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1 INTRODUCAO

A terapia anticancer apresenta a falta de especificidade as células cancerosas
como o maior desafio a ser superado (Hong et al., 2012). Ao longo dos anos muitos
avancos foram alcancados no diagndéstico e tratamento do cancer, resultando em um
aumento da sobrevida dos pacientes, porém a busca por estratégias mais eficientes
permanece (Plattner et al.,, 2008). Assim, dentre as abordagens disponiveis ao
estabelecimento de farmacos citotoxicos, a utilizacdo de lectinas como mediadoras
do ataque as células alvo parece ser bastante promissora (Plattner et al., 2008).

As lectinas séo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune capazes de
ligarem-se especificamente e reversivelmente a carboidratos ou glicoconjugados
(Guzman-Partida et al., 2004). De acordo com Faheina-Martins et al. (2011) as
mesmas promovem a inibicdo da adeséao e proliferacéo celular e apresentam efeitos
citotoxicos em células tumorais humanas (Faheina-Martins et al., 2011). Isto pode
ser explicado pela capacidade de internalizacdo das lectinas nas células
cancerigenas, promovendo aglutinacdo e / ou agregacdo das mesmas (De Mejia et
al., 2005). Neste sentido, tais moléculas interagem melhor com linhagens tumorais
do que com linhagens normais possivelmente pelo maior nimero de receptores de
lectina alterados ou devido a distribuicdo de receptores de lectina na superficie das
células de cancer (Faheina-Martins et al., 2011).

Desta forma, o objetivo do trabalho em questdo foi avaliar a atividade
antiproliferativa e a inducdo de apoptose das lectinas Concanavalin A (ConA),
Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia boliviana (ConBol) na linhagem celular de
Osteossarcoma (MG-63). Para tanto, foi estabelecido um screening para analise da
citotoxicidade das mesmas, quando em contato com as células tumorais, e anélises
de fluorescéncia quando adicionadas as devidas células.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Cultivo Celular: As células de Osteossarcoma (MG-63) foram obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). As mesmas foram mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbecco's —
DMEM (Vitrocell Embriolife, Brasil), e suplementadas com 10% de soro fetal bovino -
SFB (Gibco, USA). As células foram incubadas em estufa a 37°C, 95% de umidade e
5% de CO, (Heal Force ®, China) até atingirem o estagio de sub-confluéncia
(~80%).

Determinacdo da Citotoxidade: A Vviabilidade celular foi determinada pela
mensuragcdo da reducdo do MTT, (sal tetrazolium [3-(4,5-dimetltiazol-2-yl)-2,5-
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difeniltetrazolium brometo]) solivel em agua, em formazan. A suspensao de células
foi preparada em uma densidade de 2 x 10* e distribuida em uma placa de cultura
de 96 pocos. A placa foi entdo incubada a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO, por
24 h. Ap6s o meio foi aspirado e substituido por volumes iguais de DMEM/SFB
condicionados com diferentes concentracdes de lectinas (5 pg/mL - 100 pg/mL) por
24, 48 e 72 h. Nos pogos controles foram adicionados 200 uL de DMEM/SFB. Apds
a remocao dos meios condicionados, foram adicionados 180 puL de DMEM/SFB e 20
pL de MTT em cada pogo e mantido na incubadora por 2 horas a 37°C. O meio
contendo MTT foi aspirado e 200 pL de DMSO foram adicionados.
Subsequentemente, a absorbancia a 492 nm foi medida usando um
espectrofotometro (Thermo Plate TP-Reader). A inibicdo do crescimento celular foi
calculada utilizando a férmula: inibicdo do crescimento celular = (1- AbSagocsiulas
tratadas/AbS492(:éIuIas controle) X 100%.

Avaliacdo da Fluorescéncia: A suspensao de células MG-63 foi preparada em uma
densidade de 2 x 10* e distribuida em uma placa de cultura de 96 pocos. A placa foi
entdo incubada a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO, por 24 h. Apés foram
acrescidos 10 pg de lectina (Img/mL) em 100uL de DMEM/SFB. Apds a incubacao
por 1, 2 ou 6h, as células foram lavadas duas vezes com PBS e visualizadas em um
microscoépio invertido com fluorescéncia Olympus IX71 (Olympus Optical Co., Ltd.
Tokyo, Japan).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Vem crescendo o interesse nas ultimas décadas em lectinas que possam
exibir atividades antiproliferativas, antitumorais e apoptoticas. De acordo com Liu et
al.(2009), a lectina Concanavalin A (ConA) foi capaz de induzir a morte de células de
Melanoma Humano (A375) de uma maneira caspase-dependente, bem como
através de uma via mitocondrial de apoptose (Liu et al., 2009). Ja Barbosa et al.
(2001), demonstrou que a lectina Canavalia brasiliensis (ConBr) promoveu uma
apoptose in vivo de células de camundongos (Barbosa et al., 2001). Segundo
Cavalcante et al. (2011), a lectina Canavalia boliviana (ConBol) mostrou atividade
inibitéria sobre o crescimento do patégeno oral S. mutans, fato que deixa lacunas
sobre a possivel acdo de ConBol na inibicdo de células tumorais (Cavalcante et al.,
2011).

No presente estudo, a analise da citotoxidade das lectinas ConA, ConBr e
ConBol frente as células tumorais MEG-63 nos periodos de 24, 48 e 72 horas,
demonstraram efetivas taxas de inibicdo celular no periodo de 48 e 72 horas nas
concentragcdes de 100uM, visto que a porcentagem de inibicdo celular foi superior a
50%. No entanto, o tempo de 24 horas nao propiciou nenhum efeito citotéxico na
linhagem tumoral MG-63, onde a porcentagem inibitoria ficou abaixo de 50% até
mesmo nas maiores concentracéo de lectinas (Fig. A).

Na andlise de fluorescéncia podem ser visualizadas as respectivas lectinas
fluoresceinadas que foram internalizadas ou mantiveram-se ligadas as células
tumorais, apés sucessivas lavagens (Fig. B). As figuras A2, B2 e C2 ou A3, B3 e C3
demonstram em campo misto e escuro, respectivamente, a auséncia ou presenca de
fluorescéncia. A auséncia de fluorescéncia pode ser visualizada nas imagens da
lectina Con A no tempo de 1 hora, bem como nas imagens da lectina Con Br nos
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tempos de 2 e 6 horas. Ja a presenca de fluorescéncia pode ser estabelecida em
todas as imagens de Con Bol, bem como no tempo de exposicdo de 2 e 6 horas de
Con A e no tempo de 1 hora de Con Br. Demonstrando que a lectina ConBol possui
capacidade de ligar-se aos carboidratos ou glicoconjugados presentes nas células
tumorais MG-63 com maior intensidade que as demais lectinas, em todos os
periodos de tempo analisados (1, 2 e 6 horas), sendo a fluorescéncia mais intensa
apos 6 horas de exposicdo com as células.
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Figura A: Os gréficos 1, 2 e 3 demonstram a inibi¢cdo do crescimento celular (%) da linhagem
tumoral MG-63 quando em contato com diferentes concentracdes de lectinas ConA, ConBr e ConBol
respectivamente, em trés diferentes tempos (24, 48 e 72 horas).
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Figura B: As figuras Al, B1 e C1 demonstram imagens em campo claro das lectinas ConA,
ConBol e ConBr, respectivamente, em contato com a linhagem tumoral MG-63. As figuras A2, B2 e
C2 correspondem ao campo misto, e A3, B3 e C3 ao campo escuro das lectinas fluoresceinadas
ConA, ConBol e ConBr, respectivamente, em contato com as células MG-63. As analises foram
estabelecidas nos tempos de 1,2 e 6 horas.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as lectinas ConA, ConBr e ConBol
possuem o potencial de induzir efeitos citotoxicos nas células tumorais MG-63 nos
periodos de 48 e 72 h na concentracdo de 100uM. A analise de fluorescéncia
demonstrou que a lectina Con Bol se salientou das demais, por apresentar a
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capacidade de ligar-se aos carboidratos ou glicoconjugados presentes nas células
tumorais MG-63 com maior intensidade que as demais lectinas, em todos os
periodos de tempo analisados (1,2 e 6 horas). Entretanto, faz-se necessario
investigar os mecanismos que estdo intermediando a interacdo entre as lectinas e a
células alvo (MG-63).
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