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1.  INTRODUCAO

Cancer é uma palavra genérica usada para designar um grande grupo de doencas
caracterizadas por células que deixaram de responder a varios estimulos fisioldgicos importantes
(HANAHAN; WEIBERG, 2011). Em suma, essas células adquirem a capacidade de proliferar-se de
forma autossustentada, ndo sdo responsivas a estimulos supressores de crescimento e podem invadir

outros tecidos, em um processo chamado de metastase (RASTOGI et al., 2014).

O céncer, por exemplo, é considerado uma doenca heterogénea e complexa, constituindo-se
como um dos principais problemas de salde publica. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), apenas em 2012 foram registrados 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes
relacionadas. Com base no relatério mundial sobre o céancer, recentemente divulgado, a OMS
solicitou que governos, autoridades e sociedade em geral, empreendam acdes urgentes para evitar a

ampliacdo do numero de vitimas dessas patologias.

Nesse sentido, diversas terapias bioldgicas e tecnologias alternativas tem emergido para
tratar efetivamente alguns tipos de cancer e/ou alvos especificos que sdo expressos por diferentes
tipos de tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Dentre esses alvos, carboidratos assumem um
papel crucial para a metastatizacdo ou como antigenos associados a tumores (TACA) que podem
servir como biomarcadores. Dessa forma, moléculas que possam reconhecer carboidratos na
superficie de células tumorais podem ter potencial importante como agentes terapéuticos
(PADLER-KARAVANI, 2014).

Lectinas sdo proteinas encontradas em todos 0s organismos vivos e particulas, como o0s
virus. Essas moléculas sdo capazes de se ligar a mono ou oligossacarideos sem modificar sua
estrutura (PEUMANS et al., 2001) e vém sendo bastante estudadas nos Gltimos anos demonstrado
um potencial biotecnoldgico promissor no diagnéstico e até mesmo tratamento das neoplasias

(FIGUEIROA et al., 2017). Gragas a sua atividade citotoxica contra células tumorais, as lectinas de
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leguminosas sdo consideradas moléculas ainda mais promissoras na terapia anticancer, pois sua
capacidade de induzir apoptose, autofagia e/ou inibicdo do crescimento tumoral tem sido
demostrada em varios estudos (LAGARDA-DIAZ et al, 2017)).

Nesse contexto, o presente trabalho almejou avaliar a agdo da lectina isolada de sementes de
Canavalia oxyphylla (CoxyL) sobre linhagens de células de adenocarcinoma mamario (MCF-7).

2. METODOLOGIA

2.1 Purificacéo da lectina

A purificagdo da lectina ocorreu conforme previamente descrito por Santiago et al., 2014.
2.2 Linhagem Celular e Condicdes de Cultivo

Células MCF-7, foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC), cultivadas
em meio DMEM, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) inativado pelo calor, 100
U/mL de penicilina G, 0,1 mg/mL de estreptomicina. Em seguida foram levadas a incubadora com
atmosfera contendo 5% de CO. a temperatura de 37°C. As células em fase de crescimento
logaritmico foram empregadas em todos os ensaios referentes ao presente trabalho.

2.3 Ensaio de Viabilidade Celular

Células MCF-7 wt e STn (1,5 x 10* células/poco), foram cultivadas em DMEM contendo
10% de SFB e semeados separadamente em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo plano e
incubadas durante 24h. Apos esse periodo, as células serdo crescidas na presenca da lectina em
diferentes concentragdes. Os ensaios foram realizados de acordo com protocolo sugerido por Yan
e colaboradores (2009). Entretanto, o efeito de CoxyL na proliferacdo celular foi estimado pela
determinacdo da atividade metabdlica celular através do Kit MTS cell proliferation, seguindo as
instrucdes do fabricante ap0s 24, 48 e 72h. Os resultados foram obtidos com auxilio de um leitor de

microplacas a uma absorbancia de 490nm e o 1Cxo foi calculado a partir das curvas dose-resposta.

2.4 Determinacao da apoptose por Anexina V

Para aprofundar esses estudos sobre a atividade antitumoral de CoxyL, células MCF-7 wt
w STn (2,5x10° /mL) foram cultivadas em placas de 6 pocos de fundo plano, tratadas com CoxyL,
nas concentracdes equivalentes a ICso determinada, por 72 h. Apdés isso, as células foram
colhidas, lavadas com tampdo PBS pH 7,4 e coradas com anexina V (APC) (Immunotools,

Germany) e 7-AAD (BD Biosciences). A determinagéo da populacdo de células vivas, necroticas e
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apoptéticas foi analisada por técnica de citometria de fluxo (Acoustic Focusing Cytometer,

Appliede Byosistems).

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média £SEM. Comparagdes estatisticas foram
realizadas com auxilio do software GraphPad® para Microsoft Windows, através do Teste t de
Student. Quando P< 0,05 (* ou **) ou P< 0,01 (***), os dados foram considerados estatisticamente

significativos.

3. Resultados
3.1 Efeito antiproliferativo de CoxyL

O efeito de CoxyL sobre a viabilidade das células MCF-7 foi avaliada através do ensaio MTS. O
tratamento das MCF-7 ndo sialiladas (wt) n&o apresentou reducdo na viabilidade celular
estatisticamente significativa nas concentragdes de 62,5, 125, e 250 pug/mL em nenhum dos
intervalos de tempo avaliados. No entanto, na concentracdo de 500ug/mL, ap6s 72h de tratamento,
houve reducdo significativa da viabilidade celular para 80,72 + 0,7% (P< 0,05) (Figura 1). Com
relacdo ao tratamento de células MCF-7 sialiladas (STn), o tratamento com 62,5 ug/mL de CoxyL,
nos periodos de 24 e 48h, induziu reducdo na viabilidade celular de 13,8 % e 30,8 %,
respectivamente. A mesma concentracdo em 72h causou reducao de 49,60 %. J& na concentracdo de
125 ug/mL observou-se que, nos intervalos de 24 e 48h, a lectina causou reducéo na viabilidade das
células MCF-7 STn em 25% e 30%, respectivamente. Apo6s 72 horas, observou-se reducéo de mais
de 50 % da viabilidade celular. Nas concentracGes 250 pg/mL e 500 pg/mL, o tratamento com a
lectina reduziu em menor proporcéao a viabilidade celular nos periodos de 24 e 48 horas. Contudo,

ap0s 72 horas de exposicdo obtiveram uma reducdo da viabilidade maior que 50 % (Figura 2).
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3.2 Efeito de CoxyL sobre a apoptose de células MCF-7

Para avaliar a capacidade de inducdo apoptotica da CoxyL, as MCF-7 foram coradas com
Annexin V e 7-AAD, seguidas de analise de citometria de fluxo. Conforme mostrado na Figura 3A
a inducdo de um estagio inicial de apoptose foi de aproximadamente 44% das células nao sialiladas
com 50pg/mL de CoxyL e 63% com 100pg/mL. Sendo este Gltimo resultado estatisticamente
significativo (P< 0,01), em relacdo ao controle das células viaveis. Ja nas células MCF-7 com o
antigeno STn na superficie da membrana plasmatica a CoxyL na concentracdo de 50pg/mL pouco
mais de 20% das células permaneciam viaveis, enquanto quase 60% delas estavam em estado
apoptose inicial. Quando tratadas com 100ug/mL o numero de células em apoptose inicial

aumentou aproximadamente 70% (P< 0,01), enquanto menos de 20% permaneciam viaveis (Figura
3B)
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Figura 3: CoxyL provoca apoptose inicial de células MCF-7 nao-sialiladas (A) e (B)
sialiladas.

4. DISCUSSAO

As células tumorais podem possuir um padrdo aberrante de glicosilagio na membrana
plasmatica, incluindo a sintese exacerbada de alguns carboidratos, que sdo essenciais para a
progressdo do tumor (BULL; BROK; ADEMA, 2014). Uma das diversas mudangas que acontecem
na glicosilacdo das celulas neopléasicas € a expressao do antigeno Sialyl-Thomsen-nouveau (STn ou
Sialyl-Tn), o qual raramente € visto em tecidos normais, mas é abundantemente expresso em muitos
tipos de cancer epitelial humano (MUNKLEY, 2016). A presenca de STn na superficie celular nos
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tumores, segundo Julien e colaboradores (2012) estd associada & tumorigénese, potencial
metastatico, supressdo imune e quimiorresisténcia, 0 que colabora para 0 mau prognéstico da

doenca.

Nos Ultimos anos, observou-se que diversas lectinas isoladas de plantas das familias
Fabaceae, Lamiaceae e Moraceae possuem a capacidade de se ligar a STn e apresentam atividade
antitumoral promissora sobre essas células (POIROUX, 2017). Além disso, um grupo de lectinas da
familia Diocleinae como Canavalia ensiformis (ConA), Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia
maritima (ConM) e Dioclea sclerocarpa (DSclerL) demonstraram propriedades antiproliferativas e
pré-apoptoticas em varias linhagens de células tumorais (FAHEINA-MARTINS, 2012). Algumas
lectinas tem a capacidade de se ligar ao antigeno sialil-Tn (STn) e induzir apoptose, inibir sua
capacidade proliferativa ou ambos. (YAU et al., 2015; JIANG et al., 2015). Diversas lectinas ja
demonstraram atividade antiproliferativa e pré-apoptética, como a lectina de Bauhinia forticata
(BFL), que conseguiu induzir a morte e a inibicdo da adesao de células de cancer de mama (SILVA,
2014). A Riproximina, uma lectina inativadora de ribossomo do tipo II, também induziu apoptose
em células de cancer de mama (PERVAIZ, 2016). CoxyL é uma lectina ligadora de glicose, manose
e a-metil-D-manosideo, (SANTIAGO et al., 2014) e ndo apresenta qualquer afinidade a acidos
sialicos. Contudo, lectinas sdo proteinas caracterizadas por ligacbes reversiveis em relacdo a
carboidratos, o que pode explicar uma maior afinidade pelos “ramos” de Sialil-Tn presentes na

linhagem MCF-7 sialilada.
5. CONCLUSAO

O estudo mostrou que a lectina isolada de sementes de Canavalia oxyphylla possui atividade
antitumoral contra células de adenocarcinoma mamario, da linhagem MCF-7, impedindo a
proliferacdo dessas células através da inducdo do processo apoptético. Principalmente, quando essas
células expressam o antigeno Sialil-Tn em sua superficie. Propomos para estudos futuros, a busca
de possiveis mecanismos moleculares envolvidos nesse processo, assim como testes com outras

linhagens de células neoplésicas.
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