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1 INTRODUCAO

Organismos multicelulares sdo geralmente suscetiveis a defeitos na
regulagdo da proliferacdo e diferenciagdo das ceélulas, o que causa células
individuais ou grupos de células a escaparem as barreiras do desenvolvimento
normal e proliferarem inapropriadamente (conhecido como neoplasia). Em animais,
estes defeitos levam a formacdo do tumor e cancer. Plantas também desenvolvem
tumores, que sdo compostos de tecidos desorganizados; nos quais frequentemente
possuem uma importancia econdmica, pois perturbam a fungdo ou o
desenvolvimento da planta. A maioria dos tumores vegetais sao causados por
patdogenos (como a galha da coroa e infeccbes virais), porém também se
desenvolvem espontaneamente, apesar das plantas serem bem menos susceptiveis
a neoplasia (GELVIN, 2003; PARK et al., 2004).

Células vegetais séo fixadas em uma matriz; a parede celular, ndo sendo
moveis e, portanto metastases ndo podem ocorrer. Assim 0s tumores de plantas sao
menos frequentes e ndo sdo tao letais quanto em animais, onde se argumenta que
as células vegetais individuais parecem ter maior dificuldade para escaparem dos
controles coletivos. Apesar destas diferengas cruciais, células vegetais, como
células animais, necessitam de mecanismos para impor controles sociais na
proliferacdo das células (SABLOWSKI, 2004). A regulacdo molecular do ciclo
celular em plantas € surpreendentemente similar a de animais. Proliferacdo em
células vegetais € integrada com crescimento e desenvolvimento, como em animais,
através de sinais intercelulares (DE JAGER et al, 2005; HARASHIMA;
SCHNITTGER, 2010; INZE; DE VEYLDER, 2006). Embora estes sinais
intercelulares sejam diferentes, ha similaridades intrigantes na tumorogénese entre
plantas e animais, incluindo o envolvimento da via retinoblastoma assim como
sobreposicfes com mecanismos que sdo usados para a manutencdo das células-
tronco meristeméticas (BORGHI et al. 2010; BURKHART; SAGE, 2008). Devido
plantas e animais poderem ser vistos como dois experimentos evolucionarios
independentes em multicelularidade, acredita-se que comparac¢des possam destacar
principios fundamentais da tumorogénese (MEYEROWITZ, 2002).

Lectinas sdo um grupo de proteinas altamente diversas e de origem ndo
imune, que contém pelo menos um dominio ndo catalitico; permitindo que elas
reconhecam seletivamente e se liguem reversivelmente a acucares livres especificos
ou glicanos presentes nas glicoproteinas e glicolipideos sem alterar a estrutura do
carboidrato (LANNOO; VAN DAMME, 2010). Lectinas vegetais possuem diversas
atividades biolégicas potentes, dentre elas a sua atividade antitumoral. Varias
lectinas tém sido relatadas por possuirem propriedades anticancer in vivo, in vitro e
em estudos de caso; elas sédo utlizadas como agentes terapéuticos,
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preferencialmente se ligando a membranas de células cancerigenas ou seus
receptores, causando citotoxidade, apoptose e inibicdo no crescimento de tumores (
DE MEJIA; PRISECARU, 2005).

O objetivo deste trabalho no entanto é testar agentes bioldgicos; como as
lectinas vegetais, na proliferagédo celular vegetal, para identificar possiveis interacfes
e posteriormente buscar identificar o mecanismo de regulagéo afetado.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos de
Plantas do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas em colaboragao
com o Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico — UFPel. A linhagem celular BY2 de tabaco foi mantida como descrito
por (NAGATA et. al.,, 1992). Para o desenvolvimento do experimento, 20 il de
suspensdo BY2 com 7 dias de cultivo foi dispensada radialmente sobre o meio de
cultivo em cinco regides, em uma placa de Petri de 10mls. Regifes estas que
constituiram os 5 clusters. As células foram mantidas nas placas com meio
modificado; para conter 10 mg.L™! de tiamina, 30 g.L"* de sacarose, 200 mg.L™? de
KH2PO4, 100 mg.L™* de MgSQOs, 0,2 mg.L™* de 2,4-D, 4 g.L ! de gelright e diferentes
concentragBes de lectinas. Lectinas extraidas de Dioclea rostrata, Dioclia violacea,
Canavalia brasiliensis e, liofilizadas, foram resuspendidas em tampédo (NaCl 0,15M
CaCl, 5mM  MnCl, 5mM) na concentracdo final de 5 mg.mlt. A seguir foram
adicionadas ao meio de cultura nas concentracbes de Oug.mlt (T1: Controle),
1pg.mi?t (T2), 10pug.mi?t (T3) e 100ug.mit (T4). O experimento foi realizado em uma
placa por tratamento contendo cinco repeti¢cdes (5 clusters). O material foi mantido
em sala de crescimento a 23 °C no escuro. O material foi analisado visualmente e
com o auxilio de estereoscopio quanto as caracteristicas visuais dos clusters e o seu
crescimento no meio de cultura ao longo de um periodo de 117 dias. No final deste
periodo, foi realizada a pesagem (g) dos clusters individualmente. Para analise
estatistica da variavel peso, adotou-se o teste de Turkey ao nivel de 5% de
significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na proliferacdo celular, os mecanismos crescimento em tamanho
(conteddo intercelular) e proliferacdo (numero) da célula ocorrem de maneira
harmbnica e continua. Aqui nés realizamos avaliagdes visuais e de massa (peso) de
clusters de células em divisdo. As analises visuais mostraram que os clusters dos
tratamentos contendo lectina ndo apresentaram diferencas aparentes, mostrando-se
similar quanto ao seu aspecto, proliferacdo e morte celular quando comparado com
os controles sem lectina (Fig. 1). Em analise estatistica os resultados nos mostraram
gue ndo houve uma diferenca significativa de peso dos clusters quando presente no
meio de cultura as lectinas de Dioclea rostrata e Dioclea violacea. Entretanto, 0s
clusters mostraram diferenca de peso quando em meio contendo a lectina Canavalia
brasiliensis (Tabela 1), sugerindo uma inducéo da proliferacdo. Porém é importante
a observacdo de que esta diferenca foi obtida somente quando utilizado a lectina
Canavalia brasiliensis na concentracdo de 1 ug.ml, onde se observou o maior peso
médio dos clusters no valor de 0,579 g. Embora a lectina de Canavalia brasiliensis
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na concentracdo de 1 pg.ml? tenha influenciado significativamente o peso dos
clusters, interessante foi o fato das concentracées 10 e 100 pg.mi* ndo ter tido o
mesmo efeito positivo no peso quando comparado com o controle. No entanto
também ndo diferiu do tratamento com de 1 pg.ml? (Fig. 1).

Adicionalmente, houve diferenca entre as lectinas na concentracéo de 1
ug.mit, onde Dioclea rostrata parece impor uma diferenca significativa nos pesos
dos clusters quando comparado com Dioclea violacea e Canavalia brasiliensis,
diferenca esta que sugere uma inibicdo da proliferacdo com o menor peso dos
clusters (0,381 g) nesta concentragdo. Este comportamento também foi visualizado
na concentracdo de 100 pg.ml™* Dioclea rostrata. Por outro lado, com esta lectina
ndo se observou diferenca significativa entre as concentragdes 1 ug.ml™?, 10 ug.ml?,
100 pg.mlIt e o controle 0 pg.mi?* (Fig. 1).

Figura 1 — Clusters de células de tabaco BY2 em meio de cultura contendo diferentes
concentracdes de lectinas vegetais. A- Lectina de Dioclea rostrata. B- Lectina de Dioclea violacea. C-
Lectina de Canavalia brasiliensis. Canto superior esquerdo: T1 controle (Oug/ml), direito: T2 (Lug/ml).
Canto inferior esquerdo: T3 (10ug/ml), direito: T4 (100ug/ml).

Tabela 1 — Efeito de lectinas vegetais no crescimento de células de Tabaco BY2.

Concentragao (pg.ml'l)

Espécie vegetal 0 1 10 100
Dioclea rostrata 0,485 aA 0,381 bA 0495 aA 0,397 bA
Dioclea violacea 0,547 aA 0,539 a A 0,552 aA 0,559 a A

Canavalia brasiliensis 0,449 a B 0,579 a A 0,568 aAB 0,500 abAB
Médias seguidas da mesma letra minUscula ndo diferem significativamente na coluna e médias seguidas da
mesma letra mailscula ndo diferem significativamente na linha quando comparadas através do teste de Turckey
ao nivel de 5%.

4 CONCLUSAO

Os dados nos sugerem que a lectina de Canavalia brasiliensis pode
influenciar positivamente o crescimento celular vegetal, assim como ha uma
tendéncia da lectina de Dioclea rostrata influenciar negativamente o ciclo celular. As
observacdes obtidas neste trabalho com a variavel peso, certamente merecem
maiores investigacdes para a obtencdo de respostas mais consistentes.

Com isto, o trabalho tera andamento visando a utilizacdo de outras
técnicas de avaliagdo, nos permitindo assim buscar respostas aos nossos
guestionamentos no tema. A avaliacdo da influéncia destas lectinas, especialmente
de Canavalia brasiliensis, na proliferacéo celular devera ser realizada em células em
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suspensdo e, avaliado o ciclo celular por citometria de fluxo. Adicionalmente para
monitorar os efeitos das lectinas na divisdo celular, podera ser utilizado genes do
grupo da ciclina D (controla a transicdo da fase G1-S) e ciclina B (controla G2-M)
como marcadores para a atividade mitética.
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