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RESUMO 

 

Lectinas constituem uma classe de glicoproteínas que ligam-se reversivelmente e 

seletivamente à carboidratos, sendo capazes de distinguir pequenas diferenças estruturais em 

oligossacarídeos complexos. Estudos têm mostrado que a ligação de lectinas a carboidratos de 

superfície de células normais e tumorais provoca vários efeitos biológicos, tais como, 

proliferação celular em linfócitos 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 citotóxica das lectinas foi avaliada pelos ensaios de 

redução do sal de tetrazólio (MTT) e medida do conteúdo de ácidos nucléicos (CAN). As 

lectinas ConA, Conbr e CFL não diminuíram a viabilidade de células normais (macrófagos 

peritoneais), no entanto, mostraram-se citotóxicas para as linhagens tumorais J774, MCF-7, 

MOLT-4 e HL-60. O ensaio de MTT foi o mais sensível aos efeitos das lectinas sobre a 

viabilidade celular do que o ensaio de CAN, sendo ConA a lectina mais citotóxica, seguida de 

Conbr e CFL. Os valores de CI50 variaram em torno de 10, 20 e 45µg/mL, para ConA, Conbr 

e CFL repectivamente. O potencial genotóxico das lectinas também foi avaliado usando o 

teste do cometa, mostrando que essas proteínas produziram alto índice de lesões do DNA nas 

células MCF-7, MOLT-4 e HL-60, atingindo uma freqüência de danos superior a 70% na 

concentração de 50µg/mL para todas as lectinas. Nessas mesmas linhagens tumorais, as 

lectinas também causaram alterações morfológicas, avaliadas por coloração diferencial com 

brometo de etídeo e laranja de acridina, características de apoptose, sendo possível observar 

necrose nas concentrações mais elevadas. Nos ensaios que avaliaram apoptose, as lectinas 

ConA, Conbr e CFL causaram fragmentação internucleossomal e perda da integridade de 

membrana, nas maiores concentrações testadas e despolarização mitocondrial. Concluiu-se 

que as lectinas ConA, Conbr e CFL são citotóxicas para as células tumorais causando morte 

celular por apoptose, podendo ser consideradas como uma classe de moléculas com elevado 

potencial antitumoral. 

 

Palavras-chave: Lectinas, câncer, citotoxicidade, genotoxicidade, apoptose.
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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 IC50 values ranged from 

around 10, 20 and 45µg/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 µg/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. INTRODUÇÃO 

 

 

1.3 Câncer 

 

 

Células cancerígenas, por definição, proliferam a revelia do controle normal e são 

capazes de invadir e colonizar tecidos da vizinhança. Muitos cânceres são originados de uma 

única célula que sofreu uma mutação somática, mas a progênie desta célula necessita de 

muitas outras mutações adicionais, antes que elas se tornem um câncer. Este fenômeno de 

progressão tumoral, o qual usualmente leva muitos anos, reflete a ação da evolução por 

mutação e seleção natural entre células somáticas; a taxa deste processo é acelerada por 

ambos agentes mutagênicos (iniciadores tumorais) e por certos agentes não-mutagênicos 

(promotores tumorais) que afetam a expressão gênica, estimulam a proliferação celular, e 

alteram o balanço ecológico de células mutantes e não-mutantes. Estes muitos fatores 

contribuem para o desenvolvimento de um câncer, e alguns destes são evitáveis, uma vez que  

uma larga proporção de cânceres são em princípio previníveis (ALBERTS et al., 2004). 

O câncer é mais apuradamente descrito como sendo o produto do mal funcionamento 

da regulação do ciclo celular cujas células mutadas e injuriadas, as quais são normalmente 

mortas, são permitidas a progredir realizando o ciclo celular, acumulando mutações 

(FOSTER, 2008). Muitas mutações ocorrem em protooncogenes e genes supressores de 

tumor. Protooncogenes normalmente agem em diferentes níveis de proliferação celular, mas 

podem promover crescimento quando mutados, similarmente, a mutação de genes supressores 

de tumor podem retardar a inibição da progressão do ciclo celular, com isto facilitando o 

crescimento anormal (VERMEULEN et al., 2003; FOSTER, 2008).  

O câncer pode ser causado por uma das três vias, isto é, dieta incorreta, predisposição 

genética, e pelo meio ambiente. Pelo menos 35% de todos os cânceres são causados por dieta 

incorreta, e no caso do câncer de cólon, a dieta pode responder por 80% dos casos. A 

predisposição genética proporciona 20% de casos de câncer, com isto levando a maioria de 

cânceres sendo associados com a carcinogênese ambiental (REDDY et al., 2003). Doll e Peto 

(1981) reportaram que nos Estados Unidos os maiores carcinógenos ambientais incluem o ar, 

a poluição da água, a radiação e medicação.  

Em 2005, de um total de 58 milhões de mortes ocorridas no mundo, o câncer foi 

responsável por 7,6 milhões, o que representou 13% de todas as mortes. Os principais tipos de 
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câncer com maior mortalidade foram: de pulmão (1,3 milhão); de estômago (cerca de 1 

milhão); de fígado (662 mil), de cólon (655 mil), e de mama (502 mil). Do total de óbitos por 

câncer ocorridos em 2005, mais de 70 % ocorreram em países de média ou baixa renda World 

Health Organization (WHO, 2009). Estima-se que, em 2020, o número de casos novos anuais 

seja da ordem de 15 milhões, sendo cerca de 60% desses novos casos ocorrerão em países em 

desenvolvimento. É também conhecido que pelo menos um terço dos casos novos de câncer 

que ocorrem anualmente no mundo poderiam ser prevenidos. Parkin e colaboradores (2001) 

estimaram que, no ano de 2000, o número de casos novos de câncer em todo o mundo seria 

maior que 10 milhões. No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, válidas também para ao 

ano de 2009, apontam que ocorrerão 466.730 casos novos de câncer. Os tipos mais incidentes, 

à exceção do câncer de pele do tipo não-melanoma, serão os cânceres de próstata e de 

pulmão, no sexo masculino, e os cânceres de mama e do colo do útero, no sexo feminino, 

acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INCA, 2007). 

Na última década, avanços na pesquisa sobre o câncer têm intensificado nosso 

entendimento da biologia e genética do câncer. Entre o mais importante destes avanços está o 

entendimento dos genes que interrompem o processo apoptótico e que levam a iniciação, 

progressão e metástase do tumor. No entanto um mecanismo de supressão tumoral 

identificado nos testes que utilizam produtos naturais pode ser a indução da apoptose, desse 

modo estabelecendo uma base genética para a terapia do câncer por produtos naturais 

(REDDY et al., 2003).  

Tem sido mostrado que drogas anticancerígenas sintéticas causam morte de células 

não-específicas, enquanto produtos naturais oferecem ação protetora e terapêutica 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 

investigações adicionais de produtos naturais na tentativa de usar elementos moleculares da 

apoptose na quimioprevenção do câncer (REDDY et al., 2003). 

 

 

1.4 Produtos naturais como fonte de fármacos antitumorais  

 

 

A função 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 científico e tecnológico na química combinatória, drogas 

derivadas de produtos naturais têm dado uma enorme contribuição para a descoberta de novos 

compostos (CRAGG; NEWMAN, 1999; ROCHA et al., 2001). 

As plantas têm uma longa história de uso no tratamento do câncer (HARTWELL, 

1982). Muitos produtos obtidos da natureza com um rico potencial terapêutico têm sido 

explorados devido ao seu uso benéfico e efetivo contra muitos cânceres humanos, ou na 

estratégia de prevenção destes, ou como opção terapêutica para matar células tumorais. Como 

exemplo de produtos naturais que vêm sendo avaliados quanto a sua atividade 

quimiopreventiva estão os compostos antioxidantes, como a vitamina C, o β-caroteno e os 

flavonóides como a quercetina (REDDY et al., 2003). Muitos destes produtos ocorrem 

naturalmente como compostos não nutritivos que estão envolvidos no mecanismo de defesa 

contra predadores e para própria defesa do organismo vegetal. Alguns destes agentes são 

derivados de plantas terrestres, aonde outros são obtidos de microorganismos, e animais 

(CRAGG et al., 2005; BANEERJE et al., 2008).  

A literatura indica que muitos produtos naturais estão disponíveis como agentes 

quimioterápicos contra câncer de ocorrência freqüente (REDDY et al., 2003). Desde 

aproximadamente 1500a.C., plantas e extratos de plantas têm sido reconhecidos como tendo 

atividade anticâncer, entretanto o estudo racional e organizado por agentes anticancerígenos 

de origem vegetal iniciou na década de 1950 que pela primeira vez associou a atividade 

antitumoral a constituintes puros originados de plantas. Nesse período foi feita a descoberta e 

desenvolvimento de alcalóides vinca, vinblastina e vincristina, e o isolamento de 

podofilotoxinas citotóxicas. Como resultado o Instituto Nacional do Câncer dos Estados 

Unidos (NCI) iniciou um extensivo programa de coleção de plantas em 1960, focado 

principalmente nas regiões temperadas. Isto levou a descoberta de muitos novos 

quimioterápicos mostrando uma série de atividades citotóxicas (CASSADY; DOUROS, 

1980), incluindo os taxanos e camptotecinas. Mas seu desenvolvimento em agentes ativos 

clinicamente foi extendido por um período de mais de 30 anos, do início da década de 1960 a 

1990 (CRAGG; NEWMAN, 2005). 

No processo de descoberta de drogas anticâncer, os estudos pré-clínicos no Instituto 

Nacional do Câncer dos estados Unidos (US-NCI) em linhagens tumorais humanas in vitro e 

seleção de testes in vivo ajudaram a identificar a maioria das drogas alvos. No próximo 

estágio de desenvolvimento de drogas, ensaios toxicológicos de produção e de formulação são 

realizados antes da droga iniciar uma triagem clínica (LEE, 1999).  
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O produto natural não precisa ser necessariamente o melhor composto para o uso 

farmacêutico (KINGSTON, 1996). Esses compostos podem servir como protótipo para o 

design e desenvolvimento de uma segunda geração de agentes com características 

melhoradas, como o aumento da eficácia e da estabilidade, a melhora das propriedades 

farmacocinéticas e a diminuição dos efeitos colaterais (ORTHOLAND; GANESAN, 2004). A 

obtenção de análogos é um processo comumente utilizado para descobrir os grupamentos 

essenciais à atividade biológica, por meio do uso da relação entre a estrutura e atividade 

biológica. 

Estudos epidemiológicos indicam que o consumo de uma dieta a base de plantas é 

altamente associado com a redução dos riscos de desenvolvimento de certos tipos de câncer 

(BLOCK et al., 1992, REDDY et al., 2003). Isto pode ser devido ao fato que as plantas 

contém numerosos componentes ativos fisiologicamente, ou fitoquímicos, que podem alterar 

a via bioquímica associada com a iniciação, promoção, ou progressão do câncer (BOLAND et 

al., 1992; STEINMETZ; POTTER, 1996). O Resveratrol, encontrado naturalmente em plantas 

reduz o crescimento de células cancerígenas e a metástase (KIMURA;OKUDA, 2000), e é 

capaz de inibir a angiogênese (KOZUKI et al., 2001). Vale ressaltar que alguns dos 

fitoquímicos que estão sendo intensivamente estudados pela sua função na quimioprevenção 

do câncer são as lectinas. (ABDULAEV; DE MEJÍA, 1997). Lectinas de plantas são um 

grupo de glicoproteínas ativas biologicamente que têm mostrado possuir atividade 

quimiopreventiva in vitro, in vivo, e em caso de estudos em humanos (DE MEJÍA; 

PRISECARU, 2005). 

 

 

1.4.1 Lectinas vegetais  

 

 

Lectinas são proteínas ou glicoproteínas de origem não imune que têm especificidade 

por resíduos terminais ou subterminais de carboidratos, podendo ser encontradas em quase 

todos os organismos, incluindo plantas, vertebrados, invertebrados, bactéria e vírus 

(PEUMMANS; VAN DAMME, 1996). A história da pesquisa com lectinas ou “lectinologia” 

iniciou em 1888, quando Hermann Stillmark, um estudante de doutorado da Universidade de 

Dorpat na Estônia, uma das mais antigas universidades da Rússia czarista, descobriu que 

extratos de Ricinnus comuni causavam aglutinação de eritrócitos, e mostrou que o ingrediente 

ativo era uma proteína denominada por ele de ricina. A palavra aglutinina foi então 
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largamente usada para descrever moléculas e extratos que causam agrupamento ou 

aglutinação de eritrócitos 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 eritrócitos do grupo sanguíneo ABO, devido às reações com os 

resíduos de açúcar expostos (BIES et al., 2004; HARTLEY et al., 2004). 

A moderna era da lectnologia teve início no começo 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), é mitogênica, pois possui a capacidade de 

estimular linfócitos a entrar em mitose, assim como a lectina de ConA também apresentava a 

mesma atividade mitogênica, mas diferentemente de PHA essa atividade podia ser inibida por 

pequenas concentrações de monossacarídeos, 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 investigações propuseram evidências iniciais que alterações nos açúcares de 

superfície celular são associadas com o desenvolvimento do câncer e levam a suposição que a 

alta suscetibilidade a aglutinação 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 proteínas que possuem pelo menos um domínio não catalítico que 

se liga reversivelmente a mono ou oligossacarídeos específicos. Por causa dessa nova 

definição as lectinas têm sido subdivididas em três classes: merolectinas, hololectinas e 

quimerolectinas (Figura 1). As merolectinas são proteínas que possuem pelo menos um 

domínio de ligação a carboidratos e por isso são incapazes de aglutinar células por causa de 

sua natureza monovalente. As hololectinas são exclusivamente formadas por domínios de 

ligação a carboidratos, porém contém dois ou mais desses domínios, idênticos ou homólogos, 

elas compreendem a maioria das lectinas de plantas e se comportam como verdadeiras 

aglutininas. As quimerolectinas são proteínas de fusão que possuem pelo menos um domínio 

de ligação a carboidrato e um domínio não relacionado com uma atividade catalítica bem 

definida ou outras atividades biológicas e agem independentemente do domínio de ligação a 

carboidratos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). 
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     = domínio de ligação a carboidrato 

                 = domínio inativador de ribossomo 

      = domínio catalítico 

 
Figura 1: Representação esquemática dos três tipos de lectinas de plantas: merolectinas, 
hololectinas, e quimerolectinas. Fonte: Adaptado de PEUMANS & VAN DAMME, 1995. 
     

 

A grande maioria das lectinas de plantas estão 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, e folhas (MOREIRA et al., 1991). Já 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 informação sobre seqüência e especificidade de 

lectinas, a função fisiológica das lectinas de plantas tem sido amplamente interrogada e nem 

sempre respondida definitivamente (SHARON; LIS, 2004). Lectinas encontradas em raízes de 

leguminosas podem estar envolvidas no reconhecimento e/ou ligação de bactérias fixadoras 

de nitrogênio, como Rizhobium spp., desempenhando papel no estabelecimento da simbiose 

(DÍAZ et al., 1989; KIJNE et al., 1992; VAN EIJSDEN et al.,1995). Várias evidências 

indicam que as lectinas desempenham um papel de defesa na planta protegendo estas de 

microorganismos fitopatogênicos como bactérias e fungos, animais predadores e ainda a 

infecção por fungos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; SHARON; GOLDSTEIN, 1998). 

Lectinas obtidas de trigo, batata, sementes de amendoim, maçã e laranja têm demonstrado 

efeito inibitório no desenvolvimento larval de alguns insetos, no entanto somente a lectina 

WGA obtida de trigo, foi ativa em concentrações fisiológicas para os insetos (MURDOCK et 

al., 1990).   Outras lectinas têm demonstrado alta toxicidade para insetos tanto em testes que 

adicionam a lectina em uma dieta artificial, quanto em experimentos com plantas 

transgênicas, que possuem genes específicos de certas lectinas sabidamente citotóxicas 
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(HILDER et al., 1995). Estes resultados têm incentivado nas últimas décadas triagens que 

avaliem a ação de lectinas como potenciais pesticidas biológicos, principalmente usando a 

lectina GNA ligante de manose que tem uma ampla atividade inseticida (RÜDIGER; 

GABIUS, 2001) para produzir plantas transgênicas 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 têm apresentado uma maior 

resistência a pragas de insetos.  Outra possível função das lectinas é a interação com enzimas 

e possível modificação e ativação destas enzimas, como fosfatases endógenas da própria 

planta (WIERZBA-ARABSKA; MORAWIECKA, 1987). Estudo com a lectina de Cratylia 

floribunda (CFL) evidenciou a presença de receptores endógenos na semente de onde é 

extraída a lectina e a interação lectina-receptor sendo mediada pelo sítio de ligação ao 

carboidrato (RAMOS et al., 2002). 

 

 

1.4.1.1 Lectinas de leguminosas 

 

 

Lectinas de leguminosas constituem uma grande família de proteínas homólogas, 

estruturalmente similares e com distintas especificidades por carboidratos. Elas são o grupo de 

lectinas vegetais mais bem estudado e caracterizado (SHARON, 2007). Em torno de 210 

sequências de lectinas de leguminosas são conhecidas atualmente, sendo todas homólogas 

(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 é até 

agora a melhor caracterizada dentre as lectinas de leguminosa (SANZ-APARÍCIO, et al., 

1997). Apesar de terem essencialmente a mesma estrutura terciária, as lectinas de 

leguminosas exibem uma considerável diversidade no modo que seus monômeros se 

oligomerizam em dímeros e tetrâmeros com pequenas alterações na seqüência de aminoácidos 

(CHANDRA et al., 2001; SRINIVAS et al., 2001). A reunião tetramérica de lectinas obtidas 

de sementes da subtribo Diocleinae, gênero Cratylia e Canavalia envolve associações 

cruzadas de lados posteriores de dois dímeros por alinhamento antiparalelo de suas folhas-

beta planas (DEL SOL, et al., 2007) (Figura 2). Diferentemente das similaridades nas 

seqüências destas moléculas, o modo como essas subunidades se associam para formar os 

dímeros e tetrâmeros é bastante diverso. Cada monômero contém sítios de ligação íons 



                                                                                 Faheina-Martins, G.V., 2009 26

 

metálicos bivalentes que são essenciais para o correto dobramento do arranjo interno do sítio 

de ligação a carboidrato (RÜDIGER; GABIUS, 2001). 

 

 
Figura 2: Estrutura terciária representativa de um monômero de uma lectina de leguminosa (a); 
Dimerização em ConA (b); Tetramerização em ConA. Fonte: SRINIVAS et al., 2001. 
 

 

As estruturas quaternárias de lectinas Diocleinae sofrem influência do pH e exibem 

equilíbrio dímero-tetrâmero dependente de pH (CALVETE et al., 1999), no entanto, somente 

a forma tetravalente é capaz de interagir com receptores na membrana celular induzindo uma 

variedade de processos de transdução de sinal. A taxa entre espécies divalentes e tetravalentes 

junto com alterações na orientação relativa dos sítios de ligação a carboidratos na estrutura 

quaternária de lectinas homólogas tem sido uma hipótese que contribui para as diferentes 

atividades biológicas e potências das lectinas Diocleinae de Canavalia brasiliensis e 

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

 

 

Como dito anteriormente as lectinas têm sido consideradas substâncias tóxicas para 

células e animais, principalmente por causa do seu potencial aglutinante em eritrócitos e 

outras células. No entanto as lectinas vegetais também têm mostrado possuir atividade 

antitumoral e atividade anticarcinogênica (DE MEJÍA; 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 inibitório no crescimento de 

diferentes linhagens de células transformadas e não tinham efeito no crescimento de células 

normais 3T3 de hamster (ABDULLAEV; DE MEJÍA, 1997). Subseqüentes estudos foram 

realizados por muitos pesquisadores que também demonstraram que as lectinas vegetais 

inibiam o crescimento de diferentes células tumorais in vitro, mas não 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 diferença na estrutura da superfície de membrana entre células normais e transformadas 

é responsável pelos diferentes efeitos tóxicos de lectinas vegetais em células malignas e não 

em células normais (ABDULLAEV; DE MEJÍA, 1997).   

Foi mostrado que animais injetados intraperitonealmente com células tumorais 

ascíticas 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 ascítico murino, 

tinham os níveis de vitamina A e E reduzidos, e que a aglutinina de soja SBA adicionada 

posteriormente na dieta desses animais restaurava os níveis normais de vitaminas, sugerindo 

que a lectinas podiam estar atuando  ativando o sistema imune dos hospedeiro 

(ABDULLAEV; DE MEJÍA, 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-difeniltetrazólio), microscopia óptica e citometria de 

fluxo. A aglutinina de Griffonia simplicifolia (GSA) e WGA induzem apoptose em várias 

células tumorais murinas (KIM et al., 1993). ConA, PHA e PA-I (lectina de Pseudomonas 

aeruginosa) tiveram um efeito inibitório no crescimento de células de linfoma de baço murino 

(LEIBOVICI et al., 1986), PHA e lectinas mistetloe (ML-I, -II e –III) tiveram efeitos tóxicos 
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em células cancerígenas humanas (MOLT-4, U937) (GABIUS et al., 1992; JANSSEN et al., 

1993; SCHUMACHER et al.,1994, 1995a,b]. 

As lectinas ML-I, -II, III, têm sido amplamente estudadas, demonstrando atividade 

tóxica em várias linhagens cancerígenas (JANSSEN et al., 1993; BÜSSING et al., 1996; 

BÜSSING 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 câncer na Europa há 

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 concentrações administradas intravenosamente 

(SCHOFFSKI et al., 2004). Outros ensaios feitos com suplementação da lectina ML-I na dieta 

de animais transplantados com tumor subcutâneo NHL, demonstraram diminuição da massa 

tumoral, e aumento da resposta imune nos animais (PRYME et al., 2004). Dados recentes 

obtidos com extratos de viscum album (HELIXOR–P) e (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 produção de óxido nítrico que pode estar evolvido 

no efeito antitumoral destas moléculas (ANDRADE et al., 1999). A lectina ConA, umas das 

mais estudadas dentre as leguminosas, é bastante conhecida pela sua atividade mitogênica de 

células-T e por serem citotóxicas para as células de fibroblasto FGH (LEIST; WENDEL, 

1996). O principal mecanismo de ação de ConA é indução 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-14a, CT-26, Huh-7 e HepG2) demonstraram que o principal mecanismo de morte nestas 

células foi indução de autofagia, com CI50 variando em torno de 20µg/mL. O mesmo grupo 

estudou ainda o efeito de ConA no tumor de fígado, em animais inoculados com tumor, e 

observaram que em doses de 7,5mg/kg administradas intravenosamente, houve inibição da 

formação de nódulos tumorais, a sobrevivência 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 fígado 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 laboratório, mostraram que essas lectinas foram tóxicas para linhagem de células 

tumorais J774 murina sem, no entanto, ter efeito sobre células macrofágicas peritoneais de 

camundongos SWISS, demonstrando que estas moléculas foram mais efetivas para linhagens 

cancerígenas (FAHEINA, 2006). 

As lectinas têm um grande potencial no tratamento, prevenção e diagnóstico de 

doenças crônicas como o câncer. Pesquisas adicionais, incluindo triagens clínicas, mecanismo 

de ação em nível molecular, e relação estrutura-função, podem ajudar a elucidar os efeitos 

terapêuticos, benefícios nutricionais e conseqüências tóxicas ocasionadas pelo tratamento com 

estas moléculas. 

 

 

1.3 Citotoxicidade 

 

 

Antes da aprovação de qualquer novo composto para testes em seres humanos, são 

efetuados ensaios de toxicidade extensos em sistemas in vitro e in vivo em diversas espécies 

animais. Essas técnicas de bioensaio vão avaliar e definir a concentração de uma substância 

que seja capaz de produzir uma resposta biológica. Um dos tipos de medida de toxicidade é a 

DL50 (dose letal para 50% do grupo de animais), outro tipo de avaliação de toxicidade é a CI50 

(concentração inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo), cuja substância é 

adicionada in vitro, num amplo espectro de concentrações que forneça uma faixa de inibição 

de 0 a 100%. Assim, a ligação das substâncias aos seus receptores em células e tecidos pode 

ser medida diretamente e exposta como uma curva concentração-resposta (RANG et al., 

2004). 

Citotoxicidade é considerada primariamente ser o potencial de um composto a induzir 

morte celular. Testes de citotoxicidade in vitro são úteis e necessários para definir a 

citotoxicidade basal, isto é, a habilidade intrínseca de um composto a causar morte celular 

como conseqüência de danos às funções básicas celulares (EISENBRAND, 2002). 

A citotoxicidade tem duas principais aplicabilidades, aonde uma delas tem uma 

vertente negativa, como por exemplo, a análise da poluição de uma água doméstica, ou a 

qualidade de cosméticos e fármacos, e outra aonde a toxicidade tem uma implicação positiva, 

por exemplo, no desenvolvimento de drogas anticancerígenas (FRESHNEY, 2001).  

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

por exemplo, para obter dados preliminares da potencialidade de agentes anticancerígenos 
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contra várias células tumorais e estabelecer o perfil de ligação de diversas moléculas a 

receptores. No entanto dados complementares in vivo são frequentemente necessários para 

obter um entendimento mais completo do perfil farmacológico da substância (SNODIN, 

2002). 

Os efeitos tóxicos nem sempre resultam em morte celular, ao menos não 

imediatamente, e as células podem ter alterações metabólicas, ou alterações no ciclo celular 

sem nenhuma diminuição da viabilidade celular aparente. Este tipo de resposta é denominada 

citostática e usualmente reversível, resultando de deprivação de nutrientes ou fator de 

crescimento, ou presença de um regulador negativo de crescimento. Mas pode ser também 

irreversível, 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 interferência de variações sistêmicas, 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 condições laboratoriais 

específicas, além de ser reproduzível de forma rápida, barata e sem limitações éticas 

(FRESHNEY, 2001; OYAMA, 2003). Ultimamente, um dos principais objetivos dos sistemas 

in vitro tem sido a reprodução das características originais do tecido, e sua interação célula-

célula, a fim de simular, tanto quando possível, 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 geração 

de dados compreensíveis e confiáveis para uma avaliação toxicológica (ZUCCO et al., 2004). 

Os sistemas celulares mais empregados na toxicologia in vitro incluem: culturas 

primárias, linhagens imortalizadas, células geneticamente modificadas, células tronco, células 

em diferentes estágios de diferenciação, co-culturas de diferentes tipos celulares, culturas 

tridimensionais, fatias de tecido e sistemas de barreira (ZUCCO et al., 2004). 

Muitos métodos de análise podem ser usados para medir o nível de citotoxicidade 

celular. As análises por exclusão e captação de corantes em células, atividade enzimática 

liberada de células e uma redução colorimétrica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium (MTT) em células têm sido amplamente utilizados para avaliar a 

citotoxicidade. O azul de Tripan e corantes fluorescentes, incluindo iodeto de propídeo, são 

úteis porque são excluídos de células viáveis com membrana celular funcional, mas penetra 

em membranas danificadas por apoptose, sugerindo que tais análises são apropriadas para 

coloração de células apoptóticas (ERDAL et al., 2005; KIM et al., 2009; RAYMOND et al., 

2003). Ao contrário, o corante vermelho neutro cora os lisossomos de células viáveis 
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(FREUND et al., 1988). MTT entra nas células via endocitose e a redução do MTT para um 

formazan insolúvel colorido ocorre na mitocôndria ativa em células viáveis, assim como fora 

da mitocôndria em certos casos (BURDON et al., 1993; LIU et al., 1997). Esta análise tem 

sido usada com sucesso para verificar a capacidade de redução mitocondrial e viabilidade 

(KIM et al., 2009). A análise do conteúdo macromolecular total também é 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 são 

usualmente realizados pelo citômetro de fluxo, um equipamento que permite separar células 

ativadas por fluorescência, oferecendo a possibilidade de análise de multiparâmetros de um 

alto número de células dentro de um curto período de tempo (ALBERTS et al., 2004; 

TUSCHL, et al., 2004). Vários protocolos podem ser utilizados em técnicas de citometria de 

fluxo, como por exemplo, análise do ciclo celular e apoptose por coloração com iodeto de 

propídeo, apoptose por ligação de Anexina V, para detecção de externalização de 

fosfatidilserina, alteração do potencial de membrana mitocondrial com o marcador 

fluorescente Rodamina-123 ou JC-1 (TUSCHL et al., 2004). 

A base principal para demonstração da aplicabilidade de testes in vitro é a modelagem 

in vitro-in vivo, pelo uso de uma correlação estatística entre os valores de CI50 molar e 

concentrações molares sanguíneas humanas CL50 (50% da concentração letal). Os resultados 

obtidos demonstraram utilidade dos valores de CL50 humanos para avaliação in vitro-in vivo 

da predição de análises de citotoxicidade basal para determinação da toxicidade sistêmica 

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 predição da toxicidade sistêmica aguda humana, a qual pode substituir os 

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

 

 

1.4 Morte celular 

 

 

 Morte celular é agora conhecida por uma variedade de mecanismos bioquímicos. De 

acordo com Galluzi e colaboradores (2007), a morte celular pode ser classificada em quatro 

diferentes tipos, baseado nas características morfológicas: apoptose (Tipo I), autofagia (Tipo 

II), necrose (oncose, Tipo III), e catástrofe mitótica (GREEN; EVAN, 2002; DANIAL; 
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KORSMEYE, 2004; REED, 2006). As alterações morfológicas acompanhada da apoptose 

tem sido descrita em detalhes. A  apoptose é manifestada por redução do volume do núcleo e 

citoplasma (encolhimento celular), a necrose é evidenciada por aumento citoplasmático, 

ruptura da membrana plasmática, inchaço das organelas citoplasmáticas (particularmente 

mitocôndria), e alguma condensação da cromatina nuclear (GALLUZZI et al., 2007; 

TAATJES, et al., 2008). Autofagia é distinguida pelo acúmulo de vacúolos citoplasmáticos e 

membranas, e a catástrofe mitótica por micronucleação e multinucleação, gerada por falhas 

nos pontos de checagem no ciclo celular, levando a uma segregação cromossômica aberrante 

(KROEMER et al., 2007; TAATJES, et al., 2008).  

A apoptose, conhecida como uma das formas de morte celular programada, ocorre 

naturalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento e como um mecanismo 

homeostático para manter a população de células e tecidos. A apoptose também ocorre como 

um mecanismo de defesa durante as reações imunes ou quando células são danificadas por 

doenças ou agentes nocivos (NORBURY; HICKSON, 2001). Embora exista uma ampla 

variedade de estímulos e condições, ambas fisiológicas e patológicas, que podem desencadear 

a apoptose, nem todas as células necessariamente morrem em resposta ao mesmo estímulo. 

Irradiação ou drogas usadas para quimioterapia do câncer resultam em dano ao DNA em 

algumas células, as quais podem levar a morte apoptótica 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 aparência morfológica das células, incluindo enrugamento da 

membrana (“blebbing”), condensação da cromatina, fragmentação nuclear e diminuição do 

tamanho celular. As características bioquímicas, associadas com a apoptose, incluem 

clivagem do DNA internucleossomal, externalização da fosfatidilserina e clivagem 

proteolítica de substratos intracelulares (MARTIN et al., 1995). Como resultado das 

mudanças na membrana plasmática, as células apoptóticas são rapidamente fagocitadas antes 

do extravasamento do conteúdo intracelular e sem indução de uma resposta inflamatória. 

A apoptose é um mecanismo predeterminado geneticamente que pode ser promovida 

por muitas vias moleculares. O componente central da maquinaria apoptótica é uma família 

de proteases denominadas caspases organizada em uma cascata proteolítica ramificada 

(HIRATA et al., 1998; KOLENKO ET AL., 2000). As caspases são sintetizadas como 

zimogênios, ou pró-enzimas inativas, e são ativadas por outras pró-caspases: encontradas 

solúveis no citoplasma, no espaço intermembrana mitocondrial e na matriz nuclear de todas as 

células (ELMORE, 2007). Esta cascata proteolítica na qual uma caspase pode ativar outra 
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caspase amplifica a via de sinalização e isto leva a rápida morte celular (ELMORE, 2007). 

Dez principais caspases têm sido identificadas e amplamente categorizadas em iniciadoras 

(caspase-2,-8,-9,-10), efetoras ou executoras (caspase-3,-6,-7) e caspases inflamatórias 

(caspase-1,-4,-5) (COHEN, 1997; RAI et al.,2005). 

As pricipais vias apoptóticas são as denominadas: via extrínseca e via intrínseca. Na 

via extrínseca (também conhecida como via receptor de morte), a apoptose é induzida pela 

ativação de um ligante de receptor de morte a superfície 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 ativação destes receptores de morte causa o 

recrutamento e oligomerização 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 dimerização e ativação por clivagem nos resíduos de 

aspartato (Figura 3) (DEBATIN; KRAMMER, 2004; KROEMER et al., 2007). A caspase 8 

ativada pode ativar diretamente a procaspase-3 ou clivar a proteína pró-apoptótica Bid, um 

membro da família Bcl-2, para formar Bid truncado ou tBid a qual subsequentemente se 

localiza na mitocôndria aonde promove oligomerização de outros membros da família Bcl-2, 

que são proteínas que regulam a permeabilidade da membrana mitocondrial, como Bax, o 

qual resulta na liberação de citocromo c e da proteína Smac/DIABLO, da mitocôndria 

(VERHAGEN et al., 2000; ZIMMERNANN et al., 2001).  
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Figura 3: As duas principais vias apoptóticas. Na via mitocondrial o estresse celular induz a 
translocação de membros da família Bcl-2 pró-apoptóticos do citosol para a mitocôndria, onde 
induzem a saída do citocromo c. O citocromo c no citosol promove a ativação do Apaf-1 e da 
prócaspase 9, formando o apoptossoma, o qual ativa a pró-caspase 3, induzindo à apoptose. O 
citocromo c e o Smac/DIABLO são liberados da mitocôndria após estímulos apoptóticos. Enquanto o 
citocromo c ativa o Apaf-1, o Smac/DIABLO inibe a ligação das caspases as IAPs (Proteínas 
Inibidoras da Apoptose). A segunda via é dependente do receptor. A ativação da pró-caspase 8 pela 
ligação ao receptor de morte está ilustrada. O Fas-ligante (FasL) asocia-se a FAAD na região 
intracelular. Este complexo ativa a pró caspase 8. A caspase-8 ativada pode ativar diretamente a 
procaspase-3 ou clivar a proteína pró-apoptótica Bid, a qual subseqüentemente induz a saída do 
citocromo c. Fonte: Adaptado de HENGARTNER, 2000. 

 

 

Já na via intrínseca, também chamada via mitocondrial, vários estímulos podem 

produzir sinais intracelulares que causam alterações no interior da mitocôndria e resultam na 

abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (MTP), diminuição do potencial 

transmembrana mitocondrial e liberação de duas proteínas pró-apoptóticas, citocromo c e 

Smac/DIABLO (SAELENS et al., 2004; GARRIDO et al., 2005; ELMORE, 2007). Estas 

proteínas ativam a via mitocondrial dependente de caspase. O citocromo c se liga e ativa a 

proteína pró-apoptótica, Apaf-1, assim como a pró-caspase 9, formando o “apoptossoma” 

(CHINNAIYAN, 1999; HILL et al., 2004). O apoptossoma vai então clivar a pró-caspase 3 
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ativando-a. A Smac/DIABLO promove a apoptose por inibição das IAPs (proteínas inibidoras 

de apoptose).   

Um segundo grupo de proteínas pró-apoptóticas, AIF, endonuclease G e CAD (DNase 

ativada por caspase) são liberadas da mitocôndria durante a apoptose, mas este evento é tardio 

e ocorre quando a célula já está condicionada a morrer. AIF é translocada para o núcleo e 

causa fragmentação do DNA em 50-300kb e condensação da cromatina nuclear periférica 

(JOZA et al., 2001). A endonuclease G também é translocada para o núcleo e vai clivar 

acromatina para produzir fragmentos do DNA oligonucleossomal (LI et al., 2001). CAD é 

subsequentemente liberada da mitocôndria e translocada para o núcleo após clivagem de 

ICAD (inibidor de CAD) pela caspase-3 ativa, o que leva a fragmentação do DNA 

oligonucleossomal, sendo um processo mais avançado que aumenta a condensação da 

cromatina (Figura 4) (ENARI et al., 1998; NAGATA, 2000). 

 

 
 
Figura 4: Fragmentação do DNA mediada por CAD. Quando CAD é sintetizado, ICAD ajuda no 
seu correto e produtivo dobramento. Por isto CAD existe como uma enzima intiva complexada com 
ICAD em células em proliferação. Vários sinais apoptóticos, como fatores de morte ou agentes 
genotóxicos ativam a cascata de caspases. A caspase 3 cliva ICAD em duas posições e inativa sua 
atividade inibitória de CAD. CAD liberado de ICAD degrada o DNA cromossomal. Fonte: Adaptado 
de NAGATA, 2000. 
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O controle e regulação destes eventos apoptóticos mitocondriais ocorrem por 

membros da família de proteínas Bcl-2 (CORY; ADAMS, 2002). A proteína suspressora 

tumoral p53 tem uma função crítica na regulação das proteínas da família Bcl-2, embora o 

exato mecanismo ainda não tenha sido elucidado. 

De fato a supressão da apoptose durante a carcinogênese é a idéia central no 

desenvolvimento e progressão de muitos cânceres (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 têm sido identificadas e utilizadas como alvo para a descoberta de drogas, cujo 

objetivo é restaurar as vias naturais para a renovação celular e induzir a autodestruição das 

células cancerígenas (REED, 2003). 

Considerando a importante função 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 e CFL frente a células normais e 

linhagens de células tumorais, bem como identificar o tipo de morte celular induzida por estas 

moléculas. 

 

2.2 Específicos 

 

 Determinar a atividade citotóxica das lectinas em macrófagos peritoneais e em 

linhagens tumorais murino, J774, e humanas, MCF-7, MOLT-4 e HL-60 usando as técnicas 

de MTT e CAN; 

 

 Determinar o potencial genotóxico in vitro das lectinas nas linhagens MCF-7, MOLT-

4 e HL-60; 

 

 Avaliar as possíveis alterações morfológicas celulares induzidas pelas lectinas; 

 

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

 

 Avaliar o efeito das lectinas sobre a fragmentação do DNA; 

 

 Avaliar o efeito das lectinas sobre o potencial de membrana mitocondrial. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Materiais 

 

3.1.1 Equipamentos 

 

 Agitador de placa MS1 MINISHAKER, IKA 

 Autoclave, FABBE  modelo 103 

 Balança analítica MODELO FA2104N, CELTAC 

 Banho Maria com agitação, NOVA ÉTICA 

 Citômetro de fluxo, Guava EasyCyte Mini System 

 Centrífuga Excelsa Baby modelo 206, FANEM 

 Centrífuga refrigerada MPW Méd Instrumens 

 Espectrofotômetro DU® 640, Beckman  

 Espectrofotômetro UV1101, BIOTECH 

 Estufa de secagem, FABBE  

 Fluxo laminar VECO 

 Fonte para eletroforese EPS 250 

 Freezer -20ºC FE26, ELECTROLUX 

 Freezer -80ºC 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 

 Microscópio óptico de inversão Hund Wetzlar modelo 6330 

 Microscópio óptico de inversão XS201, TAIMIN 

 Microscópio de fluorescência OLYMPUS 

 pHmetro W3B 

 Refrigerador, Electrolux 

 Vortex KMC-1300V VISION 
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3.1.2 Soluções 

 

Tabela 1: Reagentes e soluções 

Nome Constituição Fabricante 

Ácido clorídrico 

0,01N 

83 µL de HCL  

Água destilada q.s.p. 100 mL 

VETEC 

Àcido tricloroacético 

5% 

5 g 

Água destilada q.s.p. 5 mL 

VETEC 

Agarose 1,5% 
1,05 g 

TBE q.s.p. 70 mL 

PRONADISA 

Álcool etílico 70% * TOSCANO 

Álcool etílico 90% 
90 mL  de etanol absoluto 

10 mL de água destilada  

AMRESCO 

Azul de tripan 4% 
0,4 g de azul de tripan 

PBS q.s.p. 10 mL 

SIGMA 

Brometo de etídeo 

10mg/mL 

* AMRESCO 

EDTA 0,5 M 
18,61 g de EDTA 

5 mL de NaOH (10M) 

SIGMA 

Etoposide 5 mM 
2,943 mg de etoposide 

1,0 mL de DMSO  

SIGMA 

Iodeto de propídeo 

50µg/mL 

5 mg 

PBS q.s.p. 100mL 

SIGMA 

MTT 
5 mg de MTT 

PBS q.s.p. 1mL 
AMRESCO 

NaCl 5M 
14,61 g 

Água destilada q.s.p. 50 mL 

VETEC 

NaOH 10M 
20 g de NaOH 

Água destilada q.s.p. 50 mL 

VETEC 

RNAse 100mg/mL  AMRESCO 

Rodamina 123 

 

5 mg de Rodamina 123 

1ml de etanol 
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SDS/HCL 
10 g SDS 

100 mL HCL 0,01 N 

SIGMA 

Solução de 

antibióticos 

(Penicilina + 

Estreptomicina) 

 

 

* 

SIGMA 

e 

CULTILAB 

Solução fixadora 3 Metanol : 1 Ácido ácetico  

Solução de 

neutralização 

0,4M de Tris 

pH 7,5 

 

Solução de 

eletroforese 

0,001M EDTA 

0,4M de NaOH 

pH>13 

 

Soro fetal bovino 

Inativado (SFB) 

* CULTILAB 

Proteinase K 
20 mg de proteinase K 

1,0 mL de TE  

AMRESCO 

* Soluções que foram adquiridas já preparadas pelo fabricante 

 

 

Tabela 2: Meios de cultura 

Nome Constituição Fabricante 

Caldo de 

Tioglicolato 3% 

1,5 g de caldo de tioglicolato 

Água destilada q.s.p. 50 mL 

(Solução autoclavada por 15 min a 121ºC, 

sob 1 atm) 

SIGMA 

RPMI 1640 

10,4 g de meio RPMI em pó 

2.0 g de bicarbonato de sódio 

5,9 g de HEPES 

0,3 g de glutamina 

5 mL de solução de antibióticos 

penicilina/estreptomicina 

Água ultra-pura q.s.p. 1000 mL 

HIMEDIA 

VETEC 

AMRESCO 

AMRESCO 

CULTILAB/SIGMA 

 



                                                                                 Faheina-Martins, G.V., 2009 43

 

Tabela 3: Tampões 

Nome Constituição Fabricante 

Tampão de extração 

de DNA 

10 mM Tris-HCl 

0,1 M EDTA 

0,5% de SDS 

20 µg/ml RNase A 

100 µg/ml Proteinase K 

SIGMA 

PROMEGA 

SIGMA 

AMRESCO 

AMRESCO 

Tampão de lise  

(para análise do 

ciclo celular) 

0,1g de citrato de sódio 

0,1mL de Triton-X 

0,2mg de iodeto de propídeo 

Água destilada q.s.p. 100mL 

GRUPO QUÍMICA 

ISOFAR 

SIGMA 

Tampão TE 

(pH 8,0) 

10mM  de Tris-HCl 

1mM de EDTA 

Água destilada q.s.p. 200mL 

SIGMA 

PROMEGA 

Tampão TBE 10x 

(pH 8,2) 

0,9M de Tris-HCl 

0,02M de EDTA 

0,9M Ácido bórico 

Água destilada q.s.p. 1000mL 

SIGMA 

PROMEGA 

Salina tamponada 

com sais de fosfato 

(PBS) 

3,99 g de NaCl (136,88 mM) 

0,1 g de KCl (2,7 mM) 

0,061 g de KH2PO4 (0,9 mM) 

0,454 g de Na2HPO4 (6,4 mM) 

Água destilada q.s.p. 500 ml 

(Solução autoclavada por 15 min a 121ºC, 

sob 1 atm) 

VETEC 

VETEC 

VETEC 

MERCK 

 

 

3.1.3 Animais 

 

Foram utilizados camundongos Mus musculus, para obtenção de células da cavidade 

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

George Thomas, após aprovação do projeto no Comitê de Ética em Pesquisa animal-CEPA, 

desta Instituição, sob o número: 0706/07.  
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3.1.4 Células 

 

 

3.1.4.1 Obtenção de macrófagos peritoneais 

 

 

Os animais, camundongos SWISS, eram elicitados, injetando 1,0 mL de caldo de 

tioglicolato (3%) na cavidade peritoneal do animal para promover a inflamação. Após cinco 

dias era realizada a eutanásia 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 sucção 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 número de células para os testes citotóxicos, retirava-se uma alíquota da 

amostra e diluía-se 10 vezes em meio RPMI incompleto em tubos de 1,5 mL juntamente com 

o corante azul de tripan (4%) em tampão fosfato-salina (PBS) (v/v) sendo realizada a 

contagem das células viáveis em câmara de Neubauer. A contagem das células viáveis se 

baseia na habilidade de uma célula com a membrana íntegra excluir o corante azul de tripan, 

assim, o corante só penetra nas células com membrana rompida, identificando no caso as 

células não-viáveis. Somente as amostras com 90% de células viáveis, foram utilizadas  nos 

ensaios. A percentagem de células viáveis foi feita conforme seguinte equação 

 

% viabilidade celular: nº de células viáveis      x   100 

                                    nº de células totais 

 

Após obtenção das células da cavidade peritoneal desses camundongos, estas foram 

plaqueadas a 1 x 105 células/poço em placas de 96 poços e foram colocadas para aderir por 2 

horas. Em seguida as drogas eram adicionadas aos poços nas concentrações 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 antibióticos: penicilina 100 U/mL e estreptomicina 

100 µg/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 não houvesse contaminações, e 

em seguida incubadas com 5% de CO2 a 37 ºC. O crescimento celular foi acompanhado a 

cada 24 horas, com auxílio de microscópio invertido, e o meio de cultura foi trocado a cada 48 

horas. Ao atingir 80% de confluência, era feita a tripsinização, no caso das células aderentes, 

retirando o sobrenadante e adicionando 1,5 mL de solução de tripsinização, por 5 min, ou até 

observar-se o descolamento da monocamada de células da parede do frasco. Após esse 

período era acrescentado 5 mL de meio RPMI com 10% de SBF para interromper a ação da 

tripsina. As células foram então centrifugadas a 500 x g/5min e ressuspensas em 2 mL de 

meio com SFB para contagem em câmara de Neubauer. Se a cultura apresentasse 90% de 

células viáveis eram então destinadas aos experimentos, e uma alíquota era colocada em 

novos frascos para cultivo. As células em suspensão, das culturas de HL-60 e MOLT-4 eram 

diretamente centrifugadas. 

Para manter o estoque de células parte das culturas foram congeladas. As células 

foram removidas das garrafas por tripsinização, 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 dimetilsufóxido (DMSO) que desidrata as células e impede que elas sejam 

criofraturadas pelo cristais de gelo formado. Em seguida as amostras foram adicionadas em 

tubos criogênicos de 1,0mL e levadas por meia  hora a temperatura de -20ºC, em seguida a         

-80ºC por mais meia hora, e estocado em tambor de nitrogênio líquido. 
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Tabela 4 - Linhagens tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro 

Linhagens Tipo histológico do 

câncer 

Origem 

J774 (aderente) Sarcoma macrofágico murina 

HL-60 (suspensão) Leucemia promielocítica humana 

MCF-7 (aderente) Carcinoma de mama  humana 

MOLT-4 (suspensão) 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 
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                               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 

 

 

3.2 Metodologia experimental 

 

 

3.2.1 Lectinas 

 

 

As proteínas alvo do presente estudo, Conbr e CFL foram purificadas a partir de 

sementes das plantas Canavalia brasiliensis e Cratylia floribunda, todas estas pentencentes à 

família das leguminosas. As amostras foram cedidas, já purificadas, pelo profº Dr. Márcio 
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Viana Ramos do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal 

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

 

 

3.2.1.1 Preparo das soluções  

 

 

As lectinas foram pesadas e solubilizadas em meio RPMI sem SBF, sob agitação leve 

para não desnaturar as proteínas, em seguidas as amostras foram filtradas em membrana 

(MILLIPORE, EUA) de 13mm com porosidade de 0,22µm, e aliquotadas em tubos estéreis. 

Para medir a concentração de proteínas da solução estoque após a filtração, retirava-se uma 

alíquota de 40µL de cada amostra e diluía-se 10 vezes em 360µl de água ultrapurificada 

estéril. Essa amostra diluída era levada para leitura em espectrofotômetro e a absorbância (A) 

era medida usando o comprimento de onda (λ) de 260 e 280 nm (AZEVEDO, 2003). O valor 

da concentração de proteínas foi dado em mg/ml pela fórmula: 

 

[mg/mL] = 1,55 x A280 – 0,76 x A260 

 

 

3.2.2 Estudo da atividade citotóxica in vitro 

 

 

3.2.2.1 Avaliação 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. Após o período de incubação as placas foram levadas ao microscópio óptico 

invertido, utilizando objetiva com contraste de fase, observaram-se as alterações morfológicas 

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) é um 

simples método colorimétrico que mede indiretamente a citotoxicidade, proliferação ou 

viabilidade celular (MOSMANN, 1983). O MTT é um sal de tetrazólio solúvel em água, o 

qual é convertido em cristais de formazan de cor púrpura, insolúveis em água, após clivagem 

do anel de tetrazólio por desidrogenases mitocondriais e outras enzimas lisossomais (LIU et 

al., 1997). Na verdade, o MTT não interage diretamente com as desidrogenases e sim com os 

seus subprodutos, NADH e NADPH (LIU et al., 1997). Os cristais de formazan são 

solubilizados, formando assim um composto colorido cuja medição da densidade óptica é 

feita em espectrofotômetro, tipo leitora de ELISA (λ= 570nm). A intensidade do produto 

colorido formado é diretamente proporcional ao número de células viáveis presente na 

amostra, confirmando a capacidade redutora do sistema sobre o MTT (LIU et al., 1997; 

HEINRICH et al, 2005). Outros estudos têm examinado a correspondência entre os resultados 

obtidos durante contagem direta de células e confirmou-se que a análise com MTT é um 

indicador válido do número de células viáveis (KIM et al., 2009). 

 

Procedimento experimental  

 

As células foram incubadas após análise de viabilidade com azul de tripan (≥ 90%) em 

placas de 96 poços por 24 horas a 37ºC com 5% de CO2 numa densidade de 2 x 104 cél/poço, 

para as culturas aderentes (J774 e MCF-7), e 5 x 104 cél/poço para as culturas em suspensão 

(HL-60 e MOLT-4). Após 24 horas foram adicionadas as lectinas ConA, Conbr ou CFL, nas 

concentrações de 10 a 200µg/mL. A análise da viabilidade foi realizada em 24 e 72 horas 

após adição das lectinas. Após esses períodos, o sobrenadante era parcialmente removido, 

seguido da adição do MTT (5mg/mL em PBS) (m/v), esperando de 3-4 horas para redução do 

sal e formação dos cristais de formazan que foram solubilizados com a adição de 10% de 

SDS/HCL 0,01N “overnight”, em seguida as placas foram lidas em um espectrofotômetro do 

tipo leitor de ELISA a 570 nm. 

 

 

Análise dos dados 

 

 

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

como percentagem de viabilidade celular versus concentração de lectina. Foi determinada a 
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CI50 (concentração inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo) a partir de uma 

curva de regressão não-linear utilizando o programa GraphPad Prism, versão 4.03. Os dados 

foram comparados por análise de variância ANOVA seguida do teste de Bonferroni, sendo 

considerando uma diferença significatica quando p< 0,05. 

 

 

3.2.2.3 Contagem de ácidos nucléicos (CAN) 

 

 

A citotoxicidade foi também avaliada usando um procedimento de contagem de ácidos 

nucléicos, baseado na determinação espectrofotométrica das macromoléculas totais das 

amostras de células em cultura. Essa técnica baseia-se na remoção da fração solúvel e 

solubilização da monocamada de células em uma solução básica de NaOH e leitura da 

densidade óptica do lisado celular a 260 nm, que é um comprimento de onda apropriado para 

absorbância para ácidos nucléicos e aminoácidos aromáticos (FORTUNATI; BIANCHI, 

1990). 

 

Procedimento experimental 

 

 

As células foram incubadas após análise de viabilidade com azul de tripan (≥ 90%) em 

placas de 96 poços por 24 horas na densidade de 2 x 104 cél/poço (100 µl), para as culturas 

aderentes (J774 e MCF-7), e 5 x 104 cél/poço para as culturas em suspensão (HL-60 e MOLT-

4). Após 24 horas foram adicionadas as lectinas ConA, Conbr ou CFL (100 µl). A análise da 

viabilidade foi realizada em 24 e 72 horas após adição das lectinas. Após esse período as 

placas foram centrifugadas a x 500 g por 5 min e retirou-se 150 µl do sobrenadante, realizou-

se lavagem com PBS, em seguida 1 lavagem com ácido tricloroacético 5% (m/v) para fixação 

das células, 2 lavagens com etanol gelado 90% e finalizando com a solubilização da 

monocamada celular com NaOH 0,5M overnigth. Entre cada etapa de lavagem foram 

realizadas centrifugações a x 500 g, por 5 min para remoção de 150 µL do sobrenadante. 

Após a digestão com NaOH as amostras eram lidas em duplicata usando cubeta de quartzo e 

leitura da absorbância a 260 nm em espectrofotômetro. O branco da amostra foi a solução de 

NaOH 0,5M. 
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Análise dos dados 

 

 

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

como percentagem de viabilidade celular versus concentração de lectina. Foi determinada a 

CI50 (concentração inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo) a partir de uma 

curva de regressão não-linear utilizando o programa GraphPad Prism, versão 4.03. Os dados 

foram comparados por análise de variância ANOVA seguida do teste de Bonferroni, sendo 

considerando uma diferença significatica quando p< 0,05. 

 

 

3.2.2.4 Avaliação do potencial genotóxico 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 detecção de substâncias genotóxicas 

(RIBEIRO et al., 2003), portanto, alcançou o status de um ensaio padrão em uma série de 

testes usados para avaliar a segurança de novos fármacos e outros compostos (COLLINS, 

2001). 

A análise do teste do cometa alcalino avalia a extensão de quebra ao DNA após 

exposição das células a substâncias com potencial genotóxico. Este teste não é utilizado para 

detectar mutações, mas sim lesões genômicas que, após serem processadas, podem resultar 

em mutação. Diferente das mutações, as lesões detectadas pelo teste do cometa podem ser de 

correção ou levar a apoptose. Assim sendo, este teste pode ser utilizado em estudos de análise 

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 e CFL, nas 
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concentrações 5, 25 e 50µg/mL por 24h a 37ºC a 5% de CO2. Ao término da incubação em 

cada cultura, foi retirada uma alíquota de 20µL de células, a qual foi adicionada a 100µL de 

agarose de baixo ponto de fusão (1,5%) para preparo das lâminas. Para estes testes as lâminas 

foram preparadas em duplicata, com dois experimentos independentes. 

 

 

Preparação das lâminas e lise celular 

 

 

As lâminas foram previamente cobertas por solução de agarose de ponto de fusão 

convencional (0,5%) a 60ºC e mantidas a temperatura ambiente por 24h até a solidificação da 

agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesão da segunda camada de agarose de 

baixo ponto de fusão, a qual foi preparada previamente. Em seguida, foram cobertas com 

lamínulas (24x60mm) para uniformizar a distribuição das células e mantidas a 4ºC para 

solidificação da agarose. Após solidificação da agarose, a lamínula foi gentilmente removida 

e a lâmina mergulhada em solução 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 4ºC e protegida da luz 

por no mínimo 1h antes da corrida de eletroforese.  

 

 

Neutralização e Eletroforese 

 

 

Depois de removidas da solução de lise, as lâminas foram neutralizadas por 15min em 

solução de neutralização (0,4M de Tris, pH 7,5 ) e dispostas horizontalmente na cuba de 

eletroforese. A cuba foi mantida em “banho de gelo” para a manutenção da temperatura em 

torno de 4ºC, tendo sido acrescentada a solução de eletroforese (1mM de EDTA, 300mM de 

NaOH, pH > 13) até completa imersão das lâminas.  

Antes de iniciar a corrida de eletroforese, as lâminas ficaram em repouso por 20 min, 

para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligações e a exposição dos 

sítios álcali-lábeis. Posteriormente, a eletroforese foi conduzida em baixa luminosidade, 

usando 25V (Volts) e corrente de 300mA por 20min. Após a eletroforese, as lâminas foram 

retiradas da cuba e mergulhadas na solução de neutralização por 5 min, a fim de neutralizar a 

alcalinidade. 
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Fixação e Coloração 

 

As lâminas foram fixadas em etanol 100%. Posteriormente, foi adicionado 50µL de 

solução de brometo de etídeo (20µg/mL), em seguida, as lâminas foram cobertas com 

lamínula, sendo analisadas em microscópio de fluorescência. 

Escore das lâminas 

 

A análise foi realizada de acordo com o padrão de escores previamente determinados 

pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (Figura 9). Foram contados 100 cometas por 

lâminas (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 lesão sofrido 

pela célula. 0 = sem danos (<5%); 1= baixo nível de danos (5-20%); 2 = moderado nível de 

danos (20-40%); 3= alto nível de danos (40-95%); 4= dano total (95%). 

Para quantificação do dano no DNA, o escore total para 100 nucleóides analisados 

variou de 0 (dano mínimo=nenhuma célula danificada) a 400 (dano máximo= todas as células 

com dano 4) sendo estimada a partir da fórmula:  

 

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

   S/100 

 

ID= índice de dano 

ua= unidade arbitrária 

N1, N2, N3, N4= cometas nas classes 1, 2, 3, 4, respectivamente 

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

 

Essa análise possibilitou o cálculo da freqüência 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 vários tipos de caudas visualizadas no teste do cometa. Fonte: WONG, 2005 
 

 

3.2.2 Análise morfológica - Coloração Diferencial por Brometo de etídeo (BE)/Laranja de 

acridina (LA) 

 

 

Esse método de coloração pelo brometo de etídeo e laranja de acridina permite 

diferenciar as células viáveis daquelas em processo de morte celular por apoptose ou necrose, 

por meio da coloração diferencial em análise de fluorescência (Figura 10) (McGAHON et al., 

1995). O corante laranja de acridina é capaz de atravessar membranas intactas e intercala-se 

ao DNA emitindo uma fluorescência verde no núcleo celular. Já o brometo de etídeo é 

incorporado principalmente por células não-viáveis (com perda da integridade da membrana) 

intercalando-se ao DNA e emitindo fluorescência laranja, além de ligar-se fracamente ao 

RNA, revelando coloração avermelhada. 

As células viáveis com membrana intacta apresentam núcleo e citoplasma 

uniformemente corados de verde. As células em apoptose inicial (membrana ainda intacta) 

apresentam manchas verdes brilhantes presentes no núcleo (condensação de cromatina) e não 

são marcadas por BE. Morfologicamente é possível observar alterações de membrana e a 

formação de corpúsculos apoptóticos. As células em necrose (lesão de membrana) apresentam 

um padrão de coloração uniforme e não apresentação formação de corpúsculos apoptóticos. É 

possível que algumas células com morfologia de apoptose, estejam coradas em laranja por 

estarem em processo de apoptose tardia quando se tornam permeáveis ao brometo de etídeo 

anteriormente retidos pela membrana. 
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Figura 10: Células coradas com Brometo de etídeo e laranja de acridina. Em A observamos células 
viáveis coradas pela laranja de acridina. Em B visualizamos células apoptóticas (seta brancas) 
mostrando o núcleo fragmentado, e células necróticas coradas em laranja pelo brometo de etídeo (seta 
vermelha).   
 

 

Procedimento experimental: 

 

Inicialmente, 2 x 105 cél/poço para MCF-7 e 5 x 105 cél/poço para MOLT-4 foram 

tratadas com as lectinas, ConA, Conbr ou CFL por 24h, nas concentrações de 5, 25 e 

50µg/mL. Após o tempo de incubação as células foram concentradas por centrifugação 2000 

rpm por 5 min, o meio de cultura com as lectinas foi descartado, e o precipitado celular foi 

ressuspenso em 50 µL de PBS. Em seguida 1 µL de uma solução de brometo de etídeo e 

laranja de acridina foram adicionados a cada tubo, sendo uma alíquota retirada e adicionada 

em lâmina coberta com lamínula. Em seguida as lâminas foram analisadas no microscópio de 

fluorescência (OLYMPUS, Japão). Os eventos celulares foram observados num aumento de 

400x.  

 

 

Análise dos dados: 

 

Foram contadas 300 células em campo aleatório, em duplicata, para quantificação do 

percentual de cada evento celular (viáveis, apoptóticas e necróticas) para cada concentração 

testada. Os dados foram comparados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguido 

do pós-teste de Newman Keuls, sendo considerada diferença 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 citômetro de fluxo: determinação da integridade de 

membrana, análise da fragmentação do DNA e avaliação do potencial de membrana 

mitocondrial. Para realização dos testes, foram usadas as linhagens MCF-7 e MOLT-4, que 

foram semeadas nas concentrações de 2 x 105 cél/mL e 1 x 106cél/mL, em placas de 24 poços 

utilizando meio RPMI suplementado com 1% de soro bovino fetal e antibióticos. As 

substâncias foram adicionadas em duplicata, no momento do plaqueamento para MOLT-4 e 

após 24 horas para MCF-7. Os testes foram realizados num citômetro de fluxo (Guava 

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

 

 
Figura 11: Fotografia do citômetro de fluxo utilizado nos ensaios de determinação da integridade de 
membrana, análise da fragmentação do DNA, e avaliação do potencial de membrana mitocondrial. 
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3.2.4.2 Análise da viabilidade celular - Determinação da integridade de membrana celular 

 

 

Esse teste se baseia na capacidade do corante iodeto de propídeo se ligar ao DNA e 

emitir alta fluorescência quando excitado pelo laser. Células com membrana íntegra não 

permitem a entrada do corante iodeto de propídeo, portanto as células viáveis apresentarão 

baixa fluorescência. No entanto, células com membrana rompida permitirão a entrada do 

corante que se ligará ao DNA, emitindo alta fluorescência. 

 

Procedimento experimental 

 

Após o período de incubação com as lectinas (5, 25 e 50µg/mL) as células foram 

coletadas, centrifugadas a 500 x g / 5min e o sobrenadante descartado, seguido da adição de 

100µL de iodeto de propídeo (2µg/mL) em PBS. As amostras foram agitadas rapidamente no 

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

 

 

3.2.4.3 Análise da fragmentação do DNA 

 

 

Esse teste baseia-se na capacidade do iodeto de propídeo se ligar ao DNA. 

Inicialmente a membrana plasmática das células é lisada por um detergente para que o iodeto 

de propídeo possa se ligar ao núcleo. Células com conteúdo de DNA duplicado (G2M) 

emitirão alta fluorescência, já núcleos com condensação de cromatina e DNA fragmentado 

(DNA subdiplóide) incorporam menor quantidade de iodeto de propídeo e por isso emitem 

menor fluorescência. Além disso, pedaços menores de DNA captam menos iodeto de 

propídeo, emitindo menor fluorescência (PERES; CURI, 2005).  

 

Procedimento experimental 

 

Após o período de incubação com as lectinas (5, 25 e 50µg/mL), as células foram 

recolhidas para análise do conteúdo de DNA (100µL) e colocadas em tubos tipo “eppendorf”, 

juntamente com 100µL da solução de lise (0,1% de citrato de sódio, 0,1% de triton-X, 
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50µg/mL de iodeto de propídeo) e incubadas por um período de 30 minutos, e em seguida as 

amostra foram analisadas no citômetro de fluxo (Guava EasyCite Mini System) usando o 

programa Cytosoft 4.1, para leitura e análise das amostras, onde o aparelho contava 5000 mil 

eventos.  

 

 

3.2.4.4 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial  

 

 

Essa técnica se baseia na capacidade de um corante fluorescente específico, se ligar 

diretamente a mitocôndria de células viáveis (JOHNSON et al., 1980). Alterações no 

potencial de membrana resultam em alterações na intensidade de fluorescência do corante. A 

Rodamina 123 (Figura 12) é um corante fluorescente catiônico permeável à membrana 

celular, que é rapidamente seqüestrado pela mitocôndria (dependendo do tipo celular) e tem 

sido amplamente usada como corante fluorescente de mitocôndria em células vivas 

(JOHNSON et al., 1980; RONOT et al., 1986) e em mitocôndria isolada (PETIT, 1992). 

Alterações no potencial mitocondrial transmembrânico levam ao efluxo da rodamina 123 de 

dentro da mitocôndria, gerando menor fluorescência (PERES; CURI, 2005).  

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

 

Procedimento experimental 

 

Após o período de incubação com as lectinas (5, 25 e 50µg/mL), as células foram 

recolhidas (300µL) para análise do potencial transmembrânico e colocadas em tubos tipo 

“eppendorf”, centrifugadas a 500 x g / 5 min, e o precipitado ressuspenso em 200µL de 

Rodamina 123, por 15 min, protegidas da luz, em seguida centrifugadas a 500 x g / 5 min, e 

ressuspensas em 200µL PBS, e reincubadas por um período de 30 minutos, e em seguida as 
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amostra foram analisadas no citômetro de fluxo (Guava EasyCite Mini System) usando o 

programa Cytosoft 4.1 para leitura e análise das amostras. O aparelho contava 5000 mil 

eventos.  

 

 

3.2.3.5 Análise dos dados de citometria de fluxo 

 

 

Os dados foram obtidos de três ensaios em duplicata para cada concentração e 

expressos como média ± desvio padrão da média, em seguida comparados por análise de 

variância de uma via (ANOVA) seguido do pós-teste de Newman Keuls, sendo considerada 

alguma diferença significativa quando p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Estudos da atividade citotóxica in vitro 

 

 

4.1.1 Análise morfológica do efeito das lectinas nas células tumorais 
 

 

Durante os ensaios de citotoxicidade basal, a morfologia das culturas foram 

acompanhadas em microscópio de luz invertido para analisar possíveis alterações que 

estariam ocorrendo durante o tratamento com as moléculas. 

A figura 13 mostra a morfologia das células J774 não tratadas (A, controle negativo), 

tratadas com Etoposídeo (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 período de incubação de 24 horas. 

As observações tornaram evidentes que as células tratadas com as lectinas na 

conformação nativa tiveram algumas alterações morfológicas, sendo possível identificar o 

aumento de grânulos citoplasmáticos (seta vermelha), modificação no formato da célula (seta 

amarela), devido a alguma alteração nas proteínas do citoesqueleto, e leve aglutinação das 

células. As alterações causadas pelas lectinas foram semelhantes àquelas provocadas pelo 

Etoposídeo nestas células (Fig. 13B). 
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Figura 13: Fotomicrografia de células J774 tratadas com lectinas nativas ou desnaturadas pelo 
calor. Observação em microscópio óptico invertido com contraste de fase. Controle - não tratada 
(A), etoposide 200 µg/ml (B), ConA, CFL e Conbr 200 µg/ml desnaturada (C, E, G), ConA, CFL 
e Conbr 200 µg/ml nativa (D, F, H). Aumento de 400x. As setas vermelhas indicam os grânulos 
citoplasmáticos e as amarelas alterações na morfologia. 

A B

C D

E F

G H
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A figura 14 mostra a morfologia das células MCF-7 não tratadas A (controle negativo) 

e tratadas com as lectinas ConA (B), Conbr (C) ou CFL (D), na concentração de 50 µg/mL 

em 24 h de incubação. Observa-se que as células tratadas tiveram sua morfologia alterada, 

bem como sua disposição na cultura, pois estas células que crescem em monocamada se 

tornaram aglutinadas (setas), provocando diminuição do crescimento das linhagens, 

dificultando a proliferação celular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                         
 
Figura 14: Fotomicrografia de células MCF-7 tratadas com lectinas. Observação em 
microscópio óptico invertido com contraste de fase. Controle não tratado (A), ConA 50 µg/ml 
(B), Conbr 50 µg/ml (C), CFL 50 µg/ml (D). Aumento de 400x. Observa-se que as células após o 
tratamento com as lectinas ficam aglutinadas formando grumos (setas). 
 

 

 

 

 

B 

D C 
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A figura 15 mostra a análise morfológica das células MOLT-4 não tratadas (A-

controle negativo) e tratadas com Etoposídeo (B-controle positivo), ConA (C), Conbr (D) e 

CFL (E). Foi possível observar que as células tratadas com as lectinas apresentaram 

citoplasma cheio de grânulos. 

 

    
 

    
 

 
 

Figura 15: Fotomicrografia das células MOLT-4 tratadas com as lectinas ConA, Conbr e CFL 
por 72h e observadas em microscópio óptico invertido com contraste de fase. Controle não 
tratado (A), Controle positivo - Etoposide 0,2 µg/mL (B), ConA 25 µg/mL (C), Conbr 25 
µg/mL(D), CFL 25 µg/mL(E).  
 

A B 

C D 

E 



                                                                                 Faheina-Martins, G.V., 2009 65

 

4.1.2 Efeito das lectinas na viabilidade e proliferação celular (MTT e CAN) 

 

 

O potencial citotóxico das lectinas ConA, Conbr e CFL foi avaliado em células de 

linhagens tumorais murina (J774) e humanas (MCF-7 HL-60 e MOLT-4), assim como em 

macrófagos obtidos do lavado peritoneal de camundongos Mus musculus. A avaliação da 

citotoxicidade foi feita nos tempos de 24 e 72 h de exposição para as linhagens e de 24 h para 

a cultura de macrófagos peritoneais. Essas células foram’ cultivadas e mantidas com pelo 

menos 10% de SFB. No entanto, durante nossos experimentos, foi observado que altas 

concentrações de soro interferem na ligação das lectinas as células (dados não mostrados) e, 

consequentemente, na atividade destas moléculas, corroborando com dados prévios existentes 

na literatura sobre a influência do soro em ensaios com lectinas (HEINRICH et al, 2005). No 

momento de incubação das células com as lectinas, os ensaios foram realizados usando 1% de 

SBF. As concentrações das substâncias utilizadas nos experimentos foram: 5, 10, 25, 50, 100 

e 200 µg/mL. As figuras representam a percentagem da viabilidade celular ou proliferação 

celular em relação ao controle, cuja absorbância foi considerada 100%. Os dados de MTT e 

CAN são expressos como percentagem da absorbância dos poços controles, devido à variação 

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

 

 

4.1.2.1 Cultura de macrófagos peritoneais 

 

  

A figura 13 mostra a citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre 

macrófagos peritoneais avaliada pelo método de MTT (Figura 16 A, C e E) e CAN (Figura 16 

B, D e F) no período de 24 horas. No ensaio com MTT, foi possível observar que as lectinas 

ConA (Fig. 13A) e Conbr ( Fig. 16B) diminuíram a viabilidade desta cultura a partir da 

concentração de 100 µg/mL, de maneira concentração-dependente e CFL (Fig. 16C) a partir 

da concentração de 10 µg/mL, mas não ocorreu dependência de concentração. Estes dados 

com MTT indicam que houve uma alteração no metabolismo da célula. O efeito inibitório 

sobre a viabilidade da cultura de macrófagos peritoneais na concentração de 200 µg/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 citotóxico foi diferente, pois nenhuma das lectinas testadas causou 

alteração em nível de conteúdo macromolecular (ácidos nucléicos) (Fig. 13 B, D, F). Nesses 
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ensaios não foi possível determinar a CI50 das lectinas para esta cultura, pois os valores de 

inibição não atingiram 50% nas maiores concentrações testadas. 

O Etoposídeo, droga antitumoral usada como controle positivo nos ensaios com as 

linhagens tumorais, foi testado na cultura de macrófagos peritoneais; no entanto, não causou 

alterações na viabilidade desta cultura e nem causou proliferação celular.  

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

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

 

 

Após análise da citotoxicidade na cultura de macrófagos 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 Etoposídeo (SIGMA, 

EUA). Para a linhagem macrofágica tumoral J774, o período de incubação testado foi de 24 h, 

pois a cultura não permanecia viável no período de 72 h (dados não mostrados). 

A figura 17 apresenta a citotoxicidade do Etoposídeo sobre a linhagem J774, usando a 

técnica de MTT (A) e CAN (B) no período de 24h. A CI50 do Etoposídeo obtida nos 

experimentos de MTT e CAN foi de 37 e 23 µg/mL, respectivamente. O Etoposídeo provocou 

uma redução de 76 e 73% na concentração de 200 µg/mL, nos ensaios de MTT e CAN 

respectivamente. 
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Figura 17: Efeito do Etoposídeo sobre a viabilidade da linhagem de macrófagos tumorais J774 
em 24h (n=3), analisada pela técnica de MTT e CAN. Os dados representam à média de três 
experimentos em triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão, e foram analisados por 
ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni. ** p<0,01; *** p< 0,001 em relação 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 período de 24 horas (Figura 18). As CI50 obtidas para ConA, 

Conbr e CFL na técnica de MTT foram de 10,2, 58 e 103 µg/mL, respectivamente. As CI50 

obtidas para ConA e CFL no ensaio do CAN foram de 25 e 80 µg/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 macrófagos tumorais J774 em 24h (n=3), analisada pela técnica de MTT 
(A, C, E) e CAN (B, F). Os dados representam à média de três experimentos em triplicata, sendo 
expressos como média ± desvio padrão, e foram analisados por ANOVA, seguido do pós-teste de 
Bonferroni. * p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001 em relação ao controle. 
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A figura 19 apresenta a citotoxicidade do Etoposídeo sobre as células MCF-7, usando a 

técnica de MTT e CAN. As CI50 obtidas foram de 7,4 e 21,5 µg/mL, respectivamente. O etoposídeo 

causou uma redução de 73 ± 5% da viabilidade celular na concentração de 100 µg/mL, 

quando analisado por MTT e de 80 ± 0,14% na concentração de 128 µg/mL quando analisado 

pelo CAN. 
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Figura 19: Efeito do Etoposídeo sobre a viabilidade da linhagem tumoral MCF-7 em 72h (n=3), 
analisada pela técnica de MTT e CAN. Os dados representam à média de três experimentos em 
triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão, e foram analisados por ANOVA, seguido do 
pós-teste de Bonferroni. * p<0,05; *** p< 0,001 em relação 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 período de 72h. As CI50 obtidas foram de 14 

e 22 µg/mL para ConA, de 20 e 30 µg/mL para Conbr e de 60 e 90 µg/mL para MTT e CAN, 

respectivamente. Os valores de CI50 foram menores quando a citotoxicidade foi avaliada pelo 

método do MTT. ConA causou uma redução na viabilidade de 78 ± 6,7 e 52 ± 9,7 % na concentração 

de 200 µg/mL nas técnicas de MTT e CAN, respectivamente. Conbr causou uma redução de 

78 ± 6 e 60 ± 11% na concentração de 200 µg/mL nas técnicas de MTT e CAN, 

respectivamente. CFL causou uma redução de 75 ± 7 e 41 ± 1% na concentração de 200 µg/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 à média de três experimentos em triplicata, sendo expressos como média ± 
desvio padrão, e foram analisados por ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni. ** p<0,01; *** 
p< 0,001, em relação ao controle. 
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A figura 21 apresenta a citotoxicidade do Etoposídeo avaliada sobre as células HL-60, 

usando a técnica de MTT, em 72h. A CI50 obtida foi de 2.6 µg/mL. O Etoposídeo causou uma 

redução na viabilidade de 86 ± 1,8% na concentração de 32 µg/mL. 
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Figura 21: Efeito do Etoposídeo sobre a viabilidade da linhagem tumoral HL-60 em72h (n=3), 
analisada pela técnica de MTT. Os dados representam à média de três experimentos em triplicata, 
sendo expressos como média ± desvio padrão, e foram analisados por ANOVA, seguido do pós-teste 
de Bonferroni. *** p< 0,001 em relação 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 CI50 obtidas foram de 

14 e 10 µg/mL para ConA, 81 e 12 µg/mL para Conbr e de 55 e 42 µg/mL para CFL. Os valores 

de CI50 foram menores quando a citotoxicidade foi determinada pelo método de CAN. ConA causou 

uma redução na viabilidade de 77 ± 7% e de 73 ± 1% na concentração de 200 µg/mL, usando as 

técnicas de MTT e CAN respectivamente. Conbr causou uma redução na viabilidade de 59 ± 9% e de 

70 ± 6% na concentração de 200 µg/mL, usando as técnicas de MTT e CAN respectivamente. CFL 

causou uma redução na viabilidade de 72 ± 2.7% e de 64 ± 9% na concentração de 200 µg/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 
à média de três experimentos em triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão, e foram 
analisados por ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni. *** p< 0,001 em relação ao controle.             
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A figura 23 apresenta a citotoxicidade do Etoposídeo avaliada sobre as células MOLT-4, 

usando a técnica de MTT e CAN em 72h. A CI50 obtida foi de 0,05 e 0,07 µg/mL, respectivamente. 

O Etoposídeo causou uma redução na viabilidade de 76 ± 8% e de 65 ± 0,6% na concentração 

de 0,8 µg/mL, usando as técnicas de MTT e CAN, respectivamente. 
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Figura 23: Efeito do Etoposídeo sobre a viabilidade da linhagem tumoral MOLT-4 em 72h 
(n=3), analisada pela técnica de MTT e CAN. Os dados representam à média de três experimentos 
em triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão e foram analisados por ANOVA, seguido 
do pós-teste de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; *** p< 0,001 em relação 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 células MOLT-4, usando a técnica de MTT e CAN, respectivamente. As CI50 obtidas foram 

de 3,6 e 3 µg/mL para ConA, 21 e 39µg/mL para Conbr e de 29 e 37 µg/mL para CFL. Para as 

lectinas Conbr e CFL, os valores de CI50 foram menores quando a citotoxicidade foi avaliada pelo 

método do MTT. A lectina ConA causou uma redução na viabilidade de 91,5 ± 1,5% e de 59 ± 6,1% 

na concentração de 200 µg/mL, para MTT e CAN respectivamente. Conbr causou uma redução 

na viabilidade de 83 ± 0,3% e de 56 ± 3% na concentração de 200 µg/mL, para MTT e CAN 

respectivamente. Já CFL causou uma redução na viabilidade de 82 ± 3% e de 62 ± 2% na 

concentração de 200 µg/mL, para MTT e CAN respectivamente. 
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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 ácidos nucléicos 
(B, D, F). Os dados representam à média de três experimentos em triplicata, sendo expressos como 
média ± desvio padrão, e foram analisados por ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni. 
**p<0,01; *** p< 0,001 em relação ao controle.    
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As tabelas 5 e 6 sumarizam os resultados de CI50 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 sensível às lectinas foi MOLT-4. 

 
 
Tabela 5: Citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre a cultura de macrófagos 
peritoneias (M∅) e a linhagem J774 no período de 24 horas de incubação, avaliada pelo 
método de MTT e CAN. Os resultados representam a CI50 em µg/ml e o intervalo de 
confiança de 95%, obtidos por regressão não linear, utilizando o programa GraphPad Prism 
versão 4.0. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 6: Citotoxicidade das lectinas ConA, Conbr e CFL sobre as linhagens, MCF-7, 
HL-60 e MOLT-4  no períodos de 72 horas de incubação, avaliada pelo método de MTT 
e CAN. Os resultados representam a CI50 em µg/ml, e o intervalo de confiança de 95%, 
obtidos por regressão não linear, utilizando o programa GraphPad Prism versão 4.0. 
 

M∅ J774  
Tratamento 

  MTT            CAN MTT            CAN 

Etoposide (µg/mL) - - 
 

37 
19-70 

 
7 

9-360 

ConA (µg/mL) 105 >200 
 

57 
33-99 

 
11 

8-15 

Conbr (µg/mL) >200 >200 
 

58 
33-102 

 
>200 

 

CFL (µg/mL) >200 >200 
 

54 
28-100 

 
80 

30-210 

MCF-7 HL-60 MOLT-4 
Tratamento 

MTT CAN MTT CAN MTT CAN 

Etoposide (µg/mL) 
 

7,4 
4,6 – 11,7 

 
21 

12 - 39 

 
2,6 

1,7 - 4 
- 

 
0,1 

0,04 - 0,18 

 
0,1 

0,07 - 0,15 

ConA (µg/mL) 
 

14 
8,6 - 22 

 
10,8 
6 -18 

 
14 

7 – 27 

 
10 

6,6 - 15 

 
3,6 

2,8 – 4,5 
3 

Conbr (µg/mL) 
 

25 
7,4 - 84 

 
30 

21 - 44 

 
90 

75 – 109 

 
12 

5 - 28 

 
21 

20 - 23 

 
7 

6,2 – 7,8 

CFL (µg/mL) 
 

60 
63,7 – 95,2 

 
90 

8 - 99 

 
55 

52-60 

 
42 

25 - 71 

 
29 

23 - 36 

 
37 

9 - 148 
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4.1.3 Avaliação do potencial genotóxico das lectinas 
 
 
 

Para investigar o potencial genotóxico 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 índice de dano (ID) ao DNA, que 

reflete a extensão de DNA lesionado. Os valores para o ID podem variar de 0 a 400 (unidades 

arbitrárias). Após o tratamento por 24 horas com as lectinas separadamente, houve um 

aumento significativo do ID, a partir da concentração de 5 µg/mL, para todas as lectinas 

testadas (Figura 25). Para MCF-7 (Figura 25-A), os maiores índices foram de 160, 142, 103, 

para ConA, Conbr e CFL, respectivamente, na maior concentração testada de 50µg/mL. Já 

para MOLT-4 (Figura 25-B) os maiores índices de dano foram de 213 ± 8,6, 145 ± 9,8 e 114 

± 9,7, para ConA, Conbr e CFL respectivamente, na maior concentração testada (50µg/mL). 

Para HL-60 (Figura 25-C) os maiores índices de dano foram de 208 ± 8,9, 163 ± 17,5 e 133 ± 

2,5, para ConA, Conbr e CFL respectivamente, na maior concentração testada (50µg/mL). O 

índice de dano causado pelas lectinas foi muito semelhante nas três linhagens testadas, sendo 

concentração-dependente, porém, a lectina ConA causou um maior índice de danos. 
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Figura 25: Índice de dano ao DNA de células MCF-7 (A) e MOLT-4 (B) e HL-60 (C) no controle 
(não-tratadas) ou tratadas com as lectinas ConA, Conbr e CFL, por 24 horas, nas concentrações 
5, 25 e 50µg/mL, determinado pelo teste do cometa. Os dados correspondem à média ± desvio 
padrão de três experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pós-teste de 
Newman-Keuls. ***p<0,001 em relação ao controle. 
 



                                                                                 Faheina-Martins, G.V., 2009 82

 

Todas as concentrações testadas induziram dano ao DNA de maneira concentração-

dependente e os valores de índice e freqüência foram estatisticamente diferentes quando 

comparados ao controle negativo.  

Foi também calculada a freqüência de dano (FD), que representa a porcentagem de 

células que sofreram danos no DNA. A freqüência de dano causado na linhagem MCF-7 foi 

superior a 75% para ConA e Conbr na concentração de 50 µg/mL, sendo superior a 60% para 

CFL na mesma concentração (Tabela 7). Já na linhagem MOLT-4, a frequência de dano foi 

superior a 80% na maior concentração testada, para todas as lectinas analisadas (Tabela 8). Na 

linhagem HL-60 (Tabela 9) foi superior a 90% para ConA e Conbr na concentração de 50 

µg/mL, porém CFL atingiu 87% de freqüência de dano na mesma concentração de 50 µg/mL. 

 

 

Tabela 7: Tabela de freqüência de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e CFL na 
linhagem MCF-7 obtidos pelo teste do cometa após 24 horas de tratamento nas 
concentrações de 5, 25 e 50 µg/mL. Os dados são expressos como média ± desvio padrão da 
média (DP). ***p<0,001 em relação ao controle. 
 

Tratamento Concentração 
(µg/mL) FD ± DP 

Controle  4,5 ± 2,0 

 
ConA  
 

5 
25 
50 

42,0 ± 4,6*** 
62,25 ± 5,1*** 
75,7 ± 3,7*** 

 
Conbr 
 

5 
25 
50 

33,75 ± 2,9*** 
60,0 ± 2,9*** 
78,0 ± 2,9*** 

 
CFL 
 

5 
25 
50 

33,25 ± 3,5*** 
54,25 ± 3,7*** 
62,5 ± 4,4*** 
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Tabela 8: Tabela de freqüência de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e CFL na 
linhagem MOLT-4 obtidos pelo teste do cometa após 24 horas de tratamento nas 
concentrações de 5, 25 e 50 µg/mL. Os dados são expressos como média ± desvio padrão da 
média (DP). ***p<0,001 em relação ao controle. 
 

 

Tratamento Concentração 
(µg/mL) FD ± DP 

Controle  4,5 ± 1,7 

 
ConA  
 

5 
25 
50 

59,25 ± 2,5*** 
78,75 ± 3,09*** 
88,75 ± 2,2*** 

 
Conbr 
 

5 
25 
50 

48,75 ± 4,78*** 
73,75 ± 2,9*** 
84,25 ± 4,7*** 

 
CFL 
 

5 
25 
50 

41 ± 4,0*** 
63 ± 4,9*** 
80 ± 3,9*** 

 
 
 
Tabela 9: Tabela de freqüência de danos causados pelas lectinas ConA, Conbr e CFL na 
linhagem HL-60 obtidos pelo teste do cometa após 24 horas de tratamento nas 
concentrações de 5, 25 e 50 µg/mL. Os dados são expressos como média ± desvio padrão da 
média (DP). ***p<0,001 em relação ao controle. 
 
 

Tratamento Concentração 
(µg/mL) FD ± DP 

Controle  4,75 ± 1,7  

 
ConA  
 

5 
25 
50 

55,2 ± 4,6*** 
76,7 ± 3,5*** 
91,7 ± 2,7*** 

 
Conbr 
 

5 
25 
50 

47,0 ± 3,1*** 
73,7 ± 6,4*** 
90,0 ± 2,4*** 

 
CFL 
 

5 
25 
50 

36,0 ± 3,5*** 
56,5 ± 2,6*** 
87,2 ± 2,2*** 
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4.2 Estudo do mecanismo de morte celular 
 

 

4.2.1 Efeito das lectinas no percentual de células viáveis, apoptóticas e necróticas  

 

 

Após 24 horas de exposição das células MCF-7 (Figura 26), MOLT-4 (Figura 27) e 

HL-60 (Figura 28) com as lectinas ConA, Conbr e CFL, nas concentrações 5, 25 e 50µg/mL, 

foi observado uma significativa diminuição das células viáveis e um aumento de células 

apoptóticas (p<0,001) em todas as concentrações testadas. Além disso, foi observado aumento 

no número de células necróticas com o aumento das concentrações (p<0,001). 

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

necróticas na maior concentração (50µg/mL) em todas as linhagens.  
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Figura 26: Efeito das lectinas na linhagem MCF-7 analisado pela coloração diferencial com 
Brometo de etídeo/Laranja de acridina, após 24 horas de tratamento. Os dados correspondem à 
média ± desvio padrão de três experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-
teste de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação aos respectivos dados do 
controle. 
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Figura 27: Efeito das lectinas na linhagem MOLT-4 analisado pela coloração diferencial com 
Brometo de etídeo/Laranja de acridina, após 24 horas de tratamento. Os dados correspondem à 
média ± desvio padrão de três experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-
teste de Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação aos respectivos dados do 
controle. 
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Figura 28: Efeito das lectinas na linhagem HL-60 analisado pela coloração diferencial com 
Brometo de etídeo/Laranja de acridina, após 24 horas de tratamento. Os dados correspondem à 
média ± desvio padrão de três experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-
teste de Newman-Keuls. ***p<0,001 em relação aos respectivos dados do controle. 
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4.2.2 Efeito das lectinas na integridade da membrana plasmática 

 

 

Nesse ensaio, as células não tratadas (controle) e tratadas com as lectinas foram 

incubadas com iodeto de propídeo, composto fluorescente que é capaz de se ligar ao DNA 

apenas quando a membrana plasmática da célula está danificada, permitindo a entrada do 

fluoróforo no citoplasma. Dessa forma, somente as células com dano na membrana podem 

emitir fluorescência, que é 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 concentrações 5, 25 e 50 µg/mL. 

Verificou-se uma alteração significativa na integridade de membrana celular a partir de 25 

µg/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 

concentração de 50µg/mL (p<0,001). Todas as lectinas apresentaram a mesma potência, pois 

não houve diferença significativa entre elas. Já para a linhagem MOLT-4 foi observado um 

efeito significativo das lectinas na integridade da membrana celular a partir de 25µg/mL para 

Conbr e CFL e a partir de 50µg/mL para ConA (Figura 30). As lectinas tiveram menor efeito 

na viabilidade da linhagem MOLT-4 em relação à MCF-7, apresentando 82 ± 1,3%, 91 ± 

1,9%, 94 ± 0,7% de células viáveis para ConA, Conbr e CFL, respectivamente, na 

concentração de 50µg/mL (p<0,001). Semelhantemente aos efeitos encontrados em MOLT-4, 

as lectinas ConA, Conbr e CFL diminuíram 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 só foi alterada nas maiores concentrações, o 

que é característico de necrose. A alteração na integridade da membrana não foi tão 

pronunciada nas linhagens MOLT-4 e HL-60, sugerindo que a ação citotóxica 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 instável após o tratamento com solução de tripsina, utilizada para dispersar esta 

linhagem que é aderente, antes da leitura com iodeto de propídeo.  
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Figura 29: Determinação da integridade da membrana celular por citometria de fluxo nas 
células MCF-7. Cinco mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados são expressos 
como média ± desvio padrão e analisados por ANOVA seguido pelo pós-teste Newman-Keuls. 
***p<0,001 em relação ao controle. 
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Figura 30: Determinação da integridade da membrana celular por citometria de fluxo nas 
células MOLT-4. Cinco mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados são 
expressos como média ± desvio padrão e analisados por ANOVA seguido pelo pós-teste Newman-
Keuls. *p<0,05; ***p<0,001 em relação ao controle. 
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Figura 31: Determinação da integridade da membrana celular por citometria de fluxo nas 
células HL-60. Cinco mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados são expressos 
como média ± desvio padrão e analisados por ANOVA seguido pelo pós-teste Newman-Keuls. 
*p<0,05; ***p<0,001 em relação ao controle. 
 

 

4.2.3 Efeito das lectinas na fragmentação do DNA  

 

 

As células não tratadas (controle) e tratadas com as lectinas foram incubadas com uma 

solução contendo o triton X-100 e iodeto de propídeo. O triton X-100 lisa a membrana celular 

e o iodeto de propídeo se liga ao DNA. As células contendo núcleos íntegros emitem alta 

fluorrescência e as células com condensação da cromatina e DNA fragmentado emitem baixa 

fluorescência. O efeito das lectinas ConA, Conbr e CFL foi analisado na fragmentação do 

DNA de células MCF-7, MOLT-4 e HL-60. As concentrações de lectinas testadas foram 5, 25 

e 50 µg/mL. As lectinas causaram fragmentação do DNA das células MCF-7 de forma 

significativa (p<0,05) (Figura 32). O efeito máximo de fragmentação causado pelas lectinas 

ConA, Conbr e CFL sobre as células MCF-7 foi de 39 ± 3,5, 49 ± 4,1 e 47 ±  6,5%, 

respectivamente, na maior concentração testada de 50µg/mL. Esse efeito de fragmentação 

característico de apoptose confirma os dados observados com coloração diferencial que 

identificou apoptose causada pelas lectinas nesta linhagem. As lectinas que tiveram maior 

efeito na fragmentação foram Conbr e CFL.  
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Figura 32: Análise da fragmentação do DNA de células MCF-7 por citometria de fluxo. Cinco 
mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados são expressos como média ± desvio 
padrão e foram analisados por ANOVA seguido do pós-teste Newman-Keuls. * p<0,05, p<0,001 em 
relação ao controle. 
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As lectinas também causaram fragmentação do DNA nas células MOLT-4 de forma 

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

foi observada a partir de 5 µg/mL para todas as lectinas, e o efeito máximo de fragmentação 

observado para as lectinas ConA, Conbr e CFL nesta linhagem foi de 53 ± 2,2, 45 ± 2,3 e 33 

± 1,9%, respectivamente, na maior concentração testada (50 µg/mL).  
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Figura 33: Análise da fragmentação do DNA de células MOLT-4 por citometria de fluxo. Cinco 
mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados são expressos como média ± desvio 
padrão de três experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pós-teste 
Newman-Keuls. ***p<0,001 em relação ao controle. 
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As células HL-60 mostraram fragmentação do DNA após o tratamento das lectinas 

(p<0,001) (Figura 34) em relação ao controle. Nesta linhagem, a fragmentação foi observada 

a partir de 5 µg/mL para todas as lectinas, e o efeito máximo de fragmentação observado após 

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

respectivamente, na maior concentração testada (50 µg/mL).  
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Figura 34: Análise da fragmentação do DNA de células HL-60 por citometria de fluxo. Cinco mil 
eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados são expressos como média ± desvio 
padrão de três experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pós-teste 
Newman-Keuls. ***p<0,001 em relação 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 presença de DNA fragmentado encontrado 

nas amostras a partir das menores concentrações testadas de 5 µg/mL, ocorrendo aumento da 

fragmentação do DNA de maneira concentração-dependente. 
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4.2.4 Efeitos da lectinas no potencial transmembrânico mitocondrial 

 

 

Nesse ensaio as células controle e tratadas foram incubadas com rodamina 123. Como 

a Rodamina é um corante catiônico e permeável a membrana celular, este é rapidamente 

seqüestrado pela mitocôndria, emitindo alta fluorescência em células normais. Já em células 

que estejam em apoptose, especificamente pela via íntriseca ou mitocondrial, a mitocôndria 

sofre alterações do potencial transmembrânico, ocorrendo efluxo da Rodamina 123 da 

mitocôndria, havendo uma emissão menor de fluorescência. 

A análise do potencial transmembrânico mitocondrial foi realizada com as células 

MCF-7, MOLT-4 e HL-60, tratadas com as lectinas ConA, Conbr e CFL. As concentrações 

utilizadas foram de 5, 25 e 50 µg/mL.  

A figura 35 mostra o efeito das lectinas sobre a alteração no potencial de membrana 

mitocondrial das células MCF-7. Foi observado que todas as lectinas promoveram 

despolarização da mitocôndria a partir de 5 µg/mL, (p<0,001). No entanto, ConA e Conbr 

mostraram-se mais ativas, pois promoveram 42 ± 6,8 e 42 ± 2,6% de despolarização na 

concentração de 50 µg/mL, respectivamente, e CFL apresentou 32 ± 1,17% de despolarização 

mitocondrial na mesma concentração. 
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Figura 35: Avaliação da despolarização 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 são expressos como média ± desvio padrão da média de três experimentos em 
duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pós-teste Newman-Keuls. ***p<0,001 em 
relação ao controle. 
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A figura 36 mostra o efeito das lectinas sobre a alteração no potencial de membrana 

mitocondrial das células MOLT-4. Foi observado que todas as lectinas promoveram 

despolarização da mitocôndria a partir de 5 µg/mL, (p<0,001). No entanto, para esta 

linhagem, ConA mostrou-se mais ativa em promover a despolarização, chegando a níveis de 

42 ± 1,9% na concentração de 50 µg/mL, diferente de Conbr e CFL que apresentaram 38 ± 

1,9% e 26 ± 1,6% de despolarização respectivamente, na concentração de 50µg/mL. 
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Figura 36: Avaliação da despolarização 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 são expressos como média ± desvio padrão da média de três experimentos em 
duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pós-teste Newman-Keuls. ***p<0,001 em 
relação ao controle. 
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Na linhagem HL-60 (Figura 37), todas as lectinas promoveram despolarização da 

mitocôndria a partir de 5 µg/mL (p<0,001), semelhantemente aos efeitos observados em 

MCF-7 e MOLT-4. ConA mostrou-se mais ativa em promover a despolarização chegando a 

níveis de 40 ± 1,5% na concentração de 50 µg/mL, diferente de Conbr e CFL que 

apresentaram 38± 1,7% e 26 ± 1,6% de despolarização respectivamente, na concentração de 

50 µg/mL.  
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Figura 37: Avaliação da despolarização 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 são expressos como média ± desvio padrão da média de três experimentos em 
duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pós-teste Newman-Keuls. ***p<0,001 em 
relação ao controle. 
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5. DISCUSSÃO 

  

  

As plantas têm representado uma importante função como uma fonte de agentes 

anticancerígenos. Pelo menos 60% desses agentes usados são derivados de uma forma ou de 

outra de fontes naturais, incluindo plantas, organismos marinhos e microorganismos 

(CRAGG; NEWMAN, 2005). 

Nos últimos anos, as lectinas vegetais, obtidas principalmente de sementes, têm 

despertado um grande interesse da comunidade científica por serem ferramentas úteis em 

métodos de identificação do câncer e do grau de metástase (DE MEJÍA; PRISECARU, 2005). 

Pesquisas recentes mostram os efeitos de indução 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 terapêuticos.  

Gliconjugados na superfície de células tumorais são funcionalmente importantes para 

a interação da célula tumoral com o ambiente. A diferença na estrutura da superfície de 

membrana entre células normais e transformadas é responsável pela diferença dos efeitos 

tóxicos das lectinas de plantas nestas células, tornando-as mais específicas para células 

tumorais. A alteração nos carboidratos de superfície das células tumorais e o processo de 

adesão das mesmas é relacionado ao potencial metastático de tumores experimentais e possui 

uma função chave no câncer. Uma vez circulando na corrente sanguínea, as células 

cancerígenas podem se aderir a novas células em outras partes do corpo aonde podem se 

proliferar ou formar novas colônias tumorais. As lectinas podem inibir este processo de 

adesão, consequentemente inibindo a metástase (DE MEJÍA; PRISECARU, 2005). 

Considerando que várias lectinas vegetais têm sido utilizadas como agentes 

terapêuticos contra o câncer e que existem muitas lectinas cujo mecanismo de ação ainda não 

tem sido completamente elucidados, foi objetivo deste trabalho estudar a atividade das 

lectinas obtidas de leguminosas ConA, Conbr e CFL, que são lectinas estruturalmente 

relacionadas que possuem especificidade por resíduos de glicose/manose, utilizando modelo 

de células tumorais e não tumorais in vitro. 

Inicialmente foi avaliado o potencial citotóxico das lectinas ConA, Conbr e CFL 

usando ensaios de citotoxicidade basal, MTT e CAN, sobre células normais (macrófagos 

peritoneias de camundongos SWISS) e linhagens de células tumorais murino (J774) e 

humanas (MCF-7, MOLT-4 e HL-60). A cultura de células in vitro tem sido uma importante 
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ferramenta para o estudo da atividade citotóxica de substâncias com possível atividade 

terapêutica (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 é 

endocitado, sendo convertido por células metabolicamente ativas em formazan, um composto 

azul insolúvel (LIU et al., 1997). Este sal tem sido usado com sucesso para verificar a 

capacidade de redução mitocondrial e viabilidade (MOSMANN, 1983; FAHEINA, 2006; 

KIM et al., 2009) A técnica de CAN é usada para determinar o conteúdo macromolecular 

total, sendo considerad um método direto, pois a quantidade de DNA é alterada 

proporcionalmente ao número de células (FORTUNATI; BIANCHI, 1990; MELO et al, 

2003; SILVEIRA, 2007). Apesar desses testes não identificarem o mecanismo de ação dos 

compostos testados, elas revelam substâncias 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 são usadas na cultura 

(10 e 20%) alteram os resultados de citotoxicidade realizados com lectinas, devido às 

glicoproteínas 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 macrófagos peritoneais demonstraram que 

as lectinas ConA, Conbr e CFL causaram baixo efeito citotóxico, detectado apenas pela 

técnica de MTT. Assim, as lectinas mostraram-se pouco tóxicas para essa cultura de células 

normais. Esses dados corroboram com ensaios de MTT feitos anteriormente no mesmo 

laboratório (FAHEINA, 2006), usando Conbr e CFL. O Etoposídeo, usado como controle 

positivo para as linhagens tumorais, também foi avaliado sobre os macrófagos peritoneais, 

mas não provocou efeito tóxico nestas células (dados não mostrados). 

As lectinas foram citotóxicas 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 sensível, provavelmente 

porque ocorreu dano em nível de metabolismo anteriormente ao efeito ocorrido em nível 

macromolecular. No caso da linhagem leucêmica HL-60 as menores CI50 obtidas foram no 

ensaio de CAN, indicando que ocorreu um dano a nível macromolecular mais rápido do que 

as alterações no metabolismo (Tabela 6). 

Com esses dados foi possível observar que as lectinas foram citotóxicas para as células 

tumorais testadas, havendo uma variação na ação das lectinas em cada linhagem, sendo ConA 

a mais tóxica para todas as linhagens, com valores de CI50 variando em torno de 10µg/mL. Já 
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Conbr mostrou valores de CI50 em torno de 20µg/mL e CFL em torno de 45µg/mL. ConA 

demonstrou ter uma ação mais tóxica sobre as linhagens, pelo fato desta encontrar-se 

completamente tetramérica em pH fisiológico, conseguindo exercer um efeito mais 

pronunciado que Conbr e CFL, que se apresentam num mistura de dímeros e tetrâmeros em 

pH fisiológico (SANS-APARÍCIO et al., 1997; CALVETE et al., 1999).  

O balanço entre os efeitos terapêuticos e toxicológicos de uma substância é um 

parâmetro importante quando se quer verificar a aplicabilidade farmacológica desta. Muitas 

drogas citotóxicas não tendem a ser seletivas em suas ações, agindo e danificando as células 

viáveis (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 anticancerígeno agem causando dano no DNA de 

células tumorais, impedindo que estas continuem a se dividir e se multiplicarem, induzindo 

aberrações cromossômicas e quebras de fita de DNA destas células (ARAÚJO et al., 1998; 

PALITTI, 1998; SORTIBRÀN et al., 2006). Uma das técnicas bastante utilizada para testes 

de genotoxicidade é 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 vários trabalhos (COLLINS, 2004; WONG et al., 

2005). 

Os resultados de genotoxicidade mostraram que as lectinas ConA, Conbr e CFL 

promoveram uma elevação significativa no índice de dano no DNA (ID), a partir da menor 

concentração testada de 5 µg/mL (p<0,001), nas linhagens analisadas, MCF-7, MOLT-4 e 

HL-60. A freqüência de danos causados pelas lectinas atingiu níveis superiores a 60% em 

MCF-7 (Tabela 7), 80% em MOLT-4 (Tabela 8) e 90% em HL-60 (Tabela 9) para todas as 

lectinas testadas. Observamos que a lectina ConA foi a que causou um maior índice de dano 

em todas as linhagens, sendo que a maior frequênia de danos foi obtida em HL-60. Uma vez 

que as lesões genotóxicas podem pertubar a manutenção da integridade genômica e causar 

uma transformação maligna, o uso de drogas que causem lesões 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). 

É importante ressaltar que essa técnica classifica os cometas de 0 a 4, e que cometas 

de nível 1 e 2 são passíveis de reparo pela expressão de genes envolvidos no mecanismo de 

reparo. No entanto, a presença de cometas de nível 3 e 4, mais especificamente o 4, tem sido 

descrito como o aspecto mais indicativo de células apoptóticas dentro dos parâmetros do teste 
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do cometa, pois a fragmentação do DNA durante a apoptose é caracterizada pela geração de 

quebras de fita-dupla do DNA, que são difíceis de ser reparadas (HARTMANN; SPEIT, 

1997). Os resultados mostraram que os cometas de níveis 3 só apareciam a partir da 

concentração de 25 µg/mL e os de nível 4 só na última concentração de 50µg/mL para todas 

as lectinas e linhagens testadas (dados não mostrados). 

Não foram encontrados na literatura estudos que relatem o efeito genotóxico de 

lectinas sobre células normais ou tumorais. No entanto, dados recentes mostraram que a 

lectina de Bauhinia monandra (BmoLL) não causou efeito genotóxico nem mutagênico sobre 

algumas cepas bacterianas de S. typhimurium and E. coli (SISENANDO et al., 2009). 

A análise morfológica das células tratadas com as lectinas foi realizada usando 

microscopia de luz e objetiva com contraste de fase, que permite observar mudanças no 

padrão da cultura. Foi verificado que as lectinas ConA, Conbr e CFL causaram modificação 

da morfologia normal das culturas, havendo aparecimento de muitos grânulos 

citoplasmáticos, que foram vistos em todas as linhagens analisadas, e citoaglutinação, que foi 

observada mais claramente na linhagem MCF-7. Estudos prévios usando as lectinas de ConA 

e WGA sobre células normais e tumorais de hepatócito humanos, demonstraram que análises 

morfológicas ajudam na identificação de alterações no crescimento celular e aglutinação 

causada pelas lectinas (TAN et al., 2008). Essa aglutinação interfere no processo de adesão 

das células e também na sua capacidade proliferativa. Os efeitos citotóxicos foram revertidos 

quando as lectinas eram previamente desnaturadas pelo calor a 100ºC por 1 hora, o que 

demonstra a necessidade da conformação nativa das lectinas para estas exercerem seus efeitos 

citotóxicos nas culturas.  

Após análise 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: análise morfológica por coloração 

diferencial com Brometo de Etídeo e Laranja de acridina (BE/LA), sendo a determinação da 

integridade de membrana celular, a análise da fragmentação do DNA e a alteração no 

potencial de membrana mitocondrial realizados por citometria de fluxo. 

A apoptose ocorre normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento celular 

como um mecanismo homeostático para manter populações celulares em tecidos. Este tipo de 

morte também ocorre como um mecanismo de defesa como em reações imune ou quando 

células são danificadas por doenças ou agentes nocivos (NORBURY; HICKSON, 2001). 

Existe uma ampla variedade de estímulos e condições, ambas fisiológicas e patológicas, que 
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podem desencadear a apoptose, mas nem todas as células morrem em resposta aos mesmos 

estímulos. Irradiação ou drogas usadas para a quimioterapia do câncer resultam em danos no 

DNA em algumas células, os quais podem levar a morte apoptótica (ELMORE, 2007). As 

principais alterações morfológicas observadas durante a apoptose são: diminuição do volume 

celular, condensação da cromatina, fragmentação nuclear, formação de corpos apoptóticos e 

alteração do potencial transmembrânico (GALLUZZI et al., 2007).  

Diferentemente da apoptose, a necrose normalmente ocorre em consequência de uma 

lesão celular. Pesquisas recentes têm revelado que o início do processo necrótico pode 

depender da concentração do composto usado e da duração do tratamento, considerando que a 

indução de necrose é uma resposta tardia relativa ao acontecimento da apoptose. Assim, 

eventos intracelulares que levam a apoptose e necrose podem ocorrer sequencialmente, onde 

numa concentração relativamente baixa do composto testado ocorre colapso no potencial de 

membrana mitocondrial e posteriormente, usando uma maior concentração, ocorre o 

rompimento da membrana plasmática, levando ao processo necrótico (ROY, 2006). 

A análise morfológica por coloração diferencial com BE/LA permite avaliar as 

características morfológicas 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 alterações características principalmente de apoptose já na concentração de 

5µg/mL. No entanto, foi observada também uma quantidade crescente de células necróticas 

com o aumento das concentrações, pois no final da apoptose, denominada apoptose tardia, 

também ocorre lesões na membrana, o que leva a uma necrose secundária. Contudo, a 

apoptose parece ser o principal mecanismo de ação das lectinas em todas as linhagens 

estudadas (Figuras 26, 27 e 28). Esses resultados corroboram com os achados previamente 

reportados sobre os efeitos apoptóticos 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 diminuíram a viabilidade a partir de 25µg/mL, 

(Figura 29) na linhagem MCF-7. Esses dados corroboram com os ensaios realizados com 

BE/LA, aonde foi observado altos níveis de apoptose na concentração de 5µg/mL, e 

aparecimento de células necróticas a partir de 25µg/mL. Para as linhagens MOLT-4 e HL-60 

houve uma leve diminuição da integridade da membrana para as todas as lectinas (Figuras 30 

e 31). Como dito anteriormente, a perda da integridade de membrana celular é característico 

do mecanismo de morte celular por necrose, que pode se induzida secundariamente ao 

processo apoptótico causado por algumas substâncias. 
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Um importante marcador da morte celular por apoptose é a clivagem da cromatina 

internucleossomal e fragmentação do DNA por DNases, tais como AIF, Endonuclease G e 

CAD, que são liberadas da mitocôndria durante a apoptose e translocada para o núcleo, 

promovendo então a fragmentação do DNA (ELMORE, 2007; JOZA et al., 2001; NAGATA, 

2000). O núcleo apoptótico pode ser distinguido pelo conteúdo de DNA hipodiplóide, 

comparado com o conteúdo diplóide do DNA de células normais (CURY-BOAVENTURA et 

al., 2003). 

As lectinas ConA, Conbr e CFL induziram fragmentação do DNA nas células MCF-7 

(Figura 32) a partir de 5µg/mL para Conbr e a partir de 25µg/mL para ConA e CFL. Já nas 

linhagens MOLT-4 (Figura 33) e HL-60 (Figura 34), as lectinas ConA, Conbr e CFL 

induziram a fragmentação do DNA a partir da menor concentração testada (5µg/m), 

ocorrendo um aumento dos níveis de fragmentação de maneira concentração-dependente. 

Esses dados coincidem com os resultados obtidos em nosso laboratório por extração do DNA 

e análise por eletrofores em gel de agarose, onde as linhagens MOLT-4 e HL-60 tratadas com 

as lectinas ConA, Conbr e CFL mostraram o padrão de DNA ladder característico de apoptose 

(dados não mostrados). Dados da literatura com a lectina de ConA mostram que essa lectina 

induziu apoptose de células macrofágicas PU5-1.8, onde foi observada a fragmentação do 

DNA por eletroforese em gel de agarose a partir de 25 µg/mL e a liberação de citocromo c da 

mitocôndria (SUEN et al., 2000). Células de melanoma humano A375 tratadas com ConA a 

25 µg/mL, apresentaram um aumento considerável de células em sub-G1, com conteúdo 

hipodiplóide, característico 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 concentrações mais elevadas também 

ocorre necrose. De fato um agente citotóxico pode induzir apoptose ou necrose dependendo 

das concentrações testadas e do tempo de contato da substância com a célula (ROY, 2006). 

Uma das vias de sinalização que iniciam o processo apoptótico é a via intrínseca, a 

qual envolve estímulos intracelulares que agem diretamente dentro da célula e causam 

alterações na mitocôndria, resultando em uma diminuição do potencial transmembrânico 

mitocondrial e na abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial, levando a 

liberação de proteínas pró-apoptóticas normalmente seqüestradas do espaço intermembrana 

mitocondrial para o citosol (SAELENS et al., 2004), como o citocromo c, Smac/DIABLO e 

HtrA2/Omi (DU et al., 2000; GARRIDO et al., 2006). Estas proteínas ativam a via 

mitocondrial dependente de caspase. O citocromo c se liga e ativa Apaf-1 e a pró-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 vão clivar outros 

substratos protéicos da célula, resultando no processo apoptótico. No caso da via extrínseca da 

apoptose, iniciada por receptores de morte, ocorre ativação da caspase -8 que ativa 

diretamente a pró-caspase 3 ou cliva a proteína pró-apoptótica Bid, que migra para a 

mitocôndria, causando oligomerização de outros membros da família Bcl-2 e abertura do poro 

de membrana mitocondrial e liberação de proteínas pró-apoptóticas (VERHAGEN et al., 

2000; ZIMMERNANN et al., 2001).  

As lectinas ConA, Conbr e CFL promoveram despolarização mitocondrial de forma 

concentração-dependente nas células MCF-7 (Figura 35), MOLT-4 (Figura 36) e HL-60 

(Figura 37), a partir de 5 µg/mL (p<0,001). A lectina ConA foi quem produziu uma maior 

despolarização seguida de Conbr e CFL. Esses resultados corroboram com os dados 

existentes na literatura, onde Kulkarni e colaboradores (1998) mostraram que ConA (50 

µg/mL) induz apoptose em fibroblastos FGH associada com diminuição do potencial 

transmembrânico, redução do níveis de cálcio intracelular e aumento da expressão de Bcl-2. 

Outros relatos com ConA (25µg/mL), sobre células de melanoma A375, demonstraram 

indução da disfunção mitocondrial devido a um aumento da despolarização causada pela 

lectina, liberação de citocromo c e aumento da atividade de caspases -8, -9 e -3, 

característicos de apoptose (LIU et al., 2009).  

A literatura relata que a apoptose é o principal mecanismo de morte celular causado 

pelas lectinas. A lectina de farelo de arroz induz condensação da cromatina, externalização da 

fosfatidilserina, formação de DNA “ladder” em leucemia monoblástica humana U937 e 

também induz apoptose com parada do ciclo celular. Esse mecanismo é similar a aglutinina de 

gérmen de trigo (WGA), mas diferente da aglutinina de Viscum álbum (MIYOSHI, et al., 

2001). O extrato de Mistetloe inibe a síntese de proteínas em células malignas e as lectinas 

extraídas desse extrato (ML-I, ML-II e ML-III) se dissociam em subunidades catalíticas 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 mieloleucêmicas 

U937, pela lectina ML-II, explica seu feito apoptótico (KIM et al., 2001), assim como da 

lectina ML-I (LYU et al., 2001).  

Outro tipo de morte celular programada tipo II, a autofagia, é induzida em linhagens 

de hepatoma tratadas com 20µg/mL ConA, onde foi estabelecido que esta substância foi 

internalizada e preferencialmente localizada na mitocôndria, podendo então ativar uma série 
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de vias de sinalização (CHANG et al., 2007). Este trabalho identificou um novo tipo de 

mecanismo de ação para lectinas, a autofagia, demonstrando que a lectina de ConA causava 

redução do tumor hepático 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 e 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 

perceptível que, em todos os ensaios, a lectina ConA foi mais potente em seus efeitos  

Os resultados deste trabalho confirmam a idéia que a atividade citotóxica causada 

pelas lectinas ConA, Conbr e CFL, sobre as células tumorais estudadas, ocorre principalmente 

por indução de morte celular por apoptose; no entanto, não foi possível identificar qual via 

apoptótica foi ativada por estas moléculas. Para isso seria necessário realizar ensaios de 

liberação de caspases específicas de cada via, como a caspase-8 (via extrínseca) e caspase-9 

(via intrínseca). A liberação de citocromo c da mitocôndria também confirmaria se o efeito 

desta lectinas estaria ocorrendo por ativação da via intrínseca. 

Provavelmente, as lectinas podem estar promovendo apoptose por dois mecanismos: 

1- interagindo com gliconjugados de superfície celular, sendo endocitadas e atingindo a 

mitocôndria, atuando assim diretamente por via intrínseca, 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 porções glicosiladas de 

receptores de morte, levando a sua ativação e transdução da sinalização apoptótica, por via 

extrínseca. 

Desta forma, os dados obtidos neste trabalho demonstram um potencial antitumoral in 

vitro das lectinas de leguminosas ConA, Conbr e CFL in vitro, concordando com os dados 

existentes na literatura para ConA e também para outras lectinas conhecidas por seu potencial 

citotóxico, como as obtidas de Mistetloe. As lectinas ConA, Conbr e CFL demonstram ser 

potenciais drogas candidatas para o tratamento do câncer, sendo necessário ainda elucidar o 

mecanismo de morte apoptótica e realizar testes pré-clínicos in vivo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 As lectinas ConA, Conbr e CFL apresentaram baixa citotoxicidade para células 

normais de macrófagos 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 índice de dano ao DNA nas linhagens tumorais MCF-7, 

MOLT-4 e HL-60; 

 

 As lectinas causaram diminuição da viabilidade das células tumorais, com perda da 

integridade da membrana apenas nas concentrações mais elevadas; 

 

 As lectinas causaram fragmentação do DNA nas linhagens tumorais MCF-7, MOLT-4 

e HL-60;  

 

 As lectinas causaram diminuição do potencial transmembrânico nas linhagens 

tumorais MCF-7, MOLT-4 e 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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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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