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Resumo

Lectinas constituem uma classe de proteinas ou glicoproteinas que sdo capazes de ligar-se,
reversivelmente e scletivamente, a carboidratos sem causar transformagio quimica. Estudos
tém mostrado que a ligagdo de lectinas a carboidratos de superficie celular de células
normais e malignas leva a varios efeitos biologicos tais como proliferagio celular e
apoptose. Neste trabatho, nos investigamos os efeitos citotdxicos induzidos por TEL {(uma
lectina, isolada de sementes de Talisia esculenta, a qual preferencialmente liga-se a
residuos de manose) sobre linhagens de células tumorais € nfio-tumorais. Células Vero (rim
de macaco verde africano) e Hela (carcinoma cervical humano) tratadas com TEL exibiram
perda da integridade da membrana plasmatica, retragdo celular, condensagdo da cromatina,
fragmentacéio nuclear e formagdo de corpos apoptéticos. Além disso, ¢élulas Vero ¢ Hela
iratadas com TEL também revelaram uma drastica desorganizagdo do citoesqueleto de
actina. A Fragmentacio internucleossomal do DNA foi detectada pelo método de TUNEL e
cletroforese em gel de agarose. Os efeitos citotoxicos induzidos por TEL foram
progressivos € mostraram que as alteragdes morfologicas ¢ os danos ao DNA ocorreram
ap0s a perda da integridade da membrana. Adicionalmente, TEL inibiu significantemente a
proliferacio das células Hela de maneira dependente da concentragfio. Nos tambem
mostramos através de microscopia de fluorescéncia que TEL € internalizada nas células
Vero dentro de pequenas vesiculas que depois se acumulam da regifio perinuclear; nas
células Hela, a internalizagio nfo foi observada. Foi estabelecido que a atividade das
caspases-3 € -9 aumentaram nas células Vero e Hela de uma maneira dependente do tempo.
Em contraste com as células Vero, a atividade da caspase-3 precedeu a ativagdio da caspase-
9 nas células Hela. Os efeitos citotoxicos e a internalizagio de TEL foram bloqueados pela
manose, sugerindo que a ligagio de TEL ao carboidrato especifico na superficie celular ¢
um pré-requisito para esses processos. Os resultados mostraram que a morte celular
induzida por TEL nas células Vero e Hela seguin uma série de eventos que culminou em
um modo apoptdtico de morte celular. Finalmente, uma vez que as células Hela foram
altamente sensiveis a citotoxicidade induzida pela lectina, TEL merece futuras
investigagdes porque suas propriedades podem ser uma ferramenta Util na terapia contra
cancer cervical humano.

Palavras-chave: Lectina; Talisia esculenta, Citotoxicidade; Cultura celular; Morte celular.
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Abstract

Lectins constitute a class of proteins or glycoproteins which are capable of binding
carbohydrates selectively and reversibly without causing their chemical transformation.
Studies have shown that lectin binding to cell surface carbohydrates of normal and
malignants cells triggers various biological effects such as cellular proliferation and
apoptosis. In this work, we investigate the cytotoxic effects induced by TEL (a lectin,
isolated from Talisia esculenta seeds, which binds preferentially to mannose residues), on
tumoral and non-tumoral cell lines. TEL- treated Vero (African green monkey kidney) and
Hela (buman cervical carcinoma) cells exhibited loss of plasma membrane integrity,
cellular retraction, chromatin condensation, nuclear fragmentation and formation of
apoptotic bodies. Furthermore, TEL-treated Vero and Hela cells also revealed a drastic
disorganization of the actin cytoeskeleton. Internucleossomal DNA fragmentation was
detected by TUNEL method and agarose gel electrophoresis. TEL-mduced cytotoxic
effects were progressive and showed that the morphological alterations and DNA damage
oceurred after the loss of membrane integrity. Additionally, TEL significantly inhibited the
proliferation of Hela cells in a concentration- dependent manner. We also show through of
fluorescence microspy that TEL is internalized in Vero cells into small visicles that further
coalesce in the perinuclear region; in Hela cells, TEL internalization was not observed. It
was established that caspase-3 and -9 activity increased in Vero and Hela cells after TEL
treatment in a time- dependent manner. In contrast to Vero cells, caspase-3 activity
preceded the activation of caspase-9 in Hela cells. The cytotoxic effects and the
internalization of TEL was blocked by manose, suggesting that the binding of TEL to
specific carbohydrate on the cell-surface is a prerequisite for these processes. The results
showed that TEL- induced cell death in Vero and HeLa cells followed by down stream
events leading to apoptotic mode of cell death. Finally, since Hela cells were highly
sensitive to lectin-induced cytotoxicity, TEL merits further investigation due to its

properties can be a useful tool in therapy against human cervical cancer.

Keywords: Lectin, Talisia esculenta, Cytotoxicity, Cell culture, Cell death.
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Introducdo

1.1 Morte Celular

Os estudos ultraestruturais classicos de Kerr e colaboradores (1972) fornecem
evidéncias que células podem submeter-se a, pelo menos, dois tipos distintos de morte
celular; ¢ essa classificagfio amnda tem sido utilizada durante os ultimos 30 ancs. O
primeiro tipo de morte celular, conhecida como necrose, ¢ uma forma rapida e violenta de
degeneracdo que afeta populacdes celulares extensas, caracterizada por “inchago” do
citoplasma, destruigdo de organelas e rompimento da membrana plasmaética. Nesse
processo, a perda da integridade da membrana plasmatica com liberacdo do contetdo
celular, tais como proteases ¢ lisozimas, induz uma resposta inflamatéria com liberagéo de
citocinas por macrofagos. Um outro tipo distinto de morte celular foi chamado de apoptose
a qual possui caracteristicas como retragfio celular, perda da itegridade da membrana
plasmatica, manutencdo da integridade das organelas, condensagio e fragmentacdo do
DNA (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1981; Israels and Israels, 1999).

O iermo necrose ¢ usado para descrever danos teciduais irreversiveis e constitul o
tipo de morte celular que nfo é programado e de caracteristica actdental. Em contraste com
apoptose, a necrose ¢ uma forma passiva de morte e sem mecanismos regulatorios
infrinsecos. As causas de morte celular necrética tais como agentes tdxicos podem, em
muitos casos, também induzir morie celular por apoptose. Fregiientemente, sera a
intensidade do insulto que fara com que a morte celular seja necrdtica ou apoptotica ou, que
ainda, desenvolva uma via alternativa de degeneracio (Fig. 1) (Majno and Joris, 1995;
Assunc@o-Guimaries and Linden, 2004).

A morfologia das células que morrem por necrose € altamente diversa. A
membrana plasmatica torna-se rapidamente permeavel. As organelas podem dilatar-se, e os
ribossomos podem dissociar-se do reticulo endoplasmatico. Os nucleos, mais tardiamente,
se desintegram, ¢ em alguns casos, ocorre condensagdo da cromatina. Entretanto, nicleos
fragmentados e picnose ndo sfo caracterisiicas comuns na morte celular necrdtica (Clarke,
1990).

Morte celular programada (PCD) & um evento presente durante doengas e o

desenvolvimento normal, PCD ¢ um processo importante para modelar tecidos e destruir
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células que causam danos, como as celulas imuno autoreativas. O excesso de PCD pode ser

prejudicial e contribuir para o surgimento de varias patologias degenerativas, enquanto que

Morte Celular

FISIOLOGICA

OUTRAS

Caspase-Independente Caspase-Dependente
4

Receptor (caspase-8) Mitocdndria (Caspase 9)

Fig. 1 - Diferentes tipos de Morte Celular {Adaplado de Assuncfio-Guimardies and Linden, 2004).

a falta da PCD pode favorecer significaniemente o desenvolvimento de doencas
proliferativas como o cincer (Thompson, 1995; Hanahan and Weinberg, 2000; Green and
Evan, 2002), Evidéncias, durante ¢ processo de morte celular, do desaparecimento das
células mortas e de eventos controlados, foram a base para justificar a utilizagio do termo
operactonal "programada”. Muitos grupos de pesquisa comecaram a considerar PCD e
apoptose como sinénimos; entretanto, esse esquema generalizado e simplificado,
negligencia as excec¢des; por exemplo, as morfologias de morte celular que nfio se ajustam
na classifica¢fo onginal (Clarke, 1990; Assung¢fo-Guimardes and Linden, 2004).

Apoplose refere-se a uma forma especifica de PCD importante durante o
desenvolvimento e para manutencio da homeostase em muitos organismos (Wang, 2001;
Rathmell and Thompson, 2002; Horvitz, 2003; Hay et al., 2004;). Pesquisas nas uliimas
duas décadas tém levado a idenfificagfio de centenas de genes que estfio envolvidos na
iniciagfo, execugdo e regulagfio da apoptose em diversas espécies (Danial and Korsmeyer

2004). As vias de apoptose sfo evolucionalmente conservadas, levando a alivagdo das
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proteases de morte, conhecidas como caspases (Thomberry and Lazebnik 1998; Riedl and
Shi, 2004;).

As alteragSes morfologicas de morte celular apoptdtica, consideravelmente
importantes, estiio relacionadas s mudangas no nicleo e que sdo, em geral, similares em
diferentes espécies e tipos celulares (Hacker, 2000; Saraste and Pulkki, 2000; Leist and
Jaattela, 2001). Caracteristicas morfol6gicas marcanies de apoptose que ocorrem no nucleo
sd0 a condensagio da cromatina e a fragmentagio nuclear a qual acontece nos estagios mais
tardios do processo de apoptose (Majno and Joris, 1995). Usualmente, algumas horas sdo
necessarias desde 2 iniciacio da morte celular até o seu estigio final; entretanto, o tempo de
execucdo de morte ¢ dependente do tipo celular, do estimulo e da via de morte a qual fo
ativada (Kerr el al., 1972; Ziegler and Groscurth, 2004).

Durante o processo de morte por apoptose, numerosas proteinas sdo ativadas em
uma seqiiéncia altamente regulada. O inicio do processo pode ser induzido por véros
estimulos, como a interagdo de "ligantes” a receptores de superficie celular, injirias a
integridade do DNA por virios fatores de estresse (por exemplo: drogas), radiagio ou
grandes mudangas na homeostase celular. A principal via de transducfio de muitos desses
sinais ocorre através da oligomerizagio e interagio de proteinas com dominios efetores de
morte (DED) nos receptores de membrana (Tibbetts et al., 2003). Essas proteinas, com
unidade de dominio de morte (DD) e de DED evolucionalmente conservados, tém um
nimero de diferentes fungdes na célula; incluindo, a conexdo de receptores de membrana as
caspases efetoras citosolicas (Thomberry et al., 1992).

Caspases s#io proteases, cujos diversos estudos. indicam serem elas a chave
executora da morte celular por apoptose, clivando seus substratos especificos em residuos
de aspartato. As caspases s30 sintetizadas como proprotefnas (zimégenos) possuindo pouca
atividade. Quando clivadas, em um residuo de asparagina intemo, as procaspases sio
convertidas em enzimas maduras com atividade sumentada (Cerretti et al., 1992;
Thomberry et al., 1992). As caspases envolvidas em morte celular podem ser divididas em
dois subgrupos funcionais baseado nos papéis que desempenham durante o processo:
caspases iniciadoras (caspase-2, -8, -9 e -10) ¢ caspases efetoras (caspase-3, -6 ¢ -7}).
Geralmente, caspases iniciadoras, uma vez ativadas, irfio iniciar um processo em cascata

que envolve, posteriormente, as caspases efetoras (Slee et al., 1999a,b). Finalmente, apos
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recrulamento das caspases efetoras, desencadeia-se uma série de alteragSes bioquimicas e
mbrfol bgicas caracteristicas da morte apoptotica {Cohen, 1997).

Em células de mamiferos, a apoptose sucede-se de duas formas, intrinseca ou
extrinseca, as quais sfo ativadas por estimulos de morte celular do meio intra ou
extracelular, respectivamente (Fig. 2). O estimulo intracelular, tal como o dano no DNA,
geralmente resulta na ativagio das proteinas BH3 da familia das proteinas Bel-2, as quais
causam a liberagfio de fatores proapoptoticos do espago intermembrana das mitocondrias
para o citoplasma (Wang, 2001; Cory and Adams, 2002). Um desses fatores protéico
liberado pela mitocbndria, o citocromo ¢, indiretamente induz a ativagfo das caspases
iniciadoras, caspase-9, a qual subseqiientemente ativa as caspases efetoras, caspases —3 e —7
que sd0 responsaveis, em muitos casos, pela desintegragéio da célula apopiotica (Salvesen
and Duckett, 2002). A via extracelular de morte acontece geralmente através de receptores
de morte localizados na superficie celular como a familia de proteinas do fator de necrose
tumoral (Ashkenazi and Dixit, 1998).

A via de morte mtrinseca refere-se a forma de morte cuja participagfio nutocondnal
encontra-se em posicdo de destaque. Os agentes antitumorais e as radiacdes ultravioleta,
por exemplo, podem levar a ativacio dessa via cuja principal caracteristica € ¢ aumento da
permeabilidade da membrana externa mitocondrial para passagem de proteinas como
citocromo ¢ que normalmente se encontra 1o espago intermembrana (Green and Kroemer,
1998; Green and Reed, 1998; Jiang and Chang, 2000). A liberagio do citocromo ¢ leva &
formagfio de um complexo heptamérico denominado apoptosomeo. Esse complexo de alto
peso molecular formado por citocromo ¢, Apaf-1, dATP e procaspase-9 constituem a
plataforma necessaria para ativagio da caspase-9 (Zou et al., 1999; Jiang and Chang, 2000,
Acehan et al., 2002;). A afivacdo de caspase-9, em "tumover", cliva caspases efetoras
(Nicholson and Thomberry, 1997). As caspases efetoras clivam suas proteinas alvo e
culmina, quase que¢ obrigaioriamente, na morte da célula Nesla via de apoptose, as
caspases-3 e -9 podem ser as mais importantes atividades que influenciam o processo de
morte, bem como estariam envolvidas nas mais recentes propostas da existéncia de diversos
outros tipos de morte celular (Coelho et al., 2000; Martelli et al., 2004).

A morte celular via receptor requer envolvimento de receptores de membrana. Eles

sdo membros da superfamilia de receptores de fator necrose ftumoral (TNFR)
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os quais TNFR e FAS sdo os mais bem caracterizados e possuem um

"DD" citoplasmatico (Ashkenazi and Dixit, 1998). Apos sua associagdo com o ligante
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Fig. 2 - Multiplas Vias de Sinaliza¢do de Morte Celular Programada. (Adaptado de Nagata et al., 2005)

correspondente contendo também o "DD", uma mudanga conformacional e/ou
oligomerizagdo ocorre no receptor. Em seguida, eles recrutam uma molécula adaptadora.
dominio de morte associado a "Fas" (FADD) ou dominio de morte associado ao receptor
TNF (TNFADD). e procaspase-8 (e provavelmente caspase-10) formando um complexo de
sinalizacdo de morte (DISC) (Garg and Aggarwal, 2002; Mirkes, 2002). No DISC.
procaspase-8 ¢ convertida a caspase-8 que, por sua vez, leva a ativagdo direta da caspase-3

(Jiang and Chang, 2000).
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A via mitocondrial de morte também converge na ativagio de caspase-3. Caspase -3
pode clivar uma série de proteinas tais como PARP (enzima reparadora do DNA), laminas
nucleares, gelsolina, e foldrina (Jiang and Chang, 2000). As duas vias apoptoticas,
intrinseca e extrinseca, podem também ser ligadas através da "Bid", um proapoptotico
membro da familia Bel-2 (Yin, 2000a,b). Bid é usualmente encontrada no citosol e ¢
clivada pela caspase-8 para originar tBid. a qual ¢ translocada para mitocondria (Lietal,
1998: Luo et al. 1998). Na mitocondria tBid eficientemente ativa Bax que mnicia a
liberagdo de citocromo ¢ e a disfungdo mitocondrial. Essa alternativa ¢ a maneira pelo qual
a via mediada por receptor se relaciona com a via mitocondrial amplificando a ativacdo de
caspases necessaria para apoptose (Haimovitz-Friedman, 1998).

Grandes progressos tém sido feitos nos ultimos anos para compreender a estrutura e
as fungdes das caspases. Existem algumas vias conhecidas de ativagdo de caspases:
entretanto, ndo parecem ser as Unicas. pois existem muitas outras as quais vem sendo
exploradas. como por exemplo, caspase -2 como uma caspase iniciadora. Apesar das
diversas possibilidades, ja ¢ de comum acordo que as diferentes vias ndo acontecem
independentemente, mas que estdo intimamente correlacionadas. (Bidere and Senik, 2001:
Lockshin and Zakeri. 2002; Lockshin and Zakeri, 2004).

Em geral, o modo de execugdo de morte e suas manifestagdes biologicas dependem
do tipo celular, nivel e metabolismo energético, vias de sinalizagdo, estimulos. e ambiente.
Dessa forma. existem varias formas intermédiarias de morte celular as quais possuem
caracteristicas morfologicas apoptoticas como também necréticas. mas a base de como
ocorre a ativagdo dessas vias infelizmente ainda ndo sdo compreendidas. Celulas podem
ainda desenvolver uma morte celular tipo apoptética sem ativacao de caspases, refletindo
uma via alternativa onde proteases lisossomicas possuem papel crucial. Nesses casos. a
condensagio da cromatina € pouco evidente e a fragmentagdo nuclear usualmente ndo
ocorre. Morte celular pode também ser iniciada por um programa de apoptose padrdo. a
qual depois ¢ inibida (durante o estagio final de ativacdo das caspases) e ¢ finalizada por
necrose. Este fendtipo aponecrotico é caracterizado pela coexisténcia de nucleos

fragmentados e degeneracdo de organelas (Formigli et al.. 2000)
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1.2 Lectinas de Plantas e Suas Aplicacdes Bioldgicas

Tendo em vista os avancos nos conhecimentos a respeito da estrutura molecular de
lectinas. a sua defini¢do inicial como sindnimo de aglutininas (Goldstein et al.. 1980) tém
sido substituida por um conceito mais moderno e generalizado. Lectinas de plantas
constituem um grupo de proteinas funcional e estruturalmente diversificado (Loris, 2002)
que possuem, pelo menos, um dominio ndo catalitico o qual liga-se reversivelmente a
carboidratos especificos (Peumans and Van Damme, 1998. Sharon and Lis, 2004). As
lectinas de plantas ndo necessariamente possuem apenas dominios reconhecedores de
carboidratos (CRD), mas também podem apresentar um dominio ndo relacionado. com
estrutura e atividade biologicas totalmente diferentes e. em alguns casos. a fung¢do chave da
lectina pode ser determinada por um dominio diferente do CRD (Fig. 3) (Van Damme et

al.. 2004a; Komath et al.. 20006).
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Fig.3 - (I) Estrutura molecular de uma lectina formada por 4 subunidades (A, B, C e D) mostrando os
dominios reconhecedores de agucar (*) e outros sitios onde adeninas encontram-se ligadas (Verde e Azul)
(Reproduzido de Hamelryck et al., 1999). (II) Dominio Reconhedor de Carboidrato (Adaptado de Sharon.
1977).
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A lectina ricina. obtida de sementes de Ricinus communis. por exemplo, € constituida por
duas cadeias (A e B) unidas por pontes dissulfeto e, cada uma delas, possuindo sitios e/ou
dominios com atividades biologicas diferentes. A cadeia B (32 kDa) € ligante de
Gal/GalNAc e apresenta agdo citotoxica: a cadeia A (30 kDa). uma subunidade também
toxica. tem uma atividade RNA N-glicosidase para a clivagem especifica de uma base
adenina do RNA ribossomal e. dessa forma, exercendo a fungdo de inibi¢do de sintese de
proteina (Lord et al., 1994).

Devido as novas definicdes e estruturas, as lectinas de plantas sdo subdivididas em
quatro classes: mero, holo, quimero e superlectinas (Van Damme et al., 1998). As
merolectinas sdo proteinas que tém, pelo menos, um dominio ligante de carboidrato. Sao
monovalentes e conseqiientemente incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar
células. Diferentemente. a classe das hololectinas compreende todas as lectinas que
possuam dominios di-ou multivalentes idénticos ou muito similares. A maioria das lectinas
vegetais pertence ao grupo das hololectinas, como exemplo Con A (concanavalina A)
(Peumans et al_, 1998). As quimerolectinas/hemilectinas sdo aquelas que consistem de um
ou mais dominios ligantes de carboidratos mais um dominio distinto com atividade
catalitica ou com outra atividade biolégica. Superlectinas também possuem pelo menos
dois dominios ligantes de carboidratos, mas difere das hololectinas devido seus dominios
serem capazes de reconhecer acucares estruturalmente ndo relacionados. Um exemplo € a
lectina de Tulipa (TcLC-I) que possui um dominio manose e um néo relacionado de ligagao
a N-acetilgalactosamina (Van Damme et al.. 1996). Segundo Van Damme e colaboradores
(2004), baseado na similaridade seqiiencial e estrutural, lectinas podem ainda ser
classificadas em familias (amarantinas, ligantes de quitina, do floema de Cucurbitaceae,
relacionadas a jacalina, legumes, monocotiledoneas ligantes de manose e RIP-2) e que
devido a existéncia de outras lectinas as quais ndo entram nessa classificagdo. ¢ bem
possivel que novas familias sejam descobertas no futuro.

Geralmente. as lectinas estdo distribuidas por toda parte da planta. A maior parte,
porém. encontra-se nos 6rgaos de armazenamento em sementes de cotiledoneas (Moreira et
al., 1991). Outras partes da plantas tal como folhas, caule, raizes ou flores principalmente,
contédm apenas pequenas quantidades as quais, ndo sdo necessariamente, idénticas na

estrutura ou especificidade a carboidratos, como as lectinas dos 6rgdos de armazenamento
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(Rudiger, 1998). As lectinas sdo sintetizadas na forma de pro-proteinas no reticulo
endoplasmatico, e apos sofrerem processamentos coO e/ou poés-traducionais originam a
proteina madura. Durante ou apés o transporte da lectina até os vesiculas de
armazenamento. via complexo de Golgi. podem ocorrer modificagdes pos-transducionais
nas unidades de carboidratos (Loris et al.. 1998).

O papel biolégico que as lectinas de planta exercem em seus tecidos de origem, tem
sido alvo de muitas especulagdes e, na maioria dos casos. os estudos tém como alvo o
dominio de ligagdo a carboidratos (Ridiger and Gabius, 2001; Van Damme et al.. 2004a).
Uma vez que um grande numero de lectinas ¢ isolada de tecidos de armazenamento em
plantas, onde elas representam uma grande propor¢do do conteudo de proteinas totais. tem
sido sugerido que lectinas possivelmente sirvam como proteinas de reserva. Em algumas
plantas. lectinas sio degradadas durante a germinagdo e, dessa forma, representam uma
importante fonte de nitrogénio para o processo de desenvolvimento (Van Damme et al..
1995: Dannenhoffer et al., 1997). Além disso, lectinas estdo implicadas em simbioses
especificas entre bactérias fixadoras de nitrogénio e as raizes das plantas hospedeiras (Diaz
et al.. 1989: Lis and Sharon, 1998). Outras observagdes demonstram que algumas lectinas
especificas para galactose, em plantas, tém correlagdo com as propriedades de crioprotecdo
nos tecidos onde elas se acumulam (Hincha et al., 1997). Alguns trabalhos sugerem que
lectinas podem agir como proteinas de defesa contra invasores patogénicos e insetos em um
processo de defesa ativo, junto com outros componentes de baixo peso molecular, os quais
atuam como antibidticos (De Souza Filho et al., 2003; Branco et al., 2004). Tem sido
reportado que a aglutinina de gérmen de trigo encontra-se acumulada nas raizes da planta
infectada por nematodeos e que estariam ali representando uma forma ativa de defesa da
planta (Oka et al., 1997). Além disso. exsite a possibilidade que lectinas ndo sejam
constitutivamente expressas em toda planta, mas que sdo sintetizadas em resposta a
estimulos (como stress salino, por exemplo) por apenas alguns tecidos ou celulas (Van
Damme et al.. 2004a.b).

A atividade inseticida das lectinas de plantas contra diversas espécies de insetos de
diferentes ordens ja € conhecida (Carlini et al., 2002). Geralmente os bioensaios que tentam
avaliar esta caracteristica bioldgica consistem na inclus@o de lectinas, em dietas artificiais

que, em seguida, sdo oferecidas ao inseto alvo durante um determinado periodo (Macedo et

10
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al.. 2002, 2003). Embora o modo exato de acdo inseticida das lectinas de plantas ndo esteja

completamente elucidado. parece que a resisténcia a degradagdo proteolitica pelas enzimas

digestivas e a ligagdo as estruturas do intestino do inseto sejam 0s dois pré-requisitos

basicos para as lectinas exercerem seus efeitos deleterios (Macedo et al., 2004). Como nos

sistemas de animais superiores, os efeitos nocivos das lectinas nos insetos sdo atribuidos

principalmente a ligacdo destas a superficie das células epiteliais do intestino que induz

interferéncias nas funcdes digestivas, protetoras ou secretérias do intestino (Pusztai, 1996).

Esta caracteristica exercida por lectinas de plantas representa um potencial uso como

agentes inseticidas obtidos naturalmente contra as pestes que impedem o crescimento da

produgao agricola.
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Uma vez que lectinas reagem especificamente com agucares néo redutores lerminais
de glicoproteinas e glicolipideos que compdem a membrana plasmatica, elas podem ser
usadas para caracterizar esses glicoconjugados de superficie com base nos monossacarideos
que inibem essa ligagdo (Fig. 4). Algumas lectinas exibem, inclusive, pronunciada
especificidade anomérica. Con A. por exemplo, liga-se mais eficientemente as formas a de
manose ¢ glicose, mas ¢ pouco eficaz na sua interagdo com as formas B (Goldstein and
Poretz. 1986). Por isso. devido a essa agdo especifica. lectinas tém sido usadas de maneira
confiavel em ensaios bioquimicos, citoquimicos, e em estudos histoquimicos das diferengas
sutis entre glicoconjugados de células malignas e ndo-malignas as quais nao sao detectaveis
com anticorpos monoclonais (Mody et al., 1995). Além disso, pesquisas t(ém mostrado que
lectinas ainda sdo habeis em evidenciar diferengas histoquimicas e citoquimicas entre um
tecido tumoral e um normal, bem como entre tumores pertencentes a mesma classe (Gabius
et al., 1998). Para esses fins, entretanto, as lectinas sdo, geralmente, conjugadas a outras
moléculas como isotopos radioativos (Kojima and Jay, 1986), fluorocromos, biotina
(McCoy, 1987; Mazumdar et al., 1993) e ouro (Sinowatz and Friess, 1993) para que
possam ser detectaveis durante os diferentes estudos nos quais sdo empregadas.

Lectinas de plantas sdo empregadas extensivamente em processos biotecnologicos
e. desssa forma, podem, por exemplo, ser imobilizadas em matrix solida (como agarose)
para cromatografias de afinidade (Breborowicz and Mackiewicz, 1989: Hirai e Taketa.
1992). Elas ainda podem ser imobilizadas em superficie de poliestireno (como fase sélida)
para ensaios de imunoadsor¢do direta, indireta ou, ainda. imobilizadas sobre membranas de
nylon ou nitrocelulose para ensaios de imunofiltragdo (Pinon et al., 1990). Lectinas podem
ser cojugadas a agentes que presisam ser levados até células tumorais como, drogas
tumoricidas (Bures et al., 1986; Monsigny et al.. 1988). radioisétopos (Kojima and Jay.
1986) e antioxidantes fotoativados (Kreimer-Birnbaum, 1989)

Diversas lectinas de plantas, tal como Con A, aglutinina de Pisum satium (PSA),
s30 potentes mitogenos para linfocitos humanos (Serke et al., 1989). O efeito estimulatorio
de crescimento exercido pelas lectinas seria justificado pelas observagdes de que fatores de
crescimento/interleucinas reconhecem seus receptores na superficie das células via
interacdo tal como fazem as lectinas (Sherblom et al.. 1988. Sherblom et al.. 1989:

Yamaoka et al.. 1991). Além disso, algumas lectinas tém a capacidade de aumentar. nao
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especificamente, os mecanismos de defesa do hospedeiro; dessa maneira age a lectina ML-1
de Viscum album . Essa lectina exerce sua dramatica a¢do antitumoral de maneira indireta
devido a seus efeitos imunomodulatores "in vivo" tais como ativacdo de células NK (natural
killer) (Joshi, 1993), aumento da atividade de macrofagos e monocitos (Beuth et al., 1991),
estimulacdo da secrecrecio de citocinas como fator de necrose tumoral, interleucina-6 e
sem causar nenhum efeito toxico (Hajto et al., 1990; Gabius et al., 1992; Boccl. 1993).
Uma outra lectina com efeitos imunomodulatorios € a lectina de Utica dioica a qual possui
efeito estimulatorio sobre linfocitos-T e induz a produgdo de interleucina-2 (Le Moal and
Truffa-Bachi. 1988: Lemer e Raikhel, 1992). Tem sido reportado também que efeitos
modulatorios de defesa tém sido exercidos por algumas lectinas como Con A ¢ WGA as
quais induzem liberagdo de superoxidos por neutréfilos causando um decréscimo em
espécies reativas de oxigénio em pacientes com varios carcinomas (Timoshenko et al..
1993). Lectinas ainda podem atrair células mononucleares para os sitios de injecdo ou local
de aplicagdo em dose efetiva bem abaixo da dose toxica (W imer. 1990; Wimer, 1997).

Nas duas ultimas décadas. tem crescido o numero de estudos os quais demonstram,
diferentemente da agiio toxica modulada imunologicamente, o uso de lectinas de plantas
para induzir efeito toxico direto sobre células tumorais. O primeiro estudo da atividade
antitumoral de lectinas de plantas, in vitro, foi publicado em 1970. Nesse trabalho. a lectina
Con A teve efeito inibitorio sobre o crescimento de diferentes linhagens de células
transformadas e. ndo exerceu nenhum efeito sobre o crescimento de uma linhagem de
células ndo-tumoral (células fibrobasticas 3T3) (Shoham et al., 1970). Um grande numero
de estudos relata o efeito de varias lectinas de plantas sobre linhagens de celulares tumorais
onde elas podem atuar através da inibi¢ao da sintese de acidos nucl€icos e de proteinas.

Algumas comunidades cientificas tém aceitado que o cancer pode ser prevenido
e/ou tratado por uma variedade de compostos presentes na natureza. E, seguindo essa
proposta, pesquisas tém sido desenvolvidas com intuito de elucidar a maneira como as
lectinas interagem com as células (tumoral e ndo-tumoral), assim como esclarecer detalhes
do processo de morte celular induzida por elas (Kulkarni and McCulloch, 1995: Leist and
Wendel. 1996: Vervecken et al., 2000: Valentiner et al., 2002; Kim et al., 2003,
Abuharbeid et al.. 2004; Rao et al., 2005).
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O exato mecanismo(s) molecular do efeito antitumoral de lectinas de plantas ainda
ndio se encontra bem esclarecido, embora diversas hipoteses tenham sido reportadas. Muitos
desses efeitos de lectinas de plantas sdo mediados por receptores de superficie celular, mas
outros mecanismos podem também estar envolvidos. Um mecanismo geral o qual foi
inicialmente proposto para explicar o efeito de lectinas ¢ a diferenca na estrutura na
superficie da membrana plasmatica entre células tumorais e células normal (Sharon ans Lis,
1995). Os padrdes de ligagdo da lectina sdo, em alguns casos, especificos para cada
linhagem de célula e isso pode refletir nas distintas maneiras de progressao do efeito de
uma lectina sobre diferentes linhagens de células (Tsubura et al.. 1991; Remani et al
1994).

Outros mecanismos da a¢dio téxica de lectinas os quais culminam com a morte
celular tem sido propostos. Assim como drogas anti-tumorais, estudos tém demonstrado
que lectinas de plantas induzem apoptose com fragmentacdo do DNA. Esses dados
permitem concluir que apoptose pode controlar a resposta das células apos interagdo com

lectinas.

1.3 - Lectina de Sementes de Talisia esculenta (TEL)

Talisia esculenta (sinonimia botanica - Sapindus esculenthus, Sapindus edulis), ou
pitomba (nome popular), pertence & familia Sapindaceae, com ocorréncia no Amazonas.
Para e Maranhdo até o Rio de Janeiro, nas florestas pluvial amazénica e atlantica. E
particularmente freqiiente na Amazonia ocidental e no norte do Espirito Santo (Vale do Rio
Doce). Seus frutos (Fig. 5b) sdo comestiveis e muito saborosos, sendo, inclusive,
comercializados nas feiras das regides norte e nordeste do pais. Também sdo muito
procurados por passaros que atuam como dispersores das sementes desse fruto (Lorenzi,
1992). No Brasil, segundo Silva e colaboradores (1977), os nomes populares mais comuns
para 7' esculenta sdo pitomba e pitombeira.

As arvores de 7. esculenta (Fig. 5a) podem medir de 5-15 metros de altura
(raramente arbustos) e, geralmente, sdo muito frondosas; delas. sio usados tanto os frutos

como as cascas. folhas e a madeira (Guarim Neto et al., 2003). Segundo Lorenzi (1992), a
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madeira ¢ empregada para obras internas na construgdo civil. As cascas e folhas contém
{anino e a seiva é ictiotoxica (Corréa, 1974). Segundo Prance e Silva (1975), as sementes
(Fig. 5¢) sdo tidas como antidiarréicas e usadas como adstringentes. O cha das sementes ¢
utilizado para amenizar os problemas de desidratac@o. Por outro lado. o cha das folhas &
indicado para lombalgia (“dores de cadeira™) e para 0s problemas renais (Guarim Nelo,

1987: Guarim Neto, 1996).
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Fig. 5 - Arvore (), frutos (b) e sementes (¢) de Talisia esculenta (Reproduzido de Lorenzi, 2° ed., 1992},

Recentemente. Freire e colaboradores (2002) isolaram e caracterizaram uma lectina
das sementes de 7. esculenta a qual denominaram de TEL. Essa lectina foi isolada com uso
de apenas duas etapas cromatograficas (Coluna de Sephadex G-100 e Coluna de Quitina).
TEL é uma glicoproteina formada por duas bandas (20.000 e 40.000 kDa) (Fig. 6) e com
um conteudo de carboidrato que representa cerca de 18.8%. A atividade hemaglutinante da
lectina, a qual mostra-se positiva para eritrocitos humanos e animais, pode ser inibida.

preferencialmente com uso de D-manose. A sequéncia N-terminal de aminoacidos



Introducdo

demonstrou que a lectina isolada das sementes de 7'esculenta nao possui homologia com
nenhuma outra proteina conhecida.

Algumas atividades biologicas exercidas por TEL ja foram bem determinadas. Essa
proteina possui atividade inseticida (Macedo et al., 2002: Macedo et al., 2004) bem como ja
sido demonstrado também que TEL possui a capacidade de induzir reposta inflamatoria em

ratos com recrutamento de células mononucleares e neutréfilos (Freire et al., 2003).
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Fig. 6 - Perfil de elui¢io de TEL na coluna de quitina (B) ¢ Eletroforese SDS-PAGE (A) das proteinas eluidas

mostrando duas bandas protéicas (D=20.000 e C=40.000 kDa) (Adaptado de Freire et al., 2002),
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2. Objetivos

17



Qbjetivos

GERAL:

- Estudar a agdo da lectina de Talisia esculenta (TEL) sobre linhagem de células tumoral

(células Hela) e ndo-tumoral (células Vero) em cultura;

ESPECIFICOS:

- Avaliar, por diferentes pardmetros, a atividade téxica de TEL e a sua capacidade de causar

morte celular;

- Caracterizar as altera¢des morfoldgicas e intracelulares induzidas por TEL;

- Propor o mecanismo de agdo peio qual TEL exerce sua aglio citotoxica;

- Determinar a possivel via envolvida no processo de morte celular,

- Avaliar a agdo do monossacarideo D-manose sobre os efeitos citotoxicos induzidos por

TEL;

b3
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3. Material e Métodos
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Parte 1: "Estudo da Acdo Téxica Induzida por TEL Sobre Uma Linhagem

Celular Ndo-Tumoral (Células Vero}"

3.1 Obtenciio da Lectina de Sementes de Talisia esculenta (TEL)

Os frutos de 7. esculenta foram adquiridos nos estados do Ceara e/ou Pernambuco.
Para obtencdo de TEL, foi utilizada a metodologia descrita por Freire et al. (2002).
Sementes secas & sem cascas foram trituradas em um macro moinho e a farinha obtida foi
delipidada com hexano. Posteriormente, as proteinas presentes na farinha das sementes
foram extraidas com 5 volumes de NaCl 150 mM, sob agitagfo durante 24 h, a 4°C. Em
seguida, o material foi centrifugado a 10.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante
obtido, denominado extrato bruto (EB), foi diluido em NaCl 150mM e aplicado a uma
coluna (2,5 cm X 80 cm) de Sephadex G-100 a qual foi equilibrada com o mesmo solvente.
A coluna foi inicialmente eluida com NaCl 150 mM seguido por HCI 100 mM. A atividade
hemaglutinante foi determinada nas fragBes resultantes através de ensaios de
hemaglutinagfio. As fragGes que possuiram atividade hemaglutinante foram reunidas,
dializadas e aplicada a uma coluna de quitina (2 cm x 6 cm) equilibrada com Tampao
fosfate S0 mM, pH 7,6. Apds adsorgdo das proteinas, a coluna foi lavada com o mesmo
tampéo e, finalmente, a lectina adsorvida foi eluida com HC1 100 mM. A lectina purificada

foi dializada e Iiofilizada.

3.2 Preparo e Manutencio das Células Vero

Foi utilizada a linhagem Vero (células de rim de macaco verde africano
Cercopithecus aethiops), proveniente do estoque do Laboratorio de Cultura de Células,
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia (I.B.), UNICAMP. As
células mantidas em nitrogénio liquido foram rapidamente descongeladas em banho a 37°C
e transferidas para garrafas de cultura de células contendo meio Minimo Essencial de Eagle

(MEM) (Nutricell, Campinas, Brasil), suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB)
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(Nutricell, Campinas, Brasil) e 1 % de uma solugdo de antibioticos (penicilina 1.000 U/mi e
estreptomicina 250 mg/ml). Apo6s a formagéo de uma monocamada confluente, as células
foram tripsinizadas com uma solugfio de Tripsina-Versene para dispersdo das celulas e
ressuspensas em meio MEM contendo 10 % de SFB ¢ 1 % e, posteriormente, distribuidas
em placas de cultura de células (96 ou 24 pogos) em uma densidade {n° de células/ml} de

acordo com a necessidade de cada ensaio.

3.3 Teste de Citotoxicidade (Microscopia de Contraste de Fase)

Células Vero (1x10° células/ml) foram distribuidas em placas de cultura de células
de 24 pogos e, apds formacfio da monocamada confluente, TEL (300 ug/mb) foi adicionada,
com ou sem mannose (50 mM). As alteragdes ocorridas nas células vivas, controles e
tratadas, foram fotografadas em diferentes intervalos de tempo usando um microscopio
invertido de contraste de fase (Olympus IX50) ajustado a uma objetiva de 10X ¢ a um

sistema fotomicrografico (PMC35Dx).

3.4 Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado como descrito por Mosmann (1983).
MTT [(3- (4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-dipheny! tetrazolium bromide] (Sigma Chemical)
foi dissolvido em meio MEM para uma concentragdo de 1 mg/ml ¢ filtrado através de uma
membrana de 022 pm. Células Vero (I x 10° células/ml), cultivadas em placa de 24
orificios, foram tratadas com diferentes concentragdes de TEL {(com ou sem manose
50 mM) durante 24 ou 48 h, Apds incubagdo, o meio foi removido das células e 300 pl da
soluciio de MTT foi adicionado a cada pogo. As placas foram incubadas a 37° C por mais 4
h. Apods este periodo, o meio com MTT foi retirado e, em seguida, 100 ul de isopropanol
contendo HCI 0,04 N foi adicionado. As placas foram agitadas gentilmente em agitador
orbital por 15 min, & temperatura ambiente, para solubilizar os cristais de formazan

originados apartir da reagdo do MTT com enzimas mitocondriais em células viaveis. As
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placas foram lidas em um espectrofotdmetro a 540 nm. Os valores de absorbancia das
células tratadas com TEL foram comparados com os valores de absorbancia obtidos nas

celulas controle, sem tratamento.

3.5 Dosagem de Lactato Desidrogenase (LDH)

A presenga da enzima LDH no sobrenadante de cultura de células foi determinada
como descrito por Mitchell et al. (1980). As células Vero (1 x 10° células/ml) foram
cultivadas em placas de 24 pogos e, apos 24 h de incubagdo, TEL (1,5 CDs) foi aplicada as
células e as placas foram incubadas em estufa a 37°C. Durante intervalos de tempo variados
(1 - 6 h), o meio foi retirado das células, coletado em tubos eppendorf ¢ mantido em banho
de gelo. A reacdo catalisada pela LDH foi realizada em cubetas descartaveis (2,5 ml),
contendo 0,1 mi do meio de tratamento das células, 0,2 ml de solugdo de NADH (2,5
mg/ml em tampdo fosfato 0,1 M) e 0,2 ml de solugdo de piruvato de sodio (1 mg/ml em
tampdo fosfato 0,1 M). A reagdo foi acompanhada em espectrofotdmetro, em um
comprimento de onda de 340 nm por 3 min, a 37°C, fazendo-se leituras da absorbéncia em
intervalos de 30 segundos. O calculo da variagdo média da absorbéncia a 340 nm ¢ feito:

a) Subtraindo-se os valores de:

1) Al: A (30s) - A (90s)

2) A2: A (60s) - A (120s)

3) A3: A (90s) - A (150s)

4) Ad: A (120s) - A (180s)
b) Determinando-se a média MA [(A1+A2+A3+A4): 4] entre eles.
¢) A atividade da LDH ¢ entdo determinada pela formula:

LDH (Unidades /mi) = MA (abs) x D x F, onde;

D = fator de dilui¢do = 1000

F = fator de temperatura=1,16; a 36° C
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3.6 Estudo das Alteracdes Morfologicas Induzidas por TEL

As células Vero foram cultivadas em placas de 24 pogos contendo laminulas, em
estufa a 5 % de COz, 37°C, até formagdio de uma monocamada confluente. Em seguida, as
células foram tratadas com TEL (1,5 CDso) durante 3 e 6 h. Apods tratamento, foram
aplicadas algumas técnicas, descritas a seguir, para observagio das alteragdes morfologicas

induzidas pela lectina.

3.6.1 Coloracio com Azul de Toluidina (AT)

As laminulas foram lavadas com PBS 0,01 M (pH 7,4) e fixadas em uma solugo de
paraformaldeido a 1% em PBS por 30 min. As laminulas foram lavadas com agua destilada
e, em seguida, coradas segundo a metodologia de Mello & Vidal (1980), pelo azul de
toluidina (AT) a 0,025 % em tampdo Mcllvane pH 4,0. Apés 15 min de coloragdo em
temperatura ambiente, as laminulas foram lavadas 3 vezes com agua destilada, secas ao ar e
diafanizadas em xilol. As laminulas foram montadas sobre ldminas utilizando-se o entelan.

As alteragdes induzidas por TEL foram analisadas com uso do microscopio de luz.

3.6.2 Reacio de Feulgen

Apbs tratamento com TEL, as células foram lavadas com PBS 0,01 M (pH 7,4) ¢
fixadas com etanol/acido acético (3:1) em PBS por 15 min. Em seguida, foram lavadas com
etanol 70 % durante 5 min e hidrolisadas com uso de HCI 4 N durante 1 h a 28°C. As
células foram posteriormente lavadas com HCl 1 N (gelado), secas ao ar e tratadas com o
Reativo de Schiff durante 40 min. Apds 3 lavagens de 5 min com &dgua sulfurosa
(Metabissulfito de sédio 10% / HCl IN / agua destilada (1:1:18)), as células foram
desidratadas em gradiente crescente de etanol (70 - 100%) e diafanizadas em xilol durante

10 min. As laminulas foram montadas sobre ldminas utilizando-se o entelan.
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3.6.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Células Vero apos tratamento foram fixadas com 2.5 % de glutaraldeido e pos-
fixadas em 1 % de tetroxido de Osmio. Posteriormente, as células foram desidratadas em
um gradiente de etanol, secas ao ponto critico, € cobertas com ouro. A células foram
examinadas em um microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM 5800 LV scanning

electron microscope).

3.7 Marcaciio do Citoesqueleto de Actina

Inicialmente as células Vero foram cultivadas em placas de 24 orificios contendo
laminulas. Apos a formagdo da monocamada celular, as células foram tratadas com TEL
(1,5 CDso) durante 3 e 6h e, em seguida, lavadas 3 vezes com PBS 0,01 M {pH 7.4).
Posteriormente, as células foram fixadas com formaldeido 3,7 % em PBS durante 15 min.
Apos lavagem com PBS para remogdo do fixador, as células foram permeabilizadas com o
uso de uma solugiio de Triton X-100 0,1 % em PBS por 5 min. Apds este procedimento, as
células foram lavados 3 vezes com PBS e, em seguida, taratadas uma solugdo de Faloidina-
FITC (Sigma Chemical) 10 pg/ml em PBS. A placa foi incubada por 30 min e protegida da
presenca de luz. Apds a incubagfio, as laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS e
montadas sobre 1dminas com uso de glicerol-PBS (9:1). Finalmente, as laminas foram

observadas em microscopio de fluorescéncia.

3.8 Fragmentaciio do DNA

As células Vero foram cultivadas em placas de 24 pogos contendo laminulas, em
estufa a 5 % de CO,, 37°C, até formagio de uma monocamada confluente. Em seguida, as
células foram tratadas com TEL (1,5 CDsg) durante 1, 3 ou 6 h. Apds tratamento, foram
aplicadas duas técnicas, descritas a seguir, para verificagdo da ocorréncia de danos ao

DNA.
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3.8.1 Ensaio de TUNEL (terminal dUTP nick-end labeling)

A fragmentagio do DNA foi detectado através do uso de um Kit para marcagdo de
células apoptdticas (ApopTag In Siru Apoptosis Detection Kit, Intergen Company,
Purchase, NY) o qual tem como principio a adi¢do de nucleotideos conjudados a
digoxigenina &s terminagdes 3'OH livres em células cujo DNA encontra-se fragmentado. A
metodologia foi aplicada de acordo com instrugdes do fabricante. Apds tratamento com a
lectina, as células foram fixadas com paraformaldeido 1% em PBS 0,01 M (pH 7,4) durante
10 min e pos-fixadas com etanol/acido acético (2:1) por 5 min. Em seguida, as células
foram tratadas com um tampéio de equilibrio durante 10 segundos a temperatura ambiente ¢,
posteriormente, foi adicionado uma solugdo que continha a enzima TdT ¢
deoxinucleotideos trifosfato conjugados 4 digoxigenina (dNTP-Digoxigenina) duranie ! ha
37°C. Apods esse procedimento, as células foram tratadas com um tampao de bloqueio
durante 25 segundos (sendo os 15 segundos iniciais sob agitagdo) a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS durante 1 min ¢ incubadas com uma
solugio contendo anticorpo anti-digoxigenina conjudada a rodamina (Anti-Digoxigenina-
TRITC) durante 30 min, a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apos a incubagio, as
laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS e montadas sob ldminas de vidro utilizando-se

glicerol-PBS (9:1). As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia.

3.8.2 Extracio do DNA e Eletroforese em Gel de Agarose

A fragmentagdo internucleossomal do DNA ("DNA ladder") génomico das células
Vero tratadas foi detectada segundo a metodologia descrita Gross-Bellard ez af. (1973) com
pequenas modificagbes. Apos tratamento, as células existentes em cada pogo foram
incubadas com 500 pil de um tampdo de lise (Tris 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM, SDS 1 %,
proteinase K 100 pg/ml) durante 2 h a 55°C. Apds este periodo, foram adicionados 500 ul
de fenol; a mistura foi agitada em vortex e, posteriormente, centrifugada a 13.000 rpm por
2 min. A fase aquosa (400 pl) foi removida, transferida para um tubo limpo e 400 ul de
cloroformio foi adicionado. Os tubos novamente foram agitados e, posteriormente,

centrifugados a 13.000 tpm por 2 min. Aproximadamente 300 pl da fase aquosa foi
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removida e NaCl foi adicionado para uma concentragio final de 0,3 M. O DNA foi extraido
pela adicdio de 600 pl de etanol e incubou-se a mistura overnight a —20°C. Apos periodo de
incubagdo, as amostras foram centrifugadas (4°C, 30 min, 13.000 rpm) e o sedimento
obtido foi lavado com etanol 70% . O DNA foi seco em “speed vac", ressuspenso em 20 pl
de tampdo TE (Tris 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM) e aplicado em gel de agarose 1,5%. A
eletroforese foi conduzida a 50V durante aproximadamete 3 h. Em seguida, o gel foi corado
com uma solugio de brometo de etidio (1ug/ml) e visualizado através da incidéncia de luz

ultravioleta.

3.9 Fstudo da Internalizaciio de TEL

Para avaliar se a lectina era internalizada mnas células Vero, foi realizada,
inicialmente, a conjugacio de TEL a biotina (TEL-biotina) e, apds incubagdo com as
células, o trafego da lectina no compartimento intracelular foi acompanhado através da
revelacio com o uso de estreptoavidina conjugada a fluoresceina (estreptoavidina-FITC).

Os procedimentos encontram-se descritos a seguir.

3.9.1 Conjugacio de TEL a Biotina (TEL-Biotina)

A conjugagio de TEL a biotina foi realizada utilizando o kit EZ-LinK Sulfo-NHS-
LC-Biotinylation Kit (Pierce Biotechnology, Inc.), conforme as instruges do fabricante.
Para uma concentragio de 1 mg/ml de TEL em PBS 0,01 M, pH 7,4, foram adicionados
40 pg (aproximadamente 20 vezes o excesso molar) de Sulfo-NHS-LC-biotina. A mistura
foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente e sob agitagiio constante. O conjugado foi
dialisado contra PBS, por 8 h a 4°C, com 4 trocas durante o periodo. Como controle da
incorporacdo da biotina, foi utilizado o método do HABA (Product No. 28010, [2-(4’-

hydroxyazobenzene) benzoic acid], Pierce) de acordo com as instrugdes do fabricante.
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3.9.2 Revelacio de TEL-biotina

As células Vero cultivadas sobre laminulas em placas de 24 orificios foram tratadas
com TEL-biotina (1,5 CDs, de proteina). As alteragbes morfologicas nas células foram
acompanhadas em microscopio invertido e, a intervalos de tempo variados (durante 6
horas), as células foram fixadas com formaldeido 3,7% . As laminulas lavadas com 3 vezes
com PBS 0,01 M, pH 7.4 e, em seguida, incubadas com solugio de streptoavidina-FITC
(1:1000) em PBS por 30 min, na auséncia de luz . Apos incubagéo, as células foram lavadas
com PBS, montadas sob laminas de vidro utilizando-se glicerol-PBS (9:1) e observadas em

microscépio de fluorescéncia.

3,10 - Determinacio da Atividade das Caspase-3 e Caspase-9

Células Vero (2 X 10°células) foram tratadas com TEL e, em seguida, a atividade
das caspases-3 ¢ -9 foram determinadas utilizando um Kit de ensaio colorimétrico para
caspases (R & D Systems, Inc); sendo os procedimentos realizados de acordo com as
instrucdes do fabricante. O principio do ensaio baseia-se na ag#o catalisadora das caspases
sobre peptideos especificos conjugados a cromoforos os quais, quando liberados, sdo
detectados espectrofotometricamente. Em resumo, as células tratadas e ndo tratadas foram
lisadas pela adigdo de um tampdo de lise e, em seguida, incubadas (em gelo) por 10 min. O
lisado foi centrifugado a 12.000 rpm por 1 min, e o sobrenadante foi transferido para tubo
limpo. Ao sobrenadante foi adicionado o 50 ul de um tampéo de reagdo contendo 0,1 M de
DTT ¢ 0,04 mM do substrato especifico. Para detec¢@io de caspase-3 o substrato usado foi
DEVD-pNA (Asp-Glu-Val-Asp-p-nitoalanina) ¢ LEHD- pNA (Leu-Glu-His-Asp-p-
nitoalanina) para caspase -9. A mistura foi incubada durante 2h a 37°C e, em seguida, as

absorbéancias foram lidas em espectrofotémetro a 405 nm.
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3.11 Analise Estatistica

Anéalise estatistica dos dados experimentais foram determinadas através do Student's
-test. Valores de p < +0,05 foram considerados significantes, e os resultados foram
expressos como média SD das triplicatas. Cada experimento foi realizado, pelo menos, trés

VCZES.

PARTE 1I: "Estudo da Acdo Toxica Induzida por TEL Sobre Uma Linhagem

Celular Tumoral (cdncer do colo uterino)"

Na segunda parte do trabalho, a acdo tdxica de TEL foi avaliada, inicialmente, em
diferentes linhagens de células tumorais. A linhagem celular mais suscetivel foi escolhida
como modelo para o estudo dos efeitos citotoxicos induzidos pela lectina. Alguns métodos
e condigdes experimentais usadas para avaliagdio da acdo toxica de TEL nas células Vero
foram reproduzidas para a linhagem celular tumoral, incluindo a concentragdo de TEL
(1,5 CDsy), a qual foi determinada ap6s o teste de viabilidade celular. As metodologias as
quais foram utilizadas para caracterizar os efeitos toxicos de TEL sobre uma linhagem de
células de clncer do colo uterino, bem come outros meétodos os quais ndo foram
anteriormente descritos, encontram-se relacionadas a seguir:

1 - Teste de Vialibilidade Celular, como descrito no item "3.4"

2 - Estudo das Alteragdes Morfoldgicas, como descrito nos itens "3.6", "3.6.1" e "3.6.2",
3 - Citoesqueleto de Actina, como descrito no item "3.7"

4- Fragmentagiio do DNA, como descrito no item "3.8.1"

5 - Estudo da Internalizagio, como descrito no item "3.9"

6- Atividade Caspases, como descrito no item "3.10"

7- Analise estatistica, como descrito no ttem "3.11"
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3.12 Preparo e Manutengiio das Células Tumorais

Células HT-29 (carcinoma intestinal humano) foram obtidas da "American Type
Culture Collection” (ATCC, Rockville, Md). As células HL-60 (leucemia promielocitica
humana) foram generosamente cedidas pela Profa. Dra. Carmem V. Ferreira (Departamento
de bioquimica, Instituto de biologia, UNICAMP). As células Hep-2 (carcinoma de laringe
humana) e HeLa (carcinoma do cérvix uterino humano) foram obtidas do Laboratdrio de
Cultura de Células, Departamento de Microbiologia e Imunologia, UNICAMP. Células
HT-29 foram crescidas em Meio McCoy's (Celigro, Rockville, Md) suplementado com
15% de SFB (v/v). As células HL-60, Hep-2 e HeLa foram crescidas em meio RPMI 1640
(Nutricell, Campinas, Brasil) suplementado com 10% de SFB (v/v). Todas as linhagens de
células foram ainda suplementadas com penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100
pg/mi). O preparo e a manutencdo das diferentes linhagens foram realizados de maneira
similar ao descrito no item "3.2”, exceto para as células HL-60 as quais, por ndo aderirem

ao substrato, tiveram a etapa de tripsiniza¢do dispensada.

3.13 Ensaio de Atividade Anti-proliferativa

Células HeLa { 1 X 10* células/) foram distribuidas em placas de cultura de células
de 24 pocos. Apos 6 h de incubagdo a 37 ° C, TEL (com ou sem 50 mM de mannose) em
diferentes concentragdes (2,5-15 mg/ml) foi adicionada e, em seguida, a placa foi incubada
por 48 h. A proliferaciio celular foi determinada através do ensaio do vermelho neutro
(VN) (Borenfreund and Puerner,1984). Apos o periodo de incubagdo, as células foram
lavadas com PBS 0,01 M, pH 7.4, e posteriormente foi adicionada a cada cavidade 0,3 ml
de meio RPMI 1640 contendo 50 pg/ml de vermelho neutro. A placa foi incubada durante
3 h a 37° C. Para remogio do vermelho neutro ndio incorporado, as células foram lavadas
durante 3 minutos com uma solugfio de formol-célcio preparada usando formaldeido 10 %
(v/v) e cloreto de calcio anidro 1 % (p/v). Finalmente, foi adicionado 0,3 ml da mistura de
etanol 50 % (v/v) e acido acético 1 % (v/v) a cada orificio. A placa foi mantida durante

15 min ,a temperatura ambiente, até a realizago da leitura a 540 nm em espectrofotometro.
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A proliferagio celular apds o tratamento com TEL foi expressa em percentual comparando-

se com as células controle.
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Parte I: "dvaliagdo da Acdo Téxica Induzida por TEL Sobre Uma Linhagem

Celular Ndo-Tumoral (Células Vero)"

4.1 Citotoxicidade Induzida por TEL nas Células Vero

Inicialmente foi examinado se as células Vero eram suscetiveis a TEL usando uma
concentragéio da lectina (300 pg/ml) a qual foi selecionada, tendo como referéncia, dados
de estudos similares anteriormente reportados. Células tratadas com TEL mostraram
alteragdes, como retragdo ¢ arredondamento (Fig. 7), as quais puderam ser vistas apos 3 h
(Fig. 7¢) de tratamento; essas alteragBes tornaram-se mais evidentes ap6s 6 h (Fig. 7e) de
incubagfio com a lectina. As células também exibiram, apés 6 h de tratamento, uma perda
de adesdio ao substrato (placa de cultura de células). Células nfo-tratadas (Fig. 7a) e
aquelas tratadas com TEL durante 1 h (Fig. 7b) mantiveram a morfologia fibroblastica
normal e apresentaram-se bem aderidas a placa de plastico de cultivo de células. Pdde-se
observar, durante ess¢ ensaio, que as mudangas morfolégicas ocorreram de maneira
aleatéria e ndo sincronizada. Adicionalmente, células Vero tratadas com TEL, mas que
tiveram manose adicionada, exibiram morfologia similar as células ndio-tratadas, ou seja,
ndo apresentaram nenhuma mudanga morfologica (Fig. 7d).

Como mostrado na Fig. 8, TEL induziu morte celular a qual foi dependente do
tempo e da concentragio. A concentragdo minima da lectina que determinou o infcio da
citotoxicidade foi de 100 pg/ml; enquanto que a concentragdo de TEL necessaria para
causar 50% de morte celular (CDsp) foi de aproximadamente 200 pg/ml. No ensaio de
viabilidade celular, a adicio de manose também bloqueou significantemente a agdo toxica
induzida por TEL.

A citotoxicidade induzida por TEL sobre as células Vero também incluiu sua agéo
sobre a integridade da membrana plasmética a qual foi avaliada através de ensaic que
detecta a presenga de LDH, uma enzima intracelular, no sobrenadante de cultivo das células
apbs tratamento. Como demonstrado na Fig. 9, a liberagdo da enzima ocorreu de maneira
tempo-dependente e, sua presenga no meio de cultivo, foi detectada imediatamente apos a

primeira hora de incubago com a lectina.
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Fig. 7 - Fotomicrografia de Contraste de Fase das Células Vero. Células ndo-tratadas (a), tratadas com TEL
por 1 h (b) e tratadas com TEL+manose durante 6 h (d) mostrando uma tipica monocamada confluente. Apos

exposigiio a TEL por 3 h (c) e 6 h (¢), as células mostraram retragio e arredondamento (indicados por setas).

Bars: 50 um
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Fig. 8 - Efeito de TEL sobre a viabilidade das células Vero. Células foram tratadas com diferentes
concentragdes de TEL, com ou sem adigdo de manose (Man), durante 24 ou 48 h, e a viabilidade celular foi

determinada pelo método do MTT. Os dados representam a média + SD de determinagfes em triplicatas.

4.2 Alteraces morfolégicas e Intracelulares nas Células Vero Induzidas por TEL

O tratamento das células Vero com TEL resultou em altera¢des citoplasmaticas e
nucleares (Fig. 10 e 11). As células tratadas com TEL durante 3 h mostraram retragéo
celular (Fig. 10f-h), condensagfio da cromatina (Fig. 10b), e nticleos com diferentes niveis
de compactagdo (Fig. 11a, ¢). A incubagfio com a lectina também levou a uma significante
vacuolizaciio citoplasmatica (Fig. 10c). Fragmentacio nuclear (Fig. 10d), formagédo de
corpos apoptéticos (Fig. 10g, h), niicleos picnéticos (Fig. 11c) € um citoplasma altamente
desorganizado (Fig. 10d) foram observados apds 6 h de exposicdo a TEL. Células ndo-
tratadas tinham niicleos com a cromatina dispersa (Fig. 10a e 11b) e nuciéolo bem definido
(Fig. 10a), assim como formaram uma monocamada confluente (Fig. 10e). A Fig. 11d

mostra que mniicleos com um fenétipo tipicamente descrito para células que apresentam
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Fig. 9 - Efeito de TEL sobre a liberagio de LDH pelas células Vero. Células foram tratadas com TEL (1,5
CDsy), com ou sem adigdo de manose (Man), durante diferentes intervalos de tempo (1 - 6 h), e a presencga de
LDH foi determinada no sobrenadante de cultivo celular. Os dados representam a média + SD de

determinagdes em triplicatas

morte celular tipo apoptStica foram mais freqiientes apés 6 h de exposigdo a TEL, com
aproximadamente 46% das células mostrando micleos alterados.

Além das alteracSes morfologicas, TEL induziu alteragdes intracelulares (Fig. 12 ¢
13). A microscopia de fluorescéncia revelou mudangas no arranjo dos filamentos de actina
em células Vero (Fig. 12). Ap6s 3 h de tratamento com TEL, a disposi¢do dos filamentos
de actina foi pobremente definidos e intensos "spots” de actina fluorescente foram vistos no
citoplasma (Fig. 12b, d). Adicionalmente, células tratadas com TEL durante 6 h exibiram
um colapso de actina ao redor do micleo (Fig. 12¢). As células nio-tratadas exibiram

filamentos de actina normalmente organizados (Fig. 12a).
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Fig. 10 - Coloragdo com Azul de Toluidina (a-d) e Microscopia Eletronica de Varredura (e-h) em Células
Vero. Apds 3 h de exposicio a TEL, as células mostraram condensagio da cromatina (b), retragdo celular (f) e
vacuolizagdo citoplasmatica (c). Apés 6 h, as células expostas a TEL, mostraram fragmentagéo nuclear (d) e
corpos apoptéticos (g e h). Células ndo-tratadas tinham nicleos normais com nucléolos bem definidos (a) e
uma tipica monocamada confluente (¢). As alteragdes descritas sdo indicadas por setas. Microscopia de Luz,

Bars: Sum. Microscopia Eletronica de Varredura, Bars: 10um.
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Fig. 11 - Reagio de Feulgen (a-c) ¢ percentual de células Vero com nicleos alterados (fendtipo apoptotico),
identificados pela Reagdo de Feulgen, apos tratamento com TEL (d). Apds 3 h de tratamento com a lectina, as
células mostraram nicleos com diferentes niveis de compactagio (a). Apés 6 h, as células tinham nucleos
picnéticos (c). Células nio-tratadas tinham nucleos com cromatina dispersa (b). As alteragdes descritas sdo
indicadas por setas. Os dados mostrados em "d" representam a média + SD de determinagdes em triplicatas.

Bars: Sum.

A fragmentacdo do DNA foi detectada pelo ensaio de TUNEL, o qual mostrou um
padriio distintivo de marcagdo nuclear entre células tratadas e controles (Fig. 13). O ensaio
foi positivo para as células Vero tratadas com TEL durante 3 h (Fig. 13¢c) e 6 h (Fig. 13a,
b). As células ndo-tratadas exibiram pouca ou nenhuma marcagéo (Fig. 13d). Consistente
com as observagdes em microscopia de luz, a fragmentagdo nuclear também foi vista apos
o ensaio de TUNEL (Fig. 13¢). Adicionalmente, a eletroforese em gel de agarose revelou o

perfil em "ladder" causada pela clivagem internucleossomal do DNA (Fig. 13g, h).
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Fig. 12 - Marcagéo do Citoesqueleto de actina em Células Vero. Apos 3 h de exposi¢do a TEL, as células
exibiram intensos "spots" de actina fluorescente dispersos pelo citoplasma (b e d). Apos 6 h, células
mostraram um colapso dos filamentos de actina ao redor do niicleo (c). Células nfdo-tratadas apresentaram um

citoesqueleto de actina bem definido (a). As alteragdes descritas sdo indicadas por setas. Bars: Spm.

4.3 Internalizacdo e Trifego de TEL nas Células Vero

A observacéo da internalizagdo e do trafego de TEL-biotina nas células Vero foi
realizada ap6s intervalos de tempo variados com uso de streptoavidina-FITC a qual
reconhece os residuos de biotina. Os resultados demonstraram que, entre 1 he3 hde
incubacdo, a lectina pode ser visualizada em estruturas como endossomos dispersas pelo
citoplasma, em uma regido intermediaria, ainda proxima da membrana plasmatica (Fig. 14,
a-c). Apés 5 h de incubacdo, TEL apresentou-se acumulada na regido perinuclear

(Fig. 14d) e, observagdes em periodo de tempo superior a 5h de incubac¢do, ndo
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Fig. 13 - Fragmentagio do DNA das células Vero tratadas com TEL através do método de TUNEL (a-d) e
eletroforese em gel de agarose (f-h). O DNA das células mostrou-se intensamente marcado apds exposicdo a
TEL durante 3h (c) e 6h (a e b). As alteragdes descritas sdo indicadas por setas. "DNA ladder" foi detectado

apos 3h (g) e 6h (h). Nenhuma alteragdo foi observada no DNA de células ndo-tratadas (d e e) e tratadas com

TEL durante 1h (f). Bars: 10 um (a, ¢ e d); Bars: Sum (b).

revelaram outra localizacio da lectina a qual permaneceu no compartimento
citoplasmatico. Quando as células Vero foram tratadas com TEL, mas com manose
adicionada, nenhuma formagdo do tipo endossdmica, caracteristica de transporte

intracelular, foi observada (Fig. 14e).

4.4 Ativacio de Caspases em Células Vero

A ativagdio das caspases-3 ¢ -9 no lisado de células Vero, apos tratamento com TEL,
foi detectado através da utilizagdo de um método colorimétrico. A ativagdo das caspases
ocorreu de maneira tempo dependente (Fig. 15). Uma atividade significante da caspase-9
foi detectada imediatamente apos 2 h de incubagdo com a lectina. Tanto a caspase-3 quanto

a caspase-9, mostraram uma atividade progressiva sendo uma atividade menor para
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caspase-3, durante todos os periodos de tempo avaliados, quando comparada a atividade da

caspase-9.

a

Fig. 14 - Internalizacdo e Trafego de TEL em Células Vero. Até o periodo de 3 h de incubagdo, TEL foi
visualizada em estruturas, tipo endossomos, dispersas pelo citoplasma (a - ¢). Apés 5 h, TEL foi vista na
regido perinuclear (d). Células que tiveram manose adicionada nao foi visualizado nenhuma alteragdo. As

alteragdes descritas sdo indicadas por setas. Bars: Spm.
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Fig. 15 - Efeito de TEL Scbre Atividade das Caspases -3 ¢ -9 nas Células Vero. Células foram tratadas com
TEL (1,5 CDs;) durante diferentes intervalos de tempa e a atividade das caspases-3 e -9 foram determinadas

através de um método colorimétrico. Os dados representam a média + SD de determinagdes em triplicatas.

Parte 11: "Avaliacdo da Acdo Toxica Induzida por TEL Sobre Uma Linhagem
Celular Tumoral (Células Hela)"

4.5 Avaliagio da Suscetibilidade de Diferentes Linhagens de Células Tamorais

Tratadas com TEL

Células tumorais aderentes (Hep-2, HT-29 e Hela) e ndo-aderentes (HL-60) foram
incubadas com diferentes concentra¢Ges de TEL durante 24 h. Diferengas na suscetibilidade
das linhagens celulares a agéio de TEL, especialmente entre Hela, HL-60 e HT-29, foram
observadas (Fig. 16). O teste de citotoxicidade (ensaio do MTT) mostrou que as células
Hela foram mais sensiveis que as outras linhagens de células testadas utilizando a

concentragdo de TEL entre 20 e 100 pug/ml, enquanto que as células HT-29 ¢ HL-60 foram
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relativamente resistentes e, praticamente, nenhum efeito citotdxico significante foi
observado até a concentracdo mais elevada da lectina. Nas células Hep-2, TEL manifestou
uma pobre citotoxicidade apds 24 h de tratamento. Devido a elevada sensibilidade a agao

de TEL, as células Hela foram usadas para os ensaios subseqéntes.
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Fig. 16 - Suscetibilidade de diferentes células tumorais a agéio de TEL. Células foram tratadas com TEL (20 -
100 pg/ml) durante 24 h e a viabilidade das células foi determinada pelo método do MTT. Os dados

representam a média = SD de determinagSes em triplicatas.

4.6 Citotoxicidade Induzida por TEL Sobre as Células Hela

As células Hela foram tratadas com diferentes concentragdes de TEL durante 24 ou
48 h de incubagiio e, em seguida, a viabilidade celular foi determinada. TEL induziu morte
celular nas células Hela a qual foi dependente do tempo de incubagdo bem como da
concentracio da lectina (Fig.17). A concentracdo minima de TEL responsavel pela morie

de 50% das c€lulas apds 24 h foi de aproximadamente 25 pg/ml. Além disso, apés 48 h de
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tratamento, TEL exibiu um maior potencial citotoxico sobre as células Hela; a 10 ug/ml, a
viabilidade foi reduzida a 75% e a 20 pg/ml, a viabilidade foi de 52,3%. Quando foi
utilizada a concentragio de 30 pg/ml, a viabilidade foi reduzida a menos de 13%. Células
Hela incubadas com TEL mas com manose acidionada tiveram sua viabilidade

significantemente preservada.
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Fig. 17 - Efeito de TEL sobre a Viabilidade das Células Hela. Células foram tratadas com diferentes
concenirages de TEL, com ou sem adi¢do de manose (Man), durante 24 ou 48 h, e a viabilidade celular foi

determinada pelo método do MTT. Os dados representam a média + SD de determinagGes em friplicatas.

Como outro critério de citotoxicidade, a presenga de LDH no meio de cultivo das
células também foi determinada apds tratamento com TEL. Como mostrado na Fig. 18,
TEL induziu alteragdes na membrana das células Hela levando a liberagio da enzima LDH
a qual foi dependente do tempo de incubagéo. A LDH foi mais evidenciada, diferentemente
das células Vero, somente apartir de 3 h de incubagfio com lectina onde apresentou
aproximadamente a mesma quantidade de enzima liberada pelas células Vero apds 1 h de
incubagdo. A liberagdo de LDH foi praticamente inibida quando as células Hela foram

incubadas com TEL mas com manose adicionada.
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Fig. 18 - Efeito de TEL sobre liberagdo de LDH pelas das células Hela. Células foram tratadas com TEL (1,5
CDsy), com ou sem adigio de manose (Man), durante diferentes intervalos de tempo e a presenga de LDH foi
determinada no sobrenadante de cultivo celular. Os dados representam a média £ SD de determinagGes em

triplicatas

A capacidadade de TEL inibir a proliferago das células Hela também foi avaliada.
Células foram distribuidas em placas ¢ ap6s esperado o tempo suficiente para completar a
adesdo das células na placa de cultivo, TEL foi adicionada em diferentes concentragdes. Os
resultados demonstraram que TEL causou uma inibigdo na proliferagéo das células Hela a
qual foi dependente da concentragio da lectina (Fig. 19). Aproximadamente 7.5 pg/ml de
TEL foi suficienie para inibir completamente o crescimento celular e, quando TEL foi
utilizada na concentragéo de 5.0 pg/ml, o crescimento celular for inibido em 50% (ICsp ).
Adicionalmente, o uso de TEL mais manose, bloqueou a capacidada da lectina em inibir o

crescimento celular.
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Fig. 19 - Efeito de TEL Sobre a Proliferago das Células Hela. Células foram tratadas com diferentes
concentragdes de TEL, com ou sem adigio de manose (Man), durante 48 h, ¢ o nimero de células for
estimado através do método do Vermelho Neutro. Os dados representam a média + SD de determinagdes em

triplicatas.

4.7 Alteracdes Morfolégicas e Intracelulares nas Células Hela induzidas por TEL

O tratamento das células Hela com TEL resultou em alteragGes morfologicas as
quais puderam ser visualizadas em microscopia de iz apds emprego de técnicas de
coloragdo como Azul de Toluidina e Reagfio de Feulgen; sendo a ultima somente para
identificagiio do fendtipo nuclear (Fig. 20). As células Hela tratadas com TEL durante 3 h
exibiram retragdo celular (Fig. 20b) e condensagdo da cromatina (Fig.20b,f). Fragmentagao
nuclear (Fig. 20d,g) € corpos apoptoticos (¢) foram observados apos 6 h de exposic¢io a
TEL. Células ndo tratadas tinham nticleos com a cromatina dispersa (Fig. 20e) € a presenca
de vérios nucléolos bem definidos (Fig. 21a).

Mudangas na disposiciio dos filamentos de actina nas células Hela também foram

observados (Fig.21). Apés 3 h de tratamento com TEL, os filamentos de actina os quais

45



Resultados

— — B

Fig. 20 - Coloragdo com Azul de Toluidina (a-d) e Reagdo de Feulgen (e-g) em Células Hela. Apds 3 h de
exposi¢io a TEL, as células mostraram condensagdo da cromatina (b e f), retragdo celular (b*). Apos 6 h, as
células expostas a TEL, mostraram fragmentagdo nuclear (d e g) e corpos apoptdticos (c). Células nio-

tratadas tinham nacleos com cromatina dispersa (e) e apresentavam varios nucléolos (a). As alteragdes

descritas sdo indicadas por setas. Bars: 10pum.
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encontraram-se bem definidos nas células ndo tratadas (Fig 21a.), foram representados por
intensos "spots" de actina fluorescente dispersos no citoplasma; entretanto, alguns
filamentos de actina ainda puderam ser vistos (Fig. 21c). Adicionalmente, células tratadas

com TEL durante 6 h exibiram alteragdes similares as apresentadas quando as células

foram tratadas com a lectina durante 3 h (Fig.21b).

Fig. 21 - Marcagdo do Citoesqueleto de actina em Células Hela. Apds 3 h (c) e 6 h (b) de exposi¢do a TEL, a
actina foi representada por intensos "spots" fluorescente dispersos pelo citoplasma. Alguns filamentos de

actina foram vistos apos 3 h de tratamento com TEL (c*). Células ndo-tratadas apresentaram filamentos de

actina definidos (a). As alteragdes descritas sdo indicadas por setas. Bars: 10 um.
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O dano a estrutura do DNA foi detectado através do método de TUNEL. Similar aos
achados ocorridos nas células Vero, TEL também levou a fragmentagdo do DNA das
células Hela a qual foi exibida através de intensa fluorescéncia (Fig. 22). O ensaio foi
positivo tanto para as células tratadas durante 3 h (Fig. 22a) quanto para aquelas tratadas
por 6 h as quais demonstraram uma pronunciada marca¢do. As células tratadas com TEL
durante 1h (Fig. 22¢) e aquelas ndo tratadas (Fig. 22d) mostraram pouca ou nenhuma

fluorescéncia.

Fig. 22 - Fragmentagdo do DNA das células Hela detectada através do método de TUNEL. O DNA das
células mostrou-se intensamente marcado apés exposi¢do a TEL durante 3 h (a) e 6 h (b). Nenhuma alteragio
foi observada no DNA de células tratadas com TEL durante 1h (d) e ndo-tratadas (¢). As alteragdes descritas

sdo indicadas por setas. Bars: 10 pm
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4.8 Internalizacio de TEL nas Células Hela

Os procedimentos utilizados para visualizagdo da internalizagdo e trafego de TEL
no interior das células Vero foram reproduzidos nas mesmas condi¢des para células Hela;
entretanto, diferentemente das observagdes feitas nas células Vero, nenhuma estrutura tipo
endossomo foi observada até o periodo de 6 h de incubagdo com TEL-biotina, com ou sem
adigéio de manose (Fig. 22). Células que ndo tiveram manose adicionada exibiram uma leve

¢ difusa fluorescéncia, provavelmente devido a ligagdo de TEL na superficie (Fig. 22a).

Fig. 23 - Internalizacio e trafego de TEL nas Células Hela. Até o periodo de 6 h de incubagdo, nenhuma
estrutura, tipo endossomos, foi visualizada nas células (a e b). Pouca fluorescéncia foi vista nas células Hela
que foram tratadas com TEL, mas sem adigdo de manose (a). As alteragoes descritas sdo indicadas por setas.

Bars: 10 pum.

4.9 Ativacio de Caspases em células Hela

A ativacdo das caspases -3 ¢ -9 nas células Hela ocorreu de maneira tempo
dependente (Fig. 24). A caspase -3 foi detectada significantemente apos 2 h de tratamento
com TEL e atingiu um plat6 apos 4 h . A atividade da caspase-3 antecipou a da caspase-9 a
qual foi mais evidenciada apartir de 4 h de tratamento com a lectina. A caspase-9 mostrou
uma atividade progressiva ao longo dos periodos de tempo avaliados; entretanto, foi menor

quando comparada a atividade exercida pela caspase-3.
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Fig. 24 - Efeito de TEL Sobre Atividade das Caspases -3 ¢ -9 nas Células Hela. Células foram tratadas com
TEL (1,5 CDsg) durante diferentes intervatos de tempo e a atividade das caspases foram determinadas através

de um método colorimétrico. Os dados representam a média + SD de determinagdes em triplicatas.

50



S5.Discussao

51



Discussdio

A ligagio de lectinas a carboidratos de superficie celular produz vérios efeitos tais
como proliferagio celular e apoptose (Gastman et al., 2004; Bains et al., 2005). Lectinas de
plantas sio téxicas para uma variedade de linhagens de células, e esta toxicidade pode
envolver diferentes mecanismos de acgiio (Leist and Wendel, 1996; Gastman et al., 2004,
Rao et al,, 2005). Uma vez que lectinas induzem morte celular em celulas ndo tumoral
(Valentiner et al., 2002; Collins et al., 2005); ndés examinamos, na primeira parte desse
trabalho, se TEL, uma nova lectina isolada das sementes de uma espécie pertencente
familia Sapindaceae, era citotoxica para células de mamiferos cultivadas. Nesta etapa do
estudo, a linhagem de células Vero foi utilizada como modelo biologico de investigagio.
Células Vero constituem uma linhagem fibroblastica nfo-tumoral, estabelecida apartir de
células de rim de macaco verde africanos e possuem um padrio de crescimento
caracteristico em cultura (Bianchi and Ayres, 1971). Essa linhagem € recomendada para
estudos de citotoxicidade e interagdes célula-substrato em pesquisas com biomateriais
(Kirkpatrick, 1992; Estacia et al, 2002) bem como em estudos de diferenciacio e
transformagdo celular (Carvalho et al., 1999; Gongalves et al, 2006).

Como mostrado aqui, TEL foi citotéxica para células Vero. A faixa de concentragio
de TEL usada para avaliar a indugfio de morte ndo foi baixa, mas foram menores quando
comparadas 4s concentragies usadas em um estudo onde uma lectina isolada de bulbos de
alho foi usada para induzir morte em uma linhagem de células de linfoma humano (células
J937) (Karasaki et al., 2001) e foram compativeis com as concentragdes utilizadas por
Kulkarni and MacCulloch (1995) os quais estudaram a agdio toxica de Con A em células
fibroblasticas 3T3.

A acfio citotéxica induzida por TEL levou a alteragdes morfologicas (Fig. 10) e
mudangas no conteiido do DNA (Fig.11 e 13) nas células Vero as quais séo caracteristicas
de morte celular do tipo apoptética. Esses achados estdo de acordo com resultados
reportados para outras lectinas de plantas. Uma lectina especifica para galactose induziu
morte celular tipo apoptética em células normais e tumorais (Verveken et al., 2000;
Valentiner et al., 2002;), e abrin-a, uma lectina isolada de sementes de Abrus precatorius
induz morte celular por apoptose em varias linhagens celulares (Ohba et al, 2004).

O tratamento de células Vero com TEL resultou em alieragdes morfolégicas significantes
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as quais foram caracteristicas de morte celular por apoptose. Observagdes idénticas foram
reportadas para lectinas de Korean mistletoe (Yoon et al., 1999) e Canavalia ensiformes
(Kulkarni ¢ MacCulloch, 1995), as quais induziram condensac&o da cromatina e a formacgao
de corpos apoptéticos em células Jurkat e células fibroblasticas 3T3, respectivamente.
Nossos resultados ainda demonstraram que a morfologia das células Vero tratadas com
TEL foi muito similar s alteragbes produzidas pela lectina ricina em células de mamiferos
(Collins et al., 1997). Esses achados sdo consistentes com a natureza conservada ¢ ja bem
conhecida desse processo.

A apoptose é caracterizada por arredondamento celular, aparentemente devido a
perda da adesfio ao substrato, retragfio celular, condensagéio da cromatina ¢ fragmentacéio do
DNA nuclear (Majno e Joris, 1995; Hicker, 2000; Abraham e Shahan, 2004). Como
mostrado em nossos resultados, a clivagem do DNA nuclear, o maior quadro de apoptose,
nas células Vero resultaram em fragmentos oligonucleossomais de DNA (Fig. 13) com a
subseqiiente marcagdo das terminages 3'OH livres pela agfo da enzima transferase
deoxinucleotidil terminal, a qual catalisa a adi¢8o de deoxinucleotideos a essas terminagdes
(Teste de TUNEL) (Collins et al., 1997). Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que
algumas linhagens de células que desenvolvem o processo de morte celular por necrose
podem apresentar o teste de TUNEL positivo e que o acompanhamento do estudo com uma
caracterizagio morfolégica se faz necessaria (Gold et al., 1994; Vermes et al., 1995). Em
nossos resultados, o significante aumento no mimero de perfis positivos para 0 método de
TUNEL associados com as alteragdes morfolégicas nas células Vero tratadas com TEL nos
faz acreditar na ocorréncia de morte celular com um quadro classicamente descrito para
morte celular apoptotica.

A citotoxicidade induzida por TEL nas células Vero incluiu suva agfio sobre a
membrana plasmética. Isso foi detectado pela presenga de LDH, utilizada como um "index”
de danos & membrana plasmatica, no sobrenadante de cultura de células apos tratamento
(Fig. 9). A perda da integridade da membrana ocorreu antes das alteragdes morfologicas e
dos danos ao DNA das células. Durante morte celular programada a perda da integridade da
membrana ¢ um fendmeno observado e acontece, de uma maneira geral, antecedendo ou de
forma concomitante aos episédios de mudangas citoplasmaticas e nucleares (Hécker, 2000;

Cristea and Esposti, 2004).
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A capacidade de TEL induzir morte celular foi dependente do tempo e,
parcialmente, envolveu o rompimento dos filamentos de actina. Uma vez que o citoesquleto
de actina tem importante papel na morfogénese ¢ adesfio celular (Martry-Detraves et al.,
2004), nés investigamos a possibilidade das alteragGes morfologicas causadas por TEL
estivessem associadas com um rearranjo do citoesqueleto de actina. Virias estruturas
contendo actina envolvidas nas interagdes célula-substrato tém sido descritas, inciuindo
adesio focal, pontos de contato e filipodia (Adams, 1997; Geiger et al., 2001). Em adigfo a
essas alteragdes morfologicas, o rompimento da integridade do citoesqueleto de actina pode
interferir com o transporte vesicular de precursores de proteinas e, conseqlientemente,
contribuir para morte celular (Hesketh and Pryme, 1991). O tratamento de células Vero
com TEL resultou em um rearranjo dos filamentos de actina (Fig.12), indicando que essa
proteina foi um alvo da lectina. Essas observagdes foram similares aquelas feitas por
Kulkarni ¢ MacCulloch (1995) os quais notaram que a lectina Con A levou ao rompimento
do citoesqueleto de actina em uma linhagem de células fibroblasticas de gengiva humana
(células HGF). Estudos prévios tém mostrado que mediatores da apoptose, como as
caspases, sio responsaveis pela degradagfio de varias proteinas, tais como vimentina e
actina (Brown et al., 1997; Lavastre et al., 2002).

A ligacdo de lectinas a oligossacarideos especificos na membrana das células € uma
importante etapa para indugio da morte celular mediada por lectinas (Stanley, 1981;
Dennis, 1992). Freire e colaboradores (2002) demonstraram que a atividade
hemaglutinante causada por TEL foi inibida por manose e Macedo et al. (2004)
demonstraram que a atividade inseticida de TEL envolve a interagfo da leciina com o
carboidrato especifico em'glicoconjugados da superficie de células epiteliais do trato
digestivo dos insetos. Nossos resultados mostraram o efeito inibitério do carboidrato
manose sobre a morte celular induzida por TEL, indicando que a acfio toxica dessa lectina
encontra-se relacionada com a propriedade de reconhecer o agucar especifico em
glicoconjugados da membrana celular. Uma vez que diversas lectinas especificas para
manose podem ligar-se a carboidratos na superficie das células (Kulkarni and MacCulloch,
1995: Leist and Wendel, 1996), nés sugerimos que TEL exerce sua toxicidade nas células,
primeiramente ligando-se a membrana celular por meio de um sitio manose especifico e,

em seguida, ¢ internalizada por endocitose sendo levada em vesiculas endossémicas até a
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regifio perinuciear, sitio de localizagfio do reticulo endoplasmatico rugoso. Tal como a agho
toxica, o bloqueio da internalizagéio de TEL com o uso de manose indica que a ligagdo ao
carboidrato especifico € também um passo importante para que a lectina seja internalizada
nas células Vero. Tem sido aceito que a agdo ibxica de algumas lectinas requer
reconhecimento do carboidrato especifico, endocitose, transporte intracelular e translocagéo
por compartimentos intracelulares, tais como reticulo endoplasmatico e Complexo de
Golgi, onde poderiam interagir com subunidades ribossomais e, dessa forma, interferir com
a sintese de proteinas (Falnes and Sandvig, 2000; Vetterlein et al., 2002; Sandvig et al.,
2002). Entretanto, vale salientar que outras lectinas, além de Con A ¢ TEL, por exemplo,
com similar afinidade e especificidade, nfio sfio citotoxicas (Leist and Wendel, 1996),
levando a suposta idéia que outros eventos, além da especificidade a carboidratos, sdo
envolvidos na citotoxicidade induzida por lectinas.

Morte celular programada do tipo apoptotica é um elemento central no
desenvolvimento de muitos processos patolégicos e na resposta a terapias sistémicas em
células neopldsicas. As caspases tém sido identificadas como efetoras do processo
apoptético levando a fragmentacio do DNA, assim como as mudangas morfolégicas
nucleares tém sido atribuidas a eventos relacionados & ativagiio das caspases. Estudos
revelam que a fase de exccugdo da apoptose envolve ativagldo das caspases com
subseqiiente clivagem de diversos substratos (Janicke et al., 1998a,b; Fisher et al., 2003). A
morte celular induzida por TEL, levou a ativagfio das caspases -3 ¢ -9 sendo que o aumento
inicial da caspase -9 nos faz sugerir que TEL, ao ser transportada pelo compartimento
intracelular, pode agir de maneira direta junto a mitocdndria levando a ativagio da caspase-
9 que por sua vez ativa a caspase-3. A caspase-3 foi também deiectada durante o processo
de morte celular sendo provavelmente a chave executora da fragmentacdic do DNA,
conforme dados revisados anteriormente (Abraham and Shaham, 2004). Essa mesma
proposta de agfio tem sido reportada para a lectina WGA que ao ser internalizada leva ao
aumento significante de caspase-9 através da liberagéio de citocromo ¢ pelas mitocOndrias
(Gastman et al, 2004).

Como demonstrado, TEL induz morte celular a qual exibe um quadro tipicamente
descrito para morte celular programada do tipo apoptdtica e que envolve ativagfo das

proteases caspases em uma linhagem de células ndo-tumoral. Sem davidas, nossas
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observagdes sugerem que TEL merece futuras investigagSes como um potencial modelo
indutor de morte celular em células de mamiferos.

Na segunda parte desse trabalho, nos avaliamos a agfio de TEL contra linhagens de
células tumorais. Um dos maiores problemas que ocorrem no tratamento sistémico contra o
cAncer ¢ a resisténcia das células tumorais aos quimioterdpicos levando a falhas no
tratamento (Sikic, 1999a,b). Por isso, diversos estudos t€ém centralizado na pesquisa de
agentes alternativos que sejam habeis em, preferencialmente, aumentar a morte de células
tumorais (Mannel et al., 2000). Estudos epidemiolégicos tem mostrado que um maior
consumo de frutas e vegetais estdio associadas com a prevengdo e terapia contra doengas
cronicas como diabetes e certos tipos de cincer e, com isso, tem aumentado o interesse em
compreender como ocorre essa agdo terapéutica (Block et al., 1992; Kris-Etherton et al.,
2002). Estudos de identificagfio de componentes em extratos de plantas tém atribuido as
lectinas a agfio citotdxica e/ou terapéuta contra células tumoral (Valentiner et al., 2002;
Abuharbeid et al., 2004; Mullick and Gasser, 2004)

Diante do exposio, nés nos encorajamos para avaliar a agéo toxica de TEL contra
células tumorais. Inicialmente, nds estudamos o efeito citotéxico da lectina contra quatro
diferentes linhagens de células as quais sfio representativas de diferentes orgios em
humanos (Fig. 16). Das linhagens de células tumoral avaliadas, as c€lulas de céncer do colo
uterino (células Hela) foram as mais sensiveis e, por issso, foram escolhidas como modelo
biolégigo para os estudos subseqgiientes (Fig. 17). Tem sido reportado que as diferengas nos
efeitos citotoxicos induzidos por uma mesma lectina sobre diferentes linhagens de células
pode ser explicado pela quantidade de receptores disponibilizados na membrana de cada
tipo celular. Diferentes niveis de glicosilagfo ¢ a caracteristica chave de muitos processos
patologicos. Oligossacarideos de superficie celular em glicolipideos e glicoproteinas podem
estar alterados em virios tipos de condi¢des patoldgicas incluindo transformac¢Ges malignas
(Sharon, 1993; Mody et al., 1995). Recentemente, Kuramoto et colaboradores (2005)
demonstraram que a quantidade e a eficiéncia da ligacio de lectinas a glicoconjugados de
superficie celular é o que justificaria as diferencas na suscetibilidade a a¢fio da lectina por
diferentes linhagens de células. Nés acreditamos que as diferengas no nivel de glicosilagéo,
entre as diferentes linhagens de células avaliadas, € o que justificaria, pelo menos em parte,

o fato de TEL possuir uma maior agfo toxica nas células Hela.
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Como pardmetro de citotoxicidade, a atividade antiproliferativa in vifro de TEL foi
avaliada sobre as células Hela (Fig. 19). Os resultados demonstraram que TEL exerceu a
acfio inibitéria sobre o crescimento das células utilizando concentragdes da lectina as quais
sio menores que aquelas usadas para causar a morte celular. O exato mecanismo(s)
molecular do efeito antiproliferativo de lectinas de plantas nfio se encontra bem esclarecido;
entretanto, diversas hipéteses sugerem que este efeito esta associado com a habilidade das
lectinas em modularem crescimento, diferenciacfio ¢ proliferacdo de células prematuras in
vivo efou in vitro (Bains et al., 2005). Prévios estudos tém demonstrado que lectinas de
plantas atuam como estimuladoras ou inibidoras do crescimento ¢ isso dependera do tipo
celular. A lectina PNA, por exemplo, inibe a proliferacéio de células de cincer de mama
(células ZR-75.1 e 734-B) (Marth and Daxenbichler, 1988) ¢ estimula o crescimento de
células pulmonares e da musculatura lisa (Sanford and Harris-Hooker, 1990). Também tem
sido reportado que a lectina de Sauromatum venosum induz atividade antiproliferativa
sobre diferentes linhagens de células de cdncer humano (Bains et al., 2005). Além disso,
outras lectinas como GSA, Con A e PHA-L exercem efeitos sobre o crescimento de células
de céncer do colon intestinal humano. (Kiss et al., 1997).

Como ja abordado anteriormente, algumas lectinas de planta para exercerem sua
acio téxica precisam ser internalizadas por endocitose para o compartimento intracelular.
Diferentemente das observagdes feitas com as células Vero, TEL ndo foi internalizada
durante o perfodo de 6 h de incubagfio com as células Hela e, se a internaliza¢io aconteceu,
foi de maneira e/fou em quantidades as quais nfio foram identificadas pelo método utilizado
(Fig. 23). Entretanto, as alteragdes morfoloégicas bem como outros pardmetros que
comprovam a ac¢fo toxica induzida por TEL foram evidenciados dentro desse mesmo
periodo de tempo. Essas evidéncias nos faz sugerir um mecanismo de aglo direta via
interagdio com glicoconjugados contendo manose, uma vez que © uso desse monossacarideo
inibiu os efeitos toxicos sobre as células Hela e sem, necessariamente, ser internalizada. A
lectina VAA-I, por exemplo, para induzir morte celular por apoptose em neutrdfilos
humanos precisa ser internalizada (Lavastre et al, 2002). Entretanto, Leist and Wendel
(1995) demonstraram que a citotoxicidade induzida por Con A em cultura de hepatécitos
humanos ndio requer internalizago da lectina, mas que sua ligacio com o carboidrato

especifico € ponto crucial para sinaliza¢fio/indugio da morte celular.
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A ativagio das caspases também foi evidenciada quando as células Hela foram
tratadas com TEL (Fig. 24). Diferentemente das células Vero, o aumento significante das
caspases proteases nas células Hela, particularmente caspase-3, foi induzida rapidamente
apos 2 h de tratamento com TEL. Esses dados sugerem que a ligagio de TEL a receptores
na superficic das células ¢ responsavel pela ativaglio direta da caspase-3, via caspase-8.
Tem sido reportado que a caspase-3 pode ser ativada diretamente pela caspase-8 que por
sua vez é ativada, geralmente, via receptores alterados devido interagéio com "ligantes"
(Kaufmann and Earnshaw, 2000; Nagata, 2005). Recentemente, Ohba e colaboradores
(2004) estabeleceram que a ativagfio da caspase-3 precede a da caspase-9 em um processo
de morte celular apoptético induzida pela abrin-a sobre diferentes linhagens de células
leucémicas.

Independente das diferengas apresentadas nos perfis de ativagdo das caspases bem
como na condicio de TEL ser internalizada ou nfio, ambas as células em estudo exibiram
um quadro morfolégico similar. AlteragSes morfologicas marcantes (retragdo celular,
condensaciio da cromatina e fragmentagio do DNA) que caracterizam morte celular por
apoptose as quais foram vistas nas células Vero tratadas com TEL, também foram
evidenciadas nas células Hela (Fig. 20). J4 ¢ bem estabelecido que em muitas situagdes,
células que morrem por apoptose mostram um padro similar de mudangas morfologicas
(Majno and Joris, 1995), sem levar em consideragio as condigBes ou o agente usado para
induzir apoptose experimentalmente (Green et al., 2003; Hécker, 2000). Todos os dados
expostos nos faz afirmar que o tipo celular ¢ a maneira pelo qual a lectina interage com as
diferentes linhagens celulares é o que ird definir a via de morte a qual podera culminar em
um mesmo tipo de morte celular.

Apesar da clareza dos resultados, outros estudos sobre os mecanismos de acio
envolvidos na citotoxicidade e nas alteracdes morfolégicas induzidas por TEL em
linhagens de células tumoral e ndo-tumoral, se faz necessirios. Finalmente, a habilidade
especifica de TEL induzir morte tipo apoptética em células de cancer do colo uterino
parece ser uma linha interessante de investigagfo, na atual era da "lectinologia”, onde uma
nova lectina podera ser empregada como uma ferramenta 0til nas pesquisas relacionadas ao

cAncer, bem como no diagndstico e terapia na medicina moderna.
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{1] A lectina isolada de sementes de Talisia esculenta (TEL) ¢ toxica para células tumorais

(células Hela) e ndo-tumorais (células Vero).

[2] Das linhagens de células tumorais testadas, a linhagem de células de céncer cervical
humano (célilas Hela) foi a mais sensivel a aglo toxica mduzida por TEL,

demonstrando uma seletividade da lectina para essa linhagem celular.

13] TEL inibe o crescimento das células de cancer cervical humano.

[4] A morte celular induzida por TEL nas células Vero ¢ Hela ¢ dependente do tempo ¢
leva a alteracdes morfolégicas e intracelulares, tais como contragio celular,
condensacdo da cromatina e fragmentagdo do DNA, as quais sdo classicamente

descritas para morte celular apoptdtica.

[5] Nas células Hela e Vero, TEL leva a uma desorganizacdo do citoesqueleto de actina.

[6] A citotoxicidade induzida por TEL nas células Hela e Vero, envolve a perda da

integridade da membrana, como um evento inicial.

[7] Apesar das células Hela € Vero apresentarem um quadro final de morte celular muito
similar, 2 maneira de ativagio da sinalizagdo de morte parece diferir, como foi
demonstrado pela variagiio na atividade das caspases e, também, pelo fato de TEL ter

sido internalizada nas células Vero, o que nfio ocorre nas células Hela.
[8] Os efeitos toxicos induzidos por TEL nas células Vero e Hela, bem como sua

internalizacio nas células Vero, depende da interagiio da lectina com o carboidrato

especifico em glicoconjugados presentes na superficie da membrana.
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