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Sumario: O objetivo do trabalho foi avaliar a citotoxicidade de lectinas purificadas das
folhas de Schinus terebinthifolius (SteLL) e de Calliandra surinamensis (CasuLL) frente a
células humanas normais (células mononucleares de sangue periférico, PBMCs) e
malignamente transformadas (K562: leucemia eritrocitica crbnica; e T47D: céancer de
mama). SteLL foi isolada seguindo protocolo previamente estabelecido, consistindo em
extracdo de proteinas em solucdo salina (NaCl 0,15 M) seguida de cromatografia em
coluna de quitina. Ja o procedimento para purificacdo de CasuLL foi determinado durante
0 desenvolvimento do presente trabalho e compreendeu extracdo de proteinas em NaCl
0,15 M, precipitacdo de proteinas com sulfato de amoénio (60% de saturacdo) e
cromatografias de gel filtracdo e de troca ibnica. Esse procedimento resultou em CasuLL
com elevado fator de purificacdo (43,4). Nos testes de citotoxicidade, SteLL e CasuLL néo
foram toxicas para PBMCs nem para células K562. Contudo, CasuLL foi capaz de reduzir
a viabilidade de células T47D, com ICsq de 58,73+2,59 pug/mL. Em conclusdo, SteL.L nédo
apresentou potencial antitumoral enquanto CasuLL, purificada eficientemente pelo
procedimento estabelecido nesse trabalho, apresentou citotoxicidade seletiva para células
de cancer de mama, apresentando potencial para futuros estudos visando sua aplicacdo
como agente quimioterapico.

Palavras—chave: lectina; atividade antitumoral; aroeira da praia; espanador de indio;
cancer de mama.

INTRODUCAO
Lectinas sdo proteinas que interagem com carboidratos de forma especifica e reversivel,
aglutinando células e precipitando polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos. A
capacidade de ligacdo a carboidratos presentes em superficies celulares resulta em uma
gama de propriedades biolégicas, as quais tém sido exploradas com diversos fins
biotecnologicos (PAIVA et al., 2011; SILVA & CORREIA, 2014). Lectinas vegetais tém
apresentado notaveis propriedades anticancerigenas in vivo e in vitro e, em estudos de
casos humanos, demonstraram que podem funcionar como terapia alternativa contra o
cancer (MEJIA & PRISECARU, 2005; LIU et al., 2010; YAU et al., 2015). Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae) é uma arvore conhecida como aroeira da praia, estando
incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS. Calliandra
surinamensis (“esponjinha rosa” ou “espanador de indio”) ¢ um arbusto tropical perene
pertencente a subfamilia Mimosoideae da familia Fabaceae, utilizado principalmente para
fins ornamentais. O trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade de lectinas
purificadas das folhas de Schinus terebinthifolius (SteLL) e de Calliandra surinamensis
(CasuLL) frente a células humanas normais (células mononucleares de sangue periférico,
PBMCs) e malignamente transformadas (K562: leucemia eritrocitica crénica; e T47D:
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cancer de mama). O procedimento para purificacdo de CasuLL foi estabelecido durante o
desenvolvimento do projeto.

MATERIAIS E METODOS
e Material vegetal: Folhas de S. terebinthifolius e C. surinamensis foram coletadas no
campus da UFPE). As folhas foram secas a 28°C por 3 dias €, em seguida, trituradas em
multiprocessador até obtencao de uma farinha.
e Determinacgdo de atividade hemaglutinante (AH): A presenca de lectinas em uma
amostra foi avaliada através do ensaio de AH, de acordo com Paiva & Coelho (1992),
utilizando eritrécitos de coelho. Atividade hemaglutinante especifica (AHE) foi definida
pela razdo entre a AH e a concentracdo de proteinas (mg/mL). Ensaio de inibicdo da AH
do extrato de folhas de C. surinamensis foi realizado incubando o a amostra com o0s
monossacarideos (200 mM) manose, glicose, frutose ou N-acetilglicosamina por 15 min a
28 °C antes da determinagdo da AH.
e Estimativa da concentracdo de proteinas: A concentracdo de proteinas foi estimada
de acordo com Lowry et al. (1951), utilizando curva padrdo de albumina sérica bovina
(31,25 a 500 pg/mL).
e Purificacdo de SteLL: SteLL foi isolada de acordo com Gomes et al. (2013). A farinha
de folhas de S. terebinthifolius foi homogeneizada (16 h, 4°C) com NaCl 0,15 M na
proporcdo de 10% (p/v). O extrato, obtido apds centrifugacdo (15 min, 3.000 g, 4°C), foi
cromatografado em coluna de quitina equilibrada com NaCl 0,15 M. SteLL foi eluida com
acido acético 1,0 M, dialisada contra &gua destilada (4 h) para remocdo do eluente e
avaliada quanto a concentracdo de proteinas e AH.
e Purificagdo de CasuLL: Extrato proteico foi obtido a partir da homogeneizagéo (16 h,
28°C) da farinha de folhas de C. surinamensis em solucdo salina (NaCl 0,15 M), na
proporcéao de 10% (p/v), utilizando agitador magnético. A suspensao foi filtrada em gaze e
papel de filtro e centrifugada (15 min, 9.000 g, 4°C). O extrato foi entdo submetido ao
tratamento com sulfato de aménio a uma saturacdo de 60% (GREEN e HUGHES, 1955)
durante 4 h a 28 °C. Apo6s centrifugacdo (3.600 rpm, 15 min), foram obtidas as fracdesde
proteinas precipitadas (FP) e a fracdo sobrenadante (FS). FP e FS foram dialisadas contra
agua destilada (2 h) e NaCl 0,15 M (2 h) para remocao do sal. FP foi entdo cromatografada
em coluna de Sephadex G-75, resultando na separacdo em 3 picos (PI, P1I e PIII). Pl foi
submetido a cromatografia de troca idnica em coluna de CM-celulose. CasulLL
correspondeu ao pool de proteinas que ndo adsorveram a essa matriz.
e Avaliacdo de citotoxicidade: A citotoxicidade de SteLL e CasuLL foi avaliada por
meio do teste do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazélio).
PBMCs ou células tumorais (K562 e T47D) foram incubadas em placas de microtitulacao
com a lectina (1-100 pg/mL) por 72 h em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C e
95% de umidade. Em seguida, foi adicionado o MTT e as placas foram mantidas na estufa
por 3 h. Logo ap6s esse periodo, foi adicionado dimetilsulfoxido (DMSQO) para dissolucao
dos cristais de formazan, sendo entdo realizada a leitura da absorbéncia a 540 nm em
espectrofotdbmetro para microplacas. Como controle negativo (100% de viabilidade), as
células foram incubadas com agua destilada (NaCl 0,15 M). PBMCs foram coletados de
doadores voluntarios ndo-fumantes e que ndo fizeram uso de nenhum medicamento
durante no minimo 15 dias antes da coleta. Os doadores preencheram termo de
consentimento e o procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Humanos da UFPE (CEP/CCS/UFPE 145/09).
e Analise estatistica: A concentracdo necessaria para reduzir em 50% a viabilidade das
células (ICsp) foi calculada por andlise de probitos utilizando o software GraphPadPrism
5.0 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).



%] XXIIl CONIC
s34 VII CONITI
IV ENIC

RESULTADOS

SteLL foi obtida em quantidades miligramas e com atividade hemaglutinante (1.024)
através da reproducdo de protocolo previamente estabelecido. Os ensaios de citotoxicidade
utilizando SteLL revelaram que essa lectina ndo foi tdxica para PBMCs nem para as
celulas tumorais.

O extrato de folhas de C. surinamensis apresentou concentracdo de proteinas de 5,9
mg/mL e promoveu aglutina¢do de eritrocitos (Tabela 1). Tanto a fracdo precipitada (FP)
quanto a fracdo sobrenadante (FS) foram capazes de promover aglutinacdo dos eritrocitos
(Tabela 1). Apos didlise, a fracdo de proteinas precipitadas (FP) apresentou maior AHE
especifica que o extrato. FP foi entdo cromatografada em matriz de gel filtracdo (Sephadex
G-75). O perfil cromatografico (Figura 1A) demonstrou a separacao de trés picos (PI, Pll e
PII) e apenas PII apresentou AH. PII foi entdo submetido a cromatografia de troca idnica
em coluna de CM-celulose, onde a maioria das proteinas presentes ndo adsorveu a matriz e
foi coletada na etapa de lavagem, correspondendo ao pico Plla (Figura 1B). Plla foi capaz
de promover aglutinacdo de eritrocitos, apresentando alto fator de purificacdo (Tabela 1),
sendo entdo denominado CasuLL. No teste de citotoxicidade, CasuLL ndo se apresentou
toxica para células normais e para as células K562. Por outro lado, CasuLL foi capaz de
reduzir a viabilidade de células T47D, com ICsq de 58,73+2,59 pg/mL.
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Figura 1. Purificacdo da lectina de folhas de Calliandra surinamensis (CasuLL). (A)
Cromatografia de PF em coluna de Sephadex G75 equilibrada NaCl 0,15 M. (B)
Cromatografia de PIl em matriz de troca idbnica CM-celulose, previamente equilibrada com
citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5. A coluna foi eluida com citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5
contendo NaCl 1,0M.

Tabela 1. Sumario da purificacdo da lectina de folhas de C. surinamensis (CasuLL).

Amostra Concentracéo de AH AHE Purificagéo
proteinas (mg/mL) (vezes)
Extrato 59 512 86,7 1,0
FP 34 512 150,5 1,74
PII 0,5 64 128 1,47
CasulLL 0,017 64 3.764 43,4
DISCUSSAO

A notavel propriedade anticancerigena determinada para lectinas incita a busca por novas
proteinas desse grupo com potencial para uso quimioterapico (YAU et al., 2015). Esse ndo
foi o caso de SteLL, que ndo apresentou atividade citotoxica. Ja a lectina CasuLL pode ser
considerada uma boa alternativa para futuros estudos, uma vez que foi tdxica para celulas
de cancer de mama, mas ndo reduziu a viabilidade de células normais. Similarmente, a
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lectina de rizoma de Microgramma vacciniifolia apresentou efeito citotoxico seletivo para
células de carcinoma mucoepidermoide pulmonar (ICso: 25,23 pg/mL), ndo sendo toxica
para PBMCs humanas (ALBUQUERQUE et al., 2014). Essa seletividade esta relacionada
com o fato das células malignamente transformadas apresentaram glicoconjugados de
superficie distintos em relacdo as células normais, 0 que constitui uma vantagem das
lectinas como agentes antitumorais. O protocolo estabelecido para purificacdo de CasuLL
se revelou bastante eficiente, fornecendo a lectina com elevado fator de purificacéo.

CONCLUSOES
Em conclusdo, SteLL ndo apresentou potencial antitumoral enquanto CasuLL, purificada
eficientemente pelo procedimento estabelecido nesse trabalho, apresentou citotoxicidade
seletiva para células de cancer de mama, apresentando potencial para futuros estudos
visando sua aplicacdo como agente quimioterapico.
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