) A

C)
A A G A H) A

| =i 3 '-*-' Fﬁﬂ

E) A
l?l
Figura 6. Representagcdo esquematica dos glicanos testados. Esses carboidratos foram

baseados no trabalho de Powlesland et al. (2009). A — m/z 1987; B — m/z 2191; C — m/z 2395; D
—m/z 2243; E —m/z 2692; F —m/z 2591; G—m/z 2417; H — m/z 2866.

Ap6s a escolha e desenho dos carboidratos, eles foram mimizados
utilizando o campo de forcza GLYCAM_06 (KIRSCHNER et al., 2008) e seguiu-
se com o docking molecular entre a ConBr e estes. Para tal, utilizou-se o software
GOLD v. 5.6.1. (CCDC, Cambridge, England) e as configuragbes foram
ajustadas conforme as descritas no trabalho de Cavada et al. (2021). O dominio
de reconhecimento a carboidratos de ConBr foi escolhido como o ponto para
aplicacdo do algoritmo do programa em um raio de 12 A. A fungdo PLANTSPLP
foi utilizada para o célculo de escore do docking (KORB; STUTZLE; EXNER,

2009). O melhor modelo foi escolhido levando em consideragédo a combinagéo
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entre os valores de escore, de ligagdes de hidrogénio, de penalidades
geométricas e de interacdes apolares (XAVIER et al., 2016; DE AVILA et al.,
2017; HEBERLE; F. DE AZEVEDO, 2011; HECK et al., 2017). Apos a realizagéo
do docking entre a ConBr e os glicoconjugados individualmente, escolheu-se o
que teve uma melhor interagdo com essa proteina. Docking com o glicano
presente no modelo de ConA, usado como referéncia, demonstrou que ConBr

interagiu de forma semelhante.

O préximo passo consistiu em inserir o glicano escolhido na proteina
CD98, em seus quatro sitios de glicosilagado ja descritos (365, 381, 424 e 506).
Esse glicano foi escolhido para ser inserido no receptor pois apresentou uma
boa interagdo com ConBr no docking e, além disso, apresentou boa abundéancia
relativa dentre os outros glicanos potenciais para CD98 (POWLESLAND et al.,
2009). Logo apds, realizou-se o docking da ConBr com o sistema xc". Por se
tratar de um sistema envolvendo trés proteinas diferentes, escolheu-se o
software PATCHDOCK (DUHOVNY; NUSSINOV; WOLFSON, 2002;
SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2005) para realizar docking rigido e o glicano
ligado ao residuo Asn381 da CD98 foi escolhido como alvo de interagdo com a
ConBr, pois € o residuo mais exposto e isso facilitaria a interacdo. Esse passo
foi utilizado apenas para criar o sistema ConBr com xc- e o resultante foi

submetido ao preparo para a dinamica molecular.

4.4. Dinamica molecular de ConBr com sistema xc-

O modelo de xc obtido apdés minimizacdo foi submetido a ferramenta
membrane builder (JO et al., 2008) presente no CHARMM-GUI (LEE et al., 2020)
para prepara-lo para dindmica. Dois sistemas foram preparados: um
correspondendo apenas ao sistema xc inserido na membrana e outro

correspondendo a esse sistema em interacdo com ConBir,

A dinamica foi realizada realizada utilizando o software AMBER20 suite
(CASE et al., 2020), com os parametros do campo de forga ff19SB para proteinas
(TIAN et al., 2020), GLYCAM_06j para os carboidratos (KIRSCHNER et al.,
2008) e Lipid17 para os lipideos (KLAUDA et al., 2010). As simulagbes foram

realizadas durante o intervalo de tempo de 200 ns (20.000 frames). Durante o
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preparo, o sistema xc foi inserido em um modelo de membrana plasmatica,
construida dentro da interface do proprio CHARMM-GUI. Os lipideos escolhidos
para compor a membrana foram colesterol (CHL) e os glicerofosfolipideos
fosfatidilserina (POPS), fosfatidiletanolamina (POPE) e fosfatidilcolina (POPC),
por serem os lipideos mais comuns em membranas de células eucariontes (VAN
MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008). Para cada lipideo desse, foram
inseridas 40 moléculas na hemiface externa da membrana e 37 na hemiface
interna. O sistema foi solvatado com o modelo de agua TIP3P, com 10.000

moléculas de agua, e foi neutralizado por adicdo de ions Na* e CI

A minimizagdo de energia para ambos os sistemas foi conduzida
utilizando 8000 passos do método steepest-descent e 7000 passos de conjugate
gradient, totalizando 15000 ciclos de minimizagdo. Apds a minimizagao, seguiu-
se com 6 etapas de equilibragéo, sendo uma metodologia seguida para modelos
em membrana. As duas primeiras etapas foram realizadas em 250.000 passos
NVT, a terceira também em 250.000 passos NVT, e da quarta a sexta foram
feitas em 500.000 passos NVP. A temperatura de 300 K foi mantida utilizando o
termostato de Langevin com um coeficiente de fricgdo de 1 ps™'. O controle de
pressao foi feito utilizando um barostato Berendsen semi-isotrépico para 1 bar
com uma tensédo superficial constante (BERENDSEN et al., 1984). O algoritmo
SHAKE foi utilizado para constrigdo das ligagdes covalentes envolvendo os
atomos de hidrogénio (RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977). As
interacdes eletrostaticas de longa distancia foram calculadas pelo método
Particle Mesh Ewald (PME) com um limiar de 10 A (ESSMANN et al., 1995).

ApOs a realizagao da dinamica molecular dos dois sistemas, a analise da
trajetoria consistiu em avaliar os seguintes parametros: desvio quadratico médio
(RMSD), flutuagédo quadratica média (RMSF), raio de giro (RoG), energia total
do sistema, ligagdes de hidrogénio intermoleculares (HB) e frequéncia de contato
(CF). Para essas analises foram utilizados Cpptraj (ROE; CHEATHAM, 2013),
Xmgrace e VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagdo da qualidade dos modelos gerados por modelagem

molecular

A tabela 1 mostra os valores dos parametros avaliados em relagdo a
qualidade do modelo. Como explicado previamente, apesar de ja haver estrutura
tridimensional obtida a partir de cristalografia de raios-X de ConBr tanto sozinha
quanto em interagdo com carboidratos, ndo ha disponivel estrutura da ConBrem
interacdo com glicanos complexos, como os que se pretendia avaliar neste
trabalho. O modelo representativo para a estrutura tridimensional de ConBr esta
representado na figura 7. Os valores estdo condizentes com o que se espera
para a modelagem de lectinas de leguminosas, como previamente documentado
para as lectinas de Centrolobium microchaete (CML) (NECO et al., 2018), de
Vatairea guianensis (VGL) (CAVADA et al., 2020), Dioclea lasiophylla (DIyL)
(PINTO-JUNIOR et al., 2017), Arachis duranensis e Arachis ipaensis
(NASCIMENTO et al., 2018). A sobreposi¢cdo do modelo gerado com a estrutura
de partida (ConA em interagcdo com glicano complexo) apresentou elevado
percentual de identidade e um baixo valor de RMSD (Fig. 8), sendo um outro

representativo da qualidade do modelo gerado.
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Figura 7. Modelo de ConBr escolhido como representativo neste trabalho.
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Figura 8. Alinhamento do modelo ConBr (verde) x ConA (azul) em interagao com f-D-
GlcNAc(1,2)a-D-Man-(1,6)[B-D-GlcNAc(1,2)a-D-Man(1,6)]a-D-Man. O glicano esta
representado em coloragédo azul e vermelha. Valor de RMSD total = 0,105. As esferas de cor

verde e purpura representam os metais Ca2* e Mn2*,

Tabela 1. Parametros de avaliagao de qualidade estrutural do modelo de ConBr gerado.

Parametro Valor
Molpdf 1062,05
DOPE score - 26732,29
Verify 3D 100%
Qmean 0,88 + 0,05
Z-score 0,340
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Grafico de Ramachandran 93,9% dos residuos em regides
favorecidas; 6,1% em regides

permitidas

Presenca de cis-peptideos 1

Em relagdo a modelagem do sistema xc’, o modelo gerado, quando
inserido no YASARA, possuia uma energia inicial de -131.782,2 kJ/mol, com um
valor de escore de -2,77. Ao final da minimizagdo, em que ocorreu a solvatagéo
do sistema, a energia final alcangou -453.671,2 kJ/mol, com um valor de escore
de - 1,04. O modelo gerado esta representado na figura 9. Para atestar sua
qualidade, realizou-se a sua sobreposicdo com a estrutura tridimensional do
sistema xc™ nativo, elucidada por crio-eletromicroscopia (PARKER et al., 2021),
em que se obteve um valor de RMSD = 2,864 (Fig. 10). Para fins comparativos,
realizou-se também a sobreposi¢do do modelo de partida (PDB: 7CCS), modelo
construido com mutagdes cuja estrutura também foi elucidada pela mesma
técnica, com a estrutura nativa (PDB: 7P9V), obtendo-se um valor de RMSD =
2,651 (Fig. 11). Ainda que o valor de RMSD tenha sido considerado alto,
especialmente se comparado ao modelo gerado de ConBr, alguns fatores devem
ser levados em consideracdo. Primeiramente, trata-se de um sistema complexo,
que envolve duas proteinas juntas que nao estdo na sua forma nativa (ou seja,
em membrana), estando presentes no vacuo. Além disso, o modelo que
utilizamos como padrdao de modelagem apresentava além desse primeiro fator,
uma estrutura mutada, contribuindo ainda mais para o desvio. Tendo em vista
que, ao alinhar as estruturas, os elementos estruturais permaneceram

conservados, a modelagem foi considerada satisfatéria.
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Figura 9. Modelo escolhido como representativo da modelagem do sistema xc. Esse
modelo foi produzido a partir de um molde com mutagdes (PDB: 7CCS) e apresentou todas as
caracteristicas estruturais esperadas em relagao ao sistema xc: a cadeia leve transmembrana,

composta por 12 hélices, que se associam a cadeia pesada, localizada na parte superior da

figura.
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Figura 10. Sistema xc- modelado em verde e sistema xc" nativo por crioeletromicroscopia
em azul (PDB: 7P9V). A sobreposicao de estruturas mostra que o sistema modelado apresentou

evidente qualidade. O valor de RMSD para o alinhamento total dos dois modelos apresentou

valor de 2,442.
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Figura 11. Modelo mutado (PDB 7CCS) (em amarelo) em alinhamento com a estrutura
nativa obtida por crioeletromicroscopia (PDB: 7P9V) (em azul). O modelo mutado foi aquele
utilizado como padrdo para produgcdo do sistema modelado. O valor de RMSD para o

alinhamento total dos dois modelos apresentou valor de 2,651.

O modelo gerado esta de acordo com as estruturas que vieram a ser
determinadas apods o inicio desse trabalho (PARKER et al., 2021; YAN et al.,
2022). Pode-se observar a presenga das 12 hélices transmembrana que formam
o transportador xCT, que se associam com uma outra hélice constituinte da
CD98hc, algo caracteristico para os complexos proteicos pertencentes a familia
LAT. Nessa familia, a hélice unica da CD98hc interage por meio de interagdes
hidrofébicas com a hélice 4. Inclusive, ao realizar o alinhamento do nosso modelo
com os complexos LAT1-CD98hc (YAN et al., 2019) e LAT2-CD98hc
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(RODRIGUEZ et al., 2021), também envolvidos no transporte de aminoacidos,
pode ser observada a significativa conservagao da estrutura tridimensional (Fig.
12). Estruturalmente, as proteinas que pertencem as LATs possuem uma
estrutura conservada que exibe o enovelamento caracterizado como "topologia
invertida 5 + 5" (SHI, 2013), em que as primeiras cinco hélices transmembrana
se relacionam com outras cinco hélices por meio de um pseudo eixo de simetria

dupla que corre paralelo ao plano da membrana plasmatica.

Figura 12. Alinhamento de diferentes membros da familia LAT. Os constituintes da familia
LAT de transportadores apresentam as mesmas caracteristicas estruturais que podem ser
observadas no sistema xc. Em verde claro esta representado nosso modelo; em vermelho —
LAT1 (PDB: 7DSK); azul — LAT2 (PDB: 7B00).
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5.2. Avaliagao da interacao de ConBr com carboidratos por meio de

docking molecular

Os valores de escore obtidos (em unidades arbitrarias) pelo docking
molecular estdo representados na tabela 2. Varios N-glicanos foram testados,
sendo que ConBr apresentou melhores valores de escore para os ricos em
manose, e cruzando esses dados com as posi¢coes espaciais adotadas durante
a realizagao do docking, o que se mostrou mais adequado para prosseguimento
com as analises posteriores foi o primeiro representado na tabela. Esses dados
estdo de acordo com o que ja foi documentado para a especificidade de ConBr
a carboidratos, uma lectina especifica a glicose/manose que ja se observou
apresentar afinidade de N-glicanos com trimanosideos (CAVADA et al., 2019a).
Esse N-glicano (Fig. 13) foi, posteriormente, inserido nos quatro sitios de
glicosilacdo da CD98hc e a ConBr foi fixada em interagdo com um desses sitios
por meio do software PatchDock (DUHOVNY; NUSSINOV; WOLFSON, 2002;
SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2005) (Fig. 14).

Tabela 2. Parametros de avaliagdo para o docking molecular em unidades numéricas

arbitrarias.
Carboidrato/valor | PLP.fitness | Escore | PLP.ligand | Contribuigdes | Contribuicbes | Contribui¢cdes
dos parametros (PLP.PLP) | clash da torgdo do | das ligagdes das
ligante de hidrogénio | interacdes
apolares
=2 64,3910 | -54,7055 4,55 7,22 -12,9979 -39,15
20 41,0574 | -43,5077 11,0481 7,8123 -6,3 - 27,96

43




A 31,93 - 46,99 27,92 717 - 10,99 - 43,69
? 39,54 -45,10 34,71 6,82 - 10,48 - 54,04
A 64,60 - 62,25 48,23 6,25 -11,7 - 48,09

b

>




* Apesar de testado, os valores dos parametros ficaram fora de uma faixa esperada de

normalidade, sendo, portanto, descartados para as avaliagdes posteriores.

Asnh

Figura 13. Representacdo esquematica do N-glicano MAN7 escolhido por docking
molecular. As esferas verdes representam unidades de manose, enquanto os quadrados azuis

representam unidades de N-acetil-glicosamina.
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Figura 14. Representagcdo de ConBr em interagdo com o N-glicano escolhido, ligado ao

residuo Asn381.

A avaliagado do potencial de interagdo de ConBr com esses possiveis
glicanos presentes na proteina CD98, de acordo com o trabalho de Powlesland
et al. (2009) abre uma série de novas oportunidades de aplicagdes biomédicas
para nao apenas a ConBr, mas como para uma série de lectinas especificas a
glicose/manose. Essa glicoproteina foi descrita, pela primeira vez, como um
antigeno de superficie celular envolvido na ativagao de linfécitos T (HAYNES,
1981). Ela se associa de maneira covalente com outras proteinas, chamadas de
subunidades leves — como € o caso da prépria XCT e das outras LATs. Esses
complexos estado relacionados com bastantes fungdes, como adeséao celular,
metabolismo energético e transporte de horménios (SANTIAGO-GOMEZ et al.,
2013).
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Diversos trabalhos ja relataram a importéncia dessa proteina em varios
processos relacionados ao estabelecimento de tipos diferentes de cancer. CD98
€ hiperexpressa em linhagens tumorais de diferentes origens, o que favorece a
sobrevivéncia e proliferagao celular (BULUS et al., 2012; NGUYEN et al., 2012),
além de possivelmente mediar a transformagdo maligna por conta da sua
interacdo com B1-integrinas (HARA et al., 1999). Ja foi observado que a CD98
esta por tras do estabelecimento e da propagacéo da leucemia mieloide aguda
por auxiliar a manter as células-tronco tumorais. Dessa forma, a deleg¢do de
CD98 prejudicou a propagacdo e iniciagdo desse tipo de tumor em
camundongos, além de as células apresentarem menores interagdes com o
endotélio (BAJAJ et al., 2016). Sua importancia ja foi documentada, também,
para o cancer de célon, em que esta hiperexpressa. Foi visto que o seu
silenciamento por nanoparticulas foi capaz de potencializar a quimioterapia
nesse tipo de tumor (XIAO et al., 2018).

Dessa forma, caso essa interacao da ConBr venha a se traduzir em um
prejuizo a fungdo da CD98, torna-se evidente mais um alvo no contexto da
aplicacao antitumoral dessa lectina. Entretanto, a simples interagao entre ConBr
e CD98 pode permitir a sua utilizagdo como biossensor para identificar estagios
de diferentes tipos de canceres. Isso se deve pois ja foi relatado que CD98 pode
ser um biomarcador promissor em relagdo ao prognostico de canceres do trato
biliar, tendo sido encontrado que cerca de 37% de pacientes com esse tipo de
tumor apresentavam expressao elevada dessa glicoproteina (KAIRA et al.,
2014). Outro trabalho observou que CD98 também pode ser utilizada como
biomarcador para canceres de cabega e pescogo, além de regular a resisténcia
a radioterapia desses tumores (DIGOMANN et al., 2019).

Para os propdésitos deste trabalho, € valido destacar os possiveis papeis
que essa interagao pode ter no contexto dos gliomas. Observou-se que o
transportador xCT, o qual se associa com a proteina CD98 para formar o sistema
Xxc’, é altamente expresso em linhagens celulares de glioma U251, de forma que
a inibicdo do transportador por sulfasalazina ocasionava morte celular por
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e que a sua delegéo
ocasionava maior sensibilidade frente ao tratamento com temozolamida
(POLEWSKI et al.,, 2016). No mesmo trabalho foi documentado que a
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hiperexpressdo do xCT levou a uma potencializagdo na expressao de genes
envolvidos no metabolismo energético, biogénese mitocondrial, produgao de
ATP e manutengao de baixos niveis de EROs. De forma similar ao que ocorreu
em outros canceres, a hipoexpressdo de CD98 reduziu a agressividade e

malignidade em gliomas (AN et al., 2016).

Portanto, caso a interacédo entre ConBr e CD98 venha a se confirmar em
modelos experimentais, essa lectina pode vir a ser explorada como ferramenta
antitumoral com enfoque no impacto ao metabolismo de aminoacidos, por afetar
os transportadores envolvidos na sua captagdo, e como mais um biossensor
para auxiliar no estadiamento de diferentes tipos de canceres, como os

supracitados.

5.3. Montagem do sistema e dindmica molecular do sistema xc-

Apods o encaixe da ConBr no glicano-alvo ter sido realizado utilizando o
PatchDock, o sistema foi preparado utilizando o gerador de construcéo de
membrana do CHARMM-GUI. O sistema xc™ inserido na membrana pode ser
observado na fig. 15 e em interagdo com a ConBr na fig. 16. Esses dois sistemas
foram submetidos a simulagdes de dinamica molecular em 200 ns, com cerca de
20.000 frames, a pressao constante de 1 bar e temperatura de 300K. As
trajetérias de ambos os sistemas se mostraram satisfatorias ao terem sido
posteriormente analisadas pelo software VMD. No caso do sistema em interagao
com ConBr, a lectina manteve a interagao com os glicanos de CD98 durante todo

0 momento.
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Figura 15. Representacdo da montagem do sistema xc- inserido na membrana. A cadeia
leve é inserida na membrana, enquanto a cadeia pesada esta representada no que seria 0 meio

extracelular, com os glicoconjugados identificados em cor amarela.
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Figura. 16. Representagao de ConBr em interagdo com um dos glicanos apés o sistema ter

sido montado em membrana.

Para avaliar a estabilidade estrutural dos dois sistemas ao longo da
trajetoria foram medidos os parametros de desvio quadratico médio (RMSD),
flutuagdo quadratica média (RMSF), raio de giro (RoG) e energia total do
sistema. Para todas essas medidas, sera evidenciado neste trabalho o
comportamento das proteinas xCT e CD98.

O RMSD é uma medida de grande valia na avaliagao de trajetérias, pois
€ um indicativo do quanto a estrutura de uma proteina se modifica, em uma
simulagédo, em comparagao com uma estrutura de partida. Observando o grafico
de RMSD para xCT (Fig. 17), pode ser visto que o sistema em interagédo com
ConBr entrou em equilibrio entre 75 a 100 ns, havendo uma variagéo aproximada
de 3,75 a 4,0 A. Por outro lado, essa estabilidade n&o foi mantida no sistema
nativo, havendo flutuagdes entre 100 a 125 ns. Aparentemente, a interacao da
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ConBr com os glicanos de CD98 parece exercer impacto quanto a estabilidade
estrutural da proteina xCT, auxiliando na estabilidade do sistema. Quando
observado o RMSD para CD98 (Fig. 18), tanto o modelo em interagcédo com a
ConBr quanto o modelo sozinho parecem alcancar um estado de equilibrio no

mesmo momento, em cerca de 75 ns.

RMSD (A)

——  xCT (alone)
———  xCT{(ConBr system)

2d 1 ' I | I 1
0 50 100 150 200

Time (ns)

Figura 17. RMSD de xCT para os dois sistemas. O sistema nativo estd representado em

vermelho, enquanto o sistema em interagdo com ConBr esta representado em roxo.
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Figura 18. RMSD de CD98 para os dois sistemas. O sistema nativo esta representado em

vermelho, enquanto o sistema em interagdo com ConBr esta representado em roxo.

Outro importante fator de analise diz respeito aos tipos de interagbes que
ocorrem entre a ConBr e o glicoconjugado que ela interage. Pode ser visualizado
na fig. 19 que as ligagbes de hidrogénio representam um tipo de interacao
importante para estabilizar essa interagcéo. Entretanto, ainda que durante uma
certa faixa de tempo o numero de ligagdes de hidrogénio chegue a 0, convém
salientar que o sistema em interacdo com ConBr entrou em equilibrio, conforme
observado nas figs. 17 e 18. Dessa forma, outras interagdes, como as
hidrofébicas e de van der Waals, devem auxiliar na interacdo da ConBr com o

glicano a fim de manté-los estaveis durante a trajetéria.
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Figura 19. Frequéncia de contatos por ligagdes de hidrogénio formados entre ConBr e o
glicano alvo presente na proteina CD98. As ligacdes de hidrogénio parecem ser interagdes
importantes na interagdo entre ConBr com os glicanos, apesar de haver uma fracdo de tempo
em que nao ha formagao dessas ligagdes, entre 75 a 125 ns. Nesse momento, outras interagdes

podem estar contribuindo para a estabilizagao.

O RMSF é um parametro adequado para avaliar a variagdo na posicao
dos atomos ao longo da trajetéria, sendo uma boa medida de flexibilidade do
sistema. De maneira geral, pode-se perceber que a ConBr torna a xCT, no geral,
mais flexivel (Fig. 20). Uma das por¢cdes onde essa flexibilidade é mais
acentuada encontra-se entre, aproximadamente, os residuos 340 e 380, que
representam as hélices TM8 e TM9. ConBr deixa xCT mais inflexivel no residuo
108, que faz parte da TM2, pois pode ser observado que na estrutura nativa é
um residuo bem mais flexivel, sendo representado por um longo pico no inicio
do gréfico. Ao avaliar o RMSF para os residuos que compdem a CD98 (Fig. 21),
observa-se que € seguido um padrao relativamente parecido de flutuagao nos
dois sistemas e quando comparados ao RMSF de xCT. A ConBr, aparentemente,
esta levando a uma maior flexibilidade da proteina CD98 como um todo,

resultando no aumento da flexibilidade observado para os residuos da xCT.
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Figura 20. Grafico de RMSF de xCT para os dois sistemas. O sistema nativo esta representado

em vermelho, enquanto o sistema em interagdo com ConBr esta representado em roxo.
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Figura 21. Grafico de RMSF de CD98 para os dois sistemas. O sistema nativo esta

representado em vermelho, enquanto o sistema em interacdo com ConBr esta representado em

roxo.

Noés analisamos o RMSF, também, em relacdo apenas aos residuos que
formam a cavidade de interacdo com o glutamato, segundo descrito por Parker
et al. (2021) (Fig. 22). Para todos esses, € evidente que ha um maior valor de
RMSF no sistema com a ConBr, representando uma maior flexibilidade desses
residuos, o que pode deixar a cavidade mais instavel e, dessa forma, dificultar a

interagdo com o glutamato.
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Figura 22. Grafico de RMSF para os residuos que compdem a cavidade de interagao com
o glutamato nos dois sistemas. O sistema nativo esta representado em vermelho, enquanto o

sistema em interagdo com ConBr esta representado em roxo.

O raio de giro € uma medida util para avaliar o grau de enovelamento ou
empacotamento de uma proteina durante uma trajetéria de dinamica molecular.
Ao observar a diferenca desse parametro entre o sistema nativo e o sistema em
interacdo com ConBr, em relacdo a proteina xCT, ndo sdo evidenciadas
mudangas muito grandes nos valores de raio de giro (Fig. 23) e, em ambos,
ocorre uma discreta diminuigdo na compactacao de suas estruturas ao longo da
trajetéria. Entretanto, ao analisar o ROG apenas para a CD98 (Fig. 24), a
interacdo com ConBr leva essa proteina a assumir uma compactacao
discretamente menor do que se comparado ao sistema sozinho. Além disso,
ambos os sistemas adotam estados energéticos similares, havendo uma

variacdo média entre -6000 a -4500 kcal/mol em funcgao do raio de giro (Fig. 25).
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Figura 23. Grafico de raio de giro (RoG) de xCT para os dois sistemas. O sistema nativo esta

representado em vermelho, enquanto o sistema em interacdo com ConBr esta representado em

roxo.
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Figura 24. Grafico de raio de giro (RoG) de CD98 para os dois sistemas. O sistema nativo

esta representado em vermelho, enquanto o sistema em interagdo com ConBr esta representado

€m roxo.
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Figura 25. Grafico de energia total em fun¢édo do raio de giro para os dois sistemas. O
sistema nativo esta representado em vermelho, enquanto o sistema em interagdo com ConBr

esta representado em roxo.

Apesar de o raio de giro n&o indicar diferenga significativa na
compactagao da proteina como um todo em ambos os sistemas, nés avaliamos
os comportamentos dos residuos que formam a cavidade em relagdo ao seu
comprimento, medido em A. Utilizando o servidor Caver Web v1.1 (STOURAC
et al., 2019), que analisa possiveis tuneis e canais em estruturas proteicas de
forma bastante acurada, os residuos que interagem com o substrato glutamato
foram escolhidos para delimitar a cavidade-alvo e o servidor realizou um calculo
de comprimento desta, encaixando estruturas esféricas para preenché-la, que

podem ser visualidas na fig. 26.

Na fig. 26A, esta representada a estrutura nativa resolvida por CEM, na
fig. 26B a estrutura modelada, em 26C o sistema em interagcdo com a ConBr e
em 26D o sistema em interacdo com o inibidor farmacologico erastina. Foram
selecionados os mesmos residuos para realizar o calculo da cavidade em todos
os modelos. O resultado comparativo dos comprimentos dos tuneis esta

representado na fig. 27.

Ao comparar o modelo nativo com o modelado, o comprimento da
cavidade deste é maior do que daquele e talvez isso se deva as diferencas do
préprio processo de modelagem e da estrutura de partida para o nosso modelo
escolhido. Entretanto, quando comparamos ambos esses sistemas com aquele

que interage com ConBr, pode ser vista uma reducgao drastica no comprimento
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da cavidade. Parece haver um maior fechamento do tunel entre a hélice 1 e a
hélice 6, de forma que o espago ocupado pelas esferas no sistema em interagao

com ConBr nao preenche mais essa regiao (Fig. 26C).

Figura 26. Delimitagao da cavidade de interagdo com o glutamato pelo CaverWeb. A —
Sistema nativo (PDB: 7P9V); B — sistema modelado; C — Sistema em interagdo com ConBr e D
— Sistema em interagdo com erastina (PDB: 7EPZ). O sistema modelado analisado na figura B
representa, nessa situagdo, um frame da dindmica molecular apds o sistema ter atingido o

equilibrio, a fim de observar de maneira mais verossimil o comportamento do tunel.
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Figura 27. Comparagao do comprimento da cavidade de interagdao com o glutamato nos
diferentes sistemas. O calculo realizado pela plataforma CaverWeb leva em consideragdo uma
medida de cavidade estatica. Para o sistema modelado e o sistema com ConBr, realizou-se o

calculo utilizando um frame apds ambos os sistemas entrarem em equilibrio.

Com o intuito de avaliar de forma mais visual e direta o possivel impacto
que a ConBr pode exercer na cavidade, a proteina xCT em interagdo com o
glutamato foi representada como superficie (Fig. 28A) e realizou-se a
sobreposicdo com o sistema em interacdo com ConBr (representado pela

superficie em coloragdo azul) (Fig. 28B). Pode ser evidenciado que ha uma

aparente diminuigao no comprimento da cavidade, confirmando o que se mostra
na fig. 27.

Figura 28. Representacdao em superficie da proteina xCT, evidenciando a cavidade de
interagao com o glutamato. A — Sistema xc" nativo em interagdo com o glutamato (PDB: 7P9U);
B — Sobreposigao do sistema nativo com o sistema em interagdo com ConBr, na mesma posigao
representada em A.

Nés também comparamos com xc- em interagdo com erastina, uma
molécula classicamente utilizada para inibicdo do sistema e inducdo de
ferroptose (DIXON; STOCKWELL, 2019). Apesar de ser um inibidor especifico e

60



potente, a erastina ndo causa mudangas no comprimento da cavidade se
comparado com a estrutura nativa. Isso se deve ao fato da erastina se ligar em
outro sitio na xCT que n&o a cavidade de ligagao ao glutamato, como pode ser
visto na fig. 29. Assim, essa molécula impede o funcionamento do sistema por
bloquear estericamente a entrada de glutamato na cavidade sem

necessariamente alterar a estrutura do tunel.

Figura 29. Representagao do sitio de interagdo da erastina. Realizou-se a sobreposi¢do do
sistema nativo em interagdo com o glutamato (PDB: 7P9U) com o sistema em interagdo com

erastina (PDB: 7EPZ), a fim de observar como a erastina interfere na ligagdo do glutamato.

Por fim, fizemos uma avaliacdo dos residuos que formam a cavidade nos
dois sistemas, a fim de avaliar se ocorrem mudancas visiveis em relagao ao seu
posicionamento (Fig. 30). Para isso, o sistema nativo e aquele em interagdo com
ConBr foram sobrepostos utilizando o PyMOL e representou-se apenas os
residuos que constituem a cavidade de interagdo. Pode ser evidenciado que no
sistema em interagdo com ConBr (Fig. 30B) ocorrem mudangas estruturais
evidentes, especialmente em relagdo aos residuos aromaticos F250 e Y251, que

se distanciam em relagéo ao sistema nativo (Fig. 30A). Além disso, ocorre uma
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mudanca de direcionamento em R396. Essas mudancgas tornam-se mais

evidentes ao sobrepor os sitios dos dois sistemas (Fig. 30C).

A) R135 %

Y251

-

Figura 30. Representagcdao dos residuos que compdoem o sitio de interagdo com o
glutamato, representado em roxo. A — Sistema nativo (PDB: 7P9V); B — sistema em interagéo

com ConBr; C — sobreposi¢cdo do A com B.

Uma caracteristica importante, que diferencia o xCT de outros
transportadores da familia SLC7, é a presenca do residuo R396, localizado na
TM10. Essa cadeia lateral ocasiona um aumento significativo no carater
positivamente carregado no sitio de ligagao ao glutamato, enquanto que nas
proteinas LAT1 e LATZ2, esse residuo é formado por asparagina (PARKER et al.,
2021). Essas mudangas no direcionamento dos residuos podem ter um impacto
importante em relagdo a fungédo de transporte. Parker et al. (2021) realizaram
experimentos de mutagénese, realizando trés trocas: R396A, R396K e R396N.
Nos trés casos, a troca do residuo acarretou impacto profundo em relagao ao

transporte de cistina, prejudicando-o significativamente.

Conforme experimentos de docking e dindmica molecular que foram feitos
para o sistema xc- com a cistina (PARKER et al., 2021), o residuo R396
apresenta fundamental importancia para a especificidade que a xCT possui em
relacéo a esse dipeptideo, pois coordena a segunda carboxila e empurra esse
ligante na posi¢cao de interagao tradicional com a TM1 e TM6. Logo, tendo em
vista que esse residuo sofre bastante influéncia tanto em relagdo a sua posicao
(Fig. 30) quanto em relagao a sua flexibilidade (Fig. 22), a ConBr pode impactar

também o transporte de cistina, e ndo apenas de glutamato.
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Tendo em vista o potencial que ConBr apresenta para uma possivel
inibicdo do sistema xc, torna-se razoavel testa-la in vitro em relacdo ao seu
potencial indutor de ferroptose. Recentemente, nosso grupo publicou um
trabalho em que se descrevia o papel antitumoral de ConBr frente a linhagens
de glioma, especialmente por exercer autofagia e inibir vias de sinalizagdo de
proliferagcao celular (WOLIN et al., 2021). Com base neste trabalho, essa lectina
possivelmente pode estar influenciando a morte celular em células de glioma por

impactar a fungéo do sistema xc'.

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base no modelo de simulagdo que escolhemos, nosso trabalho
sugere que a ConBr impacta a estrutura da proteina xCT por levar a uma
diminuicdo na cavidade de interagcdo com o glutamato e modificar a orientagéo
dos residuos que interagem com esse substrato. Isso, por sua vez, pode resultar
em um prejuizo ao funcionamento do sistema, ocasionando estresse oxidativo e

ferroptose.

Como perspectivas deste trabalho, algumas analises in silico ainda
precisam ser realizadas a fim de torna-lo mais robusto, como uma analise
dindmica de cavidade, para ver como esta se comporta ao longo da trajetdria,
bem como novas simulacdes de dindmica molecular tanto com o sistema nativo
(7P9V) quanto com o sistema em interagao com o glutamato (PDB: 7P9U), a fim
de observar se ocorrem alteracdes significativas se comparados com 0 nosso
modelo. Este é o primeiro trabalho a sugerir que lectinas vegetais podem estar

envolvidas na indugao de ferroptose.

Por fim, para identificar se ConBr realmente pode exercer um papel
modulador na ferroptose, testes in vitro precisam ser realizados identificando
como se comportam os marcadores de ferroptose em células tumorais incubadas
com ConBr, como quantificacado intracelular de glutationa, de lipoperoxidos, de
ferro e mensuragdo de alguns marcadores farmacodindmicos da ferroptose,

realizando a comparacéao com o sistema controle.
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