UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE TECNOLGIA FARMACEUTICA-LTF
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS

BIOATIVOS

AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DAS LECTINAS
DE Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliensis

e Cratylia floribunda

GLAUCIA VERISSIMO FAHEINA MARTINS

JOAO PESSOA-PB
2009




Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



GLAUCIA VERISSIMO FAHEINA MARTINS

AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DAS LECTINAS
DE Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliensis

e Cratylia floribunda

Dissertacdo submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do  Laboratéorio de  Tecnologia
Farmacéutica: Prof. Delby Fernandes de Medeiros,
da Universidade Federal da Paraiba, como requisito
parcial para a obteng¢do do titulo de Mestre em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. Area de

concentracio: Farmacologia.

Orientador:

Prof® Dr. Demétrius Antonio Machado de Aratjo

Co-orientador:

Prof® Dr. Luis Fernando Marques dos Santos

JOAO PESSOA - PB
2009



GLAUCIA VERISSIMO FAHEINA MARTINS

AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DAS LECTINAS
DE Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliensis

e Cratylia floribunda

Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, da Universidade Federal da Paraiba,
como requisito parcial para a obten¢do do titulo de Mestre em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos. Area de concentragdo: Farmacologia.

A citagao de qualquer trecho deste trabalho ¢ permitida, desde que seja feita com as normas

da ética cientifica.
Aprovada em 10 de junho de 2009.

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Demetrius Antonio Machado de Araujo
Universidade Federal da Paraiba

(Orientador)

Prof*.Dra. Claudia do O Pessoa
Universidade Federal do Ceara

(membro)

Prof'.Dra. Darizy Flavia Silva de Amorim Vasconcelos
Universidade Federal da Paraiba

(membro)



AGRADECIMENTOS

Ao meu maravilhoso Deus pelo dom da vida e pelo cuidado comigo até aqui, que me ergueu nos momentos
dificeis e me fez acreditar que eu sou capaz, ndo sé por mim mesma, mas por causa Dele, que renova minhas

forcas a cada manhd;

Aos meus pais, Gualberto e Marluce Faheina, por todo amor, apoio, preocupagdo e bons exemplos, que me

alicercaram na caminhada da vida;

Ao meu filho Gabriel Henrique, pelo amor, carinho, alegria, e as brincadeiras, muitas vezes “exageradas’,

mas que me animam e incentivam a ver a vida de forma mais descontraida;

Ao meu maravilhoso esposo, Paulo Rogério P. Martins, “more”, por todo amor e compreensdo nesta etapa de
minha vida, e por me fazer realmente acreditar no amor. Obrigada pela paciéncia, pois conseguimos construir
nossa historia nesse curto tempo de mestrado, ele termina aqui, mas nés continuamos no curso desta vida

Jjuntinhos!

A toda minha familia que sempre torceu por mim, principalmente meu irmdo Glauber Faheina e minha

cunhada Evelyn Faheina, pelo incentivo e momentos compartilhados.

Aos verdadeiros amigos, que nem sempre estdo perto fisicamente, mas merecem todo meu carinho, pela

amizade; Joyce, Ebinha, Sabrina;

Ao meu orientador, Prof. Dr. Demetrius A. M. Arailjo, pela confianga, apoio, incentivo, orientagdo e
principalmente pela liberdade que nos concede, de opinar e fazer escolhas, me fazendo crescer e amadurecer
nesse mundo da Ciéncia. Mas principalmente agradeco pela amizade e companheirismo nesses 7 anos

académicos (desde o primeiro dia de aula!);

Ao Prof. Dr. Luis Fernando Marques Santos, pela co-orientagdo, amizade, grande contribuicdo nas

corregoes deste trabalho, pela descontragdo nas conversas e presteza em ajudar sempre que precisei;

A proft. Dra. Cldudia do O Pessoa, por me receber no Laboratdrio de Oncologia Experimental-LOE-UVFC, e

possibilitar a execu¢do de parte dos experimentos deste trabalho;



A prof*. ©ra. Darizy Flivia Silva de Amorim Vasconcelos, por aceitar participar da banca examinadora, e

pelas futuras sugestoes que tenho certeza que serdo pertinentes;

Ao prof. Or. Mdrcio Viana Ramos, por ceder as lectinas para realizacdo deste trabalho, e por ser o

“‘culpado” da minha “paixdo” por estas moléculas;

Aos amigos companheiros, do grupo de Citotoxicidade: Alethéia Lacerda, e meus queridos pupilos: Bruna
Dantas, Beatriz Lima, Erik, Melo, Caio e Kalina, e ainda meus “eternos” pupilos, Bruno Chaussé e Thalita
Figueiredo, pela grande ajuda no laboratdrio e pelos “aperreios”, mas acima de tudo pelos momentos

divertidos que passamos juntos no dia a dia, que tornam a rotina mais prazerosa;

Ao restante do grupo de Farmacologia Celular, Biologia Molecular e Bioinformdtca: Andréa Christina,
Aron Miranda, Marcos Medeiros, Juan, Hélio, Itdcio, pelo compaheirismo e momentos compartilhados nas

nossas discussoes de semindrios, que tanto acrescentou em minha formagdo;

A Marilene Rocha, pela amizade impar, pela alegria, exemplo de disposicdo e vontade, amiga para todas as
horas, me ajudou em momentos que nem imaginei, apesar de me aperrear muito para conseguir isolar os

benditos neurdnios, quase que tiro os meus;

Mas principalmente agradeco as grandes amigas Teresa Cristina e Renata Almeida, também pertencentes ao
grande grupo acima, pela eterna amizade e por tudo que passamos juntas nos Labimes, nos corredores, na

cantina da Pioneira, e que me ensinaram também a entender e dar importdncia ao “mundo” procaridtico;
¢ )

Aos amigos funciondrios do Departamento de BIOLOGILA MOLECULAR, Regina Emy, Bdrbara Leal,
Dione Porto, Célia, José Moreira, e as técnicas Rozdngela Cordeiro e Alda Paulino pela convivéncia e

presteza em ajudar sempre que precisei.

Ao atual chefe do departamento de BIOLOGIA MOLECULAR, Carlos Alberto Gadelha, pela ajuda,

incentivo e compreensdo nos momentos que precisei ser liberada para execugdo deste trabalho;

Aos docentes do Programa de Pos-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, pelos
ensinamentos, incentivo e contribuicdo na _formagdo do meu aprendizado na vida académica, em especial a

Luis Fernando Marques Santos e Bagnolia Aratijo Silva pelo exemplo de professores;



A todos os amigos da turma do mestrado 2007, pelo companheirismo e alegria que foram compartilhados
durante o curso, em especial agradeco a Fabiola Fialho, Kelly Lira e Meri Emili, pela amizade construida de

uma forma tdo especial;

Aos funciondrios do LTF que sempre ajudaram quando solicitados, Idnia (secretdria da PG), Crispim

(Biotério) e Vicente (companheiro de turma) com O N liquido.

A meus primos Juliana, Janaina e Vinicius Faheina, que me receberam de forma inesquecivel em Fortaleza-
Ce, quando fui realizar uma das etapas deste trabalho, e que me fizeram valorizar cada dia mais a

instituigdo “familia”, mesmo que a distdncia.

Aos colegas do laboratorio de Oncologia Experimental-LOE-VFC, em especial a Bruno Coélho pela enorme
ajuda em todos os experimentos ld realizados, pela sua disposicdo para trabalhar toda e qualquer hora; A
Adriana, e José Roberto, os amigos “estrangeiros”, pela amizade rapidamente conquistada, a prof* Raquel
Montenegro pela ajuda e simpatia, e as técnicas Silvana e Erivanda pela ajuda sempre que solicitada; e a

dona Rogéria que com tanta presteza preparava o material diariamente.

Meu muito obrigada a todos!

Vocés com certeza fazem parte deste trabalho.

Glducia Verissimo Faheina Martins



Nem olhos viram, nem ouvidos ouviram o que Deus preparou para nés
Um futuro certo, cheio de esperanga e paz, muita paz
Quero viver teus sonhos, teus planos, tudo que por mim conquistaste na cruz
A tua vontade é o meu prazer
Sem ti nada posso, opera em mim o teu poder
Vé o fruto do teu penoso trabalho
Alegra-te sobre mim, alegra-te sobre mim
E t&o bom sonhar teus sonhos
E tdo bom viver teus planos
E conhecer a graga de pertencer a ti
Deus fiell
E tdo bom fechar meus olhos
E contemplar com minha fé,
todas as tuas palavras,
tuas promessas pra mim,

Deus fiell

"Ana Paula Valaddo"



INDICE

1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

1.2 Produtos naturais como fonte de farmacos antitumorais
1.2.1 Lectinas vegetais

1.2.1.1 Lectinas de leguminosas

1.2.2 Atividade antitumoral de lectinas vegetais

1.3 Citotoxicidade

1.4 Morte celular

2. OBJETIVOS

2.1 Geral
2.2 Especificos

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais utilizados

3.1.1 Equipamentos

3.1.2 Solugdes

3.1.3 Animais

3.1.4 Células

3.1.4.1 Obtengao de macréfagos peritoneais

3.1.4.2 Linhagens celulares

3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Lectinas

3.2.1.1 Preparo das solugdes

19

19
20
22
25
27
29
31

38

38
38

40

40

40
41
43
44
44
44

47

47
48



3.2.2 Estudo da atividade citotoxica in vitro

3.2.2.1 Avaliagao do efeito das lectinas sobre a morfologia celular
3.2.2.2 Técnica de MTT

3.2.2.3 Contagem de acidos nucléicos (CAN)

3.2.2.4 Avaliacao do potencial genotoxico das lectinas - Teste do Cometa

3.2.3 Andlise morfolégica- Coloragcdo diferencial por Brometo de

Etideo/Laranja de acridina (LA)
3.2.4 Estudo do mecanismo de morte celular

3.2.4.1 Ensaios com citometria de fluxo

3.2.4.2 Analise da viabilidade celular — Determinagdao da integridade de

membrana celular
3.2.4.3 Analise da fragmentacdo do DNA
3.2.4.4 Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial.

3.2.4.5 Analise dos dados de citometria de fluxo

4. RESULTADOS

4.1 Estudos da atividade citotoxica in vitro

4.1.1 Analise morfoldgica do efeito das lectinas nas células tumorais
4.1.2 Efeito das lectinas na viabilidade e proliferacdo (MTT e CAN)
4.1.2.1 Cultura de macrdfagos peritoneais

4.1.2.2 Linhagens tumorais

4.1.3 Avaliacdo do potencial genotoxico das lectinas

4.2 Estudo do mecanismo de morte celular

4.2.1 Efeito das lectinas no percentual de células viaveis, apoptoticas e
necroticas

4.2.2 Efeito das lectinas na integridade de membrana plasmatica

4.2.3 Efeito das lectinas na fragmentacdao do DNA

4.2.4 Efeito das lectinas no potencial transmembranico mitocondrial

48
48
48
50
51
54

56
56
57

57
58
59

61

61

61

65

65

68

80

84

84

87

89
93



5. DISCUSSAO 97

6. CONCLUSOES 106

REFERENCIAS 108



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Representagdo esquematica dos trés tipos de lectinas de plantas.

Figura 2: Estrutura terciaria representativa de um monomero de uma lectina de
leguminosa (a); Dimerizacao em ConA (b); Tetramerizacao em ConA.

Figura 3: As duas principais vias apoptoéticas.
Figura 4: Fragmentacdo do DNA mediada por CAD.

Figura 5: Fotomicrografia da linhagem celular J774 em objetiva com contraste de
fase. Aumento: 400 x

Figura 6: Fotomicrografia da linhagem celular HL-60 em objetiva com contraste de
fase. Aumento: 400 x

Figura 7: Fotomicrografia da linhagem celular MCF-7 em objetiva com contraste de
fase. Aumento: 400 x

Figura 8: Fotomicrografia da linhagem celular MOLT-4 em objetiva com contraste
de fase. Aumento: 400 x

Figura 9: Imagens representativas do teste do cometa. Em A vemos células sem
danos; e em B vemos os varios tipos de caudas visualizadas no teste do cometa.
Fonte: WONG, 2005

Figura 10: Células coradas com Brometo de etideo e laranja de acridina. Em A
observamos células viaveis coradas pela laranja de acridina. Em B visualizamos
células apoptoticas (setas brancas) mostrando o nucleo fragmentado, e células
necroticas coradas em laranja pelo brometo de etideo.

Figura 11: Fotografia do citdometro de fluxo utilizado nos ensaios de determinagao
da integridade de membrana, andlise da fragmentacio do DNA, e avaliagdo do
potencial de membrana mitocondrial.

Figura 12: Estrutura da Rodamina 123.
Figura 13: Fotomicrografia de células J774 tratadas com lectinas nativas ou
desnaturadas pelo calor. Observagdo em microscopio dptico invertido com contraste

de fase.

Figura 14: Fotomicrografia de células MCF-7 tratadas com lectinas. Observagdo em
microscdpio Optico invertido com contraste de fase.

24

26

34

35

46

46

47

47

54

55

56

58

62

63



Figura 15: Fotomicrografia das células MOLT-4 tratadas com as lectinas ConA,
Conbr e CFL por 72h e observadas em microscopio Optico invertido com contraste
de fase.

Figura 16: Efeito das lectinas ConA (A-B), Conbr (C-D), CFL (E-F) sobre a
viabilidade da cultura primaria de macrdéfagos peritoneais de camundongos SWISS
no periodo de 24 de incubagdo (n=2), analisada pela técnica de MTT (A, C, E) e
CAN (B, D, F).

Figura 17: Efeito do Etoposideo sobre a viabilidade da linhagem de macréfagos
tumorais J774 em 24h (n=3), analisada pela técnica de MTT e CAN.

Figura 18: Efeito das lectinas ConA (A-B), Conbr (C) e CFL (E-F) sobre a
viabilidade da linhagem de macréfagos tumorais J774 em 24h (n=3), analisada pela
técnica de MTT (A, C, E) e CAN (B, F).

Figura 19: : Efeito do Etoposideo sobre a viabilidade da linhagem tumoral MCF-7
em 72h (n=3), analisada pela técnica de MTT e CAN.

Figura 20: Efeito das lectinas ConA (A-B), Conbr (C-D) e CFL (E-F) sobre a
viabilidade da linhagem tumoral MCF-7 em 72h (n=3), analisada pela técnica de
MTT (A,C,E) e CAN (B,D,F).

Figura 21: Efeito do Etoposideo sobre a viabilidade da linhagem tumoral HL-60
em72h (n=3), analisada pela técnica de MTT.

Figura 22: Efeito das lectinas ConA, Conbr ¢ CFL sobre a viabilidade da linhagem
tumoral HL-60 em 72h (n=3), analisada pela técnica de MTT (A, C, E) e CAN (B,
D, F).

Figura 23: Efeito do Etoposideo sobre a viabilidade da linhagem tumoral MOLT-4
em 72h (n=3), analisada pela técnica de MTT e CAN.

Figura 24: Efeito das lectinas ConA, Conbr ¢ CFL sobre a viabilidade da linhagem
tumoral MOLT-4 em 72h (n=3), analisada pela técnica de MTT (A, C, E) e
contagem de acidos nucléicos (B, D, F).

Figura 25: Indice de dano ao DNA de células MCE-7 (A) e MOLT-4 (B) e HL-60
(C) no controle (ndo-tratadas) ou tratadas com as lectinas ConA, Conbr e CFL, por
24 horas, nas concentragoes 5, 25 e 50ug/mL, determinado pelo teste do cometa.

Figura 26: Efeito das lectinas na linhagem MCEF-7 analisado pela coloragdo
diferencial com Brometo de etideo/Laranja de acridina, apos 24 horas de tratamento.

Figura 27: Efeito das lectinas na linhagem MOLT-4 analisado pela coloragdo

64

67

68

69

70

72

73

75

76

78

80

84

85



diferencial com Brometo de etideo/Laranja de acridina, apos 24 horas de tratamento.

Figura 28: Efeito das lectinas na linhagem HL-60 analisados pela coloragdo
diferencial com Brometo de etideo/Laranja de acridina, apos 24 horas de tratamento.

Figura 29: Determinacdo da integridade da membrana celular por citometria de
fluxo nas células MCF-7.

Figura 30: Determinacdo da integridade da membrana celular por citometria de
fluxo nas células MOLT-4.

Figura 31: Determinagdo da integridade da membrana celular por citometria de
fluxo nas células HL-60.

Figura 32: Andlise da fragmentagdo do DNA de células MCF-7 por citometria de
fluxo.

Figura 33: Analise da fragmentacdo do DNA de células MOLT-4 por citometria de
fluxo.

Figura 34: Analise da fragmentacdo do DNA de células HL-60 por citometria de
fluxo.

Figura 35: Avaliacdo da despolarizagdo mitocondial de células MCF-7 tratadas com
as lectinas ConA, Conbr e CFL por citometria de fluxo.

Figura 36: Avaliagdo da despolarizacdo mitocondial de células MOLT-4 tratadas
com as lectinas ConA, Conbr e CFL por citometria de fluxo.

Figura 37: Avaliacdo da despolariza¢do mitocondial de células HL-60 tratadas com
as lectinas ConA, Conbr e CFL por citometria de fluxo.

86

88

88

89

90

91

92

93

94

95



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Reagentes e solugdes
Tabela 2: Meios de cultura

Tabela 3: Tampoes

Tabela 4: Linhagens tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro

Tabela 5: Citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre macrofagos
peritoneais e a linhagem J774 no periodo de 24 horas de incubacdo, avaliada pelo
método de MTT e CAN.

Tabela 6: Citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre as linhagens, MCF-
7, HL-60 e MOLT-4 no periodos de 72 horas de incubacgdo, avaliada pelo método
de MTT e CAN.

Tabela 7: Tabela de freqiiéncia de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e
CFL na linhagem MCF-7 obtidos pelo teste do cometa apds 24 horas de tratamento
nas concentragdes de 5, 25 e 50pug/mL.

Tabela 8: Tabela de freqiiéncia de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e
CFL na linhagem MOLT-4 obtidos pelo teste do cometa apos 24 horas de tratamento
nas concentracgdes de 5, 25 e 50pg/mL.

Tabela 9: Tabela de freqiiéncia de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e
CFL na linhagem HL-60 obtidos pelo teste do cometa apds 24 horas de tratamento
nas concentragdes de 5, 25 e 50ug/mL.

41

42

43

46

79

79

82

&3

&3



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

uL Microlitro

ug Micrograma

uM Micromolar

[1 Concentracao

MJ Macroéfagos

AIF Fator indutor de apoptose

ANOVA Andlise de variancia

Apaf-1 Fator 1 de ativag@o de protease apoptdtica

Bcl-2 Proteinas que regulam a permeabilidade da membrana mitcondrial, que

podem ser pré-apoptoticas ou anti-apoptdticas

BE Brometo de etideo

CAD DNase ativada por caspase

CAN Contagem de acidos nucléicos

Cls Concentracdo Inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo
CO, Diodxido de carbono

CFL Lectina de Cratylia floribunda

ConA Lectina de Canavalia ensiformis

Conbr Lectina de Canavalia brasiliensis

DLs, Dose letal média

DNA Acido desoxirribonucléico

EDTA Acido tetracético Etilenodiamino dissodico

h Hora

HEPES Acido N-2-hidroximetilpiperazina-N’-2-etanosulfonico
HL-60 Linhagem de células de leucemia promielocitica

IAP Proteina inibidora de apoptose (Inhibitory apoptosis protein)
ICAD Inibitor de CAD

J774 Linhagem tumoral macrofagica murina

LA Laranja de acridina

mg Miligrama

min Minuto



mL Mililitro

mM Milimolar

MCF-7 Linhagem de células tumorais de epitélio mamario
MOLT-4 Linhagem de células de linfécitos T tumorais
MTT Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5-difeniltetrazolio
NCI Instituo Nacional do Cancer dos Estados Unidos
PBS Tampao fosfato-salina

pH Potencial hidrogenidnico

PHA fitohemaglutinina

p53 Proteina supressora tumoral

q.s.p. Quantidade suficiente para

rpm Revolugdes por minuto

SBA Aglutinina de soja

SBF Soro bovino fetal

SDS Dodecil sulfato de sodio

Smac/DIABLO Proteina mitocondrial pré-apoptotica

TRAIL Ligante indutor de apoptose

U Unidades

WGA Aglutinina de gérmen de trigo (weath germ agglutinnin)
WHO World Health Organization

X Vezes



AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DAS LECTINAS DE Canavalia
ensiformis, Canavalia brasiliensis e Cratylia floribunda. Dissertacdo de mestrado. Autora:
Glaucia Verissimo Faheina Martins. Orientador: Demetrius Antonio Machado de Aratjo.

Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba. Aprovada em 10
de junho de 2009.

RESUMO

Lectinas constituem uma classe de glicoproteinas que ligam-se reversivelmente e
seletivamente a carboidratos, sendo capazes de distinguir pequenas diferengas estruturais em
oligossacarideos complexos. Estudos t€ém mostrado que a ligacao de lectinas a carboidratos de
superficie de células normais e tumorais provoca varios efeitos bioldgicos, tais como,
proliferacdo celular em linfécitos normais e apoptose em células tumorais. Neste trabalho, foi
investigado a citotoxicidade das lectinas de plantas Canavalia ensiformis (ConA), Canavalia
brasiliensis (Conbr) e Cratylia floribunda (CFL), sobre linhagens de células normais e
tumorais. Inicialmente, a atividade citotoxica das lectinas foi avaliada pelos ensaios de
reducdo do sal de tetrazélio (MTT) e medida do conteido de acidos nucléicos (CAN). As
lectinas ConA, Conbr e CFL ndo diminuiram a viabilidade de células normais (macrofagos
peritoneais), no entanto, mostraram-se citotoxicas para as linhagens tumorais J774, MCF-7,
MOLT-4 e HL-60. O ensaio de MTT foi o mais sensivel aos efeitos das lectinas sobre a
viabilidade celular do que o ensaio de CAN, sendo ConA a lectina mais citotdxica, seguida de
Conbr e CFL. Os valores de Clsy variaram em torno de 10, 20 e 45ug/mL, para ConA, Conbr
e CFL repectivamente. O potencial genotoxico das lectinas também foi avaliado usando o
teste do cometa, mostrando que essas proteinas produziram alto indice de lesdes do DNA nas
cé¢lulas MCF-7, MOLT-4 ¢ HL-60, atingindo uma freqiiéncia de danos superior a 70% na
concentragdo de 50upg/mL para todas as lectinas. Nessas mesmas linhagens tumorais, as
lectinas também causaram alteragdes morfoldgicas, avaliadas por coloragdo diferencial com
brometo de etideo e laranja de acridina, caracteristicas de apoptose, sendo possivel observar
necrose nas concentragdes mais elevadas. Nos ensaios que avaliaram apoptose, as lectinas
ConA, Conbr e CFL causaram fragmentacdo internucleossomal e perda da integridade de
membrana, nas maiores concentragdes testadas e despolarizagao mitocondrial. Concluiu-se
que as lectinas ConA, Conbr e CFL sio citotoxicas para as células tumorais causando morte
celular por apoptose, podendo ser consideradas como uma classe de moléculas com elevado

potencial antitumoral.

Palavras-chave: Lectinas, cancer, citotoxicidade, genotoxicidade, apoptose.



EVALUATION OF THE CYTOTOXIC POTENTIAL OF LECTINS Canavalia
ensiformis, Canavalia brasiliensis e Cratylia floribunda. Master’s dissertation. Author:
Glaucia Verissimo Faheina Martins. Advisor: Demetrius Antonio Machado de Araujo.

Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba. Approved on june

10th, 2009.

ABSTRACT

Lectins constitute a class of glycoproteins which are capable of binding carbohydrates
selectively and reversibly, distinguishing small structural differences in complex
oligosaccharides. Some studies have shown that binding of lectins to carbohydrate surface of
normal and tumor cells leads to various biological effects such as, cell proliferation in normal
lymphocytes and apoptosis in tumor cells. This study investigated the assessment of cytotoxic
lectins of legumes Canavalia ensiformis (ConA), Canavalia brasiliensis (Conbr) and Cratylia
floribunda (CFL) in normal, mouse peritoneal macrophage, and tumor cells. Initially the
cytotoxic activity of the lectins was evaluated by reduction of tetrazolium (MTT) salt assay
and measured the content of nucleic acids (CAN). ConA, Conbr and CFL not decreased the
viability of peritoneal macrophages, but showed to be cytotoxic for J774, MCF-7, Molt-4 and
HL-60 lineages. The MTT assay was more sensitive to the effects of lectins on cell viability
and ConA was the most cytotoxic, followed by Conbr and CFL. The ICs values ranged from
around 10, 20 and 45pg/mL at ConA, Conbr and CFL respectively. The genotoxic potential of
lectins was also evaluated using the comet assay, showing that proteins had a high rate of
lesions in DNA from MCF-7, Molt-4 and H-60 cells, reaching a damage frequency exceeding
70% in concentration of 50 ug/mL for all lectins. The lectins caused morphological changes
as assessed by differential staining with ethidium bromide and acridine orange, characteristic
of apoptosis, and necrosis can be observed in higher lectin concentrations in tumor cell lines.
In tests that evaluated the apoptosis, ConA, Conbr and CFL caused internucleossomal
fragmentation, loss of membrane integrity which is characteristic of late apoptosis or necrosis,
and mitochondrial depolarization. It was concluded that ConA, Conbr and CFL exhibited
cytotoxicity to tumor cells causing cell death by apoptosis, therefore these proteins can be

considered as a class of molecules with antitumor potential.

Keywords: Lectins, cancer, cytotoxicity, genotoxicity, apoptosis.
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1. INTRODUCAO

1.3 Cancer

Células cancerigenas, por defini¢do, proliferam a revelia do controle normal e sdo
capazes de invadir e colonizar tecidos da vizinhanga. Muitos canceres sdo originados de uma
unica célula que sofreu uma mutacdo somatica, mas a progénie desta célula necessita de
muitas outras mutagdes adicionais, antes que elas se tornem um cancer. Este fenomeno de
progressdo tumoral, o qual usualmente leva muitos anos, reflete a a¢do da evolucdo por
mutacdo e sele¢do natural entre células somadticas; a taxa deste processo ¢ acelerada por
ambos agentes mutagénicos (iniciadores tumorais) e por certos agentes nao-mutagénicos
(promotores tumorais) que afetam a expressao génica, estimulam a proliferagdo celular, e
alteram o balanco ecologico de células mutantes e nao-mutantes. Estes muitos fatores
contribuem para o desenvolvimento de um cancer, e alguns destes sdo evitaveis, uma vez que
uma larga proporcao de canceres sdo em principio previniveis (ALBERTS et al., 2004).

O cancer ¢ mais apuradamente descrito como sendo o produto do mal funcionamento
da regulac¢do do ciclo celular cujas células mutadas e injuriadas, as quais sdo normalmente
mortas, sdo permitidas a progredir realizando o ciclo celular, acumulando mutagdes
(FOSTER, 2008). Muitas muta¢des ocorrem em protooncogenes € genes supressores de
tumor. Protooncogenes normalmente agem em diferentes niveis de proliferacao celular, mas
podem promover crescimento quando mutados, similarmente, a mutacdo de genes supressores
de tumor podem retardar a inibi¢do da progressao do ciclo celular, com isto facilitando o
crescimento anormal (VERMEULEN et al., 2003; FOSTER, 2008).

O cancer pode ser causado por uma das trés vias, isto ¢, dieta incorreta, predisposi¢ao
genética, e pelo meio ambiente. Pelo menos 35% de todos os cénceres sdo causados por dieta
incorreta, € no caso do cancer de cdlon, a dieta pode responder por 80% dos casos. A
predisposi¢cdo genética proporciona 20% de casos de cancer, com isto levando a maioria de
canceres sendo associados com a carcinogénese ambiental (REDDY et al., 2003). Doll e Peto
(1981) reportaram que nos Estados Unidos os maiores carcindgenos ambientais incluem o ar,
a poluicao da agua, a radiagdo e medicagao.

Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi

responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os principais tipos de



Faheina-Martins, G.V., 2009 20

cancer com maior mortalidade foram: de pulmao (1,3 milhdo); de estomago (cerca de 1
milhao); de figado (662 mil), de colon (655 mil), e de mama (502 mil). Do total de 6bitos por
cancer ocorridos em 2005, mais de 70 % ocorreram em paises de média ou baixa renda World
Health Organization (WHO, 2009). Estima-se que, em 2020, o nimero de casos novos anuais
seja da ordem de 15 milhdes, sendo cerca de 60% desses novos casos ocorrerdo em paises em
desenvolvimento. E também conhecido que pelo menos um ter¢o dos casos novos de cancer
que ocorrem anualmente no mundo poderiam ser prevenidos. Parkin e colaboradores (2001)
estimaram que, no ano de 2000, o nimero de casos novos de cancer em todo o mundo seria
maior que 10 milhdes. No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para ao
ano de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes,
a excecdao do cancer de pele do tipo ndo-melanoma, serdo os canceres de prostata e de
pulmdo, no sexo masculino, e 0s canceres de mama e do colo do ttero, no sexo feminino,
acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INCA, 2007).

Na ultima década, avangos na pesquisa sobre o cancer tém intensificado nosso
entendimento da biologia e genética do cancer. Entre o mais importante destes avangos estd o
entendimento dos genes que interrompem o processo apoptdtico e que levam a iniciacdo,
progressdo e metastase do tumor. No entanto um mecanismo de supressdo tumoral
identificado nos testes que utilizam produtos naturais pode ser a indug¢dao da apoptose, desse
modo estabelecendo uma base genética para a terapia do cancer por produtos naturais
(REDDY et al., 2003).

Tem sido mostrado que drogas anticancerigenas sintéticas causam morte de células
nao-especificas, enquanto produtos naturais oferecem agdo protetora e terap€utica para todas
as células, apresentando baixa citotoxicidade para células normais. O estudo de um programa
molecular de agentes quimiopreventivos que agem induzindo apoptose indicou que os efeitos
diferenciais de compostos estudados em distintas vias moleculares da apoptose, justifica
investigacdes adicionais de produtos naturais na tentativa de usar elementos moleculares da

apoptose na quimioprevenc¢do do cancer (REDDY et al., 2003).

1.4 Produtos naturais como fonte de farmacos antitumorais

A fungdo de produtos naturais como uma fonte para novos medicamentos tem sido

reconhecida desde tempos remotos (FAMSWORTH et al., 1985; CRAGG et al., 1997). A
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despeito do maior progresso cientifico e tecnoldgico na quimica combinatoria, drogas
derivadas de produtos naturais tém dado uma enorme contribui¢ao para a descoberta de novos
compostos (CRAGG; NEWMAN, 1999; ROCHA et al., 2001).

As plantas tém uma longa historia de uso no tratamento do cancer (HARTWELL,
1982). Muitos produtos obtidos da natureza com um rico potencial terapéutico tém sido
explorados devido ao seu uso benéfico e efetivo contra muitos canceres humanos, ou na
estratégia de prevencdo destes, ou como opg¢ao terapéutica para matar células tumorais. Como
exemplo de produtos naturais que vém sendo avaliados quanto a sua atividade
quimiopreventiva estdo os compostos antioxidantes, como a vitamina C, o -caroteno e os
flavondides como a quercetina (REDDY et al., 2003). Muitos destes produtos ocorrem
naturalmente como compostos nao nutritivos que estao envolvidos no mecanismo de defesa
contra predadores e para propria defesa do organismo vegetal. Alguns destes agentes sdo
derivados de plantas terrestres, aonde outros sdo obtidos de microorganismos, € animais
(CRAGG et al., 2005; BANEERIJE et al., 2008).

A literatura indica que muitos produtos naturais estdo disponiveis como agentes
quimioterdpicos contra cancer de ocorréncia freqiiente (REDDY et al., 2003). Desde
aproximadamente 1500a.C., plantas e extratos de plantas tém sido reconhecidos como tendo
atividade anticancer, entretanto o estudo racional e organizado por agentes anticancerigenos
de origem vegetal iniciou na década de 1950 que pela primeira vez associou a atividade
antitumoral a constituintes puros originados de plantas. Nesse periodo foi feita a descoberta e
desenvolvimento de alcaldides vinca, vinblastina e vincristina, € o isolamento de
podofilotoxinas citotdxicas. Como resultado o Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos (NCI) iniciou um extensivo programa de cole¢do de plantas em 1960, focado
principalmente nas regides temperadas. Isto levou a descoberta de muitos novos
quimioterapicos mostrando uma série de atividades citotoxicas (CASSADY; DOUROS,
1980), incluindo os taxanos e camptotecinas. Mas seu desenvolvimento em agentes ativos
clinicamente foi extendido por um periodo de mais de 30 anos, do inicio da década de 1960 a
1990 (CRAGG; NEWMAN, 2005).

No processo de descoberta de drogas anticancer, os estudos pré-clinicos no Instituto
Nacional do Cancer dos estados Unidos (US-NCI) em linhagens tumorais humanas in vitro e
selecdo de testes in vivo ajudaram a identificar a maioria das drogas alvos. No proximo
estagio de desenvolvimento de drogas, ensaios toxicologicos de producao e de formulagao sao

realizados antes da droga iniciar uma triagem clinica (LEE, 1999).
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O produto natural ndo precisa ser necessariamente o melhor composto para o uso
farmacéutico (KINGSTON, 1996). Esses compostos podem servir como prototipo para o
design e desenvolvimento de uma segunda geragdo de agentes com caracteristicas
melhoradas, como o aumento da eficicia e da estabilidade, a melhora das propriedades
farmacocinéticas e a diminuig¢do dos efeitos colaterais (ORTHOLAND; GANESAN, 2004). A
obten¢do de andlogos ¢ um processo comumente utilizado para descobrir os grupamentos
essenciais a atividade biologica, por meio do uso da relacdo entre a estrutura e atividade
biologica.

Estudos epidemioldgicos indicam que o consumo de uma dieta a base de plantas ¢é
altamente associado com a reducdo dos riscos de desenvolvimento de certos tipos de cancer
(BLOCK et al., 1992, REDDY et al., 2003). Isto pode ser devido ao fato que as plantas
contém numerosos componentes ativos fisiologicamente, ou fitoquimicos, que podem alterar
a via bioquimica associada com a iniciagdo, promogao, ou progressao do cancer (BOLAND et
al., 1992; STEINMETZ; POTTER, 1996). O Resveratrol, encontrado naturalmente em plantas
reduz o crescimento de células cancerigenas e a metastase (KIMURA;OKUDA, 2000), e ¢
capaz de inibir a angiogénese (KOZUKI et al.,, 2001). Vale ressaltar que alguns dos
fitoquimicos que estdo sendo intensivamente estudados pela sua fun¢do na quimioprevengao
do cancer sdo as lectinas. (ABDULAEV; DE MEJIA, 1997). Lectinas de plantas sdo um
grupo de glicoproteinas ativas biologicamente que tém mostrado possuir atividade
quimiopreventiva in vitro, in vivo, ¢ em caso de estudos em humanos (DE MEIJIA;

PRISECARU, 2005).

1.4.1 Lectinas vegetais

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune que t€ém especificidade
por residuos terminais ou subterminais de carboidratos, podendo ser encontradas em quase
todos os organismos, incluindo plantas, vertebrados, invertebrados, bactéria e virus
(PEUMMANS; VAN DAMME, 1996). A histéria da pesquisa com lectinas ou “lectinologia”
iniciou em 1888, quando Hermann Stillmark, um estudante de doutorado da Universidade de
Dorpat na Estonia, uma das mais antigas universidades da Russia czarista, descobriu que
extratos de Ricinnus comuni causavam aglutinagao de eritrocitos, € mostrou que o ingrediente

ativo era uma proteina denominada por ele de ricina. A palavra aglutinina foi entdo
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largamente usada para descrever moléculas e extratos que causam agrupamento ou
aglutinacao de eritrocitos e outras células. Foi somente em 1954 que o termo lectina foi
introduzido por Boyd e Shapleigh para enfatizar a habilidade exibida por algumas aglutininas
de plantas em discriminar eritrécitos do grupo sanguineo ABO, devido as reagdes com 0s
residuos de agucar expostos (BIES et al., 2004; HARTLEY et al., 2004).

A moderna era da lectnologia teve inicio no comego dos anos 1960’s com duas
grandes descobertas por Peter C. Nowell (1960) que estabeleceu que a lectina de Phaseolus
vulgaris conhecida como fitohemaglutinina (PHA), ¢ mitogénica, pois possui a capacidade de
estimular linfocitos a entrar em mitose, assim como a lectina de ConA também apresentava a
mesma atividade mitogénica, mas diferentemente de PHA essa atividade podia ser inibida por
pequenas concentracdes de monossacarideos, por exemplo a manose; A segunda descoberta
foi feita por Joseph C. Aub (1963, 1965) que estabeleceu que a aglutinina de gérmen de trigo
(WGA) tinha habilidade de aglutinar preferencialmente células malignas (SHARON; LIS,
2004). Tais investigagdes propuseram evidéncias iniciais que alteragdes nos agucares de
superficie celular sdo associadas com o desenvolvimento do cancer e levam a suposi¢do que a
alta suscetibilidade a aglutinag@o por lectinas era uma propriedade compartilhada por todas as
células malignas (SHARON, LIS, 2004).

O termo lectina foi redefinido com base em critérios funcionais e estruturais, sendo
hoje definida como todas as proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico que
se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos. Por causa dessa nova
definicdo as lectinas tém sido subdivididas em trés classes: merolectinas, hololectinas e
quimerolectinas (Figura 1). As merolectinas sdo proteinas que possuem pelo menos um
dominio de ligagdo a carboidratos e por isso sdo incapazes de aglutinar células por causa de
sua natureza monovalente. As hololectinas sdo exclusivamente formadas por dominios de
ligacdo a carboidratos, porém contém dois ou mais desses dominios, idénticos ou homdélogos,
elas compreendem a maioria das lectinas de plantas e se comportam como verdadeiras
aglutininas. As quimerolectinas sdo proteinas de fusdo que possuem pelo menos um dominio
de ligacdo a carboidrato e um dominio ndo relacionado com uma atividade catalitica bem
definida ou outras atividades bioldgicas e agem independentemente do dominio de ligagdo a

carboidratos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).
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Figura 1: Representacio esquematica dos trés tipos de lectinas de plantas: merolectinas,
hololectinas, e quimerolectinas. Fonte: Adaptado de PEUMANS & VAN DAMME, 1995.

A grande maioria das lectinas de plantas estdo presentes em cotilédones de sementes,
aonde podem ser encontradas no citoplasma ou estabelecidas em corpos protéicos, embora
elas também tenha sido encontradas em raiz, caule, ¢ folnas (MOREIRA et al., 1991). Ja foi
demonstrado que lectinas encontradas nas folhas tem propriedades similares daquelas obtidas
de sementes da mesma planta (SPILATRO, et al., 1996).

Apesar da grande quantidade de informagdo sobre seqiiéncia e especificidade de
lectinas, a funcao fisioldgica das lectinas de plantas tem sido amplamente interrogada e nem
sempre respondida definitivamente (SHARON; LIS, 2004). Lectinas encontradas em raizes de
leguminosas podem estar envolvidas no reconhecimento e/ou ligacdo de bactérias fixadoras
de nitrogénio, como Rizhobium spp., desempenhando papel no estabelecimento da simbiose
(DiAZ et al.,, 1989; KIINE et al., 1992; VAN EIJSDEN et al.,1995). Varias evidéncias
indicam que as lectinas desempenham um papel de defesa na planta protegendo estas de
microorganismos fitopatogénicos como bactérias e fungos, animais predadores e ainda a
infeccdo por fungos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; SHARON; GOLDSTEIN, 1998).
Lectinas obtidas de trigo, batata, sementes de amendoim, maga e laranja tém demonstrado
efeito inibitorio no desenvolvimento larval de alguns insetos, no entanto somente a lectina
WGA obtida de trigo, foi ativa em concentragdes fisiologicas para os insetos (MURDOCK et
al., 1990). Outras lectinas tém demonstrado alta toxicidade para insetos tanto em testes que
adicionam a lectina em uma dieta artificial, quanto em experimentos com plantas

transgé€nicas, que possuem genes especificos de certas lectinas sabidamente citotoxicas
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(HILDER et al., 1995). Estes resultados t€ém incentivado nas ultimas décadas triagens que
avaliem a acdo de lectinas como potenciais pesticidas biologicos, principalmente usando a
lectina GNA ligante de manose que tem uma ampla atividade inseticida (RUDIGER;
GABIUS, 2001) para produzir plantas transgénicas contendo o gene de GNA, como batata
(GATEHOUSE et al., 1997), arroz (RAO et al., 1998; TINJUANGJUN et al., 2000;
MAQBOOL et al., 2001) e trigo (STOGER, et al., 1999), as quais tém apresentado uma maior
resisténcia a pragas de insetos. Outra possivel fungdo das lectinas € a interagdo com enzimas
e possivel modificacdo e ativagdo destas enzimas, como fosfatases enddgenas da propria
planta (WIERZBA-ARABSKA; MORAWIECKA, 1987). Estudo com a lectina de Cratylia
floribunda (CFL) evidenciou a presenca de receptores endogenos na semente de onde ¢
extraida a lectina e a interagdo lectina-receptor sendo mediada pelo sitio de ligagdo ao

carboidrato (RAMOS et al., 2002).

1.4.1.1 Lectinas de leguminosas

Lectinas de leguminosas constituem uma grande familia de proteinas homologas,
estruturalmente similares e com distintas especificidades por carboidratos. Elas sdo o grupo de
lectinas vegetais mais bem estudado e caracterizado (SHARON, 2007). Em torno de 210
sequéncias de lectinas de leguminosas sdo conhecidas atualmente, sendo todas homoélogas
(CHANDRA et al., 2006). A lectina de Canavalia ensiformis ou concanavalinA (ConA), foi a
primeira lectina que teve sua estrutura tridimensional resolvida (REEKE et al., 1975) e ¢ até
agora a melhor caracterizada dentre as lectinas de leguminosa (SANZ-APARICIO, et al.,
1997). Apesar de terem essencialmente a mesma estrutura terciaria, as lectinas de
leguminosas exibem uma consideravel diversidade no modo que seus mondmeros se
oligomerizam em dimeros e tetrdimeros com pequenas alteragcdes na seqiiéncia de aminoacidos
(CHANDRA et al., 2001; SRINIVAS et al., 2001). A reunido tetramérica de lectinas obtidas
de sementes da subtribo Diocleinae, género Cratylia e Canavalia envolve associagdes
cruzadas de lados posteriores de dois dimeros por alinhamento antiparalelo de suas folhas-
beta planas (DEL SOL, et al., 2007) (Figura 2). Diferentemente das similaridades nas
seqiiéncias destas moléculas, 0 modo como essas subunidades se associam para formar os

dimeros e tetrameros ¢ bastante diverso. Cada monOmero contém sitios de ligagdo ions
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metalicos bivalentes que sdao essenciais para o correto dobramento do arranjo interno do sitio

de ligacdo a carboidrato (RUDIGER; GABIUS, 2001).

Figura 2: Estrutura terciaria representativa de um mondémero de uma lectina de leguminosa (a);
Dimerizagdo em ConA (b); Tetramerizacdo em ConA. Fonte: SRINIVAS et al., 2001.

As estruturas quaternarias de lectinas Diocleinae sofrem influéncia do pH e exibem
equilibrio dimero-tetramero dependente de pH (CALVETE et al., 1999), no entanto, somente
a forma tetravalente ¢ capaz de interagir com receptores na membrana celular induzindo uma
variedade de processos de transducgdo de sinal. A taxa entre espécies divalentes e tetravalentes
junto com alteracdes na orientagdo relativa dos sitios de ligagdo a carboidratos na estrutura
quaternaria de lectinas homologas tem sido uma hipdtese que contribui para as diferentes
atividades biologicas e poténcias das lectinas Diocleinae de Canavalia brasiliensis e

Canavalia ensiformis (SANS-APARiCIO et al., 1997; CALVETE et al., 1999).
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1.2.2 Atividade antitumoral de lectinas vegetais

Como dito anteriormente as lectinas tém sido consideradas substancias toxicas para
células e animais, principalmente por causa do seu potencial aglutinante em eritrocitos e
outras células. No entanto as lectinas vegetais também tém mostrado possuir atividade
antitumoral e atividade anticarcinogénica (DE MEJIA; PRISECARU, 2005). Os primeiros
estudos da atividade antitumoral de lectinas vegetais foram publicadas em 1970 por Shoham e
colaboradores, que mostraram que ConA tinha um efeito inibitério no crescimento de
diferentes linhagens de células transformadas e ndo tinham efeito no crescimento de células
normais 3T3 de hamster (ABDULLAEV; DE MEIJIA, 1997). Subseqiientes estudos foram
realizados por muitos pesquisadores que também demonstraram que as lectinas vegetais
inibiam o crescimento de diferentes células tumorais in vitro, mas nido tinham efeito
significante no crescimento de células normais (ROBINSON; MEKORI, 1971; REFSNES et
al., 1974; NACHBAR et al., 1976; FODSTAD; PIHL, 1978, 1980). Esses autores sugeriram
que a diferenca na estrutura da superficie de membrana entre células normais e transformadas
¢ responsavel pelos diferentes efeitos toxicos de lectinas vegetais em células malignas e nao
em células normais (ABDULLAEV; DE MEJIA, 1997).

Foi mostrado que animais injetados intraperitonealmente com células tumorais
asciticas de Krebs II e submetidos a uma dieta com a fitohemaglutinina (PHA),
desenvolveram tumores mais lentamente do que os animais com a dieta controle (PRYME et
al.,1994a,b). Mukhopadhyay e colaboradores (1994) examinaram que animais submetidos
primeiramente a uma dieta restrita e infectados com células de linfoma ascitico murino,
tinham os niveis de vitamina A e E reduzidos, e que a aglutinina de soja SBA adicionada
posteriormente na dieta desses animais restaurava os niveis normais de vitaminas, sugerindo
que a lectinas podiam estar atuando  ativando o sistema imune dos hospedeiro
(ABDULLAEV; DE MEJIA, 1997).

Efeitos tumorais de lectinas de plantas contra diferentes células malignas foram
também demonstrados usando algumas técnicas tais como, o ensaio colorimétrico com MTT
(Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5-difeniltetraz6lio), microscopia Optica e citometria de
fluxo. A aglutinina de Griffonia simplicifolia (GSA) e WGA induzem apoptose em varias
células tumorais murinas (KIM et al., 1993). ConA, PHA e PA-I (lectina de Pseudomonas
aeruginosa) tiveram um efeito inibitério no crescimento de células de linfoma de bago murino

(LEIBOVICI et al., 1986), PHA e lectinas mistetloe (ML-I, -II e —III) tiveram efeitos toxicos
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em cé¢lulas cancerigenas humanas (MOLT-4, U937) (GABIUS et al., 1992; JANSSEN et al.,
1993; SCHUMACHER et al., 1994, 1995a,b].

As lectinas ML-I, -II, III, tém sido amplamente estudadas, demonstrando atividade
toxica em vérias linhagens cancerigenas (JANSSEN et al., 1993; BUSSING et al., 1996;
BUSSING et al., 1999; KIM et al., 2000; KIM et al., 2001; LYU et al., 2001), e extratos desta
planta tem sido frequentemente usado no tratamento complementar do cancer na Europa ha
mais de 80 anos (KIENLE et al., 2003). Estudos de fase I com a lectina ML-I indicam uma
boa tolerabilidade desta lectina em altas concentragdes administradas intravenosamente
(SCHOFFSKI et al., 2004). Outros ensaios feitos com suplementacio da lectina ML-I na dieta
de animais transplantados com tumor subcutaneo NHL, demonstraram diminui¢do da massa
tumoral, e aumento da resposta imune nos animais (PRYME et al., 2004). Dados recentes
obtidos com extratos de viscum album (HELIXOR®-P) ¢ (HELIXOR®-A) ricos em lectinas,
em animais inoculados com tumor, demonstraram que houve um aumento significante no
tempo de sobrevida destes animais (SEIFERT et al., 2008).

Lectinas de leguminosas, Canavalia brasiliensis (Conbr), Dioclea grandiflora (Dga),
Pisum arvense (PAA) e ConA induzem a producdo de 6xido nitrico que pode estar evolvido
no efeito antitumoral destas moléculas (ANDRADE et al., 1999). A lectina ConA, umas das
mais estudadas dentre as leguminosas, ¢ bastante conhecida pela sua atividade mitogénica de
células-T e por serem citotoxicas para as células de fibroblasto FGH (LEIST; WENDEL,
1996). O principal mecanismo de agdo de ConA ¢ indugdo de apoptose nas células tumorais
(KULKARNI et al., 1998; SUEN et al., 2000; LIU et al., 2009) No entanto, estudos recentes
realizados por Chang e colaboradores (2007) com ConA em linhagens celulares de hepatoma
(ML-14,, CT-26, Huh-7 e HepG2) demonstraram que o principal mecanismo de morte nestas
células foi indugdo de autofagia, com Cls, variando em torno de 20pug/mL. O mesmo grupo
estudou ainda o efeito de ConA no tumor de figado, em animais inoculados com tumor, e
observaram que em doses de 7,5mg/kg administradas intravenosamente, houve inibi¢do da
formagao de nodulos tumorais, a sobrevivéncia dos animais foi aumentada de 40 a 70 dias,
30% dos animais foram completamente curados (CHANG et al., 2007).

Estudos realizados com a lectina de Cratylia mollis (Cra) encapsulada em lipossomos,
e administrada intraperitonealmente em doses de 7mg/kg por dia, em camundongos SWISS,
demonstrou um aumento da atividade antitumoral destas moléculas contra Sarcoma 180, e
preveniram a citotoxicidade destas moléculas no figado e rins (ANDRADE et al., 2004).

Ensaios de citotoxicidade basal com outras lectinas do grupo das leguminosas como

Conbr, CFL (lectina de Cratylia floribunda) e EVL (lectina de Eythrina velutina), realizados
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em nosso laboratdrio, mostraram que essas lectinas foram toxicas para linhagem de células
tumorais J774 murina sem, no entanto, ter efeito sobre células macrofagicas peritoneais de
camundongos SWISS, demonstrando que estas moléculas foram mais efetivas para linhagens
cancerigenas (FAHEINA, 2006).

As lectinas tém um grande potencial no tratamento, prevencdo e diagnostico de
doengas cronicas como o cancer. Pesquisas adicionais, incluindo triagens clinicas, mecanismo
de acdo em nivel molecular, e relacdo estrutura-funcdo, podem ajudar a elucidar os efeitos
terapéuticos, beneficios nutricionais e conseqiiéncias toxicas ocasionadas pelo tratamento com

estas moléculas.

1.3 Citotoxicidade

Antes da aprovagdo de qualquer novo composto para testes em seres humanos, sio
efetuados ensaios de toxicidade extensos em sistemas in vitro e in vivo em diversas espécies
animais. Essas técnicas de bioensaio vao avaliar ¢ definir a concentragdo de uma substancia
que seja capaz de produzir uma resposta bioldgica. Um dos tipos de medida de toxicidade ¢ a
DLs (dose letal para 50% do grupo de animais), outro tipo de avaliagcdo de toxicidade ¢ a Cls
(concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo), cuja substancia ¢
adicionada in vitro, num amplo espectro de concentra¢des que forneca uma faixa de inibigao
de 0 a 100%. Assim, a ligacdo das substancias aos seus receptores em células e tecidos pode
ser medida diretamente e exposta como uma curva concentragdo-resposta (RANG et al.,
2004).

Citotoxicidade é considerada primariamente ser o potencial de um composto a induzir
morte celular. Testes de citotoxicidade in vitro sdo uteis e necessarios para definir a
citotoxicidade basal, isto €, a habilidade intrinseca de um composto a causar morte celular
como conseqiiéncia de danos as fungdes basicas celulares (EISENBRAND, 2002).

A citotoxicidade tem duas principais aplicabilidades, aonde uma delas tem uma
vertente negativa, como por exemplo, a analise da poluicdo de uma agua doméstica, ou a
qualidade de cosméticos e fArmacos, e outra aonde a toxicidade tem uma implicag¢do positiva,
por exemplo, no desenvolvimento de drogas anticancerigenas (FRESHNEY, 2001).

O uso de métodos toxicologicos in vitro na farmacologia tem sido muito abrangente,

por exemplo, para obter dados preliminares da potencialidade de agentes anticancerigenos
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contra varias células tumorais e estabelecer o perfil de ligacdo de diversas moléculas a
receptores. No entanto dados complementares in vivo sdo frequentemente necessarios para
obter um entendimento mais completo do perfil farmacoldgico da substancia (SNODIN,
2002).

Os efeitos toxicos nem sempre resultam em morte celular, ao menos ndo
imediatamente, e as células podem ter alteracdes metabdlicas, ou alteragdes no ciclo celular
sem nenhuma diminui¢do da viabilidade celular aparente. Este tipo de resposta ¢ denominada
citostatica e usualmente reversivel, resultando de deprivacdo de nutrientes ou fator de
crescimento, ou presenga de um regulador negativo de crescimento. Mas pode ser também
irreversivel, por exemplo, quando as células entram em apoptose (FRESHNEY, 2001).

A cultura de células foi introduzida como um método para estudar o comportamento
de células animais sem a interferéncia de variagdes sistémicas, como homeostase normal e
estresse experimental, que poderia surgir no animal. A cultura pode ser adaptada para
determinar efeitos de curto e longo prazo, além de propiciar condicdes laboratoriais
especificas, além de ser reproduzivel de forma répida, barata e sem limitagdes €éticas
(FRESHNEY, 2001; OYAMA, 2003). Ultimamente, um dos principais objetivos dos sistemas
in vitro tem sido a reproducdo das caracteristicas originais do tecido, e sua intera¢do célula-
célula, a fim de simular, tanto quando possivel, o ambiente real in vivo. Tal objetivo
caracteriza uma vantagem bem conhecida dos modelos in vitro, que consiste na possibilidade
de manter em cultura, células derivadas de tecidos humanos, auxiliando, portanto, na geragao
de dados compreensiveis e confidveis para uma avaliagdo toxicoldgica (ZUCCO et al., 2004).

Os sistemas celulares mais empregados na toxicologia in vitro incluem: culturas
primdrias, linhagens imortalizadas, células geneticamente modificadas, células tronco, células
em diferentes estagios de diferenciagdo, co-culturas de diferentes tipos celulares, culturas
tridimensionais, fatias de tecido e sistemas de barreira (ZUCCO et al., 2004).

Muitos métodos de andlise podem ser usados para medir o nivel de citotoxicidade
celular. As analises por exclusdo e captacdo de corantes em células, atividade enzimatica
liberada de células e uma redugdo colorimétrica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT) em células t€m sido amplamente utilizados para avaliar a
citotoxicidade. O azul de Tripan e corantes fluorescentes, incluindo iodeto de propideo, sdo
uteis porque sdo excluidos de células vidveis com membrana celular funcional, mas penetra
em membranas danificadas por apoptose, sugerindo que tais analises sdo apropriadas para
coloracdo de células apoptoticas (ERDAL et al., 2005; KIM et al., 2009; RAYMOND et al.,

2003). Ao contrario, o corante vermelho neutro cora os lisossomos de células viaveis
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(FREUND et al., 1988). MTT entra nas células via endocitose e a redugao do MTT para um
formazan insolivel colorido ocorre na mitocondria ativa em células viaveis, assim como fora
da mitocondria em certos casos (BURDON et al., 1993; LIU et al., 1997). Esta analise tem
sido usada com sucesso para verificar a capacidade de redu¢do mitocondrial e viabilidade
(KIM et al., 2009). A andlise do contetido macromolecular total também ¢ uma técnica bem
empregada para testes de citotoxicidade (FORTUNATI; BIANCHI, 1990; MELO et al, 2003;
SILVEIRA, 2007).

Estudos de mecanismos de morte celular realizados com moléculas-teste sao
usualmente realizados pelo citdometro de fluxo, um equipamento que permite separar células
ativadas por fluorescéncia, oferecendo a possibilidade de analise de multiparametros de um
alto nimero de células dentro de um curto periodo de tempo (ALBERTS et al., 2004;
TUSCHL, et al., 2004). Varios protocolos podem ser utilizados em técnicas de citometria de
fluxo, como por exemplo, analise do ciclo celular e apoptose por coloragdo com iodeto de
propideo, apoptose por ligacdo de Anexina V, para detecgdo de externalizacdo de
fosfatidilserina, alteracdo do potencial de membrana mitocondrial com o marcador
fluorescente Rodamina-123 ou JC-1 (TUSCHL et al., 2004).

A base principal para demonstragdo da aplicabilidade de testes in vitro ¢ a modelagem
in vitro-in vivo, pelo uso de uma correlagdo estatistica entre os valores de Clsy molar e
concentragdes molares sanguineas humanas CLs (50% da concentracdo letal). Os resultados
obtidos demonstraram utilidade dos valores de CLsy humanos para avaliagdo in vitro-in vivo
da predicdo de andlises de citotoxicidade basal para determinagdo da toxicidade sistémica
aguda humana. Existe um projeto nos Estados Unidos (desenvolvido desde janeiro de 2005),
denominado ACuteTox, cujo objetivo é desenvolver uma simples e robusta estratégia em
testes in vitro para predigdo da toxicidade sistémica aguda humana, a qual pode substituir os

testes em animais. (SJOSTROM et al., 2008).

1.4 Morte celular

Morte celular ¢ agora conhecida por uma variedade de mecanismos bioquimicos. De
acordo com Galluzi e colaboradores (2007), a morte celular pode ser classificada em quatro
diferentes tipos, baseado nas caracteristicas morfologicas: apoptose (Tipo 1), autofagia (Tipo

IT), necrose (oncose, Tipo III), e catastrofe mitotica (GREEN; EVAN, 2002; DANIAL;
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KORSMEYE, 2004; REED, 2006). As alteracdes morfologicas acompanhada da apoptose
tem sido descrita em detalhes. A apoptose ¢ manifestada por redu¢do do volume do nucleo e
citoplasma (encolhimento celular), a necrose ¢ evidenciada por aumento citoplasmatico,
ruptura da membrana plasmatica, inchago das organelas citoplasmaticas (particularmente
mitocondria), e alguma condensacdo da cromatina nuclear (GALLUZZI et al., 2007
TAATIES, et al., 2008). Autofagia ¢ distinguida pelo acimulo de vacuolos citoplasmaticos e
membranas, e a catastrofe mitdtica por micronucleacdo e multinucleacdo, gerada por falhas
nos pontos de checagem no ciclo celular, levando a uma segregacdo cromossdmica aberrante
(KROEMER et al., 2007; TAATIES, et al., 2008).

A apoptose, conhecida como uma das formas de morte celular programada, ocorre
naturalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento € como um mecanismo
homeostatico para manter a populacao de células e tecidos. A apoptose também ocorre como
um mecanismo de defesa durante as reagdes imunes ou quando células sdo danificadas por
doengas ou agentes nocivos (NORBURY; HICKSON, 2001). Embora exista uma ampla
variedade de estimulos e condi¢des, ambas fisiologicas e patoldgicas, que podem desencadear
a apoptose, nem todas as células necessariamente morrem em resposta a0 mesmo estimulo.
Irradiacdo ou drogas usadas para quimioterapia do cancer resultam em dano ao DNA em
algumas células, as quais podem levar a morte apoptoética por uma via p53-dependente
(KROEMER et al., 2007).

Kerr e colaboradores (1972) foram os primeiros pesquisadores que descreveram a
apoptose, que foi definida pela aparéncia morfolégica das células, incluindo enrugamento da
membrana (“blebbing”), condensa¢do da cromatina, fragmentacdo nuclear e diminui¢ao do
tamanho celular. As caracteristicas bioquimicas, associadas com a apoptose, incluem
clivagem do DNA internucleossomal, externalizacdo da fosfatidilserina e clivagem
proteolitica de substratos intracelulares (MARTIN et al.,, 1995). Como resultado das
mudangas na membrana plasmatica, as células apoptoticas sdo rapidamente fagocitadas antes
do extravasamento do conteudo intracelular e sem indu¢do de uma resposta inflamatoria.

A apoptose ¢ um mecanismo predeterminado geneticamente que pode ser promovida
por muitas vias moleculares. O componente central da maquinaria apoptética ¢ uma familia
de proteases denominadas caspases organizada em uma cascata proteolitica ramificada
(HIRATA et al.,, 1998; KOLENKO ET AL., 2000). As caspases sdo sintetizadas como
zimogénios, ou pro-enzimas inativas, € sdo ativadas por outras pro-caspases: encontradas
soluveis no citoplasma, no espaco intermembrana mitocondrial e na matriz nuclear de todas as

cé¢lulas (ELMORE, 2007). Esta cascata proteolitica na qual uma caspase pode ativar outra
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caspase amplifica a via de sinalizagdo e isto leva a rapida morte celular (ELMORE, 2007).
Dez principais caspases tém sido identificadas e amplamente categorizadas em iniciadoras
(caspase-2,-8,-9,-10), efetoras ou executoras (caspase-3,-6,-7) e caspases inflamatorias
(caspase-1,-4,-5) (COHEN, 1997; RAI et al.,2005).

As pricipais vias apoptéticas sdo as denominadas: via extrinseca e via intrinseca. Na
via extrinseca (também conhecida como via receptor de morte), a apoptose ¢ induzida pela
ativagdo de um ligante de receptor de morte a superficie celular. Os receptores de morte
incluem o receptor-1 de fator de necrose tumoral (TNF), CD95/Fas, assim como os receptores
1 e 2 do ligante indutor de apoptose TRAIL. A ativagdo destes receptores de morte causa o
recrutamento e oligomerizagdo das moléculas adaptadoras FADD (Fas-associating death
domain-containg protein) (KRUEGER et al., 2003). FADD oligomerizado se liga as caspases
iniciadoras 8 e 10, causando sua dimerizacdo e ativacdo por clivagem nos residuos de
aspartato (Figura 3) (DEBATIN; KRAMMER, 2004; KROEMER et al., 2007). A caspase 8
ativada pode ativar diretamente a procaspase-3 ou clivar a proteina pro-apoptotica Bid, um
membro da familia Bcl-2, para formar Bid truncado ou tBid a qual subsequentemente se
localiza na mitocondria aonde promove oligomerizagdo de outros membros da familia Bcl-2,
que sdo proteinas que regulam a permeabilidade da membrana mitocondrial, como Bax, o
qual resulta na liberagdo de citocromo ¢ e da proteina Smac/DIABLO, da mitocondria

(VERHAGEN et al., 2000; ZIMMERNANN et al., 2001).
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Figura 3: As duas principais vias apoptéticas. Na via mitocondrial o estresse celular induz a
translocagdo de membros da familia Bcl-2 pro-apoptdticos do citosol para a mitocondria, onde
induzem a saida do citocromo c¢. O citocromo ¢ no citosol promove a ativagdo do Apaf-1 e da
précaspase 9, formando o apoptossoma, o qual ativa a pré-caspase 3, induzindo a apoptose. O
citocromo ¢ ¢ o Smac/DIABLO sdo liberados da mitocondria apds estimulos apoptoticos. Enquanto o
citocromo c¢ ativa o Apaf-1, o Smac/DIABLO inibe a ligagdo das caspases as IAPs (Proteinas
Inibidoras da Apoptose). A segunda via € dependente do receptor. A ativacdo da pro-caspase 8 pela
ligagdo ao receptor de morte esta ilustrada. O Fas-ligante (FasL) asocia-se a FAAD na regido
intracelular. Este complexo ativa a pro caspase 8. A caspase-8 ativada pode ativar diretamente a
procaspase-3 ou clivar a proteina pro-apoptotica Bid, a qual subseqiientemente induz a saida do
citocromo c. Fonte: Adaptado de HENGARTNER, 2000.
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Ja na via intrinseca, também chamada via mitocondrial, varios estimulos podem
produzir sinais intracelulares que causam alteragdes no interior da mitocondria e resultam na
abertura do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial (MTP), diminui¢do do potencial
transmembrana mitocondrial e liberacdo de duas proteinas prod-apoptdticas, citocromo ¢ e
Smac/DIABLO (SAELENS et al., 2004; GARRIDO et al., 2005; ELMORE, 2007). Estas
proteinas ativam a via mitocondrial dependente de caspase. O citocromo ¢ se liga e ativa a
proteina pré-apoptdtica, Apaf-1, assim como a pro-caspase 9, formando o “apoptossoma”

(CHINNAIYAN, 1999; HILL et al., 2004). O apoptossoma vai entdo clivar a pro-caspase 3
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ativando-a. A Smac/DIABLO promove a apoptose por inibi¢do das IAPs (proteinas inibidoras
de apoptose).

Um segundo grupo de proteinas pro-apoptoticas, AIF, endonuclease G e CAD (DNase
ativada por caspase) sdo liberadas da mitocondria durante a apoptose, mas este evento ¢ tardio
e ocorre quando a célula ja estd condicionada a morrer. AIF ¢ translocada para o nucleo e
causa fragmentacdo do DNA em 50-300kb e condensacdo da cromatina nuclear periférica
(JOZA et al., 2001). A endonuclease G também ¢ translocada para o nucleo e vai clivar
acromatina para produzir fragmentos do DNA oligonucleossomal (LI et al., 2001). CAD ¢
subsequentemente liberada da mitocondria e translocada para o niticleo apos clivagem de
ICAD (inibidor de CAD) pela caspase-3 ativa, o que leva a fragmentagdo do DNA
oligonucleossomal, sendo um processo mais avancado que aumenta a condensag¢do da

cromatina (Figura 4) (ENARI et al., 1998; NAGATA, 2000).
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Figura 4: Fragmentaciao do DNA mediada por CAD. Quando CAD ¢ sintetizado, ICAD ajuda no
seu correto e produtivo dobramento. Por isto CAD existe como uma enzima intiva complexada com
ICAD em células em proliferagdo. Varios sinais apoptoticos, como fatores de morte ou agentes
genotoxicos ativam a cascata de caspases. A caspase 3 cliva ICAD em duas posi¢des e inativa sua
atividade inibitéria de CAD. CAD liberado de ICAD degrada o DNA cromossomal. Fonte: Adaptado
de NAGATA, 2000.
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O controle e regulacdo destes eventos apoptdticos mitocondriais ocorrem por
membros da familia de proteinas Bcl-2 (CORY; ADAMS, 2002). A proteina suspressora
tumoral p53 tem uma fun¢do critica na regulagdo das proteinas da familia Bcl-2, embora o
exato mecanismo ainda ndo tenha sido elucidado.

De fato a supressao da apoptose durante a carcinogénese ¢ a idéia central no
desenvolvimento e progressdo de muitos canceres (KERR et al., 1994), havendo uma
variedade de mecanismos que as células tumorais usam para suprimir a apoptose (KROEMER
et al., 2007). Muitas moléculas que criam barreiras para que ocorra a morte celular dentro de
tumores tém sido identificadas e utilizadas como alvo para a descoberta de drogas, cujo
objetivo ¢ restaurar as vias naturais para a renovagao celular e induzir a autodestruicao das
células cancerigenas (REED, 2003).

Considerando a importante fun¢do de compostos naturais com atividade antitumoral
que atuem induzindo a apoptose do tumor, o presente trabalho visa investigar os mecanismos

de morte celular, causados por algumas lectinas vegetais sobre cultura de células normais e

tumorais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

<> Avaliar a citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr ¢ CFL frente a células normais e
linhagens de células tumorais, bem como identificar o tipo de morte celular induzida por estas

moléculas.
2.2 Especificos
<> Determinar a atividade citotoxica das lectinas em macréfagos peritoneais e em

linhagens tumorais murino, J774, ¢ humanas, MCF-7, MOLT-4 e HL-60 usando as técnicas
de MTT e CAN;

<> Determinar o potencial genotoxico in vitro das lectinas nas linhagens MCF-7, MOLT-
4 e HL-60;

<> Avaliar as possiveis alteragdes morfologicas celulares induzidas pelas lectinas;

<> Avaliar o efeito das lectinas sobre a integridade de membrana celular;

<> Avaliar o efeito das lectinas sobre a fragmentacdo do DNA;

> Avaliar o efeito das lectinas sobre o potencial de membrana mitocondrial.



Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos

Agitador de placa MS1 MINISHAKER, IKA
Autoclave, FABBE modelo 103

Balanca analitica MODELO FA2104N, CELTAC
Banho Maria com agitagio, NOVA ETICA
Citometro de fluxo, Guava EasyCyte Mini System
Centrifuga Excelsa Baby modelo 206, FANEM
Centrifuga refrigerada MPW Méd Instrumens
Espectrofotdmetro DU® 640, Beckman
Espectrofotometro UV1101, BIOTECH

Estufa de secagem, FABBE

Fluxo laminar VECO

Fonte para eletroforese EPS 250

Freezer -20°C FE26, ELECTROLUX

Freezer -80°C ULT390-3-D31 REVCO

Image Master® VDS, PHARMACIA BIOTECH
Incubadora de células modelo MCO-15A, SANYO
Leitor de ELISA BIO-RAD 550

Leitora de ELISA ELx800, BIOTEK

Microondas Panasonic

Microscopio optico de inversao Hund Wetzlar modelo 6330
Microscopio Optico de inversdao XS201, TAIMIN
Microscopio de fluorescéncia OLYMPUS
pHmetro W3B

Refrigerador, Electrolux

Vortex KMC-1300V VISION

40



3.1.2 Solugoes
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Tabela 1: Reagentes e solugdes

Nome Constituicao Fabricante
Acido cloridrico 83 uL de HCL VETEC
0,01N Agua destilada q.s.p. 100 mL
Acido tricloroacético 5¢g VETEC
5% Agua destilada q.s.p. 5 mL
1,05 ¢g PRONADISA
Agarose 1,5%
TBE q.s.p. 70 mL
Alcool etilico 70% * TOSCANO
, 90 mL de etanol absoluto AMRESCO
Alcool etilico 90%
10 mL de 4gua destilada
0,4 g de azul de tripan SIGMA
Azul de tripan 4%
PBS g.s.p. 10 mL
Brometo de etideo * AMRESCO
10mg/mL
18,61 g de EDTA SIGMA
EDTA 0,5 M
5 mL de NaOH (10M)
2,943 mg de etoposide SIGMA
Etoposide 5 mM
1,0 mL de DMSO
Iodeto de propideo 5mg SIGMA
50pg/mL PBS g.s.p. 100mL
5Smgde MTT
MTT AMRESCO
PBS g.s.p. ImL
14,61 g VETEC
NaCl 5SM .
Agua destilada q.s.p. 50 mL
20 g de NaOH VETEC
NaOH 10M ,
Agua destilada g.s.p. 50 mL
AMRESCO

RNAse 100mg/mL

Rodamina 123

5 mg de Rodamina 123

1ml de etanol
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10 g SDS SIGMA
SDS/HCL
100 mL HCL 0,01 N
Solucao de SIGMA
antibioticos e
(Penicilina + * CULTILAB
Estreptomicina)
Solugao fixadora 3 Metanol : 1 Acido acetico
Solugdo de 0,4M de Tris
neutralizacio pH 7,5
0,001M EDTA
Solugao de
0,4M de NaOH
eletroforese
pH>13
Soro fetal bovino * CULTILAB
Inativado (SFB)
20 mg de proteinase K AMRESCO
Proteinase K
1,0 mL de TE
* Solucdes que foram adquiridas ja preparadas pelo fabricante
Tabela 2: Meios de cultura
Nome Constituicao Fabricante
1,5 g de caldo de tioglicolato SIGMA
Caldo de Agua destilada q.s.p. 50 mL
Tioglicolato 3% (Solugao autoclavada por 15 min a 121°C,
sob 1 atm)
10,4 g de meio RPMI em po HIMEDIA
2.0 g de bicarbonato de sodio VETEC
5,9 g de HEPES AMRESCO
RPMI 1640 0,3 g de glutamina AMRESCO
5 mL de solu¢ao de antibidticos CULTILAB/SIGMA

penicilina/estreptomicina

Agua ultra-pura q.s.p. 1000 mL




Tabela 3: Tampodes
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Nome Constituicao Fabricante
10 mM Tris-HCI SIGMA
0,1 M EDTA PROMEGA
Tampao de extragao
0,5% de SDS SIGMA
de DNA
20 pg/ml RNase A AMRESCO
100 pg/ml Proteinase K AMRESCO
‘ 0,1g de citrato de s6dio GRUPO QUIMICA
Tampao de lise
0,1mL de Triton-X ISOFAR
(para analise do )
0,2mg de iodeto de propideo SIGMA
ciclo celular) )
Agua destilada q.s.p. 100mL
10mM de Tris-HCI SIGMA
Tampado TE
ImM de EDTA PROMEGA
(pH 8,0) , ‘
Agua destilada q.s.p. 200mL
0,9M de Tris-HC1 SIGMA
Tampao TBE 10x 0,02M de EDTA PROMEGA
(pH 8,2) 0,9M Acido bérico
Agua destilada q.s.p. 1000mL
3,99 g de NaCl (136,88 mM) VETEC
0,1 g de KCI1 (2,7 mM) VETEC
Salina tamponada 0,061 g de KH,PO4 (0,9 mM) VETEC
com sais de fosfato 0,454 g de Na,HPO4 (6,4 mM) MERCK

(PBS)

Agua destilada q.s.p. 500 ml
(Solugdo autoclavada por 15 min a 121°C,

sob 1 atm)

3.1.3 Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus, para obten¢dao de células da cavidade

peritoneal, em especial macrofagos. Esses animais foram obtidos do Biotério do LTF- Dr.

George Thomas, apds aprovacio do projeto no Comité de Etica em Pesquisa animal-CEPA,

desta Institui¢do, sob o numero: 0706/07.
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3.1.4 Células

3.1.4.1 Obtencao de macréfagos peritoneais

Os animais, camundongos SWISS, eram elicitados, injetando 1,0 mL de caldo de
tioglicolato (3%) na cavidade peritoneal do animal para promover a inflamagdo. Apds cinco
dias era realizada a eutanasia dos animais por deslocamento cervical em seguida injetava-se 8
mL de meio RPMI 1640 refrigerado, sem soro bovino fetal (SBF). Posteriormente, realizava-
se uma succao para retirada das células da cavidade peritoneal. As células foram aliquotadas
em tubos tipo falcon estéreis, centrifugadas a 500 x g/5min, sendo o sobrenadante descartado.
A seguir as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF.
Para ajustar o numero de células para os testes citotdxicos, retirava-se uma aliquota da
amostra e diluia-se 10 vezes em meio RPMI incompleto em tubos de 1,5 mL juntamente com
o corante azul de tripan (4%) em tampao fosfato-salina (PBS) (v/v) sendo realizada a
contagem das células vidveis em camara de Neubauer. A contagem das células vidveis se
baseia na habilidade de uma célula com a membrana integra excluir o corante azul de tripan,
assim, o corante sO penetra nas células com membrana rompida, identificando no caso as
células ndo-viaveis. Somente as amostras com 90% de células viaveis, foram utilizadas nos

ensaios. A percentagem de células vidveis foi feita conforme seguinte equacao

% viabilidade celular: n° de células vidveis x 100

n° de células totais

Apos obtencao das células da cavidade peritoneal desses camundongos, estas foram
plaqueadas a 1 x 10° células/pogo em placas de 96 pogos e foram colocadas para aderir por 2

horas. Em seguida as drogas eram adicionadas aos pocos nas concentracdes desejadas.

3.1.4.2 Linhagens celulares

Foram utilizadas linhagens de células tumorais listadas na tabela 1, obtidas do Banco

de células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em frascos de cultura
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utilizando meio RPMI 1640 acrescido de antibidticos: penicilina 100 U/mL e estreptomicina
100 pg/mL e suplementado com 10% de SBF nas linhagens J774 (Fig.5) e MCF-7 (Fig.6) e
20% de SBF para a linhagem HL-60 (Fig.7) e MOLT-4 (Fig.8). As células foram
manipuladas esterilmente sob fluxo laminar, para garantir que ndo houvesse contaminagdes, €
em seguida incubadas com 5% de CO; a 37 °C. O crescimento celular foi acompanhado a
cada 24 horas, com auxilio de microscopio invertido, e 0 meio de cultura foi trocado a cada 48
horas. Ao atingir 80% de confluéncia, era feita a tripsinizagdo, no caso das células aderentes,
retirando o sobrenadante e adicionando 1,5 mL de solugdo de tripsinizagdo, por 5 min, ou até
observar-se o descolamento da monocamada de células da parede do frasco. Apds esse
periodo era acrescentado 5 mL de meio RPMI com 10% de SBF para interromper a acdo da
tripsina. As células foram entdo centrifugadas a 500 x g/5min e ressuspensas em 2 mL de
meio com SFB para contagem em camara de Neubauer. Se a cultura apresentasse 90% de
células viaveis eram entdo destinadas aos experimentos, ¢ uma aliquota era colocada em
novos frascos para cultivo. As células em suspensao, das culturas de HL-60 ¢ MOLT-4 eram
diretamente centrifugadas.

Para manter o estoque de células parte das culturas foram congeladas. As células
foram removidas das garrafas por tripsinizagdo, e centrifugadas por 5 min a 1500 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 2 mL de meio RPMI com 10% de SBF
e 10% de dimetilsuféxido (DMSO) que desidrata as células e impede que elas sejam
criofraturadas pelo cristais de gelo formado. Em seguida as amostras foram adicionadas em
tubos criogénicos de 1,0mL e levadas por meia hora a temperatura de -20°C, em seguida a

-80°C por mais meia hora, e estocado em tambor de nitrogénio liquido.
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Tabela 4 - Linhagens tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro

Linhagens Tipo histolégico do Origem

cancer
J774 (aderente) Sarcoma macrofagico murina
HL-60 (suspensao) Leucemia promielocitica humana
MCF-7 (aderente) Carcinoma de mama humana
MOLT-4 (suspensao) Leucemia de células T humana

Figura 5: Fotomicrografia da linhagem celular J774
em objetiva com contraste de fase. Aumento: 400 x

Figura 6: Fotomicrografia da linhagem celular HL-60
em objetiva com contraste de fase. Aumento: 400 x

46
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Figura 7: Fotomicrografia da linhagem celular MCF-7
em objetiva com contraste de fase. Aumento: 400 x

= g = L
Figura 8: Fotomicrografia da linhagem celular
MOLT-4 em objetiva com contraste de fase.
Aumento: 400 x

3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Lectinas

As proteinas alvo do presente estudo, Conbr e CFL foram purificadas a partir de
sementes das plantas Canavalia brasiliensis e Cratylia floribunda, todas estas pentencentes a

familia das leguminosas. As amostras foram cedidas, j& purificadas, pelo prof® Dr. Marcio
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Viana Ramos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal

do Ceara. A lectina ConA foi obtida da Sigma, EUA.

3.2.1.1 Preparo das solugdes

As lectinas foram pesadas e solubilizadas em meio RPMI sem SBF, sob agitagdo leve
para ndo desnaturar as proteinas, em seguidas as amostras foram filtradas em membrana
(MILLIPORE, EUA) de 13mm com porosidade de 0,22um, e aliquotadas em tubos estéreis.
Para medir a concentracdo de proteinas da solucdo estoque apos a filtragdo, retirava-se uma
aliquota de 40uL de cada amostra e diluia-se 10 vezes em 360ul de agua ultrapurificada
estéril. Essa amostra diluida era levada para leitura em espectrofotdmetro e a absorbancia (A)
era medida usando o comprimento de onda (1) de 260 e 280 nm (AZEVEDO, 2003). O valor

da concentragao de proteinas foi dado em mg/ml pela formula:

[mg/mL] = 1,55 X Azgo — 0,76 X A260

3.2.2 Estudo da atividade citotoxica in vitro

3.2.2.1 Avaliacdo do efeito das lectinas sobre a morfologia celular

Células da linhagem J774, MCF-7 e MOLT-4 e foram incubadas por 24 horas com as
lectinas. Apds o periodo de incubacdo as placas foram levadas ao microscopio Optico
invertido, utilizando objetiva com contraste de fase, observaram-se as alteragdes morfologicas
provocadas pelas lectinas, comparadas com o controle negativo (células + meio RPMI) e com

controle positivo (etoposide).

3.2.2.2 Técnica de MTT
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O método MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium) ¢ um
simples método colorimétrico que mede indiretamente a citotoxicidade, proliferagdo ou
viabilidade celular (MOSMANN, 1983). O MTT ¢ um sal de tetrazélio soltivel em agua, o
qual ¢ convertido em cristais de formazan de cor purpura, insoluveis em agua, apos clivagem
do anel de tetrazolio por desidrogenases mitocondriais e outras enzimas lisossomais (LIU et
al., 1997). Na verdade, o MTT nao interage diretamente com as desidrogenases e sim com 0s
seus subprodutos, NADH e NADPH (LIU et al, 1997). Os cristais de formazan sao
solubilizados, formando assim um composto colorido cuja medi¢do da densidade Optica €
feita em espectrofotometro, tipo leitora de ELISA (A= 570nm). A intensidade do produto
colorido formado ¢é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis presente na
amostra, confirmando a capacidade redutora do sistema sobre o MTT (LIU et al., 1997,
HEINRICH et al, 2005). Outros estudos tém examinado a correspondéncia entre os resultados
obtidos durante contagem direta de células e confirmou-se que a andlise com MTT ¢ um

indicador valido do nimero de células viaveis (KIM et al., 2009).

Procedimento experimental

As células foram incubadas ap6s analise de viabilidade com azul de tripan (> 90%) em
placas de 96 pogos por 24 horas a 37°C com 5% de CO, numa densidade de 2 x 10 cél/pogo,
para as culturas aderentes (J774 ¢ MCF-7), ¢ 5 x 10" cél/pogo para as culturas em suspensdo
(HL-60 e MOLT-4). Ap6s 24 horas foram adicionadas as lectinas ConA, Conbr ou CFL, nas
concentragdes de 10 a 200pg/mL. A andlise da viabilidade foi realizada em 24 e 72 horas
apos adicdo das lectinas. Apds esses periodos, o sobrenadante era parcialmente removido,
seguido da adi¢do do MTT (5Smg/mL em PBS) (m/v), esperando de 3-4 horas para redugdo do
sal e formagao dos cristais de formazan que foram solubilizados com a adigao de 10% de
SDS/HCL 0,01N “overnight”, em seguida as placas foram lidas em um espectrofotometro do

tipo leitor de ELISA a 570 nm.

Analise dos dados

As lectinas foram testadas em triplicata com um n > 3. Os dados foram expressos

como percentagem de viabilidade celular versus concentracdo de lectina. Foi determinada a
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ClIso (concentragdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito méaximo) a partir de uma
curva de regressdao ndo-linear utilizando o programa GraphPad Prism, versao 4.03. Os dados
foram comparados por andlise de varidncia ANOVA seguida do teste de Bonferroni, sendo

considerando uma diferenga significatica quando p< 0,05.

3.2.2.3 Contagem de acidos nucléicos (CAN)

A citotoxicidade foi também avaliada usando um procedimento de contagem de acidos
nucléicos, baseado na determinacdo espectrofotométrica das macromoléculas totais das
amostras de células em cultura. Essa técnica baseia-se na remocdo da fragdo soluvel e
solubilizagdo da monocamada de células em uma solucdo bésica de NaOH e leitura da
densidade optica do lisado celular a 260 nm, que ¢ um comprimento de onda apropriado para
absorbancia para 4cidos nucléicos e aminoacidos aromaticos (FORTUNATI; BIANCHI,
1990).

Procedimento experimental

As células foram incubadas ap6s analise de viabilidade com azul de tripan (> 90%) em
placas de 96 pocos por 24 horas na densidade de 2 x 10* cél/poco (100 pl), para as culturas
aderentes (J774 e MCF-7), e 5 x 10" cél/pogo para as culturas em suspensdo (HL-60 e MOLT-
4). Apos 24 horas foram adicionadas as lectinas ConA, Conbr ou CFL (100 pl). A andlise da
viabilidade foi realizada em 24 e 72 horas apos adi¢do das lectinas. Apos esse periodo as
placas foram centrifugadas a x 500 g por 5 min e retirou-se 150 pul do sobrenadante, realizou-
se lavagem com PBS, em seguida 1 lavagem com 4cido tricloroacético 5% (m/v) para fixagao
das células, 2 lavagens com etanol gelado 90% e finalizando com a solubilizacdo da
monocamada celular com NaOH 0,5M overnigth. Entre cada etapa de lavagem foram
realizadas centrifugacdes a x 500 g, por 5 min para remog¢ao de 150 pL do sobrenadante.
Ap6s a digestdo com NaOH as amostras eram lidas em duplicata usando cubeta de quartzo e
leitura da absorbancia a 260 nm em espectrofotdmetro. O branco da amostra foi a solugdo de

NaOH 0,5M.
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Analise dos dados

As lectinas foram testadas em triplicata com um n > 3. Os dados foram expressos
como percentagem de viabilidade celular versus concentragdo de lectina. Foi determinada a
ClIso (concentragdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito méaximo) a partir de uma
curva de regressdao ndo-linear utilizando o programa GraphPad Prism, versao 4.03. Os dados
foram comparados por analise de varidncia ANOVA seguida do teste de Bonferroni, sendo

considerando uma diferenga significatica quando p< 0,05.

3.2.2.4 Avaliagdo do potencial genotoxico das lectinas - Teste do Cometa

Desenvolvido por Ostling e Johanson (1984) e modificado por Olive (1989) e Singh e
colaboradores (1988), o teste do cometa, também chamado de Single-cell gel electrophoresis
(SCGE), vem sendo proposto para estudos de toxicogenética devido as suas peculiaridades e
vantagens quando comparado a outros testes para deteccdo de substancias genotoxicas
(RIBEIRO et al., 2003), portanto, alcancou o status de um ensaio padrdo em uma série de
testes usados para avaliar a seguranca de novos farmacos e outros compostos (COLLINS,
2001).

A andlise do teste do cometa alcalino avalia a extensdo de quebra ao DNA apos
exposicao das células a substancias com potencial genotdxico. Este teste ndo ¢ utilizado para
detectar mutagdes, mas sim lesdes genOmicas que, apds serem processadas, podem resultar
em mutacdo. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas pelo teste do cometa podem ser de
corregdo ou levar a apoptose. Assim sendo, este teste pode ser utilizado em estudos de analise

de reparo do DNA (RIBEIRO et al., 2003).

Procedimento experimental

Neste ensaio foram usadas células da linhagem MCF-7 de tumor de mama e células da

linhagem MOLT-4. As células foram incubadas com as lectinas ConA, Conbr ¢ CFL, nas
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concentragdes 5, 25 ¢ 50ug/mL por 24h a 37°C a 5% de CO,. Ao término da incubagdo em
cada cultura, foi retirada uma aliquota de 20uL de células, a qual foi adicionada a 100uL de
agarose de baixo ponto de fusdo (1,5%) para preparo das laminas. Para estes testes as laminas

foram preparadas em duplicata, com dois experimentos independentes.

Preparacio das laminas e lise celular

As laminas foram previamente cobertas por solucdo de agarose de ponto de fusdo
convencional (0,5%) a 60°C e mantidas a temperatura ambiente por 24h até a solidificacdo da
agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesdo da segunda camada de agarose de
baixo ponto de fusdo, a qual foi preparada previamente. Em seguida, foram cobertas com
laminulas (24x60mm) para uniformizar a distribui¢do das células e mantidas a 4°C para
solidificagcdo da agarose. Apds solidificagdo da agarose, a laminula foi gentilmente removida
e a lamina mergulhada em solucdo de lise (5M NaCl, 100mM de EDTA, 10mM de Tris, 1%
de Lauroyl sarcosine, 1% de Triton X-100, 10% de DMSO, pH 10) a 4°C e protegida da luz

por no minimo 1h antes da corrida de eletroforese.

Neutralizacdo e Eletroforese

Depois de removidas da solugdo de lise, as laminas foram neutralizadas por 15min em
solucdo de neutralizagao (0,4M de Tris, pH 7,5 ) e dispostas horizontalmente na cuba de
eletroforese. A cuba foi mantida em “banho de gelo” para a manuten¢do da temperatura em
torno de 4°C, tendo sido acrescentada a solugdo de eletroforese (1mM de EDTA, 300mM de
NaOH, pH > 13) até completa imersdo das laminas.

Antes de iniciar a corrida de eletroforese, as laminas ficaram em repouso por 20 min,
para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacdes e a exposicao dos
sitios alcali-labeis. Posteriormente, a cletroforese foi conduzida em baixa luminosidade,
usando 25V (Volts) e corrente de 300mA por 20min. Apos a eletroforese, as laminas foram
retiradas da cuba e mergulhadas na solugdo de neutralizacao por 5 min, a fim de neutralizar a

alcalinidade.
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Fixacdo e Coloracdo

As laminas foram fixadas em etanol 100%. Posteriormente, foi adicionado 50uL de
solucdo de brometo de etideo (20ug/mL), em seguida, as laminas foram cobertas com
laminula, sendo analisadas em microscopio de fluorescéncia.

Escore das laminas

A andlise foi realizada de acordo com o padrio de escores previamente determinados
pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (Figura 9). Foram contados 100 cometas por
laminas (LOVELL et al., 1999) e classificados dentre as cinco categorias (0,1,2,3 e 4) que
representam a porcentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de lesdo sofrido
pela célula. 0 = sem danos (<5%); 1= baixo nivel de danos (5-20%); 2 = moderado nivel de
danos (20-40%); 3= alto nivel de danos (40-95%); 4= dano total (95%).

Para quantificacdo do dano no DNA, o escore total para 100 nucledides analisados
variou de 0 (dano minimo=nenhuma célula danificada) a 400 (dano maximo= todas as células

com dano 4) sendo estimada a partir da férmula:

ID (ua) = N1 + 2N2 + 3N3 + 4N4
S/100

ID= indice de dano
ua= unidade arbitraria
N1, N2, N3, N4= cometas nas classes 1, 2, 3, 4, respectivamente

S= numero de cometas analisados inclusive incluindo os da classe 0

Essa andlise possibilitou o célculo da freqliéncia de dano (FD), que representa a

porcentagem de células que sofreram danos no DNA.
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Figura 9: Imagens representativas do teste do cometa. Em A vemos células sem danos; e em B vemos
os varios tipos de caudas visualizadas no teste do cometa. Fonte: WONG, 2005

3.2.2  Analise morfologica - Coloragdo Diferencial por Brometo de etideo (BE)/Laranja de
acridina (LA)

Esse método de coloragdo pelo brometo de etideo e laranja de acridina permite
diferenciar as células vidveis daquelas em processo de morte celular por apoptose ou necrose,
por meio da coloracdo diferencial em andlise de fluorescéncia (Figura 10) (McGAHON et al.,
1995). O corante laranja de acridina é capaz de atravessar membranas intactas e intercala-se
ao DNA emitindo uma fluorescéncia verde no nucleo celular. J4& o brometo de etideo ¢
incorporado principalmente por células ndo-vidveis (com perda da integridade da membrana)
intercalando-se a0 DNA e emitindo fluorescéncia laranja, além de ligar-se fracamente ao
RNA, revelando colorac¢do avermelhada.

As células vidveis com membrana intacta apresentam nucleo e citoplasma
uniformemente corados de verde. As células em apoptose inicial (membrana ainda intacta)
apresentam manchas verdes brilhantes presentes no nicleo (condensagdo de cromatina) e nao
sdo marcadas por BE. Morfologicamente ¢ possivel observar altera¢cdes de membrana e a
formagdo de corpusculos apoptdticos. As células em necrose (lesdo de membrana) apresentam
um padrdo de coloragdo uniforme e ndo apresentagio formagdo de corpiisculos apoptoticos. E
possivel que algumas células com morfologia de apoptose, estejam coradas em laranja por
estarem em processo de apoptose tardia quando se tornam permeaveis ao brometo de etideo

anteriormente retidos pela membrana.
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Figura 10: Células coradas com Brometo de etideo e laranja de acridina. Em A observamos células
vidveis coradas pela laranja de acridina. Em B visualizamos células apoptoticas (seta brancas)
mostrando o ntcleo fragmentado, e células necréticas coradas em laranja pelo brometo de etideo (seta
vermelha).

Procedimento experimental:

Inicialmente, 2 x 10° cél/poco para MCF-7 ¢ 5 x 10° cél/pogo para MOLT-4 foram
tratadas com as lectinas, ConA, Conbr ou CFL por 24h, nas concentracdes de 5, 25 e
50pg/mL. Apos o tempo de incubagdo as células foram concentradas por centrifugacdo 2000
rpm por 5 min, o meio de cultura com as lectinas foi descartado, e o precipitado celular foi
ressuspenso em 50 pL de PBS. Em seguida 1 pL de uma solu¢do de brometo de etideo e
laranja de acridina foram adicionados a cada tubo, sendo uma aliquota retirada e adicionada
em lamina coberta com laminula. Em seguida as ldminas foram analisadas no microscopio de
fluorescéncia (OLYMPUS, Japao). Os eventos celulares foram observados num aumento de

400x.

Analise dos dados:

Foram contadas 300 células em campo aleatorio, em duplicata, para quantificacdo do
percentual de cada evento celular (vidveis, apoptodticas e necroticas) para cada concentragdo
testada. Os dados foram comparados por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido

do pos-teste de Newman Keuls, sendo considerada diferenca significativa quando p<0,05.
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3.2.4 Estudo do mecanismo de morte celular

3.2.4.1 Ensaios com citometria de fluxo

Foram realizados 3 ensaios no citdometro de fluxo: determinagdo da integridade de
membrana, andlise da fragmentagdo do DNA e avaliagdo do potencial de membrana
mitocondrial. Para realizagdo dos testes, foram usadas as linhagens MCF-7 ¢ MOLT-4, que
foram semeadas nas concentragdes de 2 x 10° cél/mL e 1 x 10°cél/mL, em placas de 24 pogos
utilizando meio RPMI suplementado com 1% de soro bovino fetal e antibidticos. As
substancias foram adicionadas em duplicata, no momento do plaqueamento para MOLT-4 e
apos 24 horas para MCF-7. Os testes foram realizados num citometro de fluxo (Guava

EasyCite Mini System®) (Figura 11). Para cada ensaio eram lidos 5000 mil eventos.

Figura 11: Fotografia do citdometro de fluxo utilizado nos ensaios de determinacdo da integridade de
membrana, analise da fragmentagdo do DNA, e avaliagao do potencial de membrana mitocondrial.
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3.2.4.2 Analise da viabilidade celular - Determinagdo da integridade de membrana celular

Esse teste se baseia na capacidade do corante iodeto de propideo se ligar ao DNA e
emitir alta fluorescéncia quando excitado pelo laser. Células com membrana integra nao
permitem a entrada do corante iodeto de propideo, portanto as células viaveis apresentarao
baixa fluorescéncia. No entanto, células com membrana rompida permitirdo a entrada do

corante que se ligara ao DNA, emitindo alta fluorescéncia.

Procedimento experimental

Apo6s o periodo de incubagdo com as lectinas (5, 25 e 50ug/mL) as células foram
coletadas, centrifugadas a 500 x g / 5min e o sobrenadante descartado, seguido da adigdo de
100uL de iodeto de propideo (2pug/mL) em PBS. As amostras foram agitadas rapidamente no

agitador de tubos, seguindo-se da leitura no citdmetro.

3.2.4.3 Analise da fragmentacdo do DNA

Esse teste baseia-se na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao DNA.
Inicialmente a membrana plasmatica das células € lisada por um detergente para que o iodeto
de propideo possa se ligar ao nucleo. Células com conteido de DNA duplicado (G,M)
emitirdo alta fluorescéncia, ja nicleos com condensagdo de cromatina e DNA fragmentado
(DNA subdipléide) incorporam menor quantidade de iodeto de propideo e por isso emitem
menor fluorescéncia. Além disso, pedacos menores de DNA captam menos iodeto de

propideo, emitindo menor fluorescéncia (PERES; CURI, 2005).

Procedimento experimental

Apo6s o periodo de incubacdo com as lectinas (5, 25 e 50pug/mL), as células foram
recolhidas para andlise do contetido de DNA (100uL) e colocadas em tubos tipo “eppendort™,

juntamente com 100uL da solugdo de lise (0,1% de citrato de sodio, 0,1% de triton-X,
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50ug/mL de iodeto de propideo) e incubadas por um periodo de 30 minutos, e em seguida as
amostra foram analisadas no citémetro de fluxo (Guava EasyCite Mini System®) usando o
programa Cytosoft 4.1, para leitura e analise das amostras, onde o aparelho contava 5000 mil

eventos.

3.2.4.4 Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

Essa técnica se baseia na capacidade de um corante fluorescente especifico, se ligar
diretamente a mitocondria de células viaveis (JOHNSON et al., 1980). Alteragdes no
potencial de membrana resultam em alteragdes na intensidade de fluorescéncia do corante. A
Rodamina 123 (Figura 12) ¢ um corante fluorescente catidnico permeavel a membrana
celular, que ¢ rapidamente seqiiestrado pela mitocondria (dependendo do tipo celular) e tem
sido amplamente usada como corante fluorescente de mitocondria em células vivas
(JOHNSON et al., 1980; RONOT et al., 1986) e em mitocondria isolada (PETIT, 1992).
Alteragdes no potencial mitocondrial transmembranico levam ao efluxo da rodamina 123 de

dentro da mitocondria, gerando menor fluorescéncia (PERES; CURI, 2005).

cI-

Figura 12: Estrutura da Rodamina 123. Fonte: Johnson, 1980.

Procedimento experimental

Apo6s o periodo de incubagdo com as lectinas (5, 25 e 50ug/mL), as células foram
recolhidas (300uL) para andlise do potencial transmembranico e colocadas em tubos tipo
“eppendorf”, centrifugadas a 500 x g / 5 min, e o precipitado ressuspenso em 200ulL de
Rodamina 123, por 15 min, protegidas da luz, em seguida centrifugadas a 500 x g / 5 min, e

ressuspensas em 200ul. PBS, e reincubadas por um periodo de 30 minutos, e em seguida as
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amostra foram analisadas no citdémetro de fluxo (Guava EasyCite Mini System®) usando o
programa Cytosoft 4.1 para leitura e analise das amostras. O aparelho contava 5000 mil

eventos.

3.2.3.5 Analise dos dados de citometria de fluxo

Os dados foram obtidos de trés ensaios em duplicata para cada concentragdo e
expressos como média + desvio padrao da média, em seguida comparados por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguido do pods-teste de Newman Keuls, sendo considerada

alguma diferenca significativa quando p<0,05.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 Estudos da atividade citotéxica in vitro

4.1.1 Analise morfologica do efeito das lectinas nas células tumorais

Durante os ensaios de citotoxicidade basal, a morfologia das culturas foram
acompanhadas em microscopio de luz invertido para analisar possiveis alteragdes que
estariam ocorrendo durante o tratamento com as moléculas.

A figura 13 mostra a morfologia das células J774 ndo tratadas (A, controle negativo),
tratadas com Etoposideo (B, controle positivo) e tratadas com as lectinas nativas ConA (D),
CFL (F) e Conbr (H) ou as lectinas desnaturadas pelo calor ConA (C), CFL (E) e Conbr (G),
por um periodo de incubagdo de 24 horas.

As observagdes tornaram evidentes que as células tratadas com as lectinas na
conformac¢do nativa tiveram algumas alteracdes morfoldgicas, sendo possivel identificar o
aumento de granulos citoplasmaticos (seta vermelha), modificacdo no formato da célula (seta
amarela), devido a alguma alteracdo nas proteinas do citoesqueleto, e leve aglutinagdo das
células. As alteragdes causadas pelas lectinas foram semelhantes aquelas provocadas pelo

Etoposideo nestas células (Fig. 13B).
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Figura 13: Fotomicrografia de células J774 tratadas com lectinas nativas ou desnaturadas pelo
calor. Observacgao em microscopio 6ptico invertido com contraste de fase. Controle - ndo tratada
(A), etoposide 200 ng/ml (B), ConA, CFL e Conbr 200 pg/ml desnaturada (C, E, G), ConA, CFL
e Conbr 200 pg/ml nativa (D, F, H). Aumento de 400x. As setas vermelhas indicam os granulos
citoplasmaticos e as amarelas alteragdes na morfologia.
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A figura 14 mostra a morfologia das células MCF-7 ndo tratadas A (controle negativo)
e tratadas com as lectinas ConA (B), Conbr (C) ou CFL (D), na concentragdo de 50 pg/mL
em 24 h de incubagdo. Observa-se que as células tratadas tiveram sua morfologia alterada,
bem como sua disposi¢do na cultura, pois estas células que crescem em monocamada se
tornaram aglutinadas (setas), provocando diminui¢do do crescimento das linhagens,

dificultando a proliferagdo celular.

Figura 14: Fotomicrografia de células MCF-7 tratadas com lectinas. Observacio em
microscopio éptico invertido com contraste de fase. Controle nio tratado (A), ConA 50 pg/ml
(B), Conbr 50 pg/ml (C), CFL 50 pg/ml (D). Aumento de 400x. Observa-se que as cé¢lulas apds o
tratamento com as lectinas ficam aglutinadas formando grumos (setas).
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A figura 15 mostra a andlise morfologica das células MOLT-4 ndo tratadas (A-
controle negativo) e tratadas com Etoposideo (B-controle positivo), ConA (C), Conbr (D) e
CFL (E). Foi possivel observar que as células tratadas com as lectinas apresentaram

citoplasma cheio de granulos.

Figura 15: Fotomicrografia das células MOLT-4 tratadas com as lectinas ConA, Conbr e CFL
por 72h e observadas em microscopio optico invertido com contraste de fase. Controle nao
tratado (A), Controle positivo - Etoposide 0,2 pg/mL (B), ConA 25 pg/mL (C), Conbr 25
pg/mL(D), CFL 25 ug/mL(E).
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4.1.2 Efeito das lectinas na viabilidade e proliferacao celular (MTT e CAN)

O potencial citotoxico das lectinas ConA, Conbr e CFL foi avaliado em células de
linhagens tumorais murina (J774) ¢ humanas (MCF-7 HL-60 ¢ MOLT-4), assim como em
macrofagos obtidos do lavado peritoneal de camundongos Mus musculus. A avaliacdo da
citotoxicidade foi feita nos tempos de 24 e 72 h de exposi¢do para as linhagens e de 24 h para
a cultura de macréfagos peritoneais. Essas células foram’ cultivadas e mantidas com pelo
menos 10% de SFB. No entanto, durante nossos experimentos, foi observado que altas
concentragdes de soro interferem na ligagdo das lectinas as células (dados nao mostrados) e,
consequentemente, na atividade destas moléculas, corroborando com dados prévios existentes
na literatura sobre a influéncia do soro em ensaios com lectinas (HEINRICH et al, 2005). No
momento de incubacdo das células com as lectinas, os ensaios foram realizados usando 1% de
SBF. As concentracdes das substancias utilizadas nos experimentos foram: 5, 10, 25, 50, 100
e 200 pg/mL. As figuras representam a percentagem da viabilidade celular ou proliferagao
celular em relagdo ao controle, cuja absorbancia foi considerada 100%. Os dados de MTT e
CAN sio expressos como percentagem da absorbancia dos pogos controles, devido a variagao

das absorbancias entre as placas obtidas de diferentes experimentos (HEINRICH et al, 2005).

4.1.2.1 Cultura de macrofagos peritoneais

A figura 13 mostra a citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre
macrofagos peritoneais avaliada pelo método de MTT (Figura 16 A, C e E) e CAN (Figura 16
B, D e F) no periodo de 24 horas. No ensaio com MTT, foi possivel observar que as lectinas
ConA (Fig. 13A) e Conbr ( Fig. 16B) diminuiram a viabilidade desta cultura a partir da
concentracdo de 100 pg/mL, de maneira concentragdo-dependente e CFL (Fig. 16C) a partir
da concentragdo de 10 pg/mL, mas ndo ocorreu dependéncia de concentracdo. Estes dados
com MTT indicam que houve uma alteracdo no metabolismo da célula. O efeito inibitério
sobre a viabilidade da cultura de macrofagos peritoneais na concentracdo de 200 pg/mL no
ensaio de MTT foi de 69 + 6 % para ConA, 37 £ 11% para Conbr e 45 + 17 % para CFL. Pelo
método de CAN este efeito citotoxico foi diferente, pois nenhuma das lectinas testadas causou

alteracdo em nivel de conteido macromolecular (4cidos nucléicos) (Fig. 13 B, D, F). Nesses



Faheina-Martins, G.V., 2009 66

ensaios nao foi possivel determinar a Clsy das lectinas para esta cultura, pois os valores de
inibicao nao atingiram 50% nas maiores concentragoes testadas.

O Etoposideo, droga antitumoral usada como controle positivo nos ensaios com as
linhagens tumorais, foi testado na cultura de macrofagos peritoneais; no entanto, ndo causou
alteracdes na viabilidade desta cultura e nem causou proliferagdo celular.

Esses dados sugerem que as lectinas apresentaram baixa citotoxicidade para a cultura

de macrofagos peritoneais.



Faheina-Martins, G.V., 2009 67

MTT CAN
125- A B
P
S &
3 E
8 8
(]
g b
S s
—_— P
g 2
= ©
>
% o
° R
‘éo\e ° N P e @Q
s
ConA (ng/ml) ConA (ng/ml)
250+
125+ C . D
Kd
] 3 2004
S 1004 g
[}
o o -
o 75 g 150
° ©
(C [
s 50- :g 100+
2 o
S 25 n; 50+
2 S
0o 0-
&
& &
& °
Conbr (pug/mi) Conbr (pg/ml)
125+
_ E 250- F
S G
3 S 200
S 8
] o
o S 1504
g g
‘S Q
S £
> <
N o
R
CFL (pg/ml) CFL (ng/ml)

Figura 16: Efeito das lectinas ConA (A-B), Conbr (C-D), CFL (E-F) sobre a viabilidade da
cultura primaria de macréfagos peritoneais de camundongos SWISS no periodo de 24 de
incubacfo (n=2), analisada pela técnica de MTT (A, C, E) e CAN (B, D, F). Os dados representam
a média de dois experimentos em triplicata, sendo expressos como média + desvio padrao, e foram
analisados por ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. ** p<0,01; *** p< 0,001 em relagdo ao
controle.
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4.1.2.2 Linhagens tumorais

Apos analise da citotoxicidade na cultura de macrofagos peritoneais de camundongos
SWISS, usando a técnica de MTT e CAN, analisamos a atividade das lectinas ConA, Conbr e
CFL nas linhagens de células tumorais murina (J774) e humanas (MCF-7, HL-60 e MOLT-4).
A droga antitumoral usada como controle positivo para os ensaios foi o Etoposideo (SIGMA,
EUA). Para a linhagem macroféagica tumoral J774, o periodo de incubacao testado foi de 24 h,
pois a cultura ndo permanecia viavel no periodo de 72 h (dados ndo mostrados).

A figura 17 apresenta a citotoxicidade do Etoposideo sobre a linhagem J774, usando a
técnica de MTT (A) e CAN (B) no periodo de 24h. A Clso do Etoposideo obtida nos
experimentos de MTT e CAN foi de 37 e 23 pg/mL, respectivamente. O Etoposideo provocou

uma redugdo de 76 e 73% na concentragdo de 200 pg/mL, nos ensaios de MTT e CAN

respectivamente.
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Figura 17: Efeito do Etoposideo sobre a viabilidade da linhagem de macroéfagos tumorais J774
em 24h (n=3), analisada pela técnica de MTT e CAN. Os dados representam a média de trés
experimentos em triplicata, sendo expressos como média + desvio padrio, e foram analisados por
ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. ** p<0,01; *** p< 0,001 em relagdo ao controle.
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O efeito das lectinas ConA, Conbr e CFL foi avaliado na linhagem J774 usando os

métodos de MTT e CAN por um periodo de 24 horas (Figura 18). As Cls, obtidas para ConA,

Conbr e CFL na técnica de MTT foram de 10,2, 58 e 103 pg/mL, respectivamente. As Clsg

obtidas para ConA e CFL no ensaio do CAN foram de 25 e 80 ug/mL, respectivamente.
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Figura 18: Efeito das lectinas ConA (A-B), Conbr (C) e CFL (E-F) sobre a viabilidade
da linhagem de macrofagos tumorais J774 em 24h (n=3), analisada pela técnica de MTT
(A, C, E) e CAN (B, F). Os dados representam a média de trés experimentos em triplicata, sendo
expressos como média + desvio padrdo, e foram analisados por ANOVA, seguido do pos-teste de
Bonferroni. * p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001 em relagdo ao controle.
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A figura 19 apresenta a citotoxicidade do Etoposideo sobre as células MCF-7, usando a
técnica de MTT e CAN. As Clsobtidas foram de 7,4 ¢ 21,5 ug/mL, respectivamente. O etoposideo
causou uma reducdo de 73 + 5% da viabilidade celular na concentragdo de 100 pg/mL,
quando analisado por MTT e de 80 *+ 0,14% na concentragao de 128 pug/mL quando analisado
pelo CAN.

MTT

125+
S .
S 1001 3
S 8
g g
s g
= 50+ L
8 s
S 254 o
N ES

0-

O v b H O O
3 D IS ¥ v o* 2 e >R

\$° G+ \'V

&

Etoposideo (ng/mL) Etoposideo (ng/mL)

Figura 19: Efeito do Etoposideo sobre a viabilidade da linhagem tumoral MCF-7 em 72h (n=3),
analisada pela técnica de MTT e CAN. Os dados representam a média de trés experimentos em
triplicata, sendo expressos como média =+ desvio padrio, e foram analisados por ANOVA, seguido do
pos-teste de Bonferroni. * p<0,05; *** p< 0,001 em relacdo ao controle.
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A figura 20 mostra a citotoxicidade de ConA (A-B), Conbr (C-D) e CFL (E-F) sobre as
células MCF-7, usando a técnica de MTT e CAN, por um periodo de 72h. As Cls, obtidas foram de 14
e 22 ng/mL para ConA, de 20 e 30 ug/mL para Conbr e de 60 ¢ 90 pug/mL para MTT e CAN,
respectivamente. Os valores de Cls, foram menores quando a citotoxicidade foi avaliada pelo
método do MTT. ConA causou uma redugdo na viabilidade de 78 £ 6,7 ¢ 52 £ 9,7 % na concentragao
de 200 pg/mL nas técnicas de MTT e CAN, respectivamente. Conbr causou uma redugdo de
78 + 6 e 60 = 11% na concentragdo de 200 pg/mL nas técnicas de MTT e CAN,
respectivamente. CFL causou uma redugdo de 75 + 7 e 41 + 1% na concentragdo de 200 png/mL nas

técnicas de MTT e CAN, respectivamente.
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Figura 20: Efeito das lectinas ConA (A-B), Conbr (C-D) e CFL (E-F) sobre a viabilidade da
linhagem tumoral MCF-7 em 72h (n=3), analisada pela técnica de MTT (A,C,E) e CAN (B,D,F).
Os dados representam a média de trés experimentos em triplicata, sendo expressos como média +
desvio padrdo, e foram analisados por ANOVA, seguido do pods-teste de Bonferroni. ** p<0,01; ***
p< 0,001, em relagdo ao controle.
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A figura 21 apresenta a citotoxicidade do Etoposideo avaliada sobre as células HL-60,
usando a técnica de MTT, em 72h. A CIs, obtida foi de 2.6 ng/mL. O Etoposideo causou uma

reducdo na viabilidade de 86 + 1,8% na concentracdo de 32 pg/mL.
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Figura 21: Efeito do Etoposideo sobre a viabilidade da linhagem tumoral HL-60 em72h (n=3),
analisada pela técnica de MTT. Os dados representam a média de trés experimentos em triplicata,
sendo expressos como média + desvio padrao, e foram analisados por ANOVA, seguido do pos-teste
de Bonferroni. *** p< 0,001 em relacao ao controle.
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A figura 22 apresenta a citotoxicidade de ConA (A-B), Conbr (C-D) e CFL (E-F) avaliada
sobre as células HL-60, usando a técnica de MTT e CAN, respectivamente. As Cls, obtidas foram de
14 ¢ 10 ug/mL para ConA, 81 e 12 ng/mL para Conbr e de 55 e 42 ug/mL para CFL. Os valores
de ClIs, foram menores quando a citotoxicidade foi determinada pelo método de CAN. ConA causou
uma redugdo na viabilidade de 77 £ 7% e de 73 + 1% na concentragdo de 200 pg/mL, usando as
técnicas de MTT e CAN respectivamente. Conbr causou uma reducdo na viabilidade de 59 + 9% e de
70 £ 6% na concentragdo de 200 pg/mL, usando as técnicas de MTT e CAN respectivamente. CFL
causou uma redugdio na viabilidade de 72 £ 2.7% e de 64 = 9% na concentragdo de 200 pg/mL,

usando as técnicas de MTT e CAN respectivamente.
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Figura 22: Efeito das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre a viabilidade da linhagem tumoral HL-
60 em 72h (n=3), analisada pela técnica de MTT (A, C, E) e CAN (B, D, F). Os dados representam
a média de trés experimentos em triplicata, sendo expressos como média = desvio padrdo, e foram
analisados por ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. *** p< 0,001 em relagdo ao controle.
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A figura 23 apresenta a citotoxicidade do Etoposideo avaliada sobre as células MOLT-4,
usando a técnica de MTT e CAN em 72h. A CIs, obtida foi de 0,05 ¢ 0,07 ug/mL, respectivamente.
O Etoposideo causou uma redugdo na viabilidade de 76 £ 8% e de 65 + 0,6% na concentragdo

de 0,8 ug/mL, usando as técnicas de MTT e CAN, respectivamente.
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Figura 23: Efeito do Etoposideo sobre a viabilidade da linhagem tumoral MOLT-4 em 72h
(n=3), analisada pela técnica de MTT e CAN. Os dados representam a média de trés experimentos
em triplicata, sendo expressos como média + desvio padrao e foram analisados por ANOVA, seguido
do pos-teste de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; *** p< 0,001 em relagdo ao controle.
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A figura 24 apresenta a citotoxicidade de ConA (A-B), Conbr (C-D) e CFL (E-F), avaliada
sobre as cé¢lulas MOLT-4, usando a técnica de MTT e CAN, respectivamente. As Cls, obtidas foram
de 3,6 ¢ 3 ug/mL para ConA, 21 e 39ug/mL para Conbr e de 29 ¢ 37 ug/mL para CFL. Para as
lectinas Conbr e CFL, os valores de Cls, foram menores quando a citotoxicidade foi avaliada pelo
método do MTT. A lectina ConA causou uma redu¢o na viabilidade de 91,5 £ 1,5% e de 59 + 6,1%
na concentragao de 200 pg/mL, para MTT e CAN respectivamente. Conbr causou uma redugdo
na viabilidade de 83 £ 0,3% e de 56 + 3% na concentragdo de 200 png/mL, para MTT e CAN
respectivamente. Ja CFL causou uma redugdo na viabilidade de 82 + 3% e de 62 + 2% na

concentragdo de 200 png/mL, para MTT e CAN respectivamente.



MTT

=
8
=
[
(3]
[}]
°
(1]
S
E
ol
S
S

125- C
=
©
S 100+ Hokk
©
(3]
O 754
°
1]
_'g 50 Kk
3
8
> 25
R

@ o ) ) N N N
\‘o\ N v @ O O
&
Conbr (png/mL)

125+ E
)
o}
=]
©
o
[}]
k-]
©
S
e}
8
>
S

pg/mL

% Proliferagao celular

Faheina-Martins, G.V., 2009

CAN

125+ B

ConA (pg/mL)

125+ D
1004
75+

504

*kk
i
v

Conbr(pg/mL)

% Proliferagao celular

% Proliferacao celular

pug/mL

78

Figura 24: Efeito das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre a viabilidade da linhagem tumoral
MOLT-4 em 72h (n=3), analisada pela técnica de MTT (A, C, E) e contagem de acidos nucléicos
(B, D, F). Os dados representam a média de trés experimentos em triplicata, sendo expressos como
média + desvio padrdo, e foram analisados por ANOVA, seguido do poés-teste de Bonferroni.

*#p<0,01; *** p< 0,001 em relagcdo ao controle.
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As tabelas 5 e 6 sumarizam os resultados de Cls obtidos nos ensaios de citotoxicidade
com MTT e CAN. Em todas as linhagens, a lectina de ConA foi mais potente em causar morte

celular, seguida de Conbr e CFL. A linhagem tumoral mais sensivel as lectinas foi MOLT-4.

Tabela 5: Citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre a cultura de macrofagos
peritoneias (MJ) e a linhagem J774 no periodo de 24 horas de incubacio, avaliada pelo
método de MTT e CAN. Os resultados representam a Clsp em pg/ml e o intervalo de
confianca de 95%, obtidos por regressdo nao linear, utilizando o programa GraphPad Prism
versao 4.0.

J774
Tratamento 12
MTT CAN MTT CAN
Etoposide (ug/mL) - - 37 7
19-70 9-360
ConA (pg/mL) 105 >200 57 11
33-99 8-15
Conbr (ug/mL) >200 >200 58 >200
33-102
CFL (ug/mL) >200 >200 54 80

28-100 30-210

Tabela 6: Citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre as linhagens, MCF-7,
HL-60 e MOLT-4 no periodos de 72 horas de incubacao, avaliada pelo método de MTT
e CAN. Os resultados representam a Clsp em pg/ml, e o intervalo de confianca de 95%,
obtidos por regressao ndo linear, utilizando o programa GraphPad Prism versao 4.0.

MCF-7 HL-60 MOLT-4
Tratamento
MTT CAN MTT CAN MTT CAN
Etoposide (ug/mL) 7,4 21 2,6 - 0,1 0,1
4,6 -11,7 12 -39 1,7-4 0,04 - 0,18 0,07 - 0,15
ConA (pg/mL) 14 10,8 14 10 3,6 3
8,6 -22 6-18 7-27 6,6-15 2.8-45
Conbr (pg/mL) 25 30 90 12 21 7
7,4 -84 21-44 75 -109 5-28 20-23 6,2-7.8
CFL (ug/mL) 60 90 55 42 29 37

63,7952 8-99 52-60 25-71 23-36 9-148
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4.1.3 Avaliacao do potencial genotoxico das lectinas

Para investigar o potencial genotdxico das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre as
linhagens MCF-7, MOLT-4 e HL-60, foi utilizado o teste do cometa. Este ensaio analisa o
dano causado diretamente no DNA. Para isso, foi usado o indice de dano (ID) ao DNA, que
reflete a extensdo de DNA lesionado. Os valores para o ID podem variar de 0 a 400 (unidades
arbitrarias). Apds o tratamento por 24 horas com as lectinas separadamente, houve um
aumento significativo do ID, a partir da concentracdo de 5 pg/mL, para todas as lectinas
testadas (Figura 25). Para MCF-7 (Figura 25-A), os maiores indices foram de 160, 142, 103,
para ConA, Conbr e CFL, respectivamente, na maior concentragdo testada de 50ug/mL. Ja
para MOLT-4 (Figura 25-B) os maiores indices de dano foram de 213 + 8,6, 145+ 9,8 ¢ 114
+ 9,7, para ConA, Conbr e CFL respectivamente, na maior concentragdo testada (50pg/mL).
Para HL-60 (Figura 25-C) os maiores indices de dano foram de 208 + 8,9, 163 £ 17,5¢ 133
2,5, para ConA, Conbr e CFL respectivamente, na maior concentragao testada (50pg/mL). O
indice de dano causado pelas lectinas foi muito semelhante nas trés linhagens testadas, sendo

concentragdo-dependente, porém, a lectina ConA causou um maior indice de danos.
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Figura 25: indice de dano ao DNA de células MCF-7 (A) e MOLT-4 (B) e HL-60 (C) no controle
(nao-tratadas) ou tratadas com as lectinas ConA, Conbr e CFL, por 24 horas, nas concentracdes
5, 25 e 50pg/mL, determinado pelo teste do cometa. Os dados correspondem a média + desvio
padrdo de trés experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste de
Newman-Keuls. ***p<0,001 em rela¢do ao controle.
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Todas as concentracdes testadas induziram dano ao DNA de maneira concentracao-
dependente e os valores de indice e freqiiéncia foram estatisticamente diferentes quando
comparados ao controle negativo.

Foi também calculada a freqiiéncia de dano (FD), que representa a porcentagem de
células que sofreram danos no DNA. A freqiiéncia de dano causado na linhagem MCF-7 foi
superior a 75% para ConA e Conbr na concentragdo de 50 pg/mL, sendo superior a 60% para
CFL na mesma concentracao (Tabela 7). J& na linhagem MOLT-4, a frequéncia de dano foi
superior a 80% na maior concentragao testada, para todas as lectinas analisadas (Tabela 8). Na
linhagem HL-60 (Tabela 9) foi superior a 90% para ConA e Conbr na concentragdo de 50

ug/mL, porém CFL atingiu 87% de freqiiéncia de dano na mesma concentracao de 50 pg/mL.

Tabela 7: Tabela de freqiiéncia de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e CFL na
linhagem MCF-7 obtidos pelo teste do cometa apdés 24 horas de tratamento nas
concentracoes de 5, 25 e 50 ug/mL. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da
média (DP). ***p<0,001 em relacdo ao controle.

Tratamento SO D FD £ DP
(ug/mL)

Controle 45+2,0
5 42,0 + 4,6%**
ConA 25 62,25 + 5,1 %%*
50 75,7 + 3, 7%%*
5 33,75 £2,9%%*
Conbr 25 60,0 + 2,9%*x
50 78,0 + 2, 9%k
5 33,25 4+ 3,5%*:*
CFL 25 54,25 +3, 7%

50 62,5 + 4 4%k
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Tabela 8: Tabela de freqiiéncia de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e CFL na
linhagem MOLT-4 obtidos pelo teste do cometa apos 24 horas de tratamento nas
concentracées de 5, 25 e 50 pg/mL. Os dados sdo expressos como média + desvio padrio da
média (DP). ***p<0,001 em relacao ao controle.

Tratamento e FD + DP
(ug/mL)
Controle 45+1,7
5 59,25 + 2,5%%*
ConA 25 78,75 + 3,00%%*
50 88,75 + 2 2%
5 48,75 + 4,78%%%*
Conbr 25 73,75 + 2,9%*x%
50 84,25 + 4,7*%*
5 4] + 4,0%%*
CFL 25 63 + 4,9%*x
S0 80 + 3,9%**

Tabela 9: Tabela de freqiiéncia de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e CFL na
linhagem HL-60 obtidos pelo teste do cometa apds 24 horas de tratamento nas
concentracées de 5, 25 e 50 pg/mL. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da
média (DP). ***p<0,001 em relacao ao controle.

Tratamento LoD FD + DP
(pg/mL)

Controle 4,75+ 1,7
5 55,2 £ 4,6%%*
ConA 25 76,7 + 3,5%*x*
50 91,7 + 2, 7%
5 47,0 £ 3,1 %**
Conbr 25 73,7 £ 6,4%%*
50 90,0 + 2, 4%
5 36,0 £ 3,5%%*
CFL 25 56,5 + 2,6%**

50 87,2 + 2 2%k
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4.2 Estudo do mecanismo de morte celular

4.2.1 Efeito das lectinas no percentual de células vidveis, apoptoticas e necrdticas

Apo6s 24 horas de exposicdo das células MCF-7 (Figura 26), MOLT-4 (Figura 27) e
HL-60 (Figura 28) com as lectinas ConA, Conbr e CFL, nas concentragdes 5, 25 e 50ug/mL,
foi observado uma significativa diminui¢do das células viaveis e um aumento de células
apoptoticas (p<0,001) em todas as concentragdes testadas. Além disso, foi observado aumento
no nimero de células necréticas com o aumento das concentragdes (p<0,001).

A lectina ConA foi a que induziu um aumento mais pronunciado do nimero de células

necroticas na maior concentracao (50pg/mL) em todas as linhagens.

B3 Celulas viaveis B Células apoptoticas B Células necréticas
300-
*kk Hxk *i*
: *kk I
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E Kkk - d T B
“‘Q -
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% : : *kk "
Z 1001
0 P | ﬂ ' rI I =] . n l = ] -
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ConA Conbr CFL
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Figura 26: Efeito das lectinas na linhagem MCF-7 analisado pela coloracao diferencial com
Brometo de etideo/Laranja de acridina, apés 24 horas de tratamento. Os dados correspondem a
média *+ desvio padrio de trés experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pods-
teste de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relagdo aos respectivos dados do
controle.
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Figura 27: Efeito das lectinas na linhagem MOLT-4 analisado pela coloracio diferencial com
Brometo de etideo/Laranja de acridina, apos 24 horas de tratamento. Os dados correspondem a
média = desvio padrio de trés experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pods-
teste de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relagdo aos respectivos dados do
controle.
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Figura 28: Efeito das lectinas na linhagem HL-60 analisado pela coloracdo diferencial com
Brometo de etideo/Laranja de acridina, ap6s 24 horas de tratamento. Os dados correspondem a
média *+ desvio padrao de trés experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pos-
teste de Newman-Keuls. ***p<0,001 em relagdo aos respectivos dados do controle.
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4.2.2 Efeito das lectinas na integridade da membrana plasmatica

Nesse ensaio, as células ndo tratadas (controle) e tratadas com as lectinas foram
incubadas com iodeto de propideo, composto fluorescente que é capaz de se ligar ao DNA
apenas quando a membrana plasmatica da célula estd danificada, permitindo a entrada do
fluoréforo no citoplasma. Dessa forma, somente as células com dano na membrana podem
emitir fluorescéncia, que ¢ detectada numa faixa de comprimento de onda de 560-580 nm.

O efeito das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre a integridade da membrana celular de
células MCF-7, MOLT-4 e HL-60 foi avaliado nas concentragdes 5, 25 e 50 pg/mL.
Verificou-se uma alteragdo significativa na integridade de membrana celular a partir de 25
ug/mL para todas as lectinas testadas na linhagem MCF-7 (Figura 29), apresentando 55 *
3,2%, 61 £ 2,5%, 65 + 1,9% de viabilidade para ConA, Conbr e CFL, respectivamente, na
concentragdo de 50ug/mL (p<0,001). Todas as lectinas apresentaram a mesma poténcia, pois
ndo houve diferenca significativa entre elas. Ja para a linhagem MOLT-4 foi observado um
efeito significativo das lectinas na integridade da membrana celular a partir de 25ug/mL para
Conbr e CFL e a partir de 50ug/mL para ConA (Figura 30). As lectinas tiveram menor efeito
na viabilidade da linhagem MOLT-4 em relacdo a MCF-7, apresentando 82 + 1,3%, 91 +
1,9%, 94 £ 0,7% de células vidveis para ConA, Conbr e CFL, respectivamente, na
concentragdo de 50ug/mL (p<0,001). Semelhantemente aos efeitos encontrados em MOLT-4,
as lectinas ConA, Conbr e CFL diminuiram a viabilidade de HL-60 para 82 + 1,4%, 91 £+ 3%
e 95 £ 1,4%, respectivamente (Figura 31) (p<0,001).

Como visto a integridade da membrana s6 foi alterada nas maiores concentragdes, o
que ¢ caracteristico de necrose. A alteracdo na integridade da membrana ndo foi tdo
pronunciada nas linhagens MOLT-4 e HL-60, sugerindo que a agdo citotoxica das lectinas
seja primariamente por apoptose. A linhagem MCF-7, apresentou um maior dano na
integridade da membrana, provavelmente porque esta linhagem fica com a membrana um
pouco instavel apds o tratamento com solu¢do de tripsina, utilizada para dispersar esta

linhagem que ¢ aderente, antes da leitura com iodeto de propideo.
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Figura 29: Determinacio da integridade da membrana celular por citometria de fluxo nas
células MCF-7. Cinco mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados sd3o expressos
como média + desvio padrdo e analisados por ANOVA seguido pelo pods-teste Newman-Keuls.

**%p<0,001 em relagdo ao controle.
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Figura 30: Determinacio da integridade da membrana celular por citometria de fluxo nas
células MOLT-4. Cinco mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados sdo

expressos como média + desvio padrdo e analisados por ANOVA seguido pelo pos-teste Newman-
Keuls. *p<0,05; ***p<0,001 em relagdo ao controle.



Faheina-Martins, G.V., 2009 89

100 T * *x% kkk  gu— *kk
© e o = L
c KKk
g
E 75
[}]
£
3
o 50
©
©
S
D 25
£
X
0
C 5 25 50 5 25 50 5 25 50
ConA Conbr CFL
pg/mL

Figura 31: Determinacio da integridade da membrana celular por citometria de fluxo nas
células HL-60. Cinco mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados sdo expressos
como média + desvio padrio e analisados por ANOVA seguido pelo pos-teste Newman-Keuls.
*p<0,05; ***p<0,001 em relacdo ao controle.

4.2.3 Efeito das lectinas na fragmentacdo do DNA

As células nao tratadas (controle) e tratadas com as lectinas foram incubadas com uma
solucao contendo o triton X-100 e iodeto de propideo. O triton X-100 lisa a membrana celular
e o iodeto de propideo se liga ao DNA. As células contendo nucleos integros emitem alta
fluorrescéncia e as células com condensagdo da cromatina e DNA fragmentado emitem baixa
fluorescéncia. O efeito das lectinas ConA, Conbr ¢ CFL foi analisado na fragmentacdo do
DNA de células MCF-7, MOLT-4 e HL-60. As concentrag¢des de lectinas testadas foram 5, 25
e 50 pg/mL. As lectinas causaram fragmentacdo do DNA das células MCF-7 de forma
significativa (p<0,05) (Figura 32). O efeito maximo de fragmentacdao causado pelas lectinas
ConA, Conbr ¢ CFL sobre as células MCF-7 foi de 39 + 3,5, 49 £ 4,1 ¢ 47 £+ 6,5%,
respectivamente, na maior concentragdo testada de 50ug/mL. Esse efeito de fragmentagao
caracteristico de apoptose confirma os dados observados com coloragdo diferencial que
identificou apoptose causada pelas lectinas nesta linhagem. As lectinas que tiveram maior

efeito na fragmentacdo foram Conbr e CFL.
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Figura 32: Analise da fragmentacio do DNA de células MCF-7 por citometria de fluxo. Cinco
mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste Newman-Keuls. * p<0,05, p<0,001 em

relagdo ao controle.
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As lectinas também causaram fragmentacdo do DNA nas células MOLT-4 de forma

significativa (p<0,001) (Figura 33) em relacdo ao controle. Nesta linhagem, a fragmentacao

foi observada a partir de 5 ug/mL para todas as lectinas, e o efeito maximo de fragmentagdo

observado para as lectinas ConA, Conbr ¢ CFL nesta linhagem foi de 53 £2,2, 45 + 2.3 ¢ 33

* 1,9%, respectivamente, na maior concentracdo testada (50 pug/mL).
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Figura 33: Analise da fragmentacio do DNA de células MOLT-4 por citometria de fluxo. Cinco
mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados sdo expressos como média = desvio
padrao de trés experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste
Newman-Keuls. ***p<0,001 em relagdo ao controle.
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As células HL-60 mostraram fragmentacao do DNA apds o tratamento das lectinas
(p<0,001) (Figura 34) em relagdo ao controle. Nesta linhagem, a fragmentacao foi observada
a partir de 5 pg/mL para todas as lectinas, e o efeito maximo de fragmentacao observado apos

o tratamento com as lectinas ConA, Conbr ¢ CFL, foi de 46 £ 2,3,43 £ 2,1 e 36 £ 2,2%,

respectivamente, na maior concentragao testada (50 pug/mL).
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Figura 34: Analise da fragmentacao do DNA de células HL-60 por citometria de fluxo. Cinco mil
eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste
Newman-Keuls. ***p<0,001 em relagdo ao controle.

Esses dados sugerem que as lectinas estejam provocando a morte celular nas linhagens
MCF-7, MOLT-4 e HL-60 por apoptose, devido a presenca de DNA fragmentado encontrado
nas amostras a partir das menores concentragdes testadas de 5 pg/mL, ocorrendo aumento da

fragmentacdo do DNA de maneira concentragdo-dependente.
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4.2 .4 Efeitos da lectinas no potencial transmembranico mitocondrial

Nesse ensaio as células controle e tratadas foram incubadas com rodamina 123. Como
a Rodamina é um corante cationico ¢ permedvel a membrana celular, este é rapidamente
seqliestrado pela mitocondria, emitindo alta fluorescéncia em células normais. Ja em células
que estejam em apoptose, especificamente pela via intriseca ou mitocondrial, a mitocondria
sofre alteragdes do potencial transmembranico, ocorrendo efluxo da Rodamina 123 da
mitocondria, havendo uma emissdao menor de fluorescéncia.

A andlise do potencial transmembranico mitocondrial foi realizada com as células
MCF-7, MOLT-4 e HL-60, tratadas com as lectinas ConA, Conbr e CFL. As concentragdes
utilizadas foram de 5, 25 e 50 pg/mL.

A figura 35 mostra o efeito das lectinas sobre a altera¢do no potencial de membrana
mitocondrial das células MCF-7. Foi observado que todas as lectinas promoveram
despolarizacdo da mitocondria a partir de 5 pg/mL, (p<0,001). No entanto, ConA e Conbr
mostraram-se mais ativas, pois promoveram 42 + 6,8 e 42 + 2,6% de despolarizagdo na
concentragdo de 50 pug/mL, respectivamente, e CFL apresentou 32 + 1,17% de despolarizagao

mitocondrial na mesma concentragao.
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Figura 35: Avaliacdo da despolarizacao mitocondial de células MCF-7 tratadas com as lectinas
ConA, Conbr e CFL por citometria de fluxo. Cinco mil eventos foram avaliados em cada
experimento. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média de trés experimentos em
duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pods-teste Newman-Keuls. ***p<0,001 em
relacdo ao controle.
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A figura 36 mostra o efeito das lectinas sobre a alteracdo no potencial de membrana
mitocondrial das células MOLT-4. Foi observado que todas as lectinas promoveram
despolarizagdo da mitocondria a partir de 5 pg/mL, (p<0,001). No entanto, para esta
linhagem, ConA mostrou-se mais ativa em promover a despolariza¢do, chegando a niveis de
42 £ 1,9% na concentragdo de 50 pg/mL, diferente de Conbr e CFL que apresentaram 38 +

1,9% e 26 + 1,6% de despolarizagdo respectivamente, na concentragdo de 50ug/mL.
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Figura 36: Avaliaciio da despolarizacio mitocondial de células MOLT-4 tratadas com as lectinas
ConA, Conbr e CFL por citometria de fluxo. Cinco mil eventos foram avaliados em cada
experimento. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média de trés experimentos em

duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste Newman-Keuls. ***p<0,001 em
relag@o ao controle.
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Na linhagem HL-60 (Figura 37), todas as lectinas promoveram despolarizacao da
mitocondria a partir de 5 pg/mL (p<0,001), semelhantemente aos efeitos observados em
MCF-7 e MOLT-4. ConA mostrou-se mais ativa em promover a despolarizagdo chegando a
niveis de 40 * 1,5% na concentragdo de 50 pg/mL, diferente de Conbr e CFL que
apresentaram 38+ 1,7% e 26 = 1,6% de despolarizagdo respectivamente, na concentragao de

50 pg/mL.
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Figura 37: Avaliacdo da despolarizacio mitocondial de células HL-60 tratadas com as lectinas
ConA, Conbr e CFL por citometria de fluxo. Cinco mil eventos foram avaliados em cada
experimento. Os dados sdo expressos como média + desvio padrido da média de trés experimentos em
duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste Newman-Keuls. ***p<0,001 em
relacdo ao controle.
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5. DISCUSSAO

As plantas tém representado uma importante funcdo como uma fonte de agentes
anticancerigenos. Pelo menos 60% desses agentes usados sdo derivados de uma forma ou de
outra de fontes naturais, incluindo plantas, organismos marinhos e microorganismos
(CRAGG; NEWMAN, 2005).

Nos ultimos anos, as lectinas vegetais, obtidas principalmente de sementes, tém
despertado um grande interesse da comunidade cientifica por serem ferramentas uteis em
métodos de identificagdo do cancer e do grau de metastase (DE MEJIA; PRISECARU, 2005).
Pesquisas recentes mostram os efeitos de indugdo de citotoxicidade, apoptose e necrose de
certas lectinas contra células tumorais (KIM et al., 1993; KIM et al., 2000; SUEN et al., 2000;
SEIFERT et al., 2008; LIU et al., 2009), o que as tornam potenciais agentes terapéuticos.

Gliconjugados na superficie de células tumorais sdo funcionalmente importantes para
a interagdo da célula tumoral com o ambiente. A diferenga na estrutura da superficie de
membrana entre células normais e transformadas ¢ responsavel pela diferenga dos efeitos
toxicos das lectinas de plantas nestas células, tornando-as mais especificas para células
tumorais. A alteracdo nos carboidratos de superficie das células tumorais € o processo de
adesdo das mesmas ¢ relacionado ao potencial metastatico de tumores experimentais e possui
uma fungdo chave no cancer. Uma vez circulando na corrente sanguinea, as células
cancerigenas podem se aderir a novas células em outras partes do corpo aonde podem se
proliferar ou formar novas coldnias tumorais. As lectinas podem inibir este processo de
adesdo, consequentemente inibindo a metastase (DE MEJ [A; PRISECARU, 2005).

Considerando que véarias lectinas vegetais tém sido utilizadas como agentes
terapéuticos contra o cancer e que existem muitas lectinas cujo mecanismo de agdo ainda nao
tem sido completamente elucidados, foi objetivo deste trabalho estudar a atividade das
lectinas obtidas de leguminosas ConA, Conbr e CFL, que sdo lectinas estruturalmente
relacionadas que possuem especificidade por residuos de glicose/manose, utilizando modelo
de células tumorais e ndo tumorais in vitro.

Inicialmente foi avaliado o potencial citotoxico das lectinas ConA, Conbr e CFL
usando ensaios de citotoxicidade basal, MTT e CAN, sobre células normais (macréfagos
peritoneias de camundongos SWISS) e linhagens de células tumorais murino (J774) e

humanas (MCF-7, MOLT-4 ¢ HL-60). A cultura de células in vitro tem sido uma importante
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ferramenta para o estudo da atividade citotdéxica de substancias com possivel atividade
terapéutica (FRESHNEY, 2001).

As técnicas de MTT e CAN foram escolhidas por serem bastante utilizadas em ensaios
de viabilidade celular, sendo capazes de detectar diferentes tipos de danos na célula. O MTT ¢
endocitado, sendo convertido por células metabolicamente ativas em formazan, um composto
azul insoluvel (LIU et al., 1997). Este sal tem sido usado com sucesso para verificar a
capacidade de reducdo mitocondrial e viabilidade (MOSMANN, 1983; FAHEINA, 2006;
KIM et al., 2009) A técnica de CAN ¢ usada para determinar o conteido macromolecular
total, sendo considerad um método direto, pois a quantidade de DNA ¢ alterada
proporcionalmente ao nimero de células (FORTUNATI; BIANCHI, 1990; MELO et al,
2003; SILVEIRA, 2007). Apesar desses testes ndo identificarem o mecanismo de acdo dos
compostos testados, elas revelam substancias que tenham potencial antitumoral.

Todos os ensaios foram realizados com a cultura celular suplementada com 1% de
SBF, pois foi verificado que as quantidades de soro que normalmente sao usadas na cultura
(10 e 20%) alteram os resultados de citotoxicidade realizados com lectinas, devido as
glicoproteinas presentes no soro interagirem com as lectinas, impedindo estas de exercerem
seu efeito sobre as células (RYBEREAU-GAYON et al., 1995; HEINRICH et al., 2005;
FAHEINA et al., 2008).

Os resultados de citotoxicidade basal com macrofagos peritoneais demonstraram que
as lectinas ConA, Conbr e CFL causaram baixo efeito citotoxico, detectado apenas pela
técnica de MTT. Assim, as lectinas mostraram-se pouco toxicas para essa cultura de células
normais. Esses dados corroboram com ensaios de MTT feitos anteriormente no mesmo
laboratério (FAHEINA, 2006), usando Conbr e CFL. O Etoposideo, usado como controle
positivo para as linhagens tumorais, também foi avaliado sobre os macréfagos peritoneais,
mas nao provocou efeito toxico nestas células (dados ndo mostrados).

As lectinas foram citotoxicas para todas as linhagens tumorais testadas (Tabela 5 e 6).
Para as células J774, MCF-7 e MOLT-4, o MTT foi o teste mais sensivel, provavelmente
porque ocorreu dano em nivel de metabolismo anteriormente ao efeito ocorrido em nivel
macromolecular. No caso da linhagem leucémica HL-60 as menores Clsy obtidas foram no
ensaio de CAN, indicando que ocorreu um dano a nivel macromolecular mais rapido do que
as alteragdes no metabolismo (Tabela 6).

Com esses dados foi possivel observar que as lectinas foram citotdxicas para as células
tumorais testadas, havendo uma variacao na acao das lectinas em cada linhagem, sendo ConA

a mais toxica para todas as linhagens, com valores de Clsy variando em torno de 10pug/mL. Ja
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Conbr mostrou valores de Clsy em torno de 20ug/mL e CFL em torno de 45ug/mL. ConA
demonstrou ter uma acdo mais toxica sobre as linhagens, pelo fato desta encontrar-se
completamente tetramérica em pH fisiologico, conseguindo exercer um efeito mais
pronunciado que Conbr e CFL, que se apresentam num mistura de dimeros e tetrdmeros em
pH fisiolégico (SANS-APARfCIO etal., 1997; CALVETE et al., 1999).

O balango entre os efeitos terapéuticos e toxicologicos de uma substancia ¢ um
parametro importante quando se quer verificar a aplicabilidade farmacologica desta. Muitas
drogas citotoxicas ndo tendem a ser seletivas em suas acdes, agindo e danificando as células
viaveis (ANAZETTI et al., 2003). As lectinas utilizadas neste trabalho mostraram-se mais
ativas contra as linhagens tumorais, o que tornou estas moléculas interessantes para um estudo
mais aprofundado do mecanismo de morte induzido nas linhagens.

Algumas drogas com potencial anticancerigeno agem causando dano no DNA de
células tumorais, impedindo que estas continuem a se dividir e se multiplicarem, induzindo
aberragdes cromossdmicas e quebras de fita de DNA destas células (ARAUJO et al., 1998;
PALITTIL 1998; SORTIBRAN et al., 2006). Uma das técnicas bastante utilizada para testes
de genotoxicidade ¢ o teste do cometa, que consiste em um estudo microeletroforético do
DNA danificado de células individuais, que foi primeiramente descrito por Ostling e
Johanson (1984) e tem sido utilizado em varios trabalhos (COLLINS, 2004; WONG et al.,
2005).

Os resultados de genotoxicidade mostraram que as lectinas ConA, Conbr e CFL
promoveram uma elevagdo significativa no indice de dano no DNA (ID), a partir da menor
concentragdo testada de 5 pg/mL (p<0,001), nas linhagens analisadas, MCF-7, MOLT-4 e
HL-60. A freqiiéncia de danos causados pelas lectinas atingiu niveis superiores a 60% em
MCF-7 (Tabela 7), 80% em MOLT-4 (Tabela 8) ¢ 90% em HL-60 (Tabela 9) para todas as
lectinas testadas. Observamos que a lectina ConA foi a que causou um maior indice de dano
em todas as linhagens, sendo que a maior frequénia de danos foi obtida em HL-60. Uma vez
que as lesdes genotoxicas podem pertubar a manuten¢do da integridade gendmica e causar
uma transformagdo maligna, o uso de drogas que causem lesdes extensas ao DNA dessas
células, pode induzir a morte celular programada e bloquear o desenvolvimento tumoral
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; HOANG et al., 2007, LEONETTI; ZUPI, 2007).

E importante ressaltar que essa técnica classifica os cometas de 0 a 4, e que cometas
de nivel 1 e 2 sdo passiveis de reparo pela expressdo de genes envolvidos no mecanismo de
reparo. No entanto, a presenca de cometas de nivel 3 e 4, mais especificamente o 4, tem sido

descrito como o aspecto mais indicativo de células apoptoticas dentro dos pardmetros do teste
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do cometa, pois a fragmentagdo do DNA durante a apoptose € caracterizada pela geracao de
quebras de fita-dupla do DNA, que sao dificeis de ser reparadas (HARTMANN; SPEIT,
1997). Os resultados mostraram que os cometas de niveis 3 s6 apareciam a partir da
concentragdo de 25 pg/mL e os de nivel 4 s6 na ultima concentragdo de 50pug/mL para todas
as lectinas e linhagens testadas (dados ndo mostrados).

Nao foram encontrados na literatura estudos que relatem o efeito genotoxico de
lectinas sobre células normais ou tumorais. No entanto, dados recentes mostraram que a
lectina de Bauhinia monandra (BmoLL) ndo causou efeito genotdxico nem mutagénico sobre
algumas cepas bacterianas de S. typhimurium and E. coli (SISENANDO et al., 2009).

A analise morfologica das células tratadas com as lectinas foi realizada usando
microscopia de luz e objetiva com contraste de fase, que permite observar mudangas no
padrdo da cultura. Foi verificado que as lectinas ConA, Conbr e CFL causaram modificagdo
da morfologia normal das culturas, havendo aparecimento de muitos granulos
citoplasmaticos, que foram vistos em todas as linhagens analisadas, e citoaglutinagao, que foi
observada mais claramente na linhagem MCF-7. Estudos prévios usando as lectinas de ConA
e WGA sobre células normais e tumorais de hepatdcito humanos, demonstraram que analises
morfoldgicas ajudam na identificagdo de alteracdes no crescimento celular e aglutinacao
causada pelas lectinas (TAN et al., 2008). Essa aglutinagdo interfere no processo de adesao
das células e também na sua capacidade proliferativa. Os efeitos citotoxicos foram revertidos
quando as lectinas eram previamente desnaturadas pelo calor a 100°C por 1 hora, o que
demonstra a necessidade da conformacdo nativa das lectinas para estas exercerem seus efeitos
citotoxicos nas culturas.

Apoés andlise da citotoxicidade e genotoxicidade das lectinas sobre as linhagens
tumorais, foi objetivo do trabalho, identificar qual o mecanismo de morte celular causado
pelas lectinas. Para isso, foram realizados os seguintes experimentos para avaliar se as lectinas
promoveram morte por induzir apoptose ou necrose: analise morfolégica por coloracdo
diferencial com Brometo de Etideo e Laranja de acridina (BE/LA), sendo a determinacdo da
integridade de membrana celular, a analise da fragmentacdo do DNA e a alteracdo no
potencial de membrana mitocondrial realizados por citometria de fluxo.

A apoptose ocorre normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento celular
como um mecanismo homeostatico para manter populagdes celulares em tecidos. Este tipo de
morte também ocorre como um mecanismo de defesa como em reagdes imune ou quando
células sdo danificadas por doencas ou agentes nocivos (NORBURY; HICKSON, 2001).

Existe uma ampla variedade de estimulos e condigdes, ambas fisiologicas e patologicas, que
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podem desencadear a apoptose, mas nem todas as células morrem em resposta aos mesmos
estimulos. Irradiacdo ou drogas usadas para a quimioterapia do cancer resultam em danos no
DNA em algumas células, os quais podem levar a morte apoptotica (ELMORE, 2007). As
principais alteragdes morfoldgicas observadas durante a apoptose sdo: diminui¢do do volume
celular, condensagdo da cromatina, fragmentacao nuclear, formacdo de corpos apoptdticos e
alteragdo do potencial transmembranico (GALLUZZI et al., 2007).

Diferentemente da apoptose, a necrose normalmente ocorre em consequéncia de uma
lesdo celular. Pesquisas recentes tém revelado que o inicio do processo necrotico pode
depender da concentragdo do composto usado e da duragdo do tratamento, considerando que a
indugcdo de necrose € uma resposta tardia relativa ao acontecimento da apoptose. Assim,
eventos intracelulares que levam a apoptose e necrose podem ocorrer sequencialmente, onde
numa concentracgao relativamente baixa do composto testado ocorre colapso no potencial de
membrana mitocondrial e posteriormente, usando uma maior concentragdo, ocorre o
rompimento da membrana plasmatica, levando ao processo necrético (ROY, 2006).

A andlise morfologica por coloragdo diferencial com BE/LA permite avaliar as
caracteristicas morfologicas das células, que distinguem apoptose ou necrose. Esse ensaio
evidenciou que as células MCF-7, MOLT-4 e HL-60, tratadas com as lectinas ConA, Conbr e
CFL mostrou alteragdes caracteristicas principalmente de apoptose ja na concentragao de
Sug/mL. No entanto, foi observada também uma quantidade crescente de células necroticas
com o aumento das concentragdes, pois no final da apoptose, denominada apoptose tardia,
também ocorre lesdes na membrana, o que leva a uma necrose secundéria. Contudo, a
apoptose parece ser o principal mecanismo de acdo das lectinas em todas as linhagens
estudadas (Figuras 26, 27 e 28). Esses resultados corroboram com os achados previamente
reportados sobre os efeitos apoptdticos causados por lectinas (BARBOSA et al., 2001;
GASTMAN et al., 2004; KULKARNI et al., 1998; LIU et al., 2009).

As lectinas ConA, Conbr e CFL diminuiram a viabilidade a partir de 25pg/mL,
(Figura 29) na linhagem MCF-7. Esses dados corroboram com os ensaios realizados com
BE/LA, aonde foi observado altos niveis de apoptose na concentracdo de Sug/mL, e
aparecimento de células necréticas a partir de 25ug/mL. Para as linhagens MOLT-4 e HL-60
houve uma leve diminuicao da integridade da membrana para as todas as lectinas (Figuras 30
e 31). Como dito anteriormente, a perda da integridade de membrana celular é caracteristico
do mecanismo de morte celular por necrose, que pode se induzida secundariamente ao

processo apoptdtico causado por algumas substincias.
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Um importante marcador da morte celular por apoptose ¢ a clivagem da cromatina
internucleossomal e fragmentacdo do DNA por DNases, tais como AIF, Endonuclease G e
CAD, que sdo liberadas da mitocondria durante a apoptose e translocada para o ntcleo,
promovendo entdo a fragmentacdo do DNA (ELMORE, 2007; JOZA et al., 2001; NAGATA,
2000). O nucleo apoptoético pode ser distinguido pelo conteudo de DNA hipodiploide,
comparado com o conteudo diploide do DNA de células normais (CURY-BOAVENTURA et
al., 2003).

As lectinas ConA, Conbr e CFL induziram fragmentacdo do DNA nas células MCF-7
(Figura 32) a partir de Spg/mL para Conbr e a partir de 25ug/mL para ConA e CFL. J4 nas
linhagens MOLT-4 (Figura 33) e HL-60 (Figura 34), as lectinas ConA, Conbr e CFL
induziram a fragmentagdo do DNA a partir da menor concentragdo testada (5ug/m),
ocorrendo um aumento dos niveis de fragmentacdo de maneira concentragdo-dependente.
Esses dados coincidem com os resultados obtidos em nosso laboratdrio por extracdo do DNA
e analise por eletrofores em gel de agarose, onde as linhagens MOLT-4 e HL-60 tratadas com
as lectinas ConA, Conbr e CFL mostraram o padrdo de DNA ladder caracteristico de apoptose
(dados nao mostrados). Dados da literatura com a lectina de ConA mostram que essa lectina
induziu apoptose de células macrofagicas PUS-1.8, onde foi observada a fragmentacdo do
DNA por eletroforese em gel de agarose a partir de 25 ug/mL e a liberacao de citocromo ¢ da
mitocondria (SUEN et al., 2000). Células de melanoma humano A375 tratadas com ConA a
25 pg/mL, apresentaram um aumento consideravel de células em sub-G;, com contetido
hipodipldide, caracteristico de morte celular por apoptose (LIU et al., 2009).

Os resultados sugerem que o principal mecanismo de morte induzido pelas lectinas
ConA, Conbr e CFL foi a apoptose; no entanto, em concentragdes mais elevadas também
ocorre necrose. De fato um agente citotdoxico pode induzir apoptose ou necrose dependendo
das concentracdes testadas e do tempo de contato da substincia com a célula (ROY, 2006).

Uma das vias de sinalizagdo que iniciam o processo apoptdtico ¢ a via intrinseca, a
qual envolve estimulos intracelulares que agem diretamente dentro da célula e causam
alteragdes na mitocondria, resultando em uma diminui¢do do potencial transmembranico
mitocondrial e na abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial, levando a
liberacdo de proteinas pro-apoptdticas normalmente seqiiestradas do espago intermembrana
mitocondrial para o citosol (SAELENS et al., 2004), como o citocromo ¢, Smac/DIABLO e
HtrA2/Omi (DU et al., 2000; GARRIDO et al., 2006). Estas proteinas ativam a via

mitocondrial dependente de caspase. O citocromo c se liga e ativa Apaf-1 e a pro-caspase 9,
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formando o apoptossomo (CHINNAIYAN, 1999; HILL et al., 2004). O apoptossomo vai
ativar as caspases 3 e 7, chamadas de caspases efetoras, que por sua vez vao clivar outros
substratos protéicos da célula, resultando no processo apoptotico. No caso da via extrinseca da
apoptose, iniciada por receptores de morte, ocorre ativagdo da caspase -8 que ativa
diretamente a pro-caspase 3 ou cliva a proteina pré-apoptdtica Bid, que migra para a
mitocondria, causando oligomerizacao de outros membros da familia Bcl-2 e abertura do poro
de membrana mitocondrial e liberacdo de proteinas pro-apoptoticas (VERHAGEN et al.,
2000; ZIMMERNANN et al., 2001).

As lectinas ConA, Conbr e CFL promoveram despolarizagdo mitocondrial de forma
concentragcdo-dependente nas células MCF-7 (Figura 35), MOLT-4 (Figura 36) e HL-60
(Figura 37), a partir de 5 pg/mL (p<0,001). A lectina ConA foi quem produziu uma maior
despolarizagdo seguida de Conbr e CFL. Esses resultados corroboram com os dados
existentes na literatura, onde Kulkarni e colaboradores (1998) mostraram que ConA (50
ug/mL) induz apoptose em fibroblastos FGH associada com diminui¢do do potencial
transmembranico, redu¢dao do niveis de cdlcio intracelular e aumento da expressdo de Bcl-2.
Outros relatos com ConA (25ug/mL), sobre células de melanoma A375, demonstraram
inducdo da disfungdo mitocondrial devido a um aumento da despolarizagdo causada pela
lectina, liberagao de citocromo ¢ e aumento da atividade de caspases -8, -9 e -3,
caracteristicos de apoptose (LIU et al., 2009).

A literatura relata que a apoptose ¢ o principal mecanismo de morte celular causado
pelas lectinas. A lectina de farelo de arroz induz condensacdo da cromatina, externaliza¢ao da
fosfatidilserina, formacdao de DNA “ladder” em leucemia monoblastica humana U937 e
também induz apoptose com parada do ciclo celular. Esse mecanismo ¢ similar a aglutinina de
gérmen de trigo (WGA), mas diferente da aglutinina de Viscum album (MIYOSHI, et al.,
2001). O extrato de Mistetloe inibe a sintese de proteinas em células malignas e as lectinas
extraidas desse extrato (ML-I, ML-II ¢ ML-III) se dissociam em subunidades cataliticas antes
de se translocar através da membrana e entrar no citoplasma (AGAPOV et al., 1999). O
envolvimento da cascata de caspases e seus efeitos em substratos de células mieloleucémicas
U937, pela lectina ML-II, explica seu feito apoptotico (KIM et al., 2001), assim como da
lectina ML-I (LYU et al., 2001).

Outro tipo de morte celular programada tipo II, a autofagia, ¢ induzida em linhagens
de hepatoma tratadas com 20ug/mL ConA, onde foi estabelecido que esta substancia foi

internalizada e preferencialmente localizada na mitocondria, podendo entdo ativar uma série
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de vias de sinalizagdo (CHANG et al., 2007). Este trabalho identificou um novo tipo de
mecanismo de acdo para lectinas, a autofagia, demonstrando que a lectina de ConA causava
reducdo do tumor hepético in vivo, e ainda ativou as células do sistema imune.

Corroborando com os dados pré-existentes para ConA, os resultados obtidos neste
trabalho demonstram que as lectinas de leguminosas ConA, Conbr ¢ CFL também
promoveram apoptose. Mesmo apresentando estruturas diferentes, elas possuem afinidade
pelo mesmo tipo de carboidratos (glicose/manose) e apresentaram um efeito bastante
semelhante sobre as linhagens tumorais MCF-7, MOLT-4 e HL-60. No entanto, foi
perceptivel que, em todos os ensaios, a lectina ConA foi mais potente em seus efeitos

Os resultados deste trabalho confirmam a idéia que a atividade citotdxica causada
pelas lectinas ConA, Conbr e CFL, sobre as células tumorais estudadas, ocorre principalmente
por inducdo de morte celular por apoptose; no entanto, ndo foi possivel identificar qual via
apoptética foi ativada por estas moléculas. Para isso seria necessario realizar ensaios de
liberacao de caspases especificas de cada via, como a caspase-8 (via extrinseca) e caspase-9
(via intrinseca). A liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria também confirmaria se o efeito
desta lectinas estaria ocorrendo por ativacdo da via intrinseca.

Provavelmente, as lectinas podem estar promovendo apoptose por dois mecanismos:
1- interagindo com gliconjugados de superficie celular, sendo endocitadas e atingindo a
mitocondria, atuando assim diretamente por via intrinseca, como acontece com ConA em
outras linhagens celulares e com outras lectinas, como WGA (CHANG et al., 2007;
GASTMAN et al.,, 2004; SUEN et al.,, 2000); 2- ligando-se a porg¢des glicosiladas de
receptores de morte, levando a sua ativacao e transducdo da sinalizagdo apoptotica, por via
extrinseca.

Desta forma, os dados obtidos neste trabalho demonstram um potencial antitumoral in
vitro das lectinas de leguminosas ConA, Conbr ¢ CFL in vitro, concordando com os dados
existentes na literatura para ConA e também para outras lectinas conhecidas por seu potencial
citotoxico, como as obtidas de Mistetloe. As lectinas ConA, Conbr ¢ CFL demonstram ser
potenciais drogas candidatas para o tratamento do cancer, sendo necessario ainda elucidar o

mecanismo de morte apoptotica e realizar testes pré-clinicos in vivo.
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6. CONCLUSOES

X/
L X4

X/
L X4

As lectinas ConA, Conbr e CFL apresentaram baixa citotoxicidade para células
normais de macrofagos peritoneais de camundongos SWISS, de acordo com as
técnicas de MTT e CAN;

As lectinas induziram citotoxicidade para as células tumorais utilizadas

As lectinas provocaram alto indice de dano ao DNA nas linhagens tumorais MCF-7,

MOLT-4 e HL-60;

As lectinas causaram diminui¢do da viabilidade das células tumorais, com perda da

integridade da membrana apenas nas concentragdes mais elevadas;

As lectinas causaram fragmentacdo do DNA nas linhagens tumorais MCF-7, MOLT-4
e HL-60;

As lectinas causaram diminui¢do do potencial transmembranico nas linhagens

tumorais MCF-7, MOLT-4 ¢ HL-60;

Os testes de mecanismo de morte celular demonstraram que o principal tipo de morte

causada pelas lectinas nas células tumorais foi apoptose;

ConA mostrou-se a lectina mais ativa seguida de Conbr e CFL.
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