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Sumario: As plantas tém sido descritas como fonte de medicamento para 0s seres
humanos e frutos da romézeira (Punica granatum L.) sdo usados para tratamento de
diversas doencas. Uma lectina isolada da testa de Punica granatum L. (PgTeL) apresentou
atividade antimicrobiana contra agentes causadores de doencas em humanos. Lectinas
isoladas de plantas vém sendo isoladas e identificadas como agentes antibacterianos,
antiviral, antiflamatorio, imunoestimulante e antitumoral. O objetivo deste trabalho foi
isolar PgTeL e avaliar o seu efeito na viabilidade de células normais e cancerosas. PgTeL
foi isolada através de procedimento que incluiu extracdo de proteinas com NaCl 0,15 M,
fracionamento salino utilizando sulfato de amonio (30 % de saturagdo) e cromatografia em
coluna de quitina. A determinacdo da atividade hemaglutinante (AH) e concentracdo de
proteina foi realizada em todas as etapas do procedimento de purificacdo. A investigacao
da citotoxicidade de PgTeL foi realizada utilizando-se células mononucleadas do sangue
periférico (PBMCs) e linhagens de células tumorais. O procedimento de purificagdo foi
eficiente em isolar PgTeL (fator de purificacdo: 24,9 vezes) com elevada atividade
hemaglutinante. A lectina ndo foi citotoxica para todas as células testadas.
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INTRODUCAO

As plantas tém sido fonte de medicamentos para 0s seres humanos desde a Pré-Historia e é
notavel o crescente interesse no estudo e utilizacdo de fitoterapicos. Cancer ¢ o nome dado
a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o0 crescimento desordenado
(maligno) de células que invadem os tecidos e d6rgdos, podendo espalhar-se (metastase)
para outras regides do corpo (INCA, 2012). Nas ultimas décadas, o cancer vem se
apresentando como um problema de salde publica mundial, despertando o interesse na
pesquisa para o desenvolvimento de farmacos com atividade antitumoral. A roma (Punica
gratatum L.) é uma espécie frutifera pertencente a familia Lythraceae. As propriedades
antioxidante, anticancerigena e antiinflamatoria de extratos de tecidos da roma tem sido
investigadas visando o potencial uso dos mesmos no tratamento de céncer, doencas
cardiovasculares, diabetes, doencas dentarias, infeccdes bacterianas e danos da pele
induzida por radiagdo ultravioleta (JURENKA, 2008; DIPAK et al., 2012). Lectinas séo
proteinas hemaglutinantes encontradas em diversos organismos que apresentam a
propriedade de reconhecer especificamente e ligar-se reversivelmente a carboidratos
(ETZLER, 1985; CORREIA et al., 2008). Esta propriedade permite a interacdo das lectinas
com glicoproteinas de superficie celular que sdo expressas em certas células tumorais,
podendo levar a mudancas significativas nas respostas relacionadas a transducéo de sinais
intracelulares (CAO et al., 2010). O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade
antitumoral de uma lectina isolada a partir da testa de P. granatum (PgTeL).
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MATERIAIS E METODOS
Isolamento de PgTelL: Sementes de roma foram passadas em peneira de plastico para
obtencdo da testa. A extracdo de proteinas da testa foi feita em NaCl 0,15 M, na propor¢édo
de 10% (v/v) sob agitacdo constante durante 6 h a 4°C. Em seguida, a mistura foi filtrada
em gaze e centrifugada (15 min, 5.000 x g, 4°C). O sobrenadante (extrato) foi tratado com
sulfato de aménio a 30% de saturacdo e apds agitacdo por 4 h foi efetuada centrifugacéo
(15 min, 5.000 x g, 4 °C). A fracdo sobrenadante 0-30% (FS 0-30%) foi coletada, dialisada
contra NaCl 0,15 M e submetida a cromatografia em coluna de quitina. A lectina PgTeL
foi eluida com &cido acético 1,0 M e em seguida foi dialisada contra agua destilada e NaCl
0,15 M para remocdo do eluente.
Determinacdo da concentracdo de proteinas e de atividade hemaglutinante: A dosagem de
proteinas foi efetuada de acordo com Lowry et al. (1951), utilizando curva padrdo de
albumina sérica bovina (31,25-500 pg/mL). A atividade hemaglutinante foi realizada de
acordo com Paiva & Coelho (1992) utilizando eritrécitos de coelho fixados em
glutaraldeido. A AH foi definida como o inverso da maior diluicdo da amostra capaz de
promover aglutinacdo dos eritrocitos. A AH especifica (AHE) foi definida como a razao
entre a AH e a concentracgdo protéica (mg/mL).
Investigacdo de citotoxicidade: Suspensdes celulares a 10° células/mL (células aderidas) ou
0,3x10° células/mL (células em suspenséo) de células mononucleadas do sangue periférico
(PBMCs) de voluntarios sadios e células tumorais (hepatocarcinoma, HEPG2; leucemia de
células T, Jurkat; e cancer de mama metastatico, T47D) foram distribuidas em placas de
cultura com 96 pogos e incubadas a 37°C, em atmosfera imida (5% de CO,) durante 24 h.
Em seguida, as amostras foram adicionadas as placas em diferentes concentragdes. Apos
72 h de incubacdo foi adicionado 25 pyL de [brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difenil tetrazélio] (MTT, 0,5 mg/mL) e as placas foram mantidas na estufa por 3 h. Apds o
periodo de incubacdo foi adicionado dimetilsufoxido (100 pL a cada pogo). A leitura
Optica foi realizada em leitor automético de microplacas (540 nm) (MOSMANN, 1983).
Trés experimentos independentes foram realizados. O procedimento de coleta das PBMCs
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Humanos da UFPE (CEP/CCS/UFPE
145/09).

RESULTADOS
A partir de 151 mL da testa foram extraidas 2,1 g de proteinas. O extrato (AHE de 18,3)
foi submetido ao processo de fracionamento salino com sulfato de aménio e a FS30%
resultante apresentou AHE de 781. PgTeL foi eluida da coluna de quitina com &cido
acetico 1,0 M como um unico pico protéico (Figura 1). PgTeL apresentou AHE de 19.430,
evidenciando um fator de purificagdo de 24,9 vezes (Tabela 1).

Tabela 1. Purificacdo de PgTeL.

Amostra Proteinas (mg/mL) AH (titulo™) AHE Fator de purificacao
Extrato 14 256 18,3 1,0
FS30% 1,31 1024 781,3 42,7
PgTeL 0,1054 2048 19.430 24,9

Atividade hemaglutinante (AH) determinada com eritrécitos de coelho. Atividade hemaglutinante especifica
(AHE) foi calculada dividindo-se o titulo™' pela concentracéo protéica (mg/mL). O fator de purificacio foi
calculado através da razéo entre a AHE da amostra e a AHE do extrato.
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Figura 1: Isolamento de PgTeL por cromatografia de FS30% em coluna de quitina.

A figura 2 apresenta os efeitos de PgTeL na viabilidade das células normais e tumorais.
Houve reducéo significativa (p < 0,05) apenas na viabilidade de células T47D, porém de
apenas 28%. TEM COMO COLOCAR pg/mL nas figuras??
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Figura 2. Citotoxicidade de PgTeL sobre células normais (células mononucleadas de
sangue periférico, PBMCs) e células tumorais (HEPG2: hepatocarcinoma; JURKAT:
leucemia de células T; T47D: cancer de mama).

DISCUSSAO

A maior AHE de PgTeL em relagéo ao extrato, preparacédo de partida para o isolamento da
lectina, revela que a utilizagdo de sulfato de amonio e da cromatografia em coluna de
quitina resultaram em purificacdo da lectina. PgTeL néo apresentou potencial antitumoral,
uma vez que ndo houve reducdo da viabilidade celular maior que 50% em nenhuma das
concentragOes testadas. AFAQ et al., (2005) demonstraram que extrato aceténico de frutos
de P. granatum rico em antocianinas e taninos hidrolisaveis apresentou atividade
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antitumoral em modelo de inducdo de tumor de pele por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato, por meio da inibicéo das vias MAPK e do NF-kappaB.

CONCLUSOES
PgTeL, uma lectina ligadora de quitina, apresentou baixa atividade citotdxica sobre células

de cancer de mama metastatico e ndo interferiu na viabilidade de células mononucleadas
do sangue periférico humano, hepatocarcinoma e leucemia de células T.
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