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RESUMO

Os gliomas representam 50-80 % dos tumores cerebrais primarios
classificados como um dos tipos de neoplasia com maiores desafios na
sua terapia. Dentre eles o glioblastoma multiforme (GBM) é o tipo mais
agressivo, com um prognostico pouco favoravel, sendo a sobrevida
média dos pacientes de aproximadamente 12 meses. Considerando a
limitada eficiéncia das terapias disponiveis, tém sido investigadas novas
moléculas bioativas. Lectinas sdo proteinas que ligam glicanos,
apresentando diversas atividades bioldgicas. Estudos recentes tém
indicado a capacidade de algumas lectinas isoladas de plantas,
especialmente ConA, poderem induzir morte de células tumorais com
certa seletividade, considerando que essas células podem apresentar
alteragdes no padrdo de glicosilacdo. Dentro desses paradigmas, o
presente trabalho teve como objetivo central investigar o efeito
citotéxico das lectinas purificadas das sementes de Dioclea reflexa
(DrfL 1) e de Canavalia brasiliensis (ConBr) sobre culturas celulares de
glioma das linhagens C6 (rato) e U87 (humana), caracterizando o
possivel mecanismo dessa acdo. Os resultados demonstraram que as
lectinas DrfL | e ConBr (30 e 50 ug/mL) diminuem a viabilidade
(avaliada pelo ensaio de MTT) e induzem alteracbes morfoldgicas
(avaliada por microscopia de luz e de fluorescéncia) sobre células da
linhagem C6. As lectinas também demonstraram a capacidade de inibir
a migracdo celular e sobrevivéncia clonogénica, especialmente na
concentracdo mais elevada (50 pg/mL). Além disso, ConBr e DrfL |
causaram inducéo significativa do processo de autofagia na linhagem
C6, avaliado através da coloracdo com laranja de acridina (LA).
Notavelmente, a acdo das lectinas foi dependente da integridade de sua
estrutura terciaria/quaternaria, bem como do dominio de interagcdo com
carboidratos (CRD), considerando que a desnaturacdo térmica e o
blogueio do CRD (com a-metil-manosideo), respectivamente, levaram a
perda da atividade das lectinas. Quando avaliada a a¢do de DrfL | e
ConBr sobre a linhagem U87 (humana) foi observado que apenas DrfL |
apresentou atividade citotoxica sobre esta linhagem, sendo sua agédo
similar ao observado sobre as células da linhagem C6. Dessa forma,
nosso estudo sugere um potencial antitumoral para a lectina DrfL I,
considerando sua acao sobre a linhagem de glioma U87, que deveréa ser
avaliada com mais profundidade em futuros estudos.

Palavras-chaves: Glioma, lectinas, DrfL I, ConBr, autofagia






ABSTRACT

Gliomas represent 50-80 % of the primary brain tumors and it is
one of the most challenging types of neoplasia for therapy. Glioblastoma
multiform (GBM) is the most aggressive type of glioma, with
unfavorable prognosis and average survival of patients approximately
12 months. Taken in account a limited therapy available, new bioactive
molecules have been investigated. Lectins are proteins that bind glycans
on cell surface displaying a diversity of biological activities. The
capability of plant lectins to induce selective tumoral cell death has been
reported, since the tumoral cells may express modifications in the
glycosilation pattern. Taken these paradigms, the present work aimed to
investigate the citotoxicity of the lectins purified from Dioclea reflexa
(DrfL 1) and Canavalia brasiliensis (ConBr) seeds against gliomas
lineages C6 (rat) and U87 (human), characterizing a possible
mechanism for this action. The results showed that DrfL | and ConBr
lectins (30 and 50 pg/mL) decreased cell viability (measured by MTT
assay) and induced morphological changes (assessed by optic and
fluorescence microscopy) on C6 cells. The lectins also induced
inhibition of cell migration and clonogenic survival, especially at
highest concentration of 50 pg/mL. Moreover, both ConBr and DrfL |
were able to induce autophagy of C6 cells, as evaluated by acridin
orange stain. Noteworthy, the lectin actions were dependent of
terceary/quaternary structure and carbohydrate recognition domain
(CRD) since both, thermal denaturation as well as CRD blockage (by o-
methyl-manoside), respectively, impaired the lectin activity. The action
of DrfL I and ConBr on the U87 lineage (human) was also evaluated.
However, only DrfL | demonstrated activity against this lineage, which
was very similar that observed against C6 cells lineage. In conclusion,
our study suggests an antitumor potential for DrfL | lectin, considering
its activity against U87 gliomas lineage. Moreover, future studies will
be necessary in order to ascertain the DrfL | mechanisms using in vitro
and in vivo models of gliomas.

Keywords: Glioma, lectins, DrfL I, ConBr, autophagy.
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INTRODUGAO 23

1. INTRODUCAO

A membrana celular é crucial para a vida da célula, define seus
limites e mantém as diferencas essenciais entre seu interior e 0 espago
extracelular (ALBERS et al., 2010). Apesar de apresentar diferencas,
todas as membranas biologicas compartilham uma estrutura geral
comum formada por uma fina camada de lipideos e proteinas, unidas
principalmente por interacbes ndo covalentes. Enquanto a bicamada
lipidica atua como barreira relativamente permeavel, as proteinas
transmembrana medeiam quase todas as fun¢des da membrana celular,
atuando como transportador de moléculas especificas, catalisador de
reacdes e como receptores que respondem a sinais extracelulares (YOU
etal., 2016).

Cada monocamada da membrana apresenta uma composicdo
lipidica distinta, sendo esta assimetria importante na sua fungdo
(ALBERTS et al., 2010). Um dos fatores envolvidos na producdo da
assimetria na bicamada é o processo de adesdo de aclcares a proteinas
ou lipideos no limen do aparelho de Golgi, conhecido como
glicosilacdo. Este processo produz proteinas ou lipideos principalmente
N-glicosilados, que sdo alocados na membrana plasmatica, sendo 0s
residuos de agucares expostos na superficie celular (ALBERTS et al.,
2010; CAO et al., 2013; DRAKE e BALL, 2015). O funcionamento
normal deste processo é fundamental, pois estd envolvido em
mecanismos de adesdo célula-célula (GUMBINER, 1996; CAO et al.,
2013; ROY et al., 2016), mobilidade celular (CAO et al., 2013; JIANG
et al., 2015), diferenciacdo celular (AMANO et al., 2010; NAIRN et al.,
2012), inflamacéo (ZHAO et al., 2010; CAO et al., 2013), transducéo de
sinais (CAO et al., 2013) e na infec¢do viral (CAO et al., 2013). Por
outro lado, alteracdo nesses processos estd relacionada com diversos
processos patolégicos, incluindo processos oncogénicos e progressao do
cancer (HALTIWANGER e LOWE, 2004).

As células dos organismos multicelulares se encontram em
continua interacdo, de forma a manté-las unidas para formar os tecidos.
A adesdo celular depende de dois elementos principais: a matriz
extracelular (MEC), uma estrutura secretada pelas células e composta
por uma rede complexa de proteinas fibrosas (colageno, laminina,
fibronectina, elastina) e cadeias de polissacarideos (NUTT et al., 2001;
LUQUE et al., 2006; ALBERTS et al., 2010); as integrinas, que sdo
proteinas constituidas por um dominio intracelular, que se une aos
filamentos de actina do citoesqueleto no interior da célula, e um
dominio extracelular que apresentam afinidade pelos receptores de
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células vizinhas permitindo as ades6es célula-célula e pelas proteinas da
MEC propiciando a adesdo célula-matriz (ALBERTS et al., 2010;
KOLKHOF et al., 2016). Essas interacbes encontram-se alteradas em
processos cancerigenos, o que confere a célula seu carater invasivo,
cumprindo um importante papel nos processos de metastase do cancer
(PROULX-BONNEAU et al., 2011).

1.1 Cancer

O céancer é uma das principais causas de morte em nivel mundial.
Em 2012 as estatisticas apontaram cerca de 14 milhdes de pacientes com
cancer no mundo (NIH 2016). Segundo os dados do Instituto Nacional
de Céncer (INCA), no ano de 2016 existiriam uma estimativa de taxa
bruta de incidéncia de 590 pacientes por cada 100 mil habitantes
(Instituto Nacional de Cancer, Brasil, 2016).

O cancer pode ser considerado uma doenca genética, que se
desenvolve em organismos superiores, podendo acometer a maioria dos
tecidos e todo tipo de célula somatica (COOPER, 2000; GARRAWAY e
LANDER, 2013; SOON et al., 2013; NIK-ZAINAL et al., 2012;
SHENDURE e LIEBERMAN, 2012; TUNA e AMOS, 2012).
Caracteriza-se por ser um processo constituido de trés etapas: iniciacao,
promogdo e progressdo tumoral. A iniciagdo e promocdo tumoral
representam um periodo em que ocorrem as primeiras alteracOes
genéticas, que levam uma célula normal a transformacdo (HANAHAN e
WEINBERG, 2000; YATES e CAMPBELL, 2012). Estas mutagfes
podem surgir por dois mecanismos:

e Mudancas epigenéticas, que afetam a expressdo de
genes, podendo permanecer em estado latente durante toda a vida
da célula. Esse tipo de alteracdo pode ocorrer em resposta a agentes
mutagénicos que alteram a arquitetura nucelar e composigdo
cromatica da célula (TUNA e AMOS, 2012; FEINBERG et al.,
2016).

o Mudangas génicas, induzidas por mutagbes. Onde a
célula afetada divide-se em taxa acima do normal, com muita
rapidez e sem controle (YATES e CAMPBELL, 2012).

Séo denominados agentes carcinogénicos os responsaveis pela
producdo de mutagBes nos proto-oncogenes e genes ONCOSUPressores,
que sdo os dois tipos de genes cujas mutagdes estdo relacionadas com o
progresso do cancer, resumidas na figura 1.
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Figura 1. Resumo da atuagédo dos genes envolvidos no desenvolvimento do
cancer. (Adaptado de LUQUE et al., 2006). Proto-oncogenes sdo genes que
codificam proteinas geralmente relacionadas com a proliferacdo celular e
apoptose e atuam somente quando recebem sinais especificos. Entretanto, sua
forma mutada da lugar a um oncogene, o qual como resultado expressa uma
proteina andémala que se mantém ativa mesmo na auséncia de estimulos
reguladores. Os genes onco-supressores codificam proteinas que atuam
diminuindo a proliferacdo celular ou induzindo a apoptose. Quando uma
mutagdo conduz a sintese de uma destas proteinas ndo funcional ou impede sua
sintese, ocorre perda do controle da proliferacdo celular e dos mecanismos de
morte, levando a uma proliferacdo excessiva, sendo que o acimulo de danos ou
alteracdes génicas acaba conduzindo ao cancer.

Como resultado das mutacgdes produzidas os genes podem néo
expressar determinadas proteinas ou podem expressar proteinas
alteradas. Além disso, pode ocorrer a superexpressdo de proteinas
normais. Essas altera¢cGes modificam as funcGes celulares basicas, como
controle de divisdo, levando a uma proliferacdo excessiva e continua.
Adicionalmente, ocorre diminuicdo de mecanismos de morte celular
programada. Em conjunto esses eventos levam a formagdo do tumor
(COOPER, 2011; LUQUE et al., 2006; OGATA et al, 2006;
JAMARILLO et al.,, 2010; DE BARROS PONTES et al., 2012;
GOFFART et al., 2013; CHEN et al., 2015; AROUI et al., 2016; ROY
et al., 2016). Outro aspecto evidenciado sdo alteracdes na glicosilacdo
de proteinas em funcdo de alteracdo da regulacdo da enzima N-acetil
glicosamina transferase (O-GINAC), que catalisa processos O-N-acetil-
glicosisalacdo, apresentando papéis crucias na proliferacdo e invasédo
tumoral (KAMATSU et al., 2001; FUSTER et al., 2005; SALGIA,
2014; BALDINI e LEFEBVRE, 2016).

A fase de progressdo do tumor pode ser dividida em etapas
fisiopatoldgicas de desenvolvimento resumidas na figura 2. Neste
sentido as neoplasias podem ser divididas em: 1) tumor primario ou
benigno, o qual se inicia com uma célula progenitora (célula tronco
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cancerosa) que forma uma massa de células anormais que crescem e
proliferam fora de controle, caracteriza-se por apresentar as mesmas
caracteristicas do tecido onde foi originado e ndo possuir propriedade
invasiva, podendo-se extirpar com resseccdo cirdrgica (se sua
localizag8o ndo é critica) tendo, em geral, um prognostico favoravel; 2)
tumor maligno ou cancer propriamente dito, no qual as suas células
adquiriram capacidade de invadir tecidos adjacentes tornando quase
impossivel sua erradicacdo (COOPER, 2000; YATES e CAMPBELL,
2012).

Para o tumor poder crescer além de um determinado tamanho,
precisa recrutar um suplemento de sangue adequado para ter a
guantidade desejavel de oxigénio e nutrientes, mediante a formacéo de
novos vasos sanguineos. Este processo é denominado angiogénese,
desenvolvido frente a sinais de hipoxia produto de resposta das células
afetadas pelo crescimento do tumor. A hipdxia ativa o suprimento de
sangue pelo aumento do nivel do fator induzivel de hipéxia (HIF-1a)
(LE MERCIER et al., 2010; NOWACKA e OBUCHOWICZ, 2012) que
ativa a transcricdo de genes que codificam fatores pro-angiogénicos
como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (GOFFART et
al., 2013; CHEN et al., 2015), o qual por sua vez estimula o crescimento
de novos vasos sanguineos que ajudam no suprimento de oxigénio e
nutrientes, apresentando-se como uma via de escape de células
cancerosas para formarem metastase (BENDAS e BORSIG, 2012; ROY
etal., 2016).
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Figura 2. Etapas do Desenvolvimento do Céncer. (Adaptado de LUQUE et
al., 2006). O diagrama mostra como a partir de repetidos ciclos de mutagéo e
proliferacdo de uma primeira célula que sofreu mutagao, se origina um clone de
células cancerosas malignas. Em cada etapa, as células do clone continuam
sofrendo mutagBes que potencializam a proliferacdo celular ou diminuem os
mecanismos de morte celular programada. A etapa final mostra a invasdo de
células cancerigenas em tecidos adjacentes e a etapa inicial da metastase.

A metdstase é a etapa responsavel por 90 % das mortes
associadas ao cancer solido (TALMADGE e FIDLER, 2010; JIANG et
al., 2015), sendo impossivel sua erradicacdo mediante cirurgia ou
irradiacdo localizada, por encontrar-se disseminado por varios tecidos e
6rgdos. A metastase representa um processo com varias etapas: as
células devem se desprender do tumor primario, penetrar a membrana
basal (MB) e o revestimento endotelial de um vaso sanguineo ou
linfatico, mover-se através da circulagdo, para sair do vaso em um ponto
distante do corpo, fixando-se e crescendo no novo sitio. Esta liberacéo
das células tumorais é consequéncia da acdo de enzimas proteoliticas ou
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proteases que degradam a matriz extracelular, sendo as mais estudadas
as metoloproteases de matriz extracelular (MMP) (PROULX-
BONNEAU et al., 2011; RESENDE et al., 2016, AROUI et al., 2016).
Este processo permite a formacdo de um grumo de células
primeiramente, denominada micrometastase, que produzem células que
sobrevivem e proliferam no novo ambiente o qual é conhecido como
colonizacdo (RESENDE et al., 2016).

Os cénceres sdo denominados de acordo com o tipo de célula e
tecido do qual foi originado, conhecendo-se mais de 200 tipos. Os
tumores primarios do sistema nervoso central (SNC) contribuem
significativamente na morbidade de todos os grupos de idade,
representando 20 % das neoplasias em criangas e 2 % em adultos
(American Cancer Society 2016; eacc 2017). Os tumores cerebrais sdo
classificados como um dos tipos de neoplasia com maiores desafios na
sua terapia (RIOS MARCO et al., 2015), sendo os gliomas responsaveis
por 80 % dos tumores primarios do SNC (CHERRY e STELLA, 2014).

1.2 Glioma

Os gliomas representam entre 50 e 80 % dos tumores cerebrais
primarios classificados como malignos em adultos (LEFRANC et al.,
2005; LE MERCIER et al. 2010; RIOS MARCO et al., 2015) e recebem
0 nome dependendo do tipo de células a partir das quais se
desenvolvem: astrocitomas (astrdcitos), oligodendrogliomas
(oligodendrocitos), ependimonas (células ependimais) e
oligoastrocitoma (mixtura de varias células gliais) (LOUIS et al., 2007;
LE MERCIER et al., 2010).

Com o fim de padronizar a comunicacao e o plano de tratamento
dos tumores do tipo glioma, a Organizacdo Mundial da Salde (OMS)
desenvolveu um sistema de classificagdo em quatro graus, baseado na
malignidade segundo a histologia, localizagdo, distribuicéo,
comportamento e caracteristicas genéticas (CAIRNCROSS et al., 2006;
LOUIS et al., 2007; ROUSSEAU et al., 2008; FORSHEW et al., 2009;
SANSON et al., 2009; D’HAENE et al., 2014; YANG et al. 2016),
resumido na tabela 1. Os gliomas de grau | em geral séo circunscritos e
apresentam um comportamento benigno comparado com os de Grau Il
até 1V, classificados como malignos por seu comportamento invasivo no
cérebro (LOUIS et al., 2007; LE MERCIER et al., 2010).
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Graus OMS Sobrevida média Tipos Histolégico
1 s Astrocitoma policistico
(criangas)
2 10-16 anos Oligodendoglioma
2 6-8 anos Atrocitoma
Astrocitoma anaplasico
3 3 anos Oligodendoglioma
anaplasico
4 3-24 meses Glioblastoma Multiforme

Tabela 1 Classificagéo dos tumores tipo Glioma pela Organiza¢do Mundial
da Saude. Classificagdo dos tumores tipo glioma em graus, estimativa de vida e
tipo histolégico.

O glioblastoma multiforme (GBM) é o tipo de glioma mais
agressivo representando 55 % dos casos de tumores cerebrais malignos
(OSTROM et al., 2015). Apresenta-se como um tumor heterogéneo por
ser constituido por células de diferentes origens, classificado pela OMS
como grau IV (NUTT et al., 2001; STRIK et al., 2012; WOJTON et al.,
2016). Ocorre com uma incidéncia aproximada de 3,2 a cada 100.000
pessoas por ano nos Estados Unidos, enquanto segundo dados do
Instituto Nacional de Cancer (INCA) no Brasil estimam-se, entre 0s
anos 2016-2017, 5.400 novos casos em homens e 4.830 em mulheres
(OSTROM et al., 2015; Instituto Nacional de Cancer, Brasil, 2016).

A taxa de incidéncia € mais comum em idosos entre os 75 e 84
anos de idade (OSTROM et al., 2015). Afetando comumente os l6bulos
temporal (31%), parietal (24%), frontal (23%), occipital (16%) bem
como em combinacdo fronto-temporal (CHOTAI et al.,, 2012). Os
sintomas mais comuns incluem: dor de cabega, tontura, mudangas na
cognicdo e personalidade, perda de equilibrio, diminuicdo sensorial e
incontinéncia segundo a area afetada (WOJTON et al., 2016).

A massa tumoral do GBM encontra-se construida por uma
populacdo densa de células monomorficas pequenas, arredondadas e
ligeiramente alongadas com nulcleo grande e hipercromatico (LOUIS et
al., 2007; KHASRAW et al., 2010; CHERAY et al., 2011; STRIK et
al., 2012). Diferenciando-se dos demais graus por seu rapido
crescimento, sua potente habilidade de invasdo e migracdo no tecido
cerebral, sua frequente recidiva pés-cirurgia, e sua alta resisténcia a
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quimioterapia e radioterapia (JARAMILLO et al., 2010; DE BARROS
PONTES et al., 2012; THEELER e GILBERT, 2015; CHEN et al,,
2015; AROUI et al., 2016).

O GBM apresenta multipotencialidade e habilidade de auto-
renovacao pela presenca de células tronco de glioblastoma (GSCs), que
sdo muito similares as das células tronco neurais (NSCs) encontradas na
zona subventricular (ZSV) dos ventriculos laterais e zona subgranular
(ZSG) do hipocampo, existindo inclusive hipoOteses de que estas
poderiam dar origem as células tumorais (SANAI et al., 2005; LIM et
al., 2007; MARTIN et al., 2014; LIU e SONG, 2016).

Tem sido indicado que a desregulacdo de genes relacionados a
cascatas de sinalizacdo que controla o funcionamento das NSCs
desempenha um papel importante na modulacdo das GSCs (GARROS-
REGULEZ et al., 2016). Assim por exemplo, o gene SOX2 (pertencente
a uma familia de fatores de transcri¢do altamente conservada) necessario
nos estagios de desenvolvimento neural durante a embriogénese e na
neurogénese adulta, é inativado uma vez diferenciada a NSC (SARKAR
e HOCHEDLINGER, 2013; GARROS-REGULEZ et al., 2016),
conferindo as células tronco seu carater de pluripoténcia e
reprogramacdo (AVILION et al., 2003; FAVARO et al., 2009;
TAKAHASHI e YAMANAKA, 2006; HAN et al, 2012).
Surpreendentemente, foi observado um aumento da expressdo de SOX2
tanto em linhagem celular de GBM (IKUSHIMA et al., 2009;
GANGEMI et al., 2009; GARROS-REGULEZ et al., 2016) quanto em
amostras de tecido de pacientes (ANNOVAZZI et al, 2011,
BRENNAN et al., 2013). Esse fato parece estar relacionado com a
autorregeneracao celular, manutengdo das GSCs e progressdo do GBM,
além de conferir resisténcia a quimioterapia com temozolomide
(GARROS-REGULEZ et al., 2016).

Verhaak e colaboradores em 2010 dividiram o GBM em quatro
subtipos. O subtipo cléssico, representando 27 % desses canceres,
caracteriza-se por apresentar delecBes nos genes PTEN (fosfatase
homéloga a tensina; que degrada PIP3, sendo um gene supressor
tumoral) e um aumento na expressdo do EGFR (receptor do fator de
crescimento epidermal) juntamente com uma mutagdo originando um
receptor constitutivamente ativo, o EGFRVIII, que conduz a ativacdo de
vias de sinalizagdo pro-migratorias e proliferativas, exercendo um papel
crucial no desenvolvimento de varias neoplasias (ALDAPE et al., 2004;
ZHANG et al., 2007). O subtipo mesenquimal, compreende 29 %,
caraterizado pela mutacédo e delecdo de NF1 (gene supressor do tumor
de neurofibromatose 1) um regulador negativo da proteina RAS e
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PTEN, um antagonista fosfoinositol-3-quinase (PI3K), ambos
importantes na via dowstream dos RTKs (receptores tirosina quinase)
(VERHAAK et al., 2010). E no subtipo pré-neural, representando 28
% dos canceres tipo GBM, possui uma muta¢do no gene supressor de
tumor TP53 e uma amplificacdo do receptor A do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFRA), o qual leva a ativacdo de vias de
crescimento mitogénicas (CHERRY et al., 2014). Por dltimo, o subtipo
neural, compreendendo apenas 16 % dos GBM, é definido pela
presenca de marcadores neurais como NEFL (polipeptidio de
neurofilamento leve), subunidade al de receptor GABA (GABRAL) e
sinaptotagmina 1 (SYT-1) (CHERRY et al., 2014). Como podem ser
observados, os diferentes subtipos apresentam desregulacdo na
sinalizacdo RTK, representando marcadores adquiridos de malignidade
(CHERRY et al., 2014).

Além das mutagdes nos RTK, foi observado que receptores de
quimiocinas do tipo 4 e 7 (CXCR 4 e CXCR7) encontram-se
superexpressos em diversas linhagens tumorais incluindo as de GBM,
nas quais medeiam respostas proliferativas e migratérias (RUBIN et al.,
2003; CHERRY et al., 2014). Em tecidos extraidos de pacientes com
GBM (CALATOZZOLO et al., 2011) CXCR4 aumenta sua expressdo
na area de hipdxia favorecendo a angiogénese (EHTESHAM et al.,
2013).

Estudos prévios demostram, que 0s mecanismos biosintéticos das
glicosil transferases, glicosil hydrolases e os genes que regulam a sua
expressao, experimentam uma significativa alteragdo na transformacgéo
oncegénica nas GSCs (DALL OLIO et al., 2001; BURCHELL et al.,
2003; CHAKRABORTY et al., 2003; DRINNAN et al., 2003;
MOSKAL et al.; 2009). Nestas quando comparadas com células
normais de cérebro, observa-se um incremento significativo de
galactosilacdo nas glicoproteinas do glicocalix; principalmente [3-
galactose e/ou B-GalNac (XU et al., 2001; MOSKAL et al.; 2009; HE et
al., 2010). Este padrdo de glicosilacdo alterado modula a fungéo de
receptores de morte celular, por dificultar estéricamente a unido de seu
ligante (MORIWAKI et al, 2011; SHATNYEVA et al., 2011; LIU et
al., 2013; LICHTENSTEIN e RABINOVICH, 2013)

Porém, ndo sdo somente as carateristicas bioldgicas das células de
glioma que contribuem na progressdo do tumor. Existem dados na
literatura mostrando que o microambiente onde o GBM se encontra
apresenta funcGes importantes para a progressdo e metastase. Assim, a
ativacdo da microglia e acdo de macréfagos (HAMBARZDUMYAN et
al., 2016; RESENDE et al., 2016) ajuda na degradacdo da MEC e da
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membrana basal (MB), principalmente pela ativagio de MMP-2 e
MMP-9 (KUMAR et al., 2010; STRIK et al., 2012; AROUI et al., 2016;
NAMBIAR et al.,, 2016), conforme apresentado resumidamente na
figura 3.

a b
2 Matriz ¢ ' -
P e extracelular - nvasao
Invaséo - = e
é N ik 3 {
TGF-§ R & £ \‘\‘99 '\ ( Ghoma
| ) 9 s MMP2N \ 4 J
7\ e Y Géoma /1 r (actvvo) e
~N ] y v ST ¥ % e J 5 /
gt e6F Yp .
-\ - I 1<%
- o 6 / 1P pro-MMP2 /’
- e s IL1
TAM o” b ,7 L-1p @ < _TLR2 (inactivo /
1 2 i m\ /
N -1\ A versicano /
1 e TAM ~\_myDes 'y
[ AT 1 \ S %

Figura 3. Acéo dos macrofagos associados ao tumor (TAM) na progressao e
invasdo do glioma. (HAMBARDZUMAY et al., 2016) (@) TAM segrega
fatores que promovem a invasao das células de glioma. (b) A microglia segrega
TGF-B, que desencadeia a liberagdo de pro-MMP2 pelas células de glioma. A
pro-MMP2 é clivada e ativada a MMP2 pela MT1-MMP expressa na membrana
da micrdglia. A microglia expressa MT1-MMP pela ativagdo de TLR2 e sinais
dependentes de P38-MAPK, o qual também leva a liberagdo de MMP9.

Por todo o exposto, o0 GBM apresenta prognéstico pouco
favoravel e apesar dos consideraveis esforcos terapéuticos a sobrevida
média dos pacientes é de aproximadamente 12 meses (LOUIS et al.,
2007; STRIK, et al., 2012). A resseccdo cirurgica e a radioterapia
aplicada no tratamento oferecem geralmente um beneficio paliativo
(JURATLLI, 2013). As drogas anticancerigenas sintéticas mais utilizadas
sdo agentes alquilantes como carmustina (BCNU), lomustina (CCNU),
nimustina (ACNU) ou temozolomida (TMZ). Essas drogas sdo capazes
de atravessar a barreira hematoencefdlica, mas apresentam pouca
eficiéncia e muitas vezes induzem morte celular pouco seletiva, ndo
aumentando a sobrevida média dos pacientes por mais de 17 meses
(JARAMILLO et al., 2010; STRIK, et al., 2012; THEELER e
GILBERT, 2015; YAN et al., 2016).

Dentro desses paradigmas, tém sido investigadas novas moléculas
bioativas tais como as lectinas, que sdo proteinas com alta
especificidade pelos glicanos. Diversos estudos demostraram que
possuim a capacidade de inibir a proliferacdo e adesd@o celular, assim
como de induzir efeitos citotéxicos em células tumorais humanas (DE
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MEJIA e PRISECARU, 2005; FAHEINA et al., 2011). O fato é
relacionado a sua capacidade de interagir com o estado de glicosilagdo
anormal de glicolipidos e/ou glicoproteinas nas células tumorais, assim
como pelas disposicdes e/ou alteragbes dos receptores de lectinas na
superficie destas células, estando estas modificagBes envolvidas no
processo de metastase (HAKOMORI, 2002; DAWSON et al., 2004;
ZHAO et al., 2008; SHARON, 2007; REIS et al., 2010; JIANG, 2015;
YAU, 2015).

1.3 Lectinas

As lectinas representam um grupo de proteinas ubiquamente
distribuidas em plantas, animais e microorganismos, e contém pelo
menos um dominio ndo catalitico de ligacdo a carboidratos (CRD),
através do qual sdo capazes de reconhecer e de se ligar reversivelmente,
de maneira especifica, a carboidratos complexos de glicoproteinas,
proteoglicanos e glicolipidos, bem como a monossacaridos sollveis ou
glicoconjugados, sem modificar a estrutura do aglcar ao qual se ligam
(SINGH et al., 1999; VAN DAMME et al., 2004; LIU et al., 2013;
JIANG et al., 2015). As lectinas ndo tém origem imune, ou seja, ndo sao
anticorpos anti-carboidratos (FUSTER e ESKO, 2005).

Tanto as lectinas ancoradas na membrana celular quanto as
sollveis, possuem a capacidade de decodificar a informacéo contendida
no glicocalix da célula e podem regular a homeostase celular mediante a
modulagdo de sinais, incluindo tréfego e endocitose de receptores
(HERNANDEZ e BAUM, 2002; FUSTER e ESKO, 2005;
LICHTENSTEIN E RABINOVICH, 2013).

As lectinas encontradas em animais sdo classificadas em lectinas
tipo C, lectinas tipo R, galectinas e lectinas intracelulares pertencentes a
familia calnexina (tipo M, tipo L e tipo P) (GUPTA, 2012; ROY et al.,
2016). Essas lectinas animais, desempenham funcbGes em diversos
processos, incluindo: inflamacgdo, resposta imune, infeccdo bem como
na tumorogénese e metastase (DRICKAMER e TAYLOR, 1993; BERG
et al., 2002; D’HAENE et al., 2014; ROY et al., 2016). H4 muitos
dados na literatura mostrando aumento, particularmente das galectinas-
1, -3, -4 e -8, em células de glioblastoma multiforme, contribuindo na
migracdo e proliferagdo celular (STRIK et al., 2001; RORIVE et al.,
2001; STRIK et al.; 2007; STRIK et al., 2012).

As lectinas extraidas de plantas compreendem um grupo de
proteinas homélogas, as quais apresentam fungfes que incluem protecéo
contra potenciais agentes patogénicos ou para evitar predadores (BERG
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et al., 2002; YAU et al., 2015). Possuem grande interesse farmacolégico
e bioldgico, considerando sua alta especificidade pelos glicanos e a
capacidade de modular atividades celulares, como por exemplo,
processos de morte celular por apoptose e autofagia (ALBUQUERQUE
et al., 2014; PRASANNA e VENKATESH, 2015; XIAO et al., 2015.;
PINNTO-JUNIOR et al., 2015; JIANG et al., 2015). Dessa forma, as
lectinas de plantas tém sido estudas sob o ponto de vista estrutural bem
como em relacdo as atividades biolégicas de importancia biomédica,
incluindo: aglutinagdo de células, modulacdo de mitogenicidade,
atividade insulinomimeética, acdo anticancerigena e acdo neuroprotetora.
Além disso, mediante analises histoquimicos as lectinas podem servir de
ferramenta para determinar a estrutura de oligossacarideos do glicocalix
da superficie celular, o qual representa uma das estratégias, utilizadas
pelas células cancerigenas, para estimar o potencial de progressao,
malignidade e poder metastatico de alguns tipos de tumores (HE et al.,
2010; JAQUES et al.,2013; MILDE-LANGOSCH et al., 2015).

As sementes de leguminosas sdo uma rica fonte de lectinas e
varios géneros da subtribo Diocleinae (tribo Phaseoleae) tém mostrado
ser uma fonte importante de diversas lectinas, ja isoladas e caraterizadas
(CAVADA et al.,, 1994; CORREIA et al., 2011.; ROCHA et al., 2009;
PINNTO-JUNIOR et al., 2015). Esta Subtribo compreende 13 principais
géneros, dos quais Canavalia, Cratylia e Dioclea estdo presentes na
biodiversidade brasileira e das quais tém sido purificadas e
caracterizadas as lectinas ConBr da Canavalia brasiliensis, DGL da
Dioclea grandiflora, DvL da Dioclea violacea, entre outras (CAVADA
et al., 2001). As mesmas compartilham os seguintes padrles: séo
compostas de dois ou quatro mondmeros ligados por interagdes nédo
covalentes; tém alta homologia, com massa molecular de 25-30 KDa
onde cada mondmero apresenta um CRD especifico para
glicose/manose; exibem um equilibrio dimero-tetramero dependente de
pH e propriedades fisioquimicas similares (BRINDA et al., 2004). No
entanto, apesar da alta homologia elas diferem marcadamente quanto a
atividade bioldgica, sendo algumas delas metaloproteinas que
necessitam dos fons Ca®* e Mn®* para exibir sua atividade (CAVADA et
al.,, 2001; ASSREUY et al., 2009; BARROSO-NETTO et al., 2014;
PINNTO-JUNIOR et al., 2015). As alteracdes nas sequéncias de
aminoacidos relacionados com o CRD podem estar associadas com
algumas das atividades das lectinas. Um exemplo disso € a subtitucao de
Ser202 do CRD da Concanavalina A (ConA) por Pro202 na lectina
Canavalia maritima (ConM) a qual muda sua afinidade por
dissacarideos (BEZERRA et al., 2011; BARROSO-NETO et al., 2014).
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A ConA isolada das sementes da leguminosa Canavalia
ensiformes, foi a primeira lectina isolada, sequenciada e cuja a estrutura
foi determinada por cristalografia de raios X (CAVADA et al., 2001).
ConA ¢ uma lectina com afinidade glicose/manose dependente de
Ca?*/Mn%*, com uma estrutura tetramérica (Figura 4) cujos mondmeros
contem 237 residuos de aminoacidos (LI et al., 2011).

Figura 4. Estrutura cristalogréafica da lectina ConA. Fonte: Protein Data
Bank.

Numerosos estudos tém demonstrado que ConA pode induzir
morte celular por meio da via mitocondrial em diversas células tumorais
como, por exemplo, na linhagem celular A375 de melanoma humano,
aumentando os niveis de citocromo ¢ o qual estimula as caspaces-3 e 9
levando a apoptose (LIU et al., 2009; LI et al., 2011; JIANG et al.,
2015). Além disso, na linhagem U87 de glioblastoma multiforme
humano, ConA via modulacdo de metaloproteinase de matriz tipo-1
(MT1-MMP) proporcionou aumento de expressdo da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2), via IKK/ fator nuclear kappa B (NFkB), bem
como uma concomitante inibi¢do da fosforilagdo de AKT, sugestivo de
morte celular (SINA et al., 2010; PRATT e ANNABI, 2014). Outros
estudos demostraram que células das linhagens U87 de glioblastoma
humano e HepG2 de carcinoma hepatico humano tratadas com ConA
exibiam aumento da expressdo de BNIP-3, Atg3, Atgl2 e Atgl2-L1 o
qual leva a morte celular mediante autofagia mitocondrial (PRATT e
ANNABI, 2014; YAU et al.,, 2015). Trabalhos realizados em um
modelo murino de células hepéticas, sugerem que ConA poderia ser
internalizada e ativar a autofagia por injuria mitocondrial (CHANG et
al., 2007; ROY et al., 2014).
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A partir do isolamento de ConA, diferentes lectinas com
similaridades estruturais e propriedades fisicas similares tém sido
purificadas e caracterizadas, como ConBr uma lectina purificada a partir
de sementes de Canavalia brasiliensis, também glucose/manose
especifica dependente de Ca*/Mn®*. A sua estrutura cristalografica
(Figura 5) revela que em comparacdo a ConA possui dois residuos de
aminoacidos substituidos ndo prédximos ao CRD (GRANGEIRO et al.,
1997; SANZ-APARICIO et al., 1997). Tem sido sugerido na literatura,
gue as substitucdoes de aminoacidos fora do CRD podem ser
responsaveis pelas diferencas na afinidade de ligacdo a agUcares e as
atividades bioldgicas das lectinas (SANZ-APARICIO et al.,, 1997,
GRANGEIRO et al., 1997).

Figura 5. Estrutura cristalografica da lectina ConBr. Fonte: Protein Data
Bank.

Diversos estudos tem mostrado uma diversidade de acles
bioldgicas de ConBr sobre células do sistema imune e sobre a cascata de
resposta inflamatoria, acbes sobre o sistema nervoso, além de ter sido
verificado um efeito anti-proliferativo sobre linhagens celulares B16F10
de melanoma da pele (BARBOSA et al., 2001, CAVADA et al., 2001,
LOPES et al.,, 2005; BARAUNA et al., 2006; SILVA et al., 2011;
FAHEINA-MARTINS et al., 2011; RUSSI et al., 2012; JACQUES et
al., 2013; DE OLIVEIRA SILVA et al., 2014; RIEGER et al., 2014).

Recentemente nds demostramos que ConV uma lectina purificada
a partir de sementes de Canavalia virosa, presente na biodiversidade
brasileira, possui a capacidade de reduzir a viabilidade e migragdo
celular em modelo in vitro da linhagem C6 de glioblastoma; e que
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apresenta similaridades estruturais & ConA, segundo a sua estrutura
cristalografica (Figura 6) (OSTERNE et al., 2017).

Figura 6 Estrutura cristalogréafica da lectina ConV. Fonte: Protein Data
Bank.

A lectina DrfL |, purificada das sementes da leguminosa Dioclea
reflexa, também apresenta afinidade por glucose/manose e dependéncia
por Ca®*/Mn*", tendo sido caracterizada recentemente (PINTO-JUNIOR
et al.,, 2016). A sua estrutura cristalografica (Figura 7) revela que
diferente da ConA esta lectina possui uma histidina na posi¢do 131
(PINTO-JUNIOR et al., 2017). Na literatura ndo ha estudos em relacédo
ao possivel efeito anti-tumoral da lectina DrfL, mas sim relacionando
sua participacao na resposta inflamatdria, sua capacidade de causar uma
inibicdo parcial na resposta edematogénica e de promover relaxamento
de baixa intensidade nos anéis adrticos em modelos in vivo de rato
Wistar (PINTO-JUNIOR et al., 2016; PINTO-JUNIOR et al., 2017).

Figura 7 Estrutura cristalografica da lectina DrfL I. Fonte: Protein Data
Bank.
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1.4 Mecanismos de Morte Celular

Da mesma forma que o crescimento e a proliferacdo celular, a
morte celular programada apresenta um papel fundamental na
homeostase de tecidos e organismos, tanto durante o desenvolvimento
qguanto na vida adulta (LOCKSHIN e WILLIAMS, 1965; FUSCHS e
STELLER, 2011; LIN e BEAHRECKe, 2015). Por muito tempo,
acreditou-se que a morte celular era um processo passivo de carater
degenerativo, produto de lesdo celular, infeccdo e auséncia de fatores de
crescimento (MEIER et al., 2000; GRIVICICH et al., 2007). Hoje em
dia, sabe-se que nem sempre 0s eventos de morte celular sdo passivos, e
que as células sdo capazes de induzir a morte celular programada frente
as condicdes patoldgicas ou morte celular regulada frente a agentes
farmacoldgicos (YU e CHOI, 2000; HENGARTNER, 2000;
GALLUZZI et al., 2017).

Os mecanismos de morte celulares, tanto programados como
reguladas, podem ser classificados segundo as suas carateristicas
bioldgicas em: apoptose, autofagia e necroptose (SCHWEICHEL e
MERKER, 1973; OKADA e MAK, 2004; CASTEDO et al., 2004; LIN
e BEAHRECKE, 2015). A regulacdo anormal desses processos &
associada com uma variedade de doencas humanas incluindo o cancer.
Por exemplo, é bem conhecido que a perda de respostas apoptéticas em
uma célula pode ser responsavel pelo desenvolvimento do tumor, mas
ainda ndo se encontra bem estabelecida a contribui¢do dos mecanismos
gue regulam a autofagia na progressdo do cancer (RICCI e ZONG,
2006; LIN e BEAHRECKE, 2015; CHEN et al., 2016).

1.4.1 Apoptose

O termo apoptose deriva da palavra grega para cair (como folhas
caindo de uma arvore), se caracteriza por ser um processo conservado
evolutivamente com a finalidade de remover células danificadas ou um
supérfluo de células, garantindo a homeostase e sobrevivéncia do
organismo (JIANG et al., 2015). A desregulagcdo deste processo se
associa a varias doencas incluindo o cancer (HUSSEIN et al., 2003).

De modo geral é um fendmeno bastante rapido compreendendo
uma retracdo da célula que causa perda da aderéncia com a MEC e
células vizinhas, enquanto as organelas mantém a sua morfologia (com
excecdo de algumas mitocndrias); a cromatina se condensa e se
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concentra junto a membrana nuclear. A seguir, a membrana celular
forma prolongamentos (blebs) e o nlcleo desintegra-se em fragmentos
envoltos pela membrana nuclear, denominados corpos apoptéticos, o0s
quais séo fagocitados e removidos sem causar um processo inflamatorio
(GRIVICIVH et al., 2007).

Geralmente a apoptose ocorre por duas vias (Figura 8): uma via
mediante a unido de ligantes especificos a receptores de membrana,
como FasL de morte celular, também denominada via extrinseca; e a via
mitocondrial, dependente do citocromo ¢, chamada de via intrinseca
(TAIT e GREE, 2012; JIANG et al., 2015).

Na via extrinseca, a ativagdo na superficie celular dos receptores
de morte pode ocorrer mediante ligantes especificos como TNF, TRAIL
ou FasL. Apos esta ligacdo, os dominios intracelulares dos receptores
interagem com o dominio de morte associado a Fas, resultando na
associacdo de uma complexa cascata de sinalizacdo de morte e
recrutamento das caspase-8/caspase-10 iniciadoras (JIANG et al., 2015).

A via intrinseca é regulada por proteinas encarregadas de manter
a integridade mitocondrial (TAN e WHITE, 2008). Bcl-2 representa
uma familia de proteinas que regulam a apoptose, os membros Bcl-2 e
Bcl-XL sdo proteinas antiapoptéticos que inibem a liberacdo de
citocromo ¢ ao citosol e a acdo de Bax e Bak (proteinas pro-
apoptoticas). Por outro lado, as proteinas Bad, Bik, Bid, Bim, PUMA e
NOXA sdo sensores de estresse e de dano celular (GOMEZ-
FERNANDEZ, 2013; JIANG et al., 2015), sendo proteinas pro-
apoptoticas ativadas na auséncia ou deficiéncia de fatores de
sobrevivéncia, danos ao DNA, altas concentracdes de Ca*‘intracelular
entre outros eventos. Estas proteinas aumentam a permeabilidade da
membrana externa da mitocondria com subsequente liberacdo de
citocromo c. Quando a concentracdo de citocromo c encontra-se
aumentada no citosol, se liga a um fator ativador de protease apoptoética
(Apaf-1) e a caspase-9, formando o apoptossomo que ativa a caspase-3
efetora (TAN e WHITE, 2008).
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Figura 8. Fatores envolvidos no processo de Apoptose. (Fonte: JIANG et al.,
2015) A apoptose inicia-se com a ativacdo das proteinas caspases, produzindo
uma cascada proteolitica que culmina com a hidrélise de proteinas estruturais,
enzimas reparadoras do DNA e ativacdo de endonucelases. A via extrinseca,
inicia-se por estimulos extracelulares como FasL, TRAIL ou TNF-a, que ativam
caspase 8. Na via intrinsica ocorre a ativacdo de proteinas pro-apoptéticas
(PUMA, Noxa, Bad, Bim, Mcl-1) e inibigdo de proteinas anti-apoptéticas (Bid,
Bcl-2, Bel-XL, Bax, Bak). Este processo depende de estimulos intracelulares e
da mitocondria que levam a liberagdo do citocromo ¢ o qual se liga a Apaf-1
ativanto a caspase 9. Sendo em ambas vias, ativada a caspase-3 para levar a
célula a morte.

1.4.2 Autofagia

A autofagia € um processo adaptativo conservado
evolutivamente, que ocorre em resposta a um estresse metabdlico
resultando na degradagdo dos componentes celulares danificados
(DANIAL e KORSMEYER, 2004; LUM et al., 2005; OHSUMI, 2014;
DEGTYAREV et al, 2014). Existem trés tipos de autofagia:
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas
(DEGTYAREV et al., 2014). Resumidamente, pode ser descrito como
um processo de autodegradacao e reciclagem dos componentes celulares
mediante complexos lisossomais, cumprindo importantes fungdes na
manutencdo, diferenciacdo e defesa celular, remodelacdo de tecidos,
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controle de crescimento e aclimatacdo (OHSUMI, 2014). Em células de
cancer, a autofagia atua mediando mecanismos fisioldgicos de
sobrevivéncia temporal, e leva a morte quando o estresse se apresenta
continuo ou induz a uma autofagia excessiva (LIU et al., 2013;
OHSUMI, 2014; SCHNEIDER e CUERVO, 2014; JIANG et al., 2015).

O processo pode ser dividido em 5 etapas (Figura 9): inducéo,
nucleacdo vesicular, elongacdo, docking e fusdo, degradacdo e
reciclagem (WEN et al., 2013).

Bioquimicamente, a inducdo da autofagia se inicia pelo complexo
ULK, composto por ULK1/2, mAtgl3 e Atgl01, que pode ser inibido
negativamente pelo complexo mTORCL1 (do inglés mammalian target of
rapamycin complex 1) (CHEN et al, 2013; OHSUMI, 2014).
Subsequentemente, proteinas e lipideos séo recrutados pela membrana
do autofagossoma para a etapa de nucleacdo vesicular, incluindo a
ativacdo do complexo PI3K/Beclin-1 (HE e LEVINE, 2010; FU et al.,
2013; OHSUMI, 2014). Seguido das etapas de elongagdo e conclusédo
das vesiculas, que envolve formacdo de dois sistemas conjugados
semelhantes & ubiquitina, a primeira via inclui a conjugagdo covalente
de Atgl2 e Atg5; enquanto a segunda via inclui a ativacdo de LC3/Atg4
(OHSUMI, 2014; JIANG et al., 2015). O acoplamento (“docking”) e a
fusdo do autofagossoma com lisossoma leva a maturagdo do
autolisossomo, com  eventual  reparticio  dos  conteldos
autofagossémicos (OHSUMI, 2014; NAGELKERKE et al., 2015).
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Figura 9. Fatores envolvidos no processo de Autofagia. (Fonte: JIANG et al.,
2015). A formagdo do autofagossomo requer a ativagdo de proteinas envolvidas com a
autofagia, as Atgs, que medeiam as etapas principais da autofagia: iniciagdo, nucleagéo,
elongacdo, encaixe (docking) e degradagdo. A proteina LC3 é uma das Atgs mais
importantes que ajudam no processo de elongac&o e encaixe; sua forma lipidada (LC3-I1)
encontra-se em ambas superficies do autofagossomo e € degradada quando o
autofagossomo se liga com o lisosomo. A autofagia é regulada principalmente por
modificagBes post-traducionais e modificages lipidicas das proteinas Atgs, ajudado por
Atg5 ou Atgl2.

1.4.3 Necroptose

A necroptose € o tipo de morte celular na qual as células sofrem
um insulto celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do
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citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequente
ruptura celular, com liberagdo do conteldo causando danos as células
vizinhas, com produgdo de inflamacdo local (ZIEGLER e
GROSCURTH, 2004; GRIVICICH et al., 2007). Observa-se que neste
tipo de morte celular, diferente dos demais, ndo ha requisicdo de energia
(WANG, 2014).

Este processo encontrasse conectado com outros tipos de morte
celular programada, sendo que os mecanismos moleculares envolvidos
no processo de necroptose, apresenta similaridade com a via extrinseca
da apoptose. Entretanto, é independente da ativacdo de caspases € ndo
envolve fragmentacdo de DNA (WU et al., 2011; CHEN et al., 2016).

O protdtipo deste tipo de morte é representado pela acdo de TNF,
que ativa TNFR1 levando a ativacdo da proteina quinase 1 de interacdo
ao receptor (RIPK1), uma serina/treonina quinase que é ativada por
fosforilacdo e que recruta e ativa a proteina quinase 3 de interagdo ao
receptor (RIPK3) (CHO et al., 2009). RIPK3 promove a ativagdo da
proteina quinase de dominio de linhagem mista (MLKL), que por sua
vez se associa a membrana plasmatica provocando danos e morte da
célula, sendo esta forma regulada de necrose, conhecida como
necroptose (NEWTON et al., 2014; GALLUZZI et al., 2017), resumido
na figuna 10.
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Figura 10. Fatores envolvidos no processo de Necroptose. (Fonte:
GALLUZZI et al., 2017). A necroptose depende criticamente da proteina
quinase 3 de interacdo com receptor (RIPK3), que € uma serina/treonina quinase
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que medeia a ativagdo, via fosforilagdo, da proteina quinase com dominio
similar a proteina quinase de linhagem mista (MLKL), resultando na
oligomerizagdo de MLKL, translocacdo ao interior da membrana plasmatica e
subsequentemente morte celular. A formagdo do complexo RIPK1/RIPKS,
denominado necrossomo, seguido da ativagdo de MLKL, leva a necroptose
como resultado de sinalizacdo extracelular ou intracelular. A cascada que
resulta na morte celular por necroptose inicia-se pela ligagdo de TNF ao TNFR1
na presenca de inibidores de caspase e/fou SMAC, sendo criticamente
dependente da fosforilagdo de RIPK3 pela RIPK1.

1.5 Linhagens celulares como modelos de estudo do GBM

A proliferacdo descontrolada, carateristica das células
cancerigenas in vivo, pode ser imitada em condigdes in vitro (COOPER,
2000). Assim, numerosos modelos de linhagens celulares cancerigenas
foram estabelecidos e utilizados ao longo dos anos, entre elas as de
GBM. Para a realizacéo deste trabalho, nos escolhemos as linhagens C6
(rato Wistar) e U87 (humano), a fim de caracterizar a base molecular do
mecanismo de agdo das lectinas DrfL | e ConBr.

1.5.1 Linhagem celular C6

A linhagem celular C6 (ATCC CCL-107) de glioma, foi
originalmente isolada de um tumor cerebral de rato Wistar, induzido
pela injecdo de N-nitrosometilurea, sendo uma linhagem celular com
carateristica astrocitarias parcialmente diferenciada, e apresentando
elevada expressdo da proteina S100 (BENDA et al., 1968; DONTA,
1973; WOLFF et al., 1997). As células C6 caracterizam-se por ser uma
linhagem homogénea do tipo aderente de uma rapida proliferacéo e que
ndo expressa GFAP (proteina glial fibrilar acida) (NAGANO et al.,
1993; WHITTLE et al., 1198). Notavelmente, quando injetadas no
cérebro de ratos neonatos estas células reproduzem um tumor que
apresenta similaridades morfologicas com o glioblastoma humano,
incluindo: polimorfismo nuclear, altas taxas mitoticas, focos de necrose,
infiltracdo linfocitaria (BENDA et al., 1968; AUER et al., 1981;
GROBBEN et al., 2002) e neovascularizagdo (WHITTLE et al., 1998;
SAN-GALLI et al., 1989).
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1.5.2 Linhagem celulcar U87

A linhagem U87 (ATCC HTB-14) é derivada de um tumor
maligno de um paciente de 44 anos pela técnica de explante (POTEN et
al., 1968), sendo muito utilizada como modelo de estudo de glioma grau
IV ou GBM (CLARK et al., 2010). Esta linhagem se caracteriza por
apresentar heterogeneidade de populagGes celulares, onde algumas séo
aderentes e outras capazes de formar esferas ou pequenos aglomerados
(POTEN et al., 1968). As esferas sdo ricas em células tronco neurais e
possuem a capacidade de formar tumores com carateristicas tipicas de
GBM, quando implantadas em camundongos imunocomprometidos (YU
etal., 2008; L1 et al., 2017).






JUSTIFICATIVA 47

2. JUSTIFICATIVA

As estatisticas atuais apontam que a mortalidade relacionada com
0 cancer tem aumentado nos Ultimos anos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
(Brasil), 2014; BRASIL-MINISTERIO DE SAUDE, 2014). Dentro
desse espectro os gliomas correspondem ao terceiro tipo de cancer;
sendo o mais comum dos tumores primarios do SNC e apresentando a
maior taxa de mortalidade (HEISIGER, 1992; URTASUN et al., 2006;
LE MERCIER et al., 2008). Um aspecto que se destaca & que 0s
tratamentos convencionais como a resseccdo cirdrgica e radioterapia
oferecem um beneficio paliativo no controle do GBM. Além disso, as
drogas anticancerigenas disponiveis e utilizadas no tratamento parecem
ter pouca eficiéncia e baixa especificidade, causando dano celular néo
especifico e levando a uma série de efeitos colaterais (JURATLI, 2013;
REDDY et al., 2003; JARAMILLO et al., 2010; THEELER e
GILBERT, 2015). Portanto, estudos de novos compostos que sejam
capazes de interagir com alta especificidade sobre as células tumorais e
gue de forma seletiva possam levar a morte ou inibicdo da proliferacdo
dessas células representam um desafio.

Dessa forma, baseado nos estudos apresentados, formulamos a
seguinte pergunta: as lectinas isoladas de plantas poderiam induzir
efeitos citotoxicos seletivos em linhagens de glioblastoma? Lembrando
gue nas Ultimas décadas as lectinas de plantas tém sido apresentadas
como uma classe de proteinas de grande interesse bioldgico e
farmacoldgico, possuindo a capacidade de induzir morte celular com
mais seletividade sobre células tumorais; considerando a especificidade
do CRD e o estado de glicosilagdo anormal de glicolipidos e/ou
glicoproteinas expressas nas células tumorais.

Nesse sentido, o presente trabalho foi desenvolvido para
investigar o efeito citotoxico e o possivel mecanismo de agdo das
lectinas ConBr, obtida das sementes de Canavalia brasiliensis, e DrfL I,
obtida das sementes de Dioclea reflexa, sobre culturas celulares de
glioma das linhagens C6 (rato) e U87 (humana).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial anticancerigeno relativo a migragdo, acéo
antiproliferativa e indutora de morte celular das lectinas leguminosas da
subtribo Diocleinae (tribo Phaseoleae), ConBr e DrfL I, sobre culturas
celulares de glioma das linhagens C6 (rato) e U87 (humano).

3.2 Objetivos Especificos

. Investigar o efeito citotoxico das lectinas ConBr e DrfL
I, relativo a diminuicéo da viabilidade celular, nas culturas celulares de
glioma.

. Elucidar o papel do dominio de ligacdo a carboidratos
(CRD) das lectinas, em relagdo a sua capacidade de reduzir a viabilidade
celular, nas culturas celulares de glioma.

) Determinar 0 mecanismo de morte celular induzido
pelas lectinas ConBr e DrfL I nas culturas celulares de glioma.

. Investigar o  efeito  citostatico  relativo a
migracao/proliferacdo das lectinas sobre as culturas celulares de glioma.

. Avaliar a sobrevivéncia clonogénica e resisténcia das
culturas celulares de glioma frente ao tratamento com as lectinas ConBr
e DrfL 1.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura Celular

Foram utilizadas células de glioma de rato Wistar (Rattus
norvegicus) da linhagem C6 e células de glioma de humano (Homo
sapiens) da linhagem U87. As células foram mantidas em meio DMEM
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), a 37°C em
atmosfera com 5 % de CO,. Ao atingirem a confluéncia de 80 % as
células eram repicadas. Para a realizacdo dos experimentos, foram
utilizadas células entre a 3% a 18% passagem, sendo padronizado o
numero de células para os ensaios mediante a contagem em camara de
Neubauer.

4.2 Lectinas

As lectinas utilizadas foram isoladas de sementes de leguminosas
da familia Fabaceae pertencentes as seguintes tribos e géneros: i) tribo
Phaseoleae, géneros - Dioclea reflexa (DrfL 1), Dioclea wilsonni
(DwL), Canavalia bonariensis (CaBo), Canavalia brasiliensis (ConBr)
e Canavalia virosa (ConV); ii) tribo Mimoseae, género - Plathymenia
foliolosa; iii) tribo Dalbergieae, géneros - Vatairea macrocarpa (VML),
Centrolobium tomentosum (CTL), Andira anthelmia (AAL), Andira
fraxinifolia (AFL), Andira surinamensis (ASL); iv) tribo Millettieae,
género - Lonchocarus araripensis (LaL).

O isolamento e o fracionamento das lectinas seguiram os métodos
classicos descritos por Moreira e Cavada em 1984, mediante
precipitacdo com sulfato de amdnia e cromatografia por afinidade em
Sephadex G-50. Posteriormente para verificar a pureza do isolado, foi
realizado um gel de SDS-PAGE, mostrando uma Unica banda. A lectina
ConBr também foi produzida mediante engenheira genética em
Escherichia coli a partir de clones do DNAc expresso no vector de
pPET15b. A lectina recombinante (rConBr) foi purificada por
cromatografia de afinidade através do tag hexahistidina presente na
extremidade amino-terminal, sendo verificada a sua pureza pelos
métodos classicos ja descritos (NOQUEIRA et al., 2002). A purificacdo
das lectinas, bem como a producdo recombinante foi realizada pelo
Laboratério de Biologia Molecular (BioMol-Lab) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), coordenado pelo professor Dr. Benildo Sousa
Cavada.
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4.3 Diluicéo, Bloqueio e Desnaturagéo das lectinas

As lectinas utilizadas para os tratamentos foram diluidas em
tampdo HEPES-salina sem glicose composto por NaCl 124 mM, KCI 4
mM, MgSO, 1.2 mM, HEPES 25 mM, CaCl, 1 mM, pH 7.4. A fim de
avaliar se seu efeito é dependente da sua estrutura proteica, as lectinas
diluidas foram previamente desnaturadas por aquecimento (100°C) em
banho seco durante 10 minutos e posteriormente utilizadas para o
tratamento das linhagens. Para determinar se a aclo das lectinas era
dependente do seu dominio de ligacdo a carboidrato (CRD) este foi
blogueado, através da dilui¢do da lectina em tampéo HEPES-salina sem
glicose contendo 0,1 M de seu agucar ligante especifico (a-metil-D-
manosideo) e mantida durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente foram
utilizadas para o tratamento nas linhagens mencionadas anteriormente.

4.4 Ensaio de Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade celular apds o tratamento, foi utilizado
0 teste colorimétrico com sal de tetrazélio 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), conforme Mosmann (1983). Para a avaliacdo na
linhagem C6, placas de 96 pocos foram semeadas com 0,1 mL de meio
DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), em uma
densidade de 50.000 células/mL. As placas foram incubadas por 24 h,
em estufa a 37°C numa atmosfera umidificada com 95 % O, e 5 % CO,
até confluéncia de 80 %. Apos este periodo, o meio foi substituido por
um novo meio isento de soro e acrescido de veiculo (controle) ou lectina
nas concentragdes de 1, 10, 30 e 50 pg/mL e incubadas em estufa por 3,
6, 12 ou 24 h dependendo do tempo de tratamento. Passado o periodo de
tratamento, o contetdo de cada poco foi substituido por 0,1 mL de uma
solucdo de MTT (0,5 mg/mL em tampdo HBSS). As placas foram
incubadas por 1 h a 37°C ao abrigo da luz. Em seguida, foi retirada a
solucdo de MTT e adicionou-se 0,1 mL de DMSO em cada pogo para a
dissolucdo dos cristais de formazan. Ap6s um periodo de 30 min, a
absorbancia foi medida em espectrofotémetro (Multileitora Infinite
M200 TECAN) no comprimento de onda de 540 nm.

Para a avaliacdo na linhagem U87, placas de 96 pogos foram
semeadas com 0,1 mL de suspensédo de células na densidade de 500.000
células/mL. As placas foram incubadas nas mesmas condic¢des citadas
anteriormente. Ap6s 24 h, o meio foi substituido por novo meio isento
de soro, acrescido de veiculo (controle) ou lectina nas concentragdes de
10, 30, 50 e 100 pg/mL e incubadas em estufa por 12, 24, 48 ¢ 72 h de
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acordo com o tempo de tratamento que se pretendia analisar. Passado o
tempo de tratamento, foram adicionadas as células 0,1 mL da solucéo de
MTT e incubado por 4 h a 37°C ao abrigo da luz. Em seguida, foi
retirado, todo o meio existente na placa e adicionado 0,15 mL de DMSO
em cada poco, permanecendo incubado por 1 h também ao abrigo da luz
a 37°C (HONG et al., 2016). A leitura da absorbancia foi realizada nas
mesmas condicdes utilizadas para a linhagem C6.

Os valores de absorbéancia foram transformados em porcentagens
de viabilidade celular, em relagdo a média dos controles celulares,
considerados 100 9% vidveis. Realizando-se 4 experimentos
independentes em triplicata para cada lectina e tempos testados.

Os percentuais de viabilidade referente as diferentes
concentragcbes de cada lectina utilizada nos tratamentos, foram
organizados na forma de gréafico, e através de analise de regressao
logaritmica foi calculado o 1Csy (concentragdo de lectina que inibiu a
viabilidade celular em 50 %, quando comparado ao controle ndo
tratado). Este procedimento foi realizado utilizando o Software de
analises estatisticas GraphPad Prism, versao 6.0.

4.5 Potencial de Membrana Mitocondrial

O potencial transmembrana mitocondrial foi mensurado por meio
da sonda fluorescente tetrametilrodamina-etil-ester (TMRE)
(EHRENBERG et al., 1988; LI et al., 2015). Para a avalicdo do efeito
das lectinas nas linhagens celulares C6 e U87, as mesmas foram
plaqueadas e incubadas em iguais condi¢cdes ao ensaio de MTT. As
células da linhagem C6, foram tratadas com ConBr e U87 nas mesmas
concentracdes ja citadas por 6 h; em quanto as células U87 foram
tratadas com DrfL por 6 e 12 h, também nas mesmas concentraces ja
citadas. Passado o periodo de tratamento, o meio foi substituido por 0,1
mL de uma solucdo de TMRE (10 nM). As placas foram incubadas em
estufa a 37°C por 20 min, ao abrigo da luz. Ap6s esse periodo, as células
foram lavadas 1 vez com PBS, composto por 0,14 M de NaCl, 0,003 M
de KCI, 0,01 M de Na,HPO4 e 0,002 M KH,PO,, seguido da adi¢do de
0,1 mL/pogo desse mesmo tamp&o. Realizou-se leitura da fluorescéncia
por espectrofotdmetro (Multileitora Infinite M200 TECAN) utilizando
0s comprimentos de onda de excitacdo de 550 nm e emissdo 590 nm. Os
valores da fluorescéncia foram transformados em porcentagens, em
relacdo a média dos controles celulares, considerados como 100 %. Os
ensaios foram realizados em 4 experimentos independentes em triplicata
para cada lectina e tempo testado.
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4.6 Atividade de Lactato Desidrogenase

A atividade da enzima citosolica lactato desidrogenase (LDH) foi
medida através do método descrito por Rosa et al. em 1997. Para a
avaliacdo na linhagem C6, as células foram semeadas, incubadas e
posteriormente tratadas nas condigdes ja citadas. Passado o periodo de
tratamento 0,05 mL de meio de cada poco foi transferido para outra
placa de 96 pocos. Nessa nova placa, adicionou-se 0,2 mL do tamp&o
fosfato de potéssio 0,5 M acrescido de 0,002M de piruvato, 0,003 M de
NaHCO; e 0,001M de NADH. A leitura da cinética da atividade
enzimatica foi realizada por espectrofotdmetro. Como controles
positivos, células foram incubadas em estufa a 37°C por 15 min com
Triton-X100 0,02 % antes de retirar os 0,05 mL de meio. Os valores da
variacdo de fluorescéncia do NADH, medidos para cada pogo, foram
transformados em porcentagens, em relacdo a média dos controles
positivos, considerados como 100 %. Os ensaios foram realizados em 4
experimentos independentes e em ftriplicata para cada lectina e tempo
testados.

4.7 Ensaio de Migragéo

Para avaliar se as lectinas apresentam efeito citostatico e ou anti
metastatico nas linhagens C6 e U87 de glioblastoma, foi utilizado o
ensaio de migracdo previamente descrito (LIANG et al., 2007; HONG
et al., 2016; OSTERNE et al., 2017). Para isso, células da linhagem C6
foram semeadas em placas de 48 pogos com 0,2 mL de meio DMEM
suplementado com 10 % de SFB, em uma densidade de 1,5 x10°
células/mL. As placas foram incubadas por 24 h, em estufa a 37°C numa
atmosfera umidificada com 95 % O, e 5 % CO, até confluéncia de 80 %.
Apos este periodo, o meio foi retirado e realizou-se um risco no meio de
cada poco da placa de 48 pogos com o didmetro da ponta de uma
ponteira de volume de 200 pL. Posteriormente, os pogos foram lavados
com PBS para remover as células fracamente aderidas, sendo a seguir
adicionado novo meio de cultivo isento de soro, contendo veiculo ou as
lectinas ConBr e DrfL I nas concentragdes de 1, 10, 30 e 50 ug/mL. Para
andlise na linhagem U87, as células foram plagueadas nas mesmas
condicdes citadas acima e tratadas com DrfL | nas concentracGes de 10,
30, 50 e 100 pg/mL. As imagens dos experimentos foram capturadas
nos tempo 0 h, 24 h e 48 h com a utilizacdo da técnica de microscopia
Optica convencional, através do equipamento Nikon Eclipse T2000-U.
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Com auxilio do Software livre ImageJ, foi calculada a area dos riscos de
cada tratamento ao longo dos periodos analisados, sendo expressos em
porcentagens de fechamento em relagdo as areas obtidas no tempo 0 h,
sendo comparado as porcentagens de cada tempo de tratamento com 0s
controles celulares.

4.8 Microscopia de Fluorescéncia

4.8.1 Ensaio com Laranja de acridina

A fim de analisar a existéncia de aumento do processo de
autofagia induzido pelo tratamento com as lectinas ConBr e DrfL | foi
realizado o ensaio de Laranja de acridina (LA) em 4 experimentos
independentes realizadas em triplicado, o qual detecta a presenca de
vesiculas acidas (Singh et al., 2016; OSTERNE et al., 2017). Para isso,
as células de glioma da linhagem C6 foram semeadas em placa de 48
pocos, com 0,2 mL de médio DMEM suplementado com 10 % de SFB,
uma densidade de 1,5 x10° células/mL. As placas foram incubadas por
24 h, em estufa a 37°C numa atmosfera umidificada com 95 % O,e 5 %
CO, até confluéncia de 80 %. Apos este periodo, o meio foi substituido
por novo meio sem soro acrescido de veiculo (controle) ou lectina nas
concentracdes de 1, 10, 30 e 50 pg/mL e incubadas em estufa por 24 ou
48 h dependendo do tempo de tratamento. Para a linhagem U87
utilizaram-se as mesmas condicGes sendo as células tratadas com a
lectina DrfL. I nas concentragdes de 10, 30, 50 e 100 pg/mL. Apods o
tratamento, as células foram lavadas com PBS a 37°C e fixadas com
paraformaldeido na concentracdo de 3,7 % a 37°C por 5 min,
posteriormente, os pogos foram lavados com PBS a 37°C. Adicionou-se
entdo 0,1 mL de LA (10 ug/mL, Sigma Chemicals, EUA) a qual
permaneceu incubada durante 20 min ao abrigo da luz. As células foram
visualizadas pela técnica de microscopia de fluorescéncia através do
aparelho Nikon Eclipse microscépio invertidos T2000-U usando
conjuntos de filtros, 470 nm excitacdo e 525 nm emissdo para o analise
da integridade da cromatina, e 350 nm excitacdo e 615 nm emissao para
0 analise da presenca de vesiculas &cidas. A fluorescéncia da
microscopia foi quantificada pelo Software livre ImageJ. Os valores
foram convertidos em porcentagens da média de fluorescéncia AVO
(vesiculas &cidas, em vermelho) pela média de CR (cromatina, em
verde), e comparadas as percentagens de cada tratamento em relacdo a
média dos controles celulares.
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4.8.2 Ensaio com lodeto de propidio

Com o objetivo de analisar a indugdo de necrose pelo tratamento
com as lectinas ConBr e DrfL | foi realizado ensaio com o corante
iodeto de propidio em 4 experimentos independentes realizadas em
triplicado (Singht et al., 2016). Sendo as células C6 e U87 semeadas,
incubadas e tratadas baixo as mesmas condicdes utilizadas para o ensaio
com LA. Apds o tratamento, as células foram lavadas com PBS e
incubadas durante 15 min no escuro com tampd&o de ligagdo (composto
por 0,01 M de HEPES (pH 7,4), 140 mM de NaCl, 25 mM de CaCl2),
contendo Hoechst (1 g/mL; Sigma Chemicals, EUA) e iodeto de
propidio (IP; 14 g/mL, Sigma Chemicals, EUA). As células foram
analisadas pela técnica de microscopia de fluorescéncia também com
auxilio do equipamento com Nikon Eclipse, modelo T2000-U usando
conjuntos de filtros, 488 nm excitacdo e 560 nm emissdo para IP e 353
nm excitacdo e 483 nm emissdo para Hoeschst. A fluorescéncia da
microscopia foi quantificada pelo Software livre ImageJ. Os valores
foram transformados em porcentagens da média de fluorescéncia de IP
pela média de fluorescéncia de Hoechst, e comparadas as percentagens
de cada tratamento em relagdo a média dos controles celulares.

4.9 Ensaio de Resisténcia ao Tratamento

Para analisar se as células da linhagem C6 de glioblastoma
apresentam a capacidade de regeneracdo apds tratamento com as
lectinas ConBr e DrfL | nos periodos de 24 e 48 h de tratamento. Placas
de 96 pocos foram semeadas com 0,1 mL de células C6 na densidade de
5000 células/mL e incubadas a 37°C em estufa de 5 % de CO, por 24 h
até confluéncia de 80 %. Apos esse periodo, 0 meio foi acrescido de
veiculo (controle) ou as lectinas DrfL | e ConBr nas concentragfes 1,
10, 30 e 50 pg/mL sendo incubadas em estufa por 24 ou 48 h
dependendo do tratamento. Ap6s o periodo, visualizou-se o efeito do
tratamento mediante a técnica de microscopia de luz convencional
através do aparelho Nikon Eclipse T2000-U; sendo posteriormente
trocado 0 meio por um novo (sem o tratamento) e incubada nas mesmas
condicdes por 24 ou 48 h. Posteriormente, as placas foram observadas a
fim de analisar a capacidade de regeneracdo das células na auséncia da
lectina. Novamente as células foram tratadas com lectinas ou veiculo
nas mesmas concentracBes e periodo, para avaliar se uma segunda
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exposicdo ao tratamento teria 0 mesmo efeito nas células resistentes
anteriormente (Figura 11).

Tratamentocom Incubagdo sem ‘ Tratamentocom
lectinas24 oud48 h lectinas24 ou48 h lectinas24 oud8 h

Figura 11. Tratamento para ensaio de Resistencia. Diagrama do tratamento
intermitente com as lectinas DrfL | e ConBr nas células C6.

4.9 Ensaio de Clonagem Celular

Para analisar a sobrevivéncia clonogénica (SHEN et al., 2014) da
linhagem C6, placas de 96 pocos foram semeadas com 0,1 mL de meio
DMEM suplementado com 10 % de SFB, na densidade de 50.000
células/mL. As placas foram incubadas por 24 h, em estufa a 37°C numa
atmosfera umidificada com 95 % O, e 5 % CO, até confluéncia de 80 %.
Apos este periodo, 0 meio foi substituido por novo meio isento de soro
acrescido de veiculo (controle) ou lectina nas concentragfes de 1, 10, 30
e 50 pg/mL e incubadas em estufa por 24 ou 48 h. Logo apds o
tratamento, as células foram tripsinizadas e contadas com camara de
Neubauer e submetidas a técnica de diluicdo limitante, até a
concentracdo final de 1/2 célula/200 puL de cada tratamento, que foi
semeado em placa de 48 pocos e incubadas em estufa nas mesmas
condicdes ja citadas durante 2 semanas. As coldnias foram visualizadas
através da técnica de microscopia conforme descrito anteriormente. Os
pogos de cada tratamento que continham uma colbénia foram
tripsinizados e as células foram contadas em camara de Neubauer, a fim
de calcular a Eficiéncia Clonogénica (EC) em comparagdo ao controle
celular.

(EC)= _n° de células contadas x 100.
n° de células semeadas

4.10 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism
versdo 6.0 (La Jolla, Califérnia, EUA). Os dados apresentados possuem
distribuicdo normal, de acordo com o teste de Shapiro-Wilk (p>0,05) e
foram avaliados por meio da andlise de variancia (ANOVA) de uma via
seguido por teste pos-hoc de Bonferroni. Os resultados foram expressos
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com média * erro padrdo da média (E. P. M.). Valores de p menores que
0,05 (p<0,05) foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Avalicdo do potencial citotdxico de lectinas isoladas de sementes
de leguminosa

O potencial citotoxico de 12 lectinas, isoladas de sementes de
leguminosas oriundas do Laboratério de Moléculas Biologicamente
Ativas da Universidade Federal do Ceard (UFC), foram avaliadas
através do método de reducdo do MTT. Para isso, células da linhagem
C6 de glioblastoma de rato foram tratadas por 24 h com veiculo
(controle; HEPES/salina) ou lectina nas concentracfes de 10, 30, 50 e
100 pg/mL, conforme os dados apresentados na figura 12.

Como pode ser observado, as lectinas Cabo, ConV, DWL, DrfL |
e ConBr induziram diminuicdo da viabilidade celular, medida através do
ensaio do MTT, nas concentragdes de 100 pg/mL no periodo de 24 h de
tratamento. Entretanto, as lectinas DrfL | e ConBr também causaram
reducdo da viabilidade celular em concentragdes menores, a partir de 30
pg/mL.
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Figura 12. Avaliacdo do Potencial Citotoxico de lectinas leguminosas. A
citotoxicidade das lectinas foi avaliada pela viabilidade celular mediante o
ensaio de MTT. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com
veiculo (HEPES) ou lectinas nas concentragdes 10, 30, 50 e 100 pg/mL por 24
h. Os dados foram expressos em porcentagem (o controle foi considerado 100
%), e os valores sdo apresentados como média £ SEM de quatro experimentos
independentes em triplicata. * p<0.1, ** p<0.01 e *** p<0.001 quando
comparado com o controle. ANOVA de uma via seguida do teste pos-hoc de
Bonferroni.

Utilizando os dados apresentados na figura 12 foi calculado o
ICs, para cada uma das lectinas, concentracdo que inibiu a viabilidade
celular em 50 % em relagdo ao controle (grupo veiculo). Os valores de
ICso s&0 apresentados na Tabela 2.
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Lectina Leguminosa 1C50 Intervalo 95% de confianga Tribo
ConBr Canavalia brasiliensis 8435 5061-1406 Phaseoleae
DwL Dioclea wilsonnii lectin 66.16 57,65-75%4 Phaseoleae
DriL I Dioclea refiexa Lectin I 2591 18,08-37.12 Phaseoleae
CaBo Canavalia bonariensis Lectin 2072 0342-4504 Phaseoleae
ConV Canavalia virosa lectin 66,54 52,17 - 84,86 Phaseoleae
VML Vatteare macrocarpa X X Dalbergieae
LaL Lonchocarpus arapensis lectin X X Millettieae
PfL Piathymenia foliolosa X x Mimoseae
AFL Andira flaxinifolia X x Dalbergieae
ASL Andira surinamensis lectin X X Daibergieae
AAL Andira antelmia 17,17 8,855-33,29 Daibergieae
CTL Centrolobium tomentosum X x Dalbergieae

Tabela 2. IC 5, das lectinas avaliadas. “X” quando a lectina ndo apresentou
efeito de reducdo da viabilidade celular pelo método de MTT.

Considerando estes resultados iniciais, foram escolhidas as
lectinas ConBr e DrfL I, ambas da Tribo Phaseoleae e com afinidade
pelos glicanos D-glucose e D-manose para aprofundar a avaliacdo do
mecanismo de a¢do, considerando que apresentaram baixo 1Cs, aliado a
uma acdo eficiente, em termos de diminuicdo da viabilidade celular, em
concentracdes mais baixas (a partir de 30 pg/mL).

Cabe destacar que a lectina AAL apresentou uma aparente
capacidade de reduzir a viabilidade celular, medida pelo ensaio do
MTT, em 24 h a partir da concentracdo de 10 pg/mL. Entretanto, ndo
foram observadas alteragdes morfoldgicas frente & microscopia de luz,
desse modo essa lectina ndo foi considerada nesse estudo, devendo esse
efeito ser mais bem avaliado em estudos posteriores.

5.2 Lectinas DrfL | e ConBr apresentam efeitos citotdxicos
concentracdo/tempo dependentes

Sabendo que as lectinas DrfL | e ConBr apresentam efeitos
citotoxicos na linhagem C6 apds 24 h de tratamento, foi desenvolvido
um estudo mais detalhado. Nesse sentido, foram realizadas curvas para
determinar a dependéncia de concentracdo e tempo na resposta
citotdxica das lectinas. Para isso, as células C6 foram tratadas com
concentragdes de 1, 10, 30 e 50 pg/mL de DrfL I e ConBr, nos tempos



62 RESULTADOS

3, 6, 12 e 24 h. Observamos que as concentragdes de 50 e 100 pg/mL
ndo apresentaram acgBes estatisticamente diferentes sobre a reducgdo de
viabilidade, no periodo de 24 h de tratamento. Dessa forma, a
concentragdo de 100 pg/mL ndo foi incluida no estudo, sendo a
concentracdo maxima de lectina utilizada de 50 pg/mL. Os ensaios de
MTT foram acompanhados por microscopia convencional para avaliar
se existiam mudangas morfolégicas nas células pelo efeito do tratamento
com DrfL | e ConBr, conforme ilustrado nas figuras 13 e 14,
respectivamente.
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Figura 13. Avaliacdo do efeito citotoxico concentragdo/tempo dependente
da lectina DrfL I na linhagem C6. Células da linhagem C6 de glioblastoma
foram tratadas com veiculo ou DrfL | nas concentragdes 1, 10, 30 e 50 pg/mL
pelos periodos de 3, 6, 12 e 24 h. A) llustra as mudangas morfoldgicas das
células mediante microscopia invertida (aumento de 20X). A barra de escala
representa 50 pum. B) Avaliagdo da viabilidade celular mediante o ensaio de
MTT frente ao tratamento com lectina DrfL I. Os dados foram expressos em
porcentagem (o controle foi considerado 100 %), e os valores sdo apresentados
como média = SEM de quatro experimentos independentes realizados em
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triplicata. ** p<0.01 *** p<0.001 quando comparado com o controle. ANOVA
de uma via seguida do teste pos-hoc de Bonferroni.
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Figura 14. Avaliagdo do efeito citotoxico concentragdo/tempo dependente
da lectina ConBr na linhagem C6. Células da linhagem C6 de glioblastoma
foram tratadas com veiculo (HEPES) ou ConBr nas concentragdes 1, 10, 30 e
50 pg/mL pelos periodos de 3, 6, 12 e 24 h. A) llustra as mudangas
morfoldgicas das células mediante microscopia invertida (aumento de 20X). A
barra de escala representa 50 um. B) Avaliacdo da viabilidade celular mediante
0 ensaio de MTT frente ao tratamento com lectina ConBr. Os dados foram
expressos em porcentagem (o controle foi considerado 100 %), e os valores séo
apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes
realizados em triplicata. * p<0.1 ** p<0.01 *** p<0.001 quando comparado
com o controle. ANOVA de uma via seguida do teste pos-hoc de Bonferroni.
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Como pode ser observado, o efeito citotoxico das lectinas DrfL |
(Figura 13) e ConBr (Figura 14), inicia-se ap6s 12 h de tratamento na
concentracdo 30 pg/mL sendo acompanhada por mudangas
morfolégicas de retracdo dos prolongamentos citoplasmaticos,
provavelmente resultante da perda de adesdo. Apesar do tratamento com
DrfL I na concentracdo de 10 pg/mL (24 h) ndo ter apresentado uma
diminuigdo da viabilidade celular significativo estatisticamente, pode-se
observar que ja existe um comprometimento da morfologia celular, que
nao foi observado no tratamento com a lectina ConBr. Isso pode ser um
indicativo de uma acdo mais potente de DrfL | em perturbar este
parametro.

Os mesmos ensaios foram realizados na linhagem celular U87 de
glioblastoma humano, com o objetivo de comparacdo da agdo das
lectinas nesta linhagem. Como se observa na figura 15, a lectina DrfL |
causou um efeito citotoxico concentragdo/tempo dependentes,
acompanhado de mudancas morfoldgicas. No entanto, as concentracdes
utilizadas no tratamento das células U87 tiveram que ser aumentadas,
utilizando-se as concentracdes de 10, 30, 50 ¢ 100 ug/mL. Da mesma
forma, o periodo de exposicao a lectina foi ampliado para 12, 24, 48 e
72 h. Os resultados mostram que a viabilidade celular sé sofreu
alteragdes apds 24 h de tratamento a partir da concentracdo de 50
pg/mL, enquanto a concentracdo de 30 pg/mL s6 foi efetiva a partir de
48 h de tratamento.
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Figura 15. Avaliacdo do efeito citotoxico concentragdo/tempo dependente
da lectina DrfL I na linhagem U87. Células da linhagem U87 de glioblastoma
foram tratadas com veiculo ou DrfL I nas concentragdes 10, 30, 50 e 100 pg/mL
pelos periodos de 12, 24, 48 e 72 h. A) llustra as mudangas morfoldgicas das
células mediante microscopia invertida (aumento de 10X). A barra de escala
representa 100 pum. B) Avaliacdo da viabilidade celular mediante o ensaio de
MTT frente ao tratamento com lectina DrfL I. Os dados foram expressos em
porcentagem (o controle foi considerado 100 %), e os valores séo apresentados
como média + SEM de quatro experimentos independentes realizados em
triplicata. * p<0.1 ** p<0.01 *** p<0.001 quando comparado com o controle.
ANOVA de uma via seguida do teste pos-hoc de Bonferroni.

Considerando que os periodos de tratamento foram até 72 h e que
0 meio de cultura ndo foi trocado, uma vez adicionado a lectina, foi
realizada uma contagem de células para descartar a possibilidade de que
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0s dados obtidos no ensaio do MTT néo estariam refletindo uma
diminuicdo no namero de células pelas condi¢cdes de incubacdo. Os
resultados apresentados na figura 16 mostram que houve uma
diminuicdo de aproximadamente 50 % do nimero de células no controle
de 24 para 48 h de tratamento, mas ndo se observa diferenca na
contagem celular de 48 para 72 h de tratamento. Esses dados sugerem
gue embora ocorra uma alteracgao significativa no nimero de células em
48 h, quando comparado a 24 h de incubagdo, a reducdo da viabilidade
celular obtida pelo método de MTT € produto da acéo da lectina e ndo
um artefato em funcéo do longo tempo de incubacéo.

Contagem de células Contagem de células Contagem de células

% Sobrevivéncia (x 10%)
© = wm w & @

% Sobrevivéncia (x10%)
°© = w u & @

% Sobrevivéncia (x 10%)

o
Controle 10 £ EE Controle 10 » % 10 Controle 10 0 0 10
Dioclea reflexa | (DAL 1) 24h Dioclea reflexa | (OrfL. 1) 48h Dioclea reflexa | (DrfL. 1) 72h

Figura 16. Contagem de células da linhagem U87. Células da linhagem U87
de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou DrfL | nas concentrac¢fes 10, 30,
50 e 100ug/mL pelos periodos de 24, 48 e 72 h. Os dados foram apresentados
como média £+ SEM de quatro experimentos independentes realizados em
triplicata. * p<0.1, **p<0,01 e *** p<0.001 quando comparado com o controle.
ANOVA de uma via seguida do teste pos-hoc de Bonferroni.

A respeito da lectina ConBr, observou-se que ela ndo apresentou
efeito citotoxico sobre a linhagem U87, avaliado pelo ensaio do MTT,
nem tampouco induziu mudangas na morfologia, como pode ser
observado na figura 17.
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Figura 17. Avaliagdo do efeito citotéxico da lectina ConBr na linhagem
U87. Células da linhagem U87 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou
ConBr nas concentragfes 10, 30, 50 e 100 pg/mL. A) Acompanhamento das
mudancas morfoldgicas das células, tratadas por 12, 24 e 48 h, mediante
microscopia invertida (aumento 10X). A barra de escala representa 100 um. B)
Avaliagdo da viabilidade celular mediante o ensaio de MTT, no periodo de 24 h.
Os dados foram expressos como porcentagem do controle (considerado 100 %),
e os valores sdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata.

A fim de garantir que a lectina ConBr realmente ndo apresenta
efeitos citotdxicos na linhagem U87, foi sintetizada ConBr
recombinante mediante técnica de expressdo heterdloga, realizada no
Laboratério de Biologia Molecular (BioMol-Lab) da Universidade
Federal do Ceara (UFC). Esta técnica visa evitar as interferéncias
sazonais nos produtos purificados, bem como garante que o tetrdmero
seja composto por apenas uma das cadeias (no caso foi utilizado um
gene sintético que codificava somente a cadeia alfa), acentuando o grau
de pureza. Porém, como apresentado na figura 18, ConBr recombinante
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(rConBr) também ndo induziu efeito citotdxico na linhagem U87,
mesmo utilizando periodos de incubagdo mais longos e concentragdes
maiores da lectina (dados ndo mostrados).

A)| Controle 10 pg/mL 30 pg/mL 100 pg/mL

50 pg/mL

B) 150+

100+

Viabilidade celular (%)

04
Controle 10 30 50 100

Canavalia brasiliensis recombinante (rConBr)

Figura 18. Avaliacdo do efeito citotéxico da lectina rConBr na linhagem
U87. Células da linhagem U87 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou
rConBr nas concentragfes 10, 30, 50 e 100 pg/mL pelo periodo de 48 h. A)
llustra a avaliacdo morfoldgica das células mediante microscopia invertida
frente ao tratamento com lectina (10X). A barra de escala representa 100 pm.
B) Auvaliacdo da viabilidade celular mediante o ensaio de MTT frente ao
tratamento com rConBr. Os dados foram expressos em porcentagem do controle
(considerado 100 %), e os valores sdo apresentados como média + SEM de
quatro experimentos independentes realizados em triplicata.

Através dos dados obtidos, podemos concluir que a lectina DrfL |
apresenta efeitos citotoxicos concentracdo/tempo dependentes em ambas
as linhagens avaliadas, enquanto a lectina ConBr apresenta efeitos
citotdxicos concentracdo/tempo dependentes somente nas células C6.

5.3 A acdo das lectinas DrfL | e ConBr é dependente da sua
estrutura terciaria e do sitio de liga¢do a carboidratos (CRD).

Com o objetivo de determinar se a acdo das lectinas é dependente
de sua estrutura terciaria e do sitio de ligacdo a glicanos (CRD), as
lectinas foram submetidas a desnaturagcdo térmica e ao bloqueio do
CRD, mediante a pré-incubagdo com a-metil-D-manosideo.
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Conforme observado nas figuras 19 e 20, as lectinas DrfL | e
ConBr, submetidas ao blogueio causaram diminuicdo da viabilidade
celular e mudangas morfolégicas somente na concentracdo de 50 pg/mL
em 24 h de tratamento. Observa-se ainda que essa agdo das lectinas
sobre a viabilidade foi bastante reduzida pelo bloqueio quando
comparado com a lectina em seu estado nativo.
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Figura 19. Comparacdo do tratamento com DrfL | deshaturada, nativa e
bloqueada. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram expostas por 24 h
ao veiculo ou as concentracdes de 1, 10, 30 e 50 pug/mL de DrfL | nativa,
desnaturada ou bloqueada com a-metil-D-manosideo. A) Acompanhamento das
mudancas morfoldgicas das células mediante microscopia invertida (aumento de
20X) frente a lectina desnaturada, nativa e bloqueada. A barra de escala
representa 50 um. B) Efeito citotoxico da lectina DrfL | avaliado pelo ensaio de
MTT nas condigdes nativa ou bloqueada. A lectina desnaturada ndo alterou a
viabilidade em nenhuma condicdo testada (dados ndo mostrados). Os dados
foram expressos em porcentagem do controle (considerado 100 %), e os valores
sdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes
realizados em triplicata. *** p<0.001 quando comparado cada tratamento a seu
controle. # p<0.01 e ### p<0.001lem relacdo ao tratamento com a lectina nativa.
ANOVA de uma via seguida de teste pos-hoc de Bonferroni, para cada estado
da lectina. E mdltiplo t teste para comparagdes entre efeitos dos estados da
lectina.



70 RESULTADOS

A) Controle 1 pg/mL 10 pg/mL 30 pg/mL 50 pg/mL

ConBr
Desnaturada

ConBr
Nativa

ConBr
Bloqueada

B)

Viabilidade celular (%)

0 |
Controle 1 10 30
Canavalia brasiliensis (ConBr) 24h

Figura 20. Comparacéo do tratamento com ConBr desnaturada, nativa e
bloqueada. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram expostas por 24 h
ao veiculo ou as concentragGes de 1, 10, 30 e 50 pug/mL de ConBr nativa,
desnaturada ou bloqueada com a-metil-D-manosideo. A) Acompanhamento das
mudancas morfoldgicas das células mediante microscopia invertida (aumento de
20X) frente & lectina desnaturada, nativa e bloqueada. A barra de escala
representa 50 um. B) Efeito citotdxico da lectina ConBr avaliado pelo ensaio de
MTT nas condiges nativa ou bloqueada. A lectina desnaturada néo alterou a
viabilidade em nenhuma condicdo testada (dados ndo mostrados). Os dados
foram expressos em porcentagem do controle (considerado 100 %), e os valores
sdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes
realizados em ftriplicata. **p<0,01 e *** p<0.001 quando comparado cada
tratamento a seu controle. ## p<0,01 em relacdo ao tratamento com a lectina
nativa. ANOVA de uma via seguida de teste pos-hoc de Bonferroni, para cada
estado da lectina. E multiplo t teste para comparagdes entre efeitos dos estados
da lectina.

As lectinas, ndo apresentaram efeitos sobre a viabilidade celular
(dados ndao mostrados) e sobre a morfologia (Figuras 19 A e 20 A) da
linhagem celular C6 no estado desnaturado. Pelo qual, concluimos a
necessidade de integridade da estrutura terciaria/quaternaria das lectinas,
bem como a dependéncia do CRD para sua acdo sobre a viabilidade.
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Isso reforca que a interagdo das lectinas com a célula e/ou matriz
encontra-se intimamente relacionada com sua estrutura e seu sitio de
ligacéo ao glicano.

5.4 As lectinas DrfL 1 e ConBr aumentam processos de autofagia
nas células cancerigenas levando a diminuicdo da viabilidade
celular

Baseando na literatura, que mostra a ocorréncia de processos
autofagicos em condicfes basais, como mecanismo de sobrevivéncia, e
em condicOes de estresse levando a morte celular, foi analisado se o
tratamento com as lectinas DrfL | e ConBr poderia induzir aumento no
processo autofagico e se isso poderia se relacionar aos efeitos
citotoxicos.

Para isso, células da linhagem C6, ap6s tratamento por 24 e 48 h
com as lectinas DrfL I e ConBr (1, 10, 30 e 50 pg/mL) e seus
respectivos controles, foram submetidas a ensaio com o corante LA.
Como pode se observar nas figuras 21 e 22, enquanto a cromatina
permaneceu intacta (CR; verde), frente as diferentes concentracdes e
tempos testados, € evidente 0 aumento das organelas vesiculares acidas
(AVO; vermelho) em resposta ao tratamento com as lectinas quando
comparado ao controle.
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Figura 21. Fluorescéncia laranja de acridina do tratamento com DrfL | na
linhagem C6. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram expostas por 24h
(A) ou 48h (B) a veiculo ou as concentragdes de 1, 10, 30 e 50ug/mL de DrfL 1.
Ap6s o periodo de tratamento as células foram coradas e a fluorescéncia
observada (aumento 10 X). A barra de escala representa 100 pm. A
fluorescéncia foi quantificada pelo ImageJ sendo expressos em porcentagem, e
os valores apresentados como média + SEM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata. **** p<0.0001 quando comparado cada
tratamento a seu controle. ANOVA de uma via seguida do teste pos-hoc de
Bonferroni.
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Figura 22. Fluorescéncia laranja de acridina do tratamento com ConBr na
linhagem C6. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram expostas por 24h
(A) ou 48h (B) ao veiculo ou as concentragBes de 1, 10, 30 e 50ug/mL de
ConBr. Apds o periodo de tratamento as células foram coradas e a fluorescéncia
observada (aumento 10 X). A barra de escala representa 100 pm. A
fluorescéncia foi quantificada pelo ImageJ sendo expressos em porcentagem, e
os valores apresentados como média + SEM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata. ** p<0.01 e **** p<0.0001 quando
comparado cada tratamento a seu controle. ANOVA de uma via seguida do
teste pos-hoc de Bonferroni.

Na quantificagdo da intensidade de fluorescéncia, se observa que
no tratamento por 24 h das células C6 com a lectina DrfL | hd um
incremento da marcacgdo das AVO nas concentragdes de 30 e 50 pg/mL,
tendo um efeito aparentemente concentracdo-resposta. Entretanto, na
exposicdo por 48 h esse efeito concentracdo-resposta é perdido e se
observa que ambas as concentragdes causam um aumento de AVO na
ordem de 70 %. Diferentemente, o tratamento das células C6 por 24 h
com ConBr causa um aumento de AVO concentracdo dependente,
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comecando com a concentragdo de 1 pg/mL. Entretanto, apds
tratamento por 48 h observa-se uma reducdo do percentual de AVO,
sendo que nas concentragdes de 1 ¢ 10 pg/mL de ConBr o percentual de
AVO ¢ similar ao controle, sé apresentando aumentos estatisticos nas
concentragdes de 30 e 50 pg/mL. Cabe destacar, que o aumento de AVO
no tratamento de 24 h nas concentracdes de 1 e 10 pg/mL ndo foi
acompanhado de um efeito citotoxico sobre as células C6 como descrito
em ensaios anteriores.

Quando analisado este processo nas células U87, como se pode
observar na figura 23, novamente enquanto a cromatina permaneceu
inalterada (CR) nas diferentes concentracdes e tempos testados, foi
evidente 0 aumento da marcacdo de AVO no tratamento com DrfL | em

AVOICR (%)
o ¥ & 8 8

Controle 1 % s 100 Controle 10 30 S0 100 Controle 10 30 S 100

Dioclea refiexa | (DrfL 1) pgimL. Dioclea refiexa | (DrfL ) yg/mL. Dioclea reflexa | (DrfL 1) pg/mL.
Linhagem US7 24h Linhagem US7 48h Linhagem US7 72h

Figura 23. Microscopia de fluorescéncia com laranja de acridina do
tratamento com DrfL | na linhagem U87. Células da linhagem C6 de
glioblastoma foram expostas por 24h (A), 48h (B) e 72h (C) ao veiculo ou as
concentracgdes de 1, 10, 30 e 50ug/mL de DrfL I. Apds o periodo de tratamento
as células foram coradas e a fluorescéncia observada (aumento 10 X). A barra
de escala representa 100 pum. A fluorescéncia foi quantificada pelo ImageJ
sendo expressos em porcentagem, e os valores apresentados como média +
SEM de quatro experimentos independentes realizados em triplicata. ****
p<0.0001 quando comparado cada tratamento a seu controle. ANOVA de uma
via seguida do teste pos-hoc de Bonferroni.

Embora a quantificacdo da fluorescéncia indique a ocorréncia de
um aumento significativo de AVO nas células U87 tratadas por 24 h
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com DrfL I na concentragdo de 10 ug/mL, este ndo esta associado a um
efeito citotoxico sobre as células, como demonstrado nos ensaios
anteriores. Além disso, nos periodos de 48 e 72 h de tratamento com
DrfL I ndo ocorreu alteracdo significativa de AVO na concentragdo de
10 pg/mL. No entanto, 0 aumento da marcacdo nas concentragdes de 30,
50 e 100 pg/mL poderiam estar relacionados ao efeito citotoxico da
lectina nas células. O tratamento com 30 pg/mL da DrfL I por 24 h
causou um incremento na marcacdo de AVO superior ao observado em
48 e 72 h. Entretanto, a porcentagem da marcacdo de AVO na
concentracdo de 50 e 100 pg/mL se manteve similar nos trés tempos
testados, existindo um aumento significativo na concentracdo de 100
pg/mL no periodo de 72 h de tratamento. Este fato poderia se
correlacionar com a diminuicdo abrupta da viabilidade celular e alto
comprometimento na morfologia das células, ja destacado anteriormente
(Figura 15).

Baseado nessas evidéncias, concluimos que as lectinas DrfL | e
ConBr aumentam processos de autofagia nas células de glioma, bem
como podem levar a diminuicdo da viabilidade celular. Entretanto, a
correlacdo entre a autofagia e a perda de viabilidade, embora possa
ocorrer, ndo foi claramente determinada neste estudo.

5.5 O tratamento de células de glioma com as lectinas DrfL | e
ConBr poderiam levar a morte celular programada por necrose

Com o objetivo de avangar a compreensdo dos mecanismos pelo
qual as lectinas DrfL | e ConBr estariam diminuindo a viabilidade
celular, observada pelo ensaio de MTT, foi avaliado se o tratamento das
células da linhagem C6 por 24 e 48 h poderia induzir morte celular por
necrose. Para isso as células foram coradas com hoechst e iodeto de
propidio, bem como foi medida a atividade de LDH no sobrenadante,
para determinar a possivel ruptura da membrana celular em resposta aos
tratamentos.

Como ¢ apresentado na figura 24, o tratamento durante 24 h com
DrfL | ocasiona um aumento dependente na coloracdo de IP, o qual
pode ser verificado através da quantificacdo de fluorescéncia. Observa-
se que na concentragdo de 50 pg/mL um percentual de marcagdo de 40
% de IP. Porém, em 48 h de tratamento observa-se um incremento
abrupto na coloracdo com IP das células tratadas com as concentracdes
de 30 e 50 pg/mL, chegando a um percentual de 60 ¢ 80 %,
respectivamente. Por sua vez, mediante o ensaio de LDH, observou-se
um aumento significativo da atividade da enzima no sobrenadante nas
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concentracgdes de 30 ¢ 50 pug/mL em 12 ¢ 24 h de tratamento, passando
de cerca de 5 % no controle para cerca de 15-20 % em resposta a lectina
(Figura 25).
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Figura 24. Fluorescéncia iodeto de propidio/hoechts do tratamento com
DrfL | na linhagem C6. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram
expostas por 24h (A) ou 48h (B) ao veiculo ou as concentracfes de 1, 10, 30 e
50 pg/mL de DrfL I. Ap6s o periodo de tratamento as células foram coradas e a
fluorescéncia observada (aumento 10 X). A barra de escala representa 100 pm.
A fluorescéncia foi quantificada pelo ImageJ sendo expressos em porcentagem,
e os valores apresentados como média + SEM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata. * p<0.1, ** p<0.01, *** p<0.001 e ****
p<0.0001 quando comparado cada tratamento a seu controle. ANOVA de uma
via seguida do teste pos-hoc de Bonferroni.
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Figura 25. Quantificacdo de lactato desidrogenase (LDH) no meio de
cultura da linhagem C6 tratadas com DrfL I. Células da linhagem C6 de
glioblastoma foram expostas por 12 ou 24h ao veiculo ou as concentracdes de 1,
10, 30 e 50ug/mL de DrfL I. A atividade foi expressa como percentual do
controle positivo, Triton X-100 (0,2%), considerado 100 %. Os valores sdo
apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes
realizados em triplicata. *** p<0.001 quando comparado cada tratamento ao seu
controle. ## p<0,01 em ralagdo as diferencas nos periodos de tratamentos.
ANOVA de uma via seguida de teste pos-hoc de Bonferroni, para cada tempo
testado. E maltiplo t teste para comparac@es entre tempos.

Quando foi analisado o efeito do tratamento das células C6 com
ConBr (Figura 26) observa-se que a concentragdo de 1 pg/mL durante
24 h induz um aumento significativo na incorporacdo de IP de
aproximadamente 20 % e na concentragdo de 50 pug/mL este percentual
aproximou-se de 40 %. No periodo de 48 h observa-se um aumento na
concentracdo de 50 pg/mL de cerca de 70 % enquanto as outras
concentracBes mantém resultados similares aos observados em 24 h de
exposicao a lectina.

Ao analisar o efeito de ConBr sobre a viabilidade pelo método de
LDH (Figura 27), observou-se que somente as concentracdes de 30 e 50
pg/mL, a partir de 12 h, causaram um aumento significativo da atividade
de LDH préximos a 15 %.
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Figura 26. Fluorescéncia iodeto de propidio/ hoechts do tratamento com
ConBr na linhagem C6. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram
expostas por 24h (A) ou 48h (B) ao veiculo ou as concentragdes de 1, 10, 30 e
50ug/mL de ConBr. Ap6s o periodo de tratamento as células foram coradas e a
fluorescéncia observada (aumento 10 X). A barra de escala representa 100 pm.
A fluorescéncia foi quantificada pelo ImageJ sendo expressa em porcentagem, e
os valores sdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata. * p<0.1, ** p<0.01, *** p<0.001 e ****
p<0.0001 quando comparado cada tratamento a seu controle. ANOVA de uma
via seguida do teste pos-hoc de Bonferroni.
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Figura 27. Quantificacdo de lactato desidrogenase (LDH) no meio de
cultura da linhagem C6 tratadas com ConBr. Células da linhagem C6 de
glioblastoma foram expostas por 12 ou 24h ao veiculo ou as concentracdes de 1,
10, 30 e 50pg/mL de ConBr. A atividade foi expressa como percentual do
controle positivo, Triton X-100 (0,2%), considerado 100 %. Os valores séo
apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes
realizados em triplicata. ** p<0.01 *** p<0.001 quando comparado cada
tratamento a seu controle. ANOVA de uma via seguida de teste pos-hoc de
Bonferroni, para cada tempo testado. E mdltiplo t teste para comparagdes entre
tempos.

A andlise do efeito de DrfL I na linhagem U87 em relacdo ao
rompimento da membrana celular sinalizado pela coloragdo com IP
também foi realizado (Figura 27). Os resultados mostram que no
periodo de 24 h ndo se observa um efeito concentracdo dependente,
havendo um aumento significativo nas concentragdes de 30 e 50 ug/mL
guando comparado com o controle. Ap6s 48 h de tratamento
praticamente ndo se observa efeito da lectina sobre a incorporacéo de IP.
Entretanto, ap6s 72 h de tratamento pode ser observado um efeito
concentracdo dependente, sendo que na concentragdo de 100 pg/mL a
marcacao foi proxima a 60 %.
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Figura 28. Fluorescéncia iodeto de propidio/ hoechts do tratamento com
DrfL I na linhagem U87. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram
expostas por 24h (A), 48h (B) ou 72h (C) ao veiculo ou as concentragdes de 10,
30, 50 e 100pg/mL de DrfL 1. Apds o periodo de tratamento as células foram
coradas e a fluorescéncia observada (aumento 10 X). A barra de escala
representa 100 pum. A fluorescéncia foi quantificada pelo ImageJ sendo
expressos em porcentagem, e os valores apresentados como média + SEM de
quatro experimentos independentes realizados em triplicata. * p<0.1 ** p<0.01,
**** n<0.0001 quando comparado cada tratamento a seu controle. ANOVA de
uma via seguida do teste pos-hoc de Bonferroni.

Em conjunto os dados sugerem que o tratamento de células de
glioma com as lectinas DrfL | e ConBr podem levar a morte celular
programada por necrose, sendo um dos possiveis mecanismos
relacionados & diminuigdo da viabilidade observada no ensaio do MTT.

5.6 As lectinas DrfL | e ConBr ndo interferem no potencial de
membrana mitocondrial em curtos periodos de exposi¢do

O potencial de membrana mitocondrial (A¥m) é responsavel pela
forca motriz na producdo de ATP na cadeia respiratoria e pelo qual é
utilizado como indicador de distirbio mitocondrial precursor de injdria
celular. Para sua determinacdo foram avaliadas as intensidades da
fluorescéncia do TMRE o qual reflete sensivelmente as mudancas no
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A¥Ym em resposta a alteragdo precoce da fisiologia mitocondrial ou
efeitos citotdxicos. Dessa forma, os ensaios foram realizados em tempos
precoces, anteriores aos que apresentaram reducdo da viabilidade celular
pelo método de MTT.

Como pode ser observado na figura 29, as células C6 tratadas
com DrfL I e ConBr por 6 h, ndo apresentaram mudangas no A¥Ym
assim como as células U87 tratadas com DrfL | durante 6 ou 12 h como

observado na figura 30.
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Figura 29. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial pelo método
de TMRE na linhagem C6. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram
expostas por 6 h ao veiculo ou as concentra¢des de 10, 30, 50 e 100pg/mL das
lectinas DrfL | (A) e ConBr (B). Apds o periodo de tratamento as células foram
coradas e a fluorescéncia observada.. Os dados foram expressos em
porcentagem (o controle foi considerado 100 %), e os valores sdo apresentados
como media + SEM de quatro experimentos independentes realizados em

triplicata.
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Figura 30. Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial pelo método
de TMRE na linhagem U87. Células da linhagem U87 de glioblastoma foram
expostas por 6 e 12 h ao veiculo ou as concentragfes de 10, 30, 50 e 100ug/mL
de DrfL I durante 6h (A) ou 12h (B). Apoés o periodo de tratamento as células
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foram coradas e a fluorescéncia observada. Os dados foram expressos em
porcentagem do controle (considerado 100 %), e os valores sdo apresentados
como media £ SEM de quatro experimentos independentes realizados em
triplicata.

Os dados apresentados sugerem que as lectinas DrfL | e ConBr
ndo interferem no potencial de membrana mitocondrial das linhagens C6
e U87 em periodos precoces, anteriores a alteracdo de viabilidade,
medido pela capacidade celular de promover a reducdo do MTT.

5.7 DrfL |1 e ConBr apresentam efeitos citostaticos nas culturas
celulares inibindo a migracéo celular

A mobilidade celular ¢ um fator importante na regulacdo do
processo de metéstase. Por este motivo foi avaliada a inibicdo da
migracgdo das células C6 e U87 expostas por 24 e 48 h as lectinas ConBr
e DrfL I.

Como podemos observar na figura 31, as células C6 tratadas com
DrfL | apresentaram uma diminuicdo significativa da migragéo celular,
apresentando uma reducdo na migracdo/proliferacdo de 50 % na
concentragdo de 1 pg/mL, 70 % na concentragdo de 10 pg/mL e
aproximadamente 90 % nas concentragdes de 30 e 50 pg/mL
comparadas ao controle onde hd um aumento da densidade celular
chegando ao fechamento total da fissura em apenas 24 h ap6s o
tratamento. O efeito citostatico da lectina DrfL | nas concentragdes de
30 e 50 pg/mL se mantém, mesmo no periodo de 48 h de tratamento.
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Figura 31. Efeito da lectina DrfL | na migracao celular na linhagem C6.
Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou DrfL |
nas concentragdes 1, 10, 30 e 50 pg/mL, , sendo a migragdo analisada nos
tempos 0, 24 e 48 h. A) Acompanhamento do fechamento do risco mediante
microscopia invertida (aumento de 5X). A barra de escala representa 200 pm.
B) Os dados foram expressos em porcentagem de fechamento do risco e os
valores sdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata. **** p<0.0001 quando comparado com
0 controle. #### p<0,0001 em relagéo aos periodos de tratamento. ANOVA de
duas vias seguida de teste pos-hoc de Bonferroni.

Quando analisado o efeito da lectina ConBr na linhagem celular
C6, como apresentado na figura 32, foi observado um efeito muito
semelhante no periodo de 24 h ao que foi obtido frente ao tratamento
com DrfL I. Contudo, em 48 h de tratamento somente a concentracdo de
50 pg/mL de ConBr manteve seu efeito citostatico similar ao observado
no periodo de 24 h, ou seja, diminuicdo de cerca de 90 % da migracéo
celular. As concentragdes de 1, 10 e 30 pg/mL apresentaram diminuigio
na eficiéncia de inibicdo da migracdo no periodo de 48 h de tratamento,
quando comparado ao periodo de 24 h. Entretanto, cabe observar que a
concentracdo de 1 pg/mL de ConBr continua exercendo inibi¢do no
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periodo de 48 h, em contraste ao observado com a DrfL I, que nessa
concentragdo ndo apresenta capacidade inibitoria sobre a migracao ap6s
48 h.
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Figura 32. Efeito da lectina ConBr na migracéo celular na linhagem C6.
Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou ConBr
nas concentracfes 1, 10, 30 e 50 pg/mL, sendo a migragdo analisada nos tempos
0, 24 e 48 h. A) Acompanhamento do fechamento do risco mediante
microscopia invertida (aumento de 5X). A barra de escala representa 200 um.
B) Os dados foram expressos em porcentagem de fechamento do risco e os
valores sdo apresentados como média £+ SEM de quatro experimentos
independentes e realizados em triplicata. **** p<0.0001 quando comparado
com o controle. ## p<0,001 e #### p<0,0001 em relacdo aos periodos de
tratamento. ANOVA de duas vias seguida de teste pos-hoc de Bonferroni.

Na linhagem U87 o tratamento com a lectina DrfL | (Figura 33)
nas concentragdes de 30, 50 ¢ 100 pg/mL causou uma surpreendente
diminuicdo na migracdo celular proximo a 90 % no periodo de 24 h.
Notavelmente, este efeito se manteve por 48 h. A concentragdo mais
baixa de 10 pg/mL também causou diminuicdo da migracdo. Entretanto,
esta acdo foi menos proeminente, na ordem de 60 e 40 % em 24 e 48 h,
respectivamente. Outro ponto relevante é o aparente comprometimento
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da MEC nos tratamentos de 30, 50 ¢ 100 pg/mL ja no periodo de 24 h
de tratamento.
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Figura 33. Efeito da lectina DrfL | na migracdo celular na linhagem U87.
Células da linhagem U87 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou DrfL |
nas concentragdes 1, 10, 30 e 50 pg/mL, , sendo a migragdo analisada nos
tempos 0, 24 e 48 h. A) Acompanhamento do fechamento do risco mediante
microscopia invertida (aumento de 5X). A barra de escala representa 200 pm.
B) Os dados foram expressos em porcentagem de fechamento do risco e os
valores sdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata. **** p<0.0001 quando comparado com
0 controle. #### p<0,0001 em relagdo aos periodos de tratamento. ANOVA de
duas vias seguida de teste pos-hoc de Bonferroni.

Com base nesses dados, pode ser sugerido que as lectinas DrfL |
e ConBr apresentam efeitos citostaticos sobre as células de glioma,
inibindo a migracgdo celular, evento crucial para o desenvolvimento de
metastases.
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5.8 Altas concentracGes das lectinas DrfL I e ConBr inibem a
resisténcia ao tratamento de células de glioblastoma na linhagem C6

Uma das carateristicas mais importantes das células de GBM é
sua resisténcia frente aos agentes terapéuticos disponiveis para o
tratamento. Considerando esse importante aspecto dos gliomas, células
da linhagem C6 foram submetidas a tratamentos intermitentes durante
24 h (Figuras 34 e 35) e 48 h (Figuras 36 e 37) com as lectinas DrfL |
(Figuras 34 e 36) e ConBr (Figuras 35 e 37). A viabilidade das células
foi monitorada através de microscopia 6tica.

Os resultados mostram que as concentragdes de 30 e 50 pg/mL de
DrfL | (Figura 34) e de ConBr (Figura 35) induziram significativas
mudancas na morfologia celular em 24 h de tratamento. No entanto, se
apos esse periodo 0 meio for trocado e as células mantidas por 24 h sem
0 tratamento se observa que ocorre uma recuperacdo da morfologia
celular na concentragdo de 30 upg/mL, principalmente nas células
tratadas com ConBr. Interessantemente, uma nova exposicao de 24 h as
lectinas nessa concentragdo de 30 pg/mL ndo parece ser eficiente na
inducdo de alteracfes morfoldgicas das células C6. Ja na concentracdo
mais alta de 50 pg/mL as lectinas mostraram manter uma boa eficiéncia
na inducdo das alteragdes morfoldgicas, tanto durante o intervalo de 24
h quanto na repeti¢do do tratamento. As concentragdes de 1 e 10 pg/mL
das lectinas DrfL |1 e ConBr ndo causaram significativas alteragdes
morfoldgicas, demonstrando uma resisténcia das células C6 nessas
concentracBes mais baixas.
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TRATAMENTO
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(24h)
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Figura 34. Resisténcia ao tratamento por 24 h com DrfL | nas células C6.
Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou DrfL |
nas concentragdes 1, 10, 30 e 50 pug/mL por 24 h. As mudangas morfolégicas
das células foram acompanhadas sequencialmente, mediante microscopia de luz
(aumento de 20X), nos seguintes periodos: 24 h ap6s o tratamento, periodo de
recuperacdo (apés 24 h sem tratamento) e periodo de re-exposicdo ao
tratamento (24 h apds a segunda exposi¢do a lectina). A barra de escala
representa 50 pm.

Controle 1pg/mL 10pg/mL 30pg/mL SO0pg/mL

TRATAMENTO

Sem
Tratamento
(24h)

24h

Figura 35. Resisténcia ao tratamento por 24 h com ConBr nas células C6.
Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou ConBr
nas concentragdes 1, 10, 30 e 50 pug/mL por 24 h. As mudangas morfolégicas
das células foram acompanhadas sequencialmente, mediante microscopia de luz
(aumento de 20X), nos seguintes periodos: 24 h ap6s o tratamento, periodo de
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recuperagdo (ap6s 24 h sem tratamento) e periodo de re-exposi¢do ao
tratamento (24 h ap6s a segunda exposi¢do a lectina). A barra de escala
representa 50 pm.

Considerando os tratamentos intermitentes mais longos (48 h)
com as lectinas DrfL I (Figura 36) e ConBr (Figura 37) observa-se uma
intensa alteracdo morfoldgica, compativel com perda de viabilidade
celular, na concentragdo de 50 pg/mL. em 48 h de tratamento.
Surpreendentemente, este efeito ndo foi revertido ap6s um periodo de
recuperacdo de 48 h e pela repeticdo do tratamento com as lectinas.
Entretanto, de forma similar ao observado nos tratamentos intermitentes
de 24 h, a concentragéo de 30 ug/mL nao parece ser eficiente, visto que
aparentemente as células se recuperam e ndo parecem responder bem a
uma nova exposicao (24-48 h) de tratamento.

TRATAMENTO

Controle 1pg/mL 10pg/mL 30pg/mL SO0pg/mL

48h

Sem
Tratamento B
(a8h)

24h

48h

Figura 36. Resisténcia ao tratamento por 48h com DrfL | nas células C6.
Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou DrfL |
nas concentragdes 1, 10, 30 e 50 pug/mL por 48 h. As mudangas morfolégicas
das células foram acompanhadas sequencialmente, mediante microscopia de luz
(aumento de 20X), nos seguintes periodos: 48 h ap6s o tratamento, periodo de
recuperagdo (ap6s 48 h sem tratamento) e periodo de re-exposi¢do ao
tratamento (24 e 48 h apds a segunda exposicdo a lectina). A barra de escala
representa 50 pm.
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Figura 37. Resisténcia ao tratamento por 48h com ConBr nas células C6.
Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou ConBr
nas concentragbes 1, 10, 30 e 50 pg/mL por 48 h. As mudancas morfoldgicas
das células foram acompanhadas sequencialmente, mediante microscopia de luz
(aumento de 20X), nos seguintes periodos: 48 h ap6s o tratamento, periodo de
recuperagdo (ap6s 48 h sem tratamento) e periodo de re-exposi¢do ao
tratamento (24 e 48 h apos a segunda exposicdo a lectina). A barra de escala
representa 50 pm.

Os dados obtidos destes ensaios, sugerem que altas concentragdes
das lectinas DrfL I e ConBr (a partir de 50 pg/mL) inibem a resisténcia
ao tratamento das células de glioblastoma da linhagem C6, sendo este
efeito bem evidente nos tratamentos mais longos (48 h).

5.9 Altas concentragGes das lectinas DrfL | e ConBr inibem a
sobrevivéncia apds a clonagem de células de glioblastoma da
linhagem C6

Um dos aspectos que limita a eficiéncia dos tratamentos
utilizados atualmente frente a0 GMB é a sobrevivéncia de algumas
células, em funcdo de caracteristicas especificas, que retornam a
proliferar e/ou diferenciar, regerando ou mesmo expandindo o tumor.
Isso faz com que os tratamentos tenham um efeito paliativo e ndo sejam
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capazes de conter a evolugdo tumoral. Dessa forma, o ensaio de
sobrevivéncia celular clonogénica auxilia a determinar a habilidade de
uma célula de proliferar e/ou de reter a sua capacidade reprodutiva, bem
como de formar colbnias ou clones, mesmo apds ter sido exposta a
alguma condic&o ou tratamento.

Sabendo que as concentragfes mais elevadas das lectinas DrfL | e
ConBr foram aparentemente capazes de bloquear a viabilidade das
células e vencerem a resisténcia ao tratamento, foi analisado a
capacidade clonogénica das células C6 apds o tratamento com as
lectinas nos periodos de 24 e 48 h.

Os resultados dos tratamentos com DrfL | e ConBr, séo
apresentados nas figuras 38 e 39, respetivamente. Pode ser observado
gue 24 h de tratamento com as lectinas ndo foi capaz de ocasionar perda
da capacidade das células formarem clones. Entretanto, periodos de 48 h
de tratamento com as lectinas na concentragdo de 50 pg/mL causou
inibicdo da eficiéncia clonogénica.
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Figura 38. Eficiéncia clonogénica da linhagem C6 ap6s tratamento com
DrfL I. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou
DrfL | nas concentragdes 1, 10, 30 e 50 pg/mL pelos periodos de 24 e 48 h. A)
Acompanhamento da capacidade de formagéao de clones das células mediante
microscopia invertida no aumento de 5X. A barra de escala representa 200 pum.
B) Calculo da eficiéncia clonogénica das células, os valores sdo apresentados
como média = SEM de quatro experimentos independentes realizados em
triplicata. * p<0.1 e *** p<0.001 quando comparado com o controle.
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Figura 39. Eficiéncia clonogénica da linhagem C6 apds tratamento com
ConBr. Células da linhagem C6 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou
ConBr nas concentragdes 1, 10, 30 e 50 pg/mL pelos periodos de 24 e 48 h. A)
Acompanhamento da capacidade de formagéo de clones das células mediante
microscopia invertida no aumento de 5X. A barra de escala representa 200 pm.
B) Calculo da eficiéncia clonogénica das células, os valores sdo apresentados
como média + SEM de quatro experimentos independentes realizados em
triplicata. * p<0.1 e *** p<0.001 quando comparado com o controle.

Os dados obtidos neste conjunto de experimentos, nos permite
inferir que a concentracdo de 50 pug/mL das lectinas DrfL. T e ConBr
podem inibir a capacidade de formagdo de clones pelas células de
glioblastoma da linhagem C6 ap6s tratamento por um periodo de 48 h.
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6. DISCUSSAO

O glioblastoma multiforme (GBM), um dos tipos de glioma
classificado pela Organizacdo Mundial da Salde como grau 1V,
representa 55 % dos casos de tumor cerebral maligno (OSTROM et al.,
2015) e caracteriza-se como uma doenga clinica e patologicamente
heterogenia, com um progndstico pouco favoravel, apesar dos esforcos
terapéuticos (LOUIS et al.,, 2007, STRIK et al., 2012). Existe um
interesse crescente no estudo de novos compostos capazes de interagir
com alta especificidade com as células tumorais e subsequentemente
produzir morte ou inibi¢&o da proliferagdo destas células.

As lectinas sdo uma classe de proteinas de origem ndo imune,
capazes de reconhecer e de se ligar reversivelmente e de maneira
especifica a carboidratos complexos (SINGH et al., 1999; VAN
DAMME et al., 2004; LIU et al., 2013; JIANG et al., 2015). Nas
Gltimas décadas as lectinas tém sido utilizadas como ferramentas para
diferenciacdo entre tumores malignos e benignos, especialmente pela
capacidade de reconhecerem padrbes de glicosilacdo especificos, sendo
alguns associados ao processo de metastase (AUGUSTIN et al., 2005;
VALENTINER et al., 2003; GROSSARTH-MATICEK, 2006; JIANG,
2015; YAU, 2015). Além disso, existem estudos relacionando possiveis
efeitos citotdxicos e o potencial anti-tumoral de lectinas isoladas de
plantas sobre células cancerigenas (JIANG et al., 2015).

No presente trabalho um dos objetivos foi avaliar os efeitos
citotoxicos das lectinas Drfl 1 e ConBr, isoladas de sementes de
leguminosas da subtribo Diocleinae, sobre culturas celulares das
linhagens C6 e U87.

ConBr e DrfL | sdo lectinas isoladas de sementes de leguminosas
da subtribo Diocleineae, caraterizadas por apresentar similaridades
estruturais entre as sequéncias de aminoécidos (BEZARRA et al.,
2013), mas apesar da altissima homologia e especificidade pelos
mesmos glicanos, glicose/manose, sdo observadas diferencas em relagdo
a acdo delas. Por exemplo, a lectina ConBr ndo apresentou atividade
bioldgica sobre a linhagem U87, enquanto a lectina DrfL | mostrou um
efeito significativo ja em 24 h. Por outro lado, na linhagem C6 as
lectinas DrfL | e ConBr causaram uma reducdo similar de cerca de 50 %
na viabilidade celular em 12 h de tratamento nas concentracdes de 30 e
50 pg/mL. Notavelmente, esse efeito se mantém em 24 h de tratamento
com ConBr, enquanto com DrfL | essa acdo cai para cerca de 30 %
nesse mesmo periodo.
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Este mesmo efeito concentragdo-tempo dependente na acéo das
lectinas da subtribo Diocleineae, foi observado frente ao tratamento de
células da linhagem C6 com ConA e DvL (Dioclea violacea), nos
mesmos periodos utilizados (KNAUT, 2016); mas surpreendentemente,
ConV, uma lectina que pertence a mesma subtribo, s6 apresenta efeito
citotéxico na linhagem C6 a partir do periodo de 24 h na concentracéo
de 100 pg/mL (OSTERNE et al., 2017).

Comparacdes da sequéncia de aminoéacidos e estrutura
cristalografica entre a lectina ConBr e ConA (que foi a primeira lectina
isolada e caraterizada), revela que na ConBr existem dois residuos de
amino4cidos substituidos distantes do dominio de ligagdo a carboidrato
(CRD) em relagdo a ConA (GRANGEIRO et al., 1997; SANZ-
APARICIO et al., 1997; CAVADA et al., 2001). Esse aspecto tem sido
discutido na tentativa de explicar as diferengas na poténcia de efeitos
bioldgicos destas lectinas. A lectina DrfL |, foi isolada e caraterizada
recentemente (PINTO-JUNIOR et al., 2016) e segundo a sua estrutura
cristalografica, apresenta uma maior similaridade a DGL purificada da
Dioclea grandiflora (PINTO-JUNIOR et al., 2017). Dessa forma, pode
ser cogitado que as diferencas de a¢do ou poténcia de ConBr e DrfL |
reside nas diferencas de suas estruturas; além das carateristicas dos
modelos utilizados.

A diminuicgdo da viabilidade celular indicada pelo ensaio de MTT
pode ser produto de morte das células, diminuicdo da proliferacdo
celular e/ou atraso do ciclo celular. Por tal motivo, avaliou-se qual
poderia ser o mecanismo de acdo das lectinas que estaria levando a
gueda de viabilidade e se as mudancas morfolégicas seriam compativeis
com processos de morte celular.

O primeiro mecanismo de morte celular programada a ser
avaliado foi autofagia por meio de coloracdo das células com LA, o qual
tem sido aceito como um marcador de vesiculas 4&cidas ou
autofagolisossomos (CHANG et al., 2007; FAN et al., 2008). A
autofagia é considerada um mecanismo de dupla funcdo tanto
protegendo as células da morte como sendo mecanismo associado a este
processo. Por exemplo, em tecidos saudaveis a autofagia apresenta uma
funcéo citoprotetora mantendo a homeostase mediante a degradacéo de
constituintes citotdxicos e impedindo que a célula se torne disfuncional
ou cancerigena. Entretanto, uma vez formado o tumor, a autofagia pode
contribuir para a sobrevivéncia celular em areas de hipdxia, além de
ajudar na progressao, resisténcia a terapia e na metastase. Por outro
lado, a autofagia também pode levar a morte das células como resultante
de estresse continuo ou quando ocorre em uma escala muito elevada
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(REUTER et al., 2010; LIU et al., 2013; SCHNEIDER e CUERVO,
2014; JIANG et al., 2015).

Os resultados de quantificacdo da fluorescéncia das vesiculas
acidas (AVO) em relacdo a fluorescéncia emitida pela cromatina (CR),
ndo revelaram diferenca estatistica da marcacéo de AVO das células C6
expostas ao veiculo (controle) ou a DrfL | nas concentragfes de 1 e 10
pg/mL (Figura 21). Indicando que uma taxa em torno de 15 % de
marcacao pode representar uma condicdo basal que a célula utiliza para
sobrevivéncia. Entretanto, hd um incremento concentragdo resposta da
marcacdo de AVO, frente a exposicdo com DrfL | nas concentracdo de
30 e 50 pg/mL em 24 h. Ja na exposicao por 48 h as concentracdes de
30 e 50 ug/mL igualam-se em 70 % de AVO. Nas células U87 (Figura
23), observamos que o tratamento com DrfL | durante 24 h propicia um
aumento significativo de AVO na concentragdo de 10 pg/mL. Entretanto
esse efeito ndo parece estar associado a um efeito citotoxico sobre as
células, como demonstrado nos ensaios de viabilidade. Por outro lado, a
porcentagem da marcacdo de AVO na concentracdo de 50 e 100 pg/mL
se mantém constante em 24 e 48 h, existindo um aumento significativo
na concentra¢do de 100 pug/mL, de quase 80 %, no periodo de 72 h de
tratamento. Este efeito, poderia se correlacionar com uma diminuicéo
abrupta da viabilidade celular e alto comprometimento na morfologia
das células, como observado na figura 15.

O tratamento com ConBr (Figura 22) por 24 h proporciona um
aumento, concentracdo dependente de AVO comparado com o controle.
Entretanto, em 48 h observa-se uma reducéo da percentagem de AVO,
mas apresentando cerca de 70 % na concentragdo de 50 pg/mL. Essas
diferencas ndo sdo claras, mas deve ser destacado que 0 processo de
autofagia é dindmico e a meia vida dos vacuolos autofagicas pode ser
curta (DEGTYAREYV et al., 2014), motivo pelo qual poderiamos estar
observando varia¢des na presenca de AVO nos diversos tempos frente a
mesma concentrago de lectina. Além disso, um estudo recente (HAN et
al., 2016) demostrou que fatores extrinsecos e nutricionais derivados do
microambiente da cultura, teriam um efeito crucial na ativacdo ou
inibicdo de mTORC1, enzima reguladora do processo autofagico. Dessa
forma, serdo importantes futuros estudos da atividade desta enzima e
outras proteinas envolvidas na execucdo da autofagia frente ao
tratamento com as lectinas.

Com o objetivo de continuar avaliando quais poderiam ser 0s
mecanismos utilizados pelas lectinas para conduzir a morte das células,
foram também realizados ensaios de determinacdo de necrose, mediante
a dupla coloragdo com hoescht (cora ndcleos) e IP (cora células com
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membranas plasmaticas rompidas), além de ensaios de liberacdo de
LDH.

Como apresentado na figura 24, a exposi¢do das células C6 por
24 h a DrfL I (50 pg/mL) mostrou um aumento de 40 % na marcagdo
para IP. Entretanto, em 48 h de tratamento as concentra¢fes de 30 e 50
pg/mL elevam esse percentual para cerca de 60 e 80 %,
respectivamente. Esses resultados condizem com o ensaio de LDH
(Figura 25), que mostra que a partir de 12 h de tratamento nas
concentragdes de 30 e 50 pg/mL se registra um percentual de
aproximadamente 20 % de liberacdo da enzima no meio de cultura. O
tratamento da linhagem C6 com a lectina ConBr na concentracdo de 50
pg/mL (Figura 26) mostra um aumento na marcacao com IP de 40 e 70
% em 24 e 48 h, respectivamente. Por outro lado, as concentracGes de 1-
30 pg/mL causam incrementos bem mais modestos na ordem de 20 %.
Em conjunto esses dados reforcam o que foi observado na figura 27, na
qual a partir de 12 h de tratamento ConBr 50 pg/mL promove uma
elevacdo de 15 % de LDH no meio de cultura. O tratamento das células
da linhagem U87 (Figura 28) ndo mostra efeito concentragéo
dependente na marcagdo com IP. Entretanto, apés 72 h de tratamento
observa-se um efeito bastante significativo na marcacdo das células com
IP (proximo a 60 %) em resposta a DrfL T 100 pg/mL.

Em conjunto os dados de avaliagdo de necrose frente as lectinas
sugerem que ConBr e DrfL | poderiam desencadear mecanismos de
morte celular tipo necroptotica, que ocorre muitas vezes frente a fatores
externos toxicos (BARNES et al., 2013; WANG, 2014). Entretanto deve
ser realcado que a marcacdo com IP também pode ser um evento
verificado no processo de apoptose tardio.

Morfologicamente 0 mecanismo de apoptose se caracteriza por
alteracdes na morfologia da célula como presenca de corpos
apoptoticos, alteracdes na permeabilidade da membrana mitocondrial
entre outras (ELMORE, 2007; WANG, 2014). Na marcagdo de
cromatina (CR) com laranja de acridina (LA) (Figuras 21, 22 e 23) ndo
se observou a presenca de corpos apoptoticos. Da mesma forma néo foi
observado alteragBes no potencial de membrana mitocondrial (Figuras
29 e 30), avaliado pela intensidade da fluorescéncia do TMRE que
reflete sensivelmente as mudangas no A%Pm (LI et al., 2015). Como as
mudancas desta sonda podem ser devidas a mudangas na morfologia,
localizagdo ou massa mitocondrial (PERRY et al., 2011) os ensaios ndo
foram realizados nos tempos onde ha reducéo da viabilidade celular pelo
método de MTT, por apresentar menos células vivas podendo dar um
falso positivo de reducédo da fluorescéncia do TMRE.
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Geralmente a apoptose ocorre por duas vias: uma mediante a
unido de ligantes especificos aos receptores da membrana plasmatica,
também denominada via extrinseca; outra mediante alteracdo
mitocondrial (via intrinseca) num processo dependente do citocromo ¢
(TAIT e GREE, 2012; JIANG et al., 2015). Para caracterizar com maior
clareza a indugdo de apoptose em resposta as lectinas DrfL | e ConBr
sera importante, no futuro, avaliar a possivel ativacao de caspase 3 que é
a caspase efetora do processo.

Outro fator importante a ser avaliado na busca de novos
compostos com acdo anticancerigena € a capacidade de produzirem
efeitos citostaticos nas culturas, tendo em conta que a mobilidade celular
¢ um fator importante na regulagdo do processo de metéstase.
Particularmente, as células de GBM se caracterizam por apresentar uma
potente habilidade de invasdo e migracdo no tecido cerebral (CHEN et
al., 2015; AROUI et al.,, 2016), sendo portanto muito importante
caracterizar uma acdo citostatica das lectinas sobre estas células.

Dessa forma, foi avaliada a capacidade de inibi¢cdo da migracdo
celular frente ao tratamento com as lectinas nas linhagens C6 e U87.
Nas figuras 31 e 33, a lectina DrfL | apresenta um efeito citostatico nas
linhagens C6 e U87, respectivamente, com uma marcada inibicdo da
migracéo celular e destruicdo da matriz extracelular na linhagem U87.
Notavelmente, nas concentragdes de 30, 50 e 100 pug/mL DrfL I
propiciou uma inibicdo de migracdo constante de aproximadamente 90
% em 24 e 48 h sobre as células U87. Na linhagem C6 as concentragdes
de 30 e 50 pg/mL propiciaram efeitos similares. Enquanto isso, ConBr
mantém a inibicdo da migracdo das células C6 em cerca de 90 %
somente na concentragéo de 50 pg/mL (Figura 32).

Outra carateristica importante no GBM ¢é sua frequente recidiva
pos-cirurgia, e sua alta resisténcia a quimioterapia e radioterapia
(JARAMILLO et al,, 2010; DE BARROS PONTES et al., 2012;
THEELER e GILBERT, 2015; CHEN et al., 2015; AROUI et al., 2016).
Sendo esta multipotencialidade e habilidade de auto-renovacdo das
GSCs, muito similares das células tronco neurais (NSCs), existindo
hipoteses inclusive de que estas poderiam dar origem as células
tumorais (SANAI et al., 2005; LIM et al., 2007; MARTIN et al., 2014;
LIU e SONG, 2016).

Quando avaliamos a capacidade de resisténcia e a eficiéncia
clonogénica de auto-renovacgdo da linhagem C6 frente ao tratamento
com as lectinas, foi observado que ConBr ou DrfL | na concentracdo de
50 pg/mL, por um periodo de 48 h, inibe totalmente a viabilidade celular
e 0 aparecimento de clones, sugerindo a capacidade destas lectinas de



98 DISCUSSAO

inviabilizar de forma bastante eficiente a grande maioria das células
tumorais.

Dessa forma, tomando o conjunto dos dados pode ser inferido
gue exposicdo das células de glioma a baixas concentracfes de lectinas
repercute com uma baixa ou flutuante percentagem de AVO e com a
auséncia de uma acdo anti-tumoral evidente (considerando prejuizos
sobre a migragéo e viabilidade celular), sugerindo que a autofagia em
nivel baixo ou moderado pode representar um mecanismo de
sobrevivéncia ou até mesmo associado a progressao do tumor (REUTER
et al., 2010; LIU et al., 2013; SCHNEIDER e CUERVO, 2014; JIANG
et al, 2015; KEULERS et al.,, 2016). Nessa direcdo, tem sido
demonstrado que MMP, que degradam a MEC durante processos
fisiolégicos e patoldgicos, podem ser ativadas pela IL-8, um produto do
processo de autofagia. Notavelmente, a medida que degradam a MEC e
a MB podem cumprir importantes fungdes para a progressao tumoral e
formacdo de metastase (NAMBIAR et al., 2016; KEULERS et al.,
2016).

Diferentemente, nas concentracfes mais elevadas as lectinas
testadas apresentaram um efeito de elevar a porcentagem de AVO,
diminuir a viabilidade celular, alterar a morfologia, inibir a resisténcia
celular e diminuir a eficiéncia clonogénica, além de propiciarem uma
relevante inibi¢do da migracdo celular. Embora ainda néo se tenha claro
a inter-relacdo destes eventos, deve ser salientada que em situagdes de
elevado estresse com indugdo de uma excessiva taxa de autofagia frente
a agentes citotdxicos, ocorre morte celular mediante um mecanismo
independente do processo de apoptose (REUTER et al., 2010; LIU et
al., 2013; SCHNEIDER e COUERVO, 2014; JIANG et al., 2015;
OKADA e MAK, 2004).
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que ambas
lectinas apresentam efeitos citotoxicos sobre as células da linhagem C6
(rato) e DrfL | também causa este efeito sobre as células da linhagem
U87 (humana). Esse efeito ocorre a partir da concentragdo de 30 pg/mL,
sendo dependente do CRD e da manutencdo da estrutura tridimencional
das lectinas.

Em relagdo aos possiveis mecanismos de morte celular
associados a diminuicdo da viabilidade celular, destaca-se o processo de
necrose e o processo de autofagia nas altas concentrages das lectinas.
Entretanto, também parece evidente que a autofagia pode ocorrer em
resposta ao tratamento das lectinas nas concentra¢c@es mais baixas, sem
paralela alteragdo da viabilidade, morfologia ou capacidade de migracdo
celular.

Nas concentragdes de 30 e 50 pg/mL a lectina DrfL I, apresenta
um efeito citostatico significativo sobre as células C6 e U87, inibindo a
proliferacdo/migracdo celular em cerca de 90 %, enquanto a lectina
ConBr apresenta este efeito sobre as células C6 na concentracdo de 50
pg/mL.

Na concentragdo de 50 pg/mL as lectinas DrfL I e ConBr,
apresentam a capacidade de inibir a resisténcia ao tratamento e a
eficiéncia clonogénica das células de glioblastoma da linhagem C6,
sendo o efeito mais evidente apos 48 h de tratamento.

Em conjunto conclui-se que a lectina DrfL | apresenta um
potencial terapéutico, demonstrado pelo seu significativo efeito
citotéxico e inibidor de migragdo/proliferacdo tanto na linhagem de
glioma de ratos como na linhagem de glioma humana.

Por fim, salienta-se que para diminuir a probabilidade de
reincidiva dos gliomas é fundamental a atuacdo ndo somente sobre as
células que proliferam rapidamente (mecanismo de acdo utilizado pelos
guimioterapicos atuais) como também sobre as células tronco tumorais.
Dentro deste paradigma, concluimos a necessidade de aprofundar a
compreensdo da acdo de DrfL | sob esta Gtica e a necessidade de
estender os estudos para outras linhagens celulares e outros modelos de
gliomas in vitro e in vivo.
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