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RESUMO

Apesar do avanco no tratamento e métodos de prevencdo, algumas doencas ainda continuam a
ser um desafio para a ciéncia, como o cancer. Algumas moléculas de origem natural, tém sido
estudadas como candidatas a farmacos anticancerigenos, como as lectinas de plantas a
exemplo Cramoll 1,4. Uma nova lectina recombinante (rCramoll) foi sintetizada pela técnica
de expressdo heterdloga que visa evitar as interferéncias sazonais nos produtos purificados
bem como acentuar seu grau de pureza. Contudo, a utilizacdo de proteinas para terapia do
cancer esbarra em algumas dificuldades como a possivel degradacgéo pelos fluidos bioldgicos,
répida eliminacdo da corrente sanguinea, distribuicdo em tecidos ou 6rgdos ndo desejados e
necessidade de doses frequentes para se manter o nivel terapéutico. Com o propdsito de
superar essas dificuldades, sistemas de liberacdo controlada de farmacos, tais como
lipossomas, tém sido desenvolvidos como veiculos para o carreamento de proteinas. Sendo
assim, rCramoll foi avaliada quanto ao seu potencial antitumoral livre e encapsulada em
lipossomas furtivos. Testes para avaliar a estabilidade desta lectina frente a condicgdes de
estresses, tais como agitacdo mecanica e sonicacao revelaram que, assim como a proteina
nativa da planta (Cramoll 1,4), rCramoll ndo diminuiu a sua capacidade de hemaglutinacdo
até 250s de sonicacdo e 24 horas de agitagdo mecanica. Quando submetida a ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido (-196 °C) e descongelamento em banho-maria (35 °C)
ela também ndo alterou a sua atividade hemaglutinante até 2 ciclos. Formulagdes lipossomais
pelo método de congelamento e descongelamento foram elaboradas e mostraram um tamanho
de particula de 190,0 £ 0,5 nm, que estavam dentro da faixa adequada para o estudo in vivo e
indice de polidispersao de 0,266 + 0,002, sugerindo que as amostras eram monodispersas. Por
esta técnica foi possivel encapsular cerca de 60% da proteina. A atividade antitumoral in vivo
revelou que rCramoll livre inibiu o crescimento do tumor em 68% e quando encapsulada em
lipossomas furtivos essa inibicdo aumentou para 80%. Analises bioquimicas e
histopatologicas revelaram que a lectina livre ou encapsulada ndo foi nefrotdxica. A avaliacdo
do nivel da enzima glutationa peroxidase ndo mostrou alteragdo apds o tratamento com a
lectina livre ou encapsulada. Sendo assim, esse estudo revelou que a expressdo heteréloga
proporcionou uma lectina mais pura sem intereferéncias sazonais com potencial antitumoral
que pode ser intensificado ao ser encapsulada em lipossomas furtivos para futuras aplicagdes

na terapia do cancer.

Palavras-Chave: Lectinas, expressdo heteréloga, lipossomas furtivos, antitumoral, cancer.



ABSTRACT

Despite the advancement in the treatment and prevention methods, some diseases still remain
a challenge to science, such as cancer. Some molecules of natural origin have been studied as
candidates for anticancer drugs, including the plant lectins, such Cramoll 1,4. A new
recombinant lectin (rCramoll) was synthesized by heterologous expression technique that
aims at avoiding interference in the seasonal purified products and enhance its purity.
However, the use of proteins for cancer therapy faces some difficulties as possible
degradation by biological fluids, rapid clearance from the bloodstream distribution in tissues
or organs unwanted and need frequent dosing to maintain therapeutic levels. With the goal of
overcoming these difficulties, drug delivery systems such as liposome, have been developed
as vehicles for carrying of proteins. So rCramoll was evaluated for its potential antitumor free
and encapsulated in stealth liposomes. Tests for stability of this lectin against stressful
conditions, such as mechanical stirring and sonication revealed that, as the plant native protein
(Cramoll 1,4), rCramoll not diminished their hemagglutinating capacity up to 250s of
sonication and 24 hours of mechanical agitation. When subjected to cycles of freezing in
liquid nitrogen (-196°C) and thawing in water bath (35°C) it also has not changed its
hemagglutinating activity up to 2 cycles. Liposomal formulations by the method of freezing
and thawing were prepared and showed a particle size of 190,0 £ 0,5 nm, which was within
the range suitable for the in vivo study and polydispersity index of 0,266 + 0,002, suggesting
that sample were monodisperse. By this technique it was possible to encapsulate about 60% of
the protein. The antitumor activity in vivo revealed that free rCramoll inhibited tumor growth
by 68% and when encapsulated into stealth liposomes that inhibition increased to 80%.
Biochemical and histopathological analyzes revealed that the free or encapsulated lectin was
not nephrotoxic. The assessment of the level of glutathione peroxidase showed no change
after treatment with free or encapsulated lectin. Thus, this study showed that heterologous
expression yielded a more pure lectin without seasonal intereferéncias with antitumor
potential that can be enhanced to be encapsulated into stealth liposomes for future

applications in cancer therapy.

Keywords: Lectins, heterologous expression, stealth liposomes, antitumoral activity, cancer.
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CUNHA, C.R.A. “Avaliacdo da atividade antitumoral da lectina recombinante ...”
21

1 INTRODUCAO

O cancer tem sido caracterizado como uma doenca cronica (HANAHAN e WEINBERG,
2011) que exibe uma gama de mudancas em mdaltiplos genes (CAO et al., 2011), sendo
considerada a segunda causa de morte da populacéo brasileira precedida apenas pelas doencas
cardiovasculares (INCA, 2012). A Organizacdo Mundial da Saude estima que 84 milhdes de
pessoas morrerdo de cancer entre 2005 a 2015 (DANHIER et al., 2010). Alguns estudos
sugerem que o0 aumento da expectativa de vida e fatores ambientais substancialmente
influenciam a incidéncia de canceres em humanos, e isto pode estar relacionado também a
prevaléncia de agentes cancerigenos nas sociedades modernas (DAVID e ZIMMERMAN,
2010). Tratar uma doenca dessa magnitude compreende: encontrar o alvo adequado no tumor,
(if) encontrar farmacos que tratem eficazmente esta doenca, e (iii) determinar a forma de
transportar a farmaco (DANHIER et al., 2010).

Uma das fontes de tratamento do cancer consiste na utilizacdo de produtos de fontes
vegetais, que ja era utilizada, segundo relatos historicos, pelos gregos como uma das
alternativas terapéuticas para esta doenga (DAVID e ZIMMERMAN, 2010). Um destes
produtos de fontes vegetais sdo as lectinas, proteinas de origem ndo imune que se ligam
especificamente e reversivelmente a residuos de carboidratos (VAN DAMME et al., 1998; FU
et al.,, 2011). Nas duas Ultimas décadas, as lectinas de plantas tém sido usadas como
ferramentas para diferenciar tumores malignos de benignos e também para avaliar o grau de
glicosilacdo associado com metéstase (GORELIK et al., 2001). Além do potencial diagnéstico
elas também possuem um potencial para a terapia antitumoral em uma variedade de células
malignas (CHOI et al., 2004; ANDRADE et al., 2004; DE MEJIA e PRISECARU, 2005; LIU
et al., 2010).

Embora métodos de entrega de proteinas tenham sido desenvolvidos, existem muitos
obstaculos remanescentes (CLELAND e DAUGHERT, 2001), como a exposi¢do dessas
macromoléculas a possivel degradacdo pelos fluidos bioldgicos, répida eliminacdo e
distribuicdo em tecidos ou orgdos ndo desejados o que resulta na necessidade de doses
frequentes. Uma alternativa vidvel para transpor estes problemas tem sido o uso de

nanossistemas, em especial os lipossomas (TORCHILIN, 2011).

Os lipossomas tem mostrado grande potencial para o carreamento de moléculas

antitumorais e seu estudo para este fim vem vertiginosamente crescendo apos a aprovagdo dos
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primeiros liposomas furtivos voltados para o tratamento do cancer, DOXIL® (ZHANG Y,
2008). Em 2004, ANDRADE e colaboradores mostraram a capacidade de inibicdo do
crescimento tumoral da lectina purificada das sementes de Cratylia mollis encapsulada em

lipossomas carregados positivamente.

Em 2010, pela técnica de expressdo heter6loga, uma nova lectina recombinante
(rCramoll) foi sintetizada e purificada, esta metodologia visa evitar as interferéncias sazonais
e proporcionar uma lectina com acentuado grau de pureza. rCramoll quando comparada a
lectina da planta Cramoll 1 (pCramoll) apresenta diversas propriedades fisico-quimicas iguais
como massa molecular, densidade de carga e estruturas terciarias e secundarias, além disso,
elas também apresentam similaridades quanto a afinidades por residuos de carboidratos
aglutinando eritrocitos de coelho e células epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Entretanto,
rCramoll apresentou-se mais estavel que pCramoll quando submetidas a algumas situacdes
desnaturantes (VAREJAO et al., 2010). Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o
potencial antitumoral da nova lectina recombinante rCramoll livre e encapsulada em
lipossomas furtivos frente ao sarcoma 180 visando verificar se esta lectina também apresenta
potencial antitumoral e se este poderia ser intensificado com o encapsulamento da lectina em

lipossomas furtivos.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=664&q=Cratylia+mollis&spell=1&sa=X&ei=YmabUoD7BM3hsASWk4GoCA&ved=0CCsQBSgA
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 O CANCER

A humanidade tem vivenciado diferentes fases da evolugdo no conhecimento das
doencas que ¢ essencial para o aumento da qualidade e expectativa de vida. Algumas doencas,
anteriormente fadadas a morte hoje sao facilmente tratadas por meio de vacinas e métodos de
prevencdo. Entretanto, algumas delas como o cancer, ainda mantém-se um desafio para a
ciéncia.

O cancer ou neoplasia maligna é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas
gue tém em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e Grgaos.
Dividindo-se rapidamente, estas celulas tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacao de tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regides do
corpo (metastase). As causas do cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas referem-se ao meio ambiente e aos
habitos ou costumes prdprios de uma sociedade. As causas internas sdo, na maioria das vezes,
geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender

das agressoes externas (INCA, 2013).

A agéncia internacional de pesquisa para o cancer (IARC) mostra que existe cerca de
10 milhdes de novos casos de cancer por ano e cerca de 6 milhdes de mortes anuais pela
doenca. A estimativa para essa doenca € que em 2030, ela ird aumentar para 21,4 milhdes de
novos casos e 13,2 milhdes de novas mortes globais (ALLEN e CULLIS, 2004; IYER et al.,
2013).

No Brasil, a mortalidade por neoplasias vem crescendo consideravelmente ao longo
das Ultimas décadas. Em 2008, as neoplasias foram consideradas a segunda maior causa de
morte na populacdo brasileira, ficando atras apenas das doencas cardiovasculares, o que
representa mais de 14,6% das causas de morte ocorrida no pais (INCA, 2012). Como pode ser
visto na figura 1, a estimativa de novos casos no Brasil de 2012/2013 era de cerca de 384.340
pessoas (INCA, 2011).



CUNHA, C.R.A.

“Avaliacdo da atividade antitumoral da lectina recombinante ...”

24

Figura 1- Estimativa do nimero total de novos casos de cancer (exceto pele ndo melanoma) por

regides do Brasil, 2012/2013.

Regido Estimativas de casos novos

Sudeste 204.890
sul ' 70.030
Nordeste . 66.3 10
Centro-Oeste | 27.820
Norte ' 15.290
BRASIL | 384.340

Fonte: INCA, 2011.

2.1.1 Surgimento das neoplasias

O processo de divisdo celular € um mecanismo essencial para homeostase do

organismo e é por meio dela que tecidos sdo formados e regenerados. Entretanto, esse € um

processo altamente localizado, autolimitado e controlado por estimulos fisiologicos ou

patologicos. Dependendo da necessidade do tecido, essas células podem se autoreplicar em

uma taxa alta (hiperplasia), entretanto, altamente responsiva a necessidade do tecido e

reversivel apds o término dos estimulos que a provocaram (INCA, 2012).

O tecido displasico, figura 2, é aquele que cresce de forma anormal podendo perder as

caracteristicas iniciais do tecido, esse estado precede o estado neoplasico, onde as células

crescem de forma anormal perdendo as caracteristicas iniciais do tecido de origem e nao

respondem parcialmente ou totalmente aos controles da homeostase tecidual, essa neoplasia

pode ser localizada (benigna) ou possuir a caracteristica invasiva (maligna), figura 3 (INCA,

2012).

Figura 2 - Tipos de crescimento celular

Célula geneticamente
alterada

Displasia Cancer in situ Cancer invasivo
Vaso
sanguineo

Fonte: INCA, 2011.
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Figura 3 - Diferenca entre a neoplasia benigna (tumor benigno) e neoplasia maligna (tumor maligno)

Tumor benigno Tumor maligno

Fonte: INCA, 2012.

2.1.2 Genes alterados na patologia do céncer: Proto-oncogenes

O material genético humano e sua complexidade tem sido alvo constante de
pesquisadores para saciar suas necessidades de respostas sobre como o cancer se desenvolve.
Teorias iniciais apontavam o cancer como sendo uma doenca infecciosa, devido a descoberta
em 1910 por Peyton Rous de que virus poderiam induzir tumores em galinhas, entretanto,
essa ideia foi posteriormente questionada a partir da descoberta de que outros agentes também
poderiam induzir a formacéo do cancer (WEINBERG, 2008).

O céncer é caracterizado pelo o acumulo de alteracGes em multiplos genes (CAO et
al., 2011). Alguns desses genes sdo potenciais para induzir transformacdo celular pois
exercem papéis importantes na proliferacéo, diferenciacdo e controle do ciclo celular. Entre 0s
genes comumente alterados nessa patologia estdo 0s proto-oncogenes, que a principio, sdo
inativos em células normais. Quando ativados, 0s proto-oncogenes transformam-se em

oncogenes, responsaveis pela malignizacéo (cancerizagdo) das células normais (INCA, 2012).

As alteracdes genéticas que costumam ativar esses oncogenes sao: amplificacdo génica
(como pela acdo de um virus), mutacbes de ponto (substituicdo de uma base nitrogenada em
outra, gera a modificacdo de um aminoacido por outro) e a translocacdo cromossémica
(alteragdes que fusionam uma regido do cromossomo com outra regido de outro cromossomo
ndo relacionado). Além disso, alteracBGes estruturais nas proteinas receptoras de fatores de
crescimento podem deixa-las ativadas independente do sinal extracelular ordenando a

ativagdo dos oncogenes para a proliferacédo celular (WEINBERG, 2008).

Os retrovirus podem induzir a transformacgédo desses genes por meio da inser¢do do
DNA viral em regides proximas a esses proto-oncogenes e dessa forma impedir que esses
proto-oncogenes sejam normalmente regulados pelo seu promotor sendo muitas vezes

superexpressos por conta do DNA (&cido desoxirrubonucléico) viral. Esses virus também
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podem ativar esses genes por outro mecanismo, onde o DNA viral ao se inserir proximo a um
proto-oncogene transcreve além do RNA (acido ribonucleico) viral o RNA do proto-
oncogene, dessa forma, o virus carrega também as informacGes do hospedeiro para outras
células. O MYC (MYeloCytomatosis) foi o primeiro oncongene celular que foi mostrado estar
ativo através da insercdo do promotor retroviral (PAYNE et al., 1982; MEYER e PENN,
2008).

As mutacBes somaticas que transformam proto-oncogenes em oncogenes podem
resultar na superexpressao ou em proteinas mal-formadas ou truncadas que podem ativar uma
cascata de sinalizacdo independente do estimulo dos ligantes. Alguns genes que produzem
fatores de crescimento também sdo potenciais oncogenes. O aumento da sintese dessas
biomoléculas secretadas pode ser capaz de estimular a propria célula (sinalizagdo autdcrina)
aumentando a ordem para proliferagéo celular (WEINBERG, 2008).

O produto do gene MYC é uma proteina nuclear que liga as duas fitas do DNA
(DONNER et al., 1982) agindo como um fator de transcricdo promotor do crescimento. Como
este fator de transcricdo estd associado a por¢des do gene reguladores de metabolismo e
crescimento celular, mutacbes podem alterar fungdes importantes desencadeando a
transformacéo celular. Esse proto-oncogene pode ser transformado em sua forma variante por
meio de mecanismos como translocacdo, amplificacdo e insercdo mutagénica (MEYER e
PENN, 2008). A ativacdo desse gene em humanos como resultado da translocacdo € comum
em tumores hematopoiéticos (BOXER e DANG, 2001). Outra alteracdo pode ser decorrente
da amplificacdo génica, como no gene MYCLL1 que é expresso hormalmente apenas durante o
desenvolvimento, ele encontra-se amplificado em diversos tipos de cancer, incluindo
carcinomas de ovério, esse é um dos genes da familia de MYC (MYC, MYCN e MYCL1)
(NAU et al., 1985; ZIMMERMAN e ALT, 1990; ZAJAC-KAYE, 2001) que também
encontra-se amplificado em cancer de pulmdo (WU et al., 2003). As translocacdes
cromossomicas de MYC estdo associadas a cancer hematopoiético enquanto que a

amplificacdo é comumente detectada em tumores solidos (MEYER e PENN, 2008).

Alguns proto-oncogenes expressam proteinas receptoras de fator de crescimento que
sdo importantes no desenvolvimento da proliferacdo celular e rotas de sobrevivéncia, como o
fator de crescimento epidermal humano 2 (ERBB2, HER2 ou c erbB2) (receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano) que € um receptor encontrado em baixas expressdes nas

células normais, entretanto, é visto super expresso em 20% do cancer de mama e alguns de
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ovario e gastrico que confere um pior comportamento bioldgico dessas células. Alguns
farmacos tém sido produzidos tendo como alvo esse receptor, além de também ser utilizado
como um fator prognéstico (SLAMON et al., 1987, SLAMON et al., 1989; GUTIERREZ e
SCHIFF, 2011). A terapia hormonal visando como alvo o receptor de estrogeno e o0 uso de
trastuzumab como alvo os receptores HER 2 tem providenciado varios beneficios (PICCART-
GEBHART et al., 2005; ROMOND et al., 2005; JOENSUU et al.,2009).

Outro importante proto-oncongene é o da familia Ras (gene de sarcoma de rato),
lipoproteinas ancoradas a membrana celular interna com funcéo transdutora de sinais que vem
de receptores membranares. Mutacdes em um residuo de aminoacido gera a perda da funcao
GTPase levando a um estado sempre ativado. A transicdo entre as fases ativada e desativada é
regulada por trocas de nucleotideos de Ras, dessa forma, fatores GEFs (fatores de troca do
nucleotideo guanidina) trocam o nucleotideo GDP(guanosina difosfato) por GTP (guanosina
trifosfato) que ativa Ras. GAPs (proteinas que ativam GTPase) aceleram a hidrélise de GTP
mediada por Ras, inativando-a, figura 4. Esta inativacdo da atividade de Ras por GAPs
(proteinas que ativam GTPase) é o alvo predominante em muitas mutacfes somaticas que sdo
encontradas nas variantes oncogénicas dos alelos de Ras (PYLAYEVA-GUPTA et al, 2011).
Sabe-se que uma mutacdo pontual é capaz de transformar um proto-oncogene em oncogene.
Essa mutacdo provoca a troca de glicina por uma valina na proteina modificada
(WEINBERG, 2008).

Figura 4 - Ativacao e inativacdo normal de Ras

INATIVA

ATIVA

Fonte: Proprio autor.

Ras dirige a proliferagdo celular pela alteragéo dos sinais de crescimento e inibi¢do de
sinais anti-crescimento. Essa proliferacdo exacerbada pode induzir estresse e possiveis danos

no DNA. A supressdo da morte celular pelo RAS é uma consequéncia da perturbacdo da


http://pt.wikipedia.org/wiki/Nucleot%C3%ADdeo
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balanca homeostatica entre sinais anti e pro-apoptoticos. Para favorecer o crescimento ha uma
reprogramagao metabolica para glicolise. Ocorre também a promog¢do de mecanismos pro-
angiogénicos e alteragdo da resposta imune do hospedeiro. Além de inducdo de mudancas na
mobilidade e adesao celular, levando a aquisicdo de propriedades invasivas e metastaticas das
células do cancer (PYLAYEVA-GUPTA et al., 2011).

2.1.3 Genes alterados na patologia do cancer: Supressores de tumor

Os Genes Supressores de Tumor sdo os controladores do crescimento operando de
modo a restringi-lo ou suprimir a proliferacdo celular, estes podem ser desativados ou
perdidos e dessa forma estarem diretamente relacionados ao tumor. Os produtos de expressao
desses genes mesmo agindo em diferentes sitios intracelulares tem em comum o fato de

estarem associados a uma diminuigéo do risco do cancer (WEINBERG, 2008).

Moléculas de DNA podem ser alteradas covalentemente por grupos metila em bases
citosina em regides chamadas de sequéncias CpGs (Citosina fosfato Guanina), essa acdo
quando acontece em regides proximas a um promotor génico pode causar repressdo da
transcricdo. Esse € um mecanismo normal que pode regular a expressdo do material genético,
que por ndo alterar a sequéncia de nucleotideo e ser reversivel é dito um mecanismo
epigenético. Entretanto, em tumores pode ser visto um grau anormal no perfil de metilacdes,
sendo assim, em algumas regifes promotoras de importantes genes supressores do tumor
podem estar metiladas avisando ou sinalizando que aquele gene ndo deve ser transcrito. Os
dois genes supressores de tumor mais importantes no surgimento da patologia é o Tp53 (gene
da proteina de tumor 53), e o pRb (gene da proteina do retinoblastoma). O produto do gene
PRb, a proteina Rb, governa o progessso de uma variedade de células por meio de seus ciclos
de crescimento e divisdo (WEINBERG, 2008).

O gene Tp53 é extensivamente estudado por sua importancia como gene regulador do
ciclo celular, é também nomeado como o “guardido do genoma” (LANE,1992). Ele tem por
funcgéo sinalizar a parada do ciclo celular em situagdes de dano do material genético ou em
niveis abaixo de nucleotideos, fatores de crescimento, glicose ou oxigenagdo, importantes
constituintes para manutencdo do ciclo celular, induzindo a correcdo ou entdo direcionando a
celula para a apoptose (HANAHAN e WEINBERG, 2011).
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A proteina p53 é um fator de transcricdo que estd diretamente relacionada a
capacidade da célula em mediar a supressdo tumoral (VOGELSTEIN et al., 2000; LOWE et
al., 2004; VOUSDEN et al., 2007). Ela estd envolvida em muitas vias de acdo para
manutencdo do controle do ciclo celular, em especial essa proteina pode ativar, caso o reparo
do DNA néo seja possivel, a rota de apoptose, que envolve uma destruicdo organizada e
répida da célula (SCHMITT et al., 2002; TAYLOR et al., 2008). Nos estudos de modelos
animais a perda ou mutacdo do gene e consequentemente seu produto, predispde a uma faixa
de tumores espontaneos ou induzidos (LAVIGUEUR et al.,, 1989; DONEHOWER et al.,
1992; HARVEY et al., 1995; IWAKUMA e LOZANO, 2007; MEEK, 2009).

O gene Tp53 € acoplado a chaves, proteinas que regulam negativamente seu
desacoplamento e consequentemente sua acdo. Entretanto, pequenas moléculas interferem na
interagdo entre 0 gene e suas chaves e acabam por induzi-lo na auséncia de estimulos
estressores (ISSAEVA et al., 2004; VASSILEV et al., 2004; YANG et al., 2005). A inducéo
desse gene em resposta ao dano de DNA é coordenada por proteinas kinases ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) e ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 related) que coordenam uma

complexa rede de sinalizagdo em resposta a esses danos (SHILOH, 2003).

O Tp53 também ¢é induzido através da rota do supressor de tumor ARF (SHERR,
2001; LOWE e SHERR, 2003) que funciona independente da via de dano do DNA. O ARF
estd normalmente presente em pequenas quantidades (QUELLE et al., 1995; DE
STANCHINA et al., 1998; HONDA e YASUDA, 1999; TAO e LEVINE, 1999; WEBER et
al.,, 1999; ZHANG e XIONG, 1999). A inducdo de ARF por oncogenes ativados tem
classicamente sido considerada o mecanismo pelo qual o Tp53 responde a proliferacdo
sustentada anormal (KAMIJO et al., 1997). Dessa forma, alguma mutacdo nessa via esta
associada, pelo menos em camundongos, a um fator de progressdo tumoral (EISCHEN et al.,
1999; SCHMITT et al., 1999; SERRANO, 2000; MEEK, 2009).

2.1.4 O Cancer e suas principais marcas

O cancer surge a partir de células normais que sofreram iniUmeras mutacdes devido a
instabilidade gen6mica dessas células que as capacitam a desenvolver caracteristicas
peculiares, conhecidas como hallmarks (marcas do cancer). As principais marcas, figura 5,
extensivamente estudadas consistem na proliferacdo continua, falha nos genes supressores de

tumor, escape da acdo repressora do sistema imunologico, reprogramacgdo do metabolismo
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energético, reproducdo indefinida que ndo responde aos sinais de morte celular programada,

imortalidade do processo replicativo, indugdo da angiogénese, crescimento influenciado pelo

processo inflamatdrio e poder de invadir e metastasear (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Sendo assim, o cancer € uma func¢éo tanto da construcdo de um nicho bem sucedido, interacéo

de células malignas e ndo malignas do microambiente tumoral, como da sele¢do natural de

mutacdes especificas que habilitam essas células cancerigenas a sobrevivéncia e proliferacéo
(BARCELLOS-HOFF et al, 2013).

Figura 5 - O cancer e suas principais marcas.
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Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011.

2.1.4.1 Instabilidade gendmica

A maquinaria celular finamente controla o ciclo celular, checando possiveis erros e
ajustando para continuar o processo ou exclui-lo caso necessario, garantindo dessa forma a
homeostase celular e tecidual. Entretanto, o acimulo de mutacBes em pontos de importante
controle dessa normalidade transforma a célula normal em outra que ndo responde mais de

maneira adequada aos sinais celulares.

No tecido normal as células sofrem o rigido controle das necessidades teciduais de
crescimento garantindo o numero, arquitetura e fungdes normais. As células do cancer ndo
respondem a esses sinais de controle, elas podem produzir e serem estimuladas por fatores de
crescimento por meio da sinalizacdo autocrina ou ainda enviar sinais que estimulam células
vizinhas a produzirem esses fatores (BHOWMICK et al.,2004; CHENG et al., 2008). A
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proliferacdo também pode ser gerada de mutacbes que elevem o numero de receptores na
membrana aos fatores de crescimento, modificagdes na estrutura desses repectores ou
alteracdes dos mediadores da cascata intracelular deixando-0s sempre ativos independente do
receptor (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Outras muta¢Ges podem ocorrer desativando

importantes genes que suprimem o tumor como o Rb e o0 TP53.

2.1.4.2 Sustentacdo dos sinais de proliferacdo e insensibilidade aos sinais de morte

O tecido para manter-se de forma harmoniosa necessita de regras e limites ndo
respeitados pelas células transformadas do cancer, a exemplo estdo os impostos pela prépria
vizinhanca, processo conhecido como inibi¢cdo por contato, que costuma ser regulado por
moléculas de adesdo como as E-caderinas (OKADA et al., 2005; CURTO et al., 2007). Em
algumas neoplasias € observada a inativacdo mutacional de E-caderina ou baixa expressdo o
gue demonstra sua importante relacdo com supresséo desse processo tumoral (CAVALLARO
e CHRISTOFORI, 2004; BERX e VAN ROY, 2009). Alem disso, outros importantes genes
responsaveis diretamente pela funcdo de anexacdo podem estar alterados nesses tipos de
neoplasias. Assim como moléculas que promovem a migracdo celular podem estar super
expressas (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

E importante para célula cancerigena ndo apenas manter niveis adequados de sinais
proliferativos como também ndo responder aos comandos celulares de morte programada,
conhecidos como apoptose. Esse mecanismo € regulado por duas vias principais, uma
recebendo e processando os sinais extracelulares indutores de morte (receptores Fas) e outra
sensibilizando e integrando uma variedade de sinais que liberam fatores apoptéticos como
citocromo C, que ativa uma cascata de proteases (caspases) (WILLIS e ADAMS, 2005;
ADAMS e CORY, 2007) que desorganizam a célula sendo finalmente consumida tanto pela
vizinhanca como por células fagociticas. A apoptose é direcionada por sinais reguladores e
efetores contrabalanceados por membros pro e antiapoptoticos da familia Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) de proteinas regulatorias (ADAMS e CORY, 2007) sendo assim, mutagdes

nesses genes podem desregular e inativar esse importante mecanismo.

Além de proliferarem continuamente e ndo terem processos de morte programada
adequadamente ativos, as células do cancer apresentam a caracteristica de imortalidade
replicativa onde a célula ndo é direcionada para o processo de envelhecimento (senescéncia)

ou apoptose. Sabe-se que os teldbmeros sdo importantes estruturas dos Cromossomos
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diretamente envolvidos na protecio do DNA ao longo dos diversos ciclos celulares
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). Entretanto, com o encurtamento do teldmero no decorrer
da vida da célula esta é dirigida a senescéncia e posteriormente a apoptose. Diferente das
células normais as do cancer apresentam uma quantidade diferenciada de telomerase, enzima
que adiciona sequéncias repetidas no DNA telomérico protegendo a célula do envelhecimento
e posterior apoptose por esta via (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

2.1.4.3 Angiogénese sustentada

O tecido tumoral em crescimento constante precisa para suprir suas necessidades de
vias que as abastecam com moléculas essenciais para seu desenvolvimento. Dessa forma,
essas células lancam méao de substancias, como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF-A), que é diretamente expresso em situacdes de hipoxia ou por sinalizacdo de
oncogenes (FERRARA, 2009; MAC GABHANN e POPEL, 2008; CARMELIET, 2005).
Essas substancias sinalizam o desenvolvimento de novos vasos sanguineos, processo
conhecido como angiogénsese (HANAHAN e FOLKMAN, 1996).

2.1.4.4 Evasdo do sistema imune

O entendimento do potencial protetor do sistema imune e que este poderia ser uma das
principais barreiras para a progressdo do tumor foi modificada a medida que alguns estudos
foram sendo realizados e novas técnicas que provassem a real funcdo deste sistema no tumor
fossem desenvolvidas. Desta forma, o sistema imune nao atua apenas eliminando as células

tumorais, mas também pode agir selecionando ou “editando” as células do tumor (ONUCHIC
e CHAMMAS, 2010).

Esta edicdo é composta por trés fases: eliminacdo, equilibrio e escape. Na fase de
eliminagdo o sistema imunoldgico reconhece essas células transformadas e as elimina, a
segunda fase é caracterizada pelo equilibrio dindmico, onde sistema imune exerce uma
pressdo seletiva de onde prevalecerdo aquelas que apresentam caracteristicas adaptativas
como resisténcia a atuacdo imune e baixa imunogenicidade. Dessa forma, o sistema imune
seleciona uma nova populacdo que agora proliferara e escapard do controle imunologico
(DUN e SCHREIBER, 2004).



CUNHA, C.R.A. “Avaliacdo da atividade antitumoral da lectina recombinante ...”
33

Interessantemente, as células tumorais que escapam desse controle imunoldgico
podem recrutar e influenciar células imunes para este local para agirem de forma a promover
o0 desenvolvimento do tumor (ONUCHIC e CHAMMAS, 2010). Macréfagos na periferia do
tumor podem auxiliar essa proliferacdo por meio da secrecdo de enzimas que degradam a
matriz extracelular (MOHAMED e SLOANE, 2006; PALERMO e JOYCE, 2008; JOYCE e
POLLARD, 2009; KESSENBROCK et al., 2010), esses macrofagos podem ser ativados por
interleucina 4 (IL-4) produzida pela propria célula cancerigena (GOCHEVA et al., 2010).
Esta intima relacdo entre macréfagos e células tumorais podem facilitar a intravasdo no
sistema circulatorio e disseminacdo metastatica das células do cancer (WYCKOFF et al.,
2007; QIAN e POLLARD, 2010; HANAHAN e WEINBERG, 2011).

2.1.4.5 Inflamagéo promovendo o tumor

H& uma intima relacdo do processo inflamatério com o desenvolvimento tumoral,
pesquisas revelam que a inflamacdo cronica € um dos fatores epigenéticos que mais
contribuem no surgimento e na progressao do tumor (VIRCHOW e REIZBARKEIT, 1858;
ONUCHIC e CHAMMAS, 2010).

Mesmo sabendo do papel da inflamacdo nessa patologia, apenas na Ultima década
pode ser entendido como células inflamatorias, e outros componentes do estroma tumoral,
alimentam a progressdo do tumor por meio da criagdo de um microambiente que é
enriquecido pelas mesmas citocinas, que sdo o0s protagonistas da inflamacéo cronica associada

a canceres de figado, estbmago e cdlon (CAO et al., 2011).

O surgimento de células tumorais nos ambientes de inflamacdo crénica pode ser
devido a regeneracdo tecidual continua encontrada nesses locais, 0 que pode acarretar em
maiores chances de mutacdes, também em parte por ser uma regido com uma consideravel
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio além de uma area de producdo de
novos vasos (CONDEELIS e POLLARD, 2006; MUMM e OFT, 2008; ONUCHIC e
CHAMMAS, 2010).

2.1.4.6 Alteracdo no metabolismo energético

Um traco marcante das celulas cancerigenas que tem surgido como um dos mais

recentes hallmarks descobertos € o metabolismo energético diferenciado nessas células.
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Dessa forma, a glicélise é a etapa amplamente escolhida por essas células, mesmo sendo
contraditério por seu aspecto de pouco rendimento energético, essa via permite a
diversificagdo de intermediarios importantes em vias biossintéticas, incluindo geracdo de
nucleosideos e aminoacidos importantes para a proliferacdo celular (HANAHAN e
WEINBERG, 2011).

De forma intrigante, no microambiente tumoral tem sido observado dois grupos
celulares que vivem em simbiose, um grupo em situacOes de relativa hipoxia, que sdo
dependentes de glicose, que ao ser metabolizada ¢ liberado na forma de lactato por ser este
um dos produtos da glicélise. O lactato é utilizado pelo outro grupo celular que o aproveita
para o ciclo do acido citrico prosseguindo a fosforilagdo oxidativa (HANAHAN e
WEINBERG, 2011).

2.1.5 Microambiente Tumoral

Para um melhor entendimento do processo cancerigeno o foco ndo pode ser apenas
direcionado para as células neoplasicas e sim todo o ambiente ao seu redor, 0 seu
microambiente. Este € composto por células que podem ter suas fungdes coagidas para o
crescimento do tumor, figura 6. Dentre essas células ndo cancerigenas que compreendem esse
microambiente estdo os subtipos de macréfagos e neutrofilos (DE PALMA et al., 2007,
JOHANSSON et al., 2008; MURDOCH et al., 2008; COFFELT et al., 2010; DENARDO et
al., 2010; EGEBLAD et al., 2010), que séao relacionadas aos processos inflamatérios. Alguns
autores sugeriram que o cancer poderia ser entendido como uma ferida que nunca sara
(DVORAK, 1986; SCHAFER e WERNER, 2008). Estas células podem produzir fatores de
crescimento de tumor e de vasos sanguineos e outras substancias que podem aumentar o
estado inflamatorio além de enzimas que degradam a matriz extracelular (MURDOCH et al.,
2008; QIAN e POLLARD, 2010; HANAHAN e WEINBERG, 2011). Todas essas substancias

acabam por auxiliar a proliferacdo das células neoplasicas.

O recrutamento e o direcionamento de fungdes das células imunes para auxilio das
células do cancer compreendem trés estagios: 1) Recrutamento via producdo de citocinas
(proteina  quimiotatica de mondcitos-1  [MCP-1] e interleucina-8 [IL-8]; 2)
Educacgdo/Cooptacao via secrecdo de citocinas que regulam a diferenciacdo de células imunes
no sentido de promover o tumor, interleucina 6 [IL-6], fator de necrose tumoral-a [TNF- a] e
fator inibitério da migracdo de macréfago [MIF]; 3)Resposta imune, em que celulas imunes
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diferenciadas geram citocinas, horménios e fatores de crescimento, que sdo agentes
promotores de proliferacdo e tolerancia imune ao tumor (COUSSENS, 2002; CHEN et al.,
2007; WHITESIDE, 2008; ONUCHIC e CHAMMAS, 2010). Além dessas células, também
podem ser encontrados os fibroblastos associados ao cancer, células indiferenciadas ou tronco
do cancer, células endoteliais e células associadas a parede do vaso sanguineo (pericitos).
Todas essas células principais do microambiente tumoral agem de forma a propiciar o
desenvolvimento e/ ou intravasao tumoral (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Figura 6 - Células do microambiente tumoral
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Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011.

2.1.6 Sarcoma 180

O estudo de neoplasias necessita de modelos experimentais. Para este fim, varios tipos
de tumores transplantaveis tem sido utilizados, entre eles esta 0 Sarcoma 180 (PELCZAR et
al.,, 1996; FACCHINI, 2011), que é uma neoplasia maligna do tecido mesenquimal
(CONTRAN et al., 2000). O Sarcoma 180 (S-180) ou Tumor de Crocker ¢ um tumor que foi
encontrado em ratos albinos machos em 1914. E uma linhagem celular transplantada por
inoculacdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal que cresce rapidamente em 90% a
100% dos animais inoculados (BUCCHI, 2002). Analises cariotipicas revelaram que esse
tumor € desenvolvido devido a rearranjos cromossémicos que resultam em aneuploidias,

cromossomos em numero diferente do cariétipo normal (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2005).

Por ser de facil obtencdo, vérios centros de pesquisa tem utilizado esse modelo

tumoral (BUCCHI, 2002), o que permite uma melhor compreensao da biologia tumoral, assim
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como o estudo dos efeitos de diversos agentes sobre a patogenia do cancer (PELCZAR et al.,

1996; FACCHINI, 2011).

2.1.7 Terapia do Cancer

Mesmo com o avango dos estudos sobre o cancer que revelam aspectos de prevencao e
geram o desenvolvimento da deteccdo e tratamento, as terapias adequadas ainda parecem
encontrar inimeras limitacdes como enderecamento especifico de farmacos e elaboracdo de

multi-farmacos para células cancerosas resistentes aos tratamentos convencionais (TSURUO

etal., 2003; DONNENBERG V.S e DONNENBERG A.D, 2005; IYER et al., 2013).

Um dos principais modos de tratamento do cancer é a quimioterapia, mas a sua
eficiéncia é limitada pela resisténcia das células aos farmacos. Essa resisténcia aos
quimioterapicos pode ser dividida em duas classes: intrinseca e adquirida. A intrinseca indica
que antes do recebimento da quimioterapia existem fatores pré-existentes que medeiam a
resisténcia nas células do tumor e tornam a terapia ineficiente. A resisténcia adquirida pode
ser desenvolvida durante o tratamento, onde o tumor é inicialmente sensivel, mas pode se
tornar resistente através de mutacfes surgidas durante o tratamento, e também através da
ativacdo de rotas alternativas de sinalizacdo compensatérias (LONGLEY e JOHNSTON,
2005; HOLOHAN et al., 2013). Assim, a resisténcia pode surgir através da selecdo de uma
minoritaria subpopulagdo resistente que estava presente desde o inicio (SWANTON, 2012;
HOLOHAN et al., 2013). Tumores sdo altamente adaptaveis, pois podem ativar rotas de
sinalizacdo de resisténcia e inativacdo da cascata de sinalizacdo de morte que pode levar a
resisténcia ao tratamento (DEBATIN e KRAMMER, 2004; LOWE et al., 2004; HOLOHAN
etal., 2013).

A quimioterapia convencional utiliza, em geral, moléculas sintéticas e produtos
naturais que esbarram, além da resisténcia, em outras dificuldades como na rapida retirada e
curto tempo de meia vida, levando a uma possivel diminuicdo e manutencdo da concentracdo
do famaco no tumor fora da janela terapéutica para longas duracOes, além disso, podem
apresentar pouca seletividade para o local desejado e acOes adversas em células normais,
causando efeitos colaterais (PAl et al., 2006; AAGAARD e ROSSI, 2007).

Portanto, existe uma necessidade de desenvolvimento de sistemas direcionados que
ndo sé protejam os farmacos da degradacéo pelos fluidos biologicos, mas também transporte-

os seletivamente para os sitios de interesse, proteja as células saudaveis da exposi¢do a esses
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farmacos citotoxicos (ZHANG L et al., 2008; FAROKHZAD e LANGER, 2009) e mantenha-
0s dentro da faixa terapéutica sem a necessidade de doses recorrentes.

Durante os primeiros estdgios do desenvolvimento do tumor, vasos sanguineos do
tecido normal suprem a necessidade inicial, entretanto, com o crescimento excessivo do tumor
esse suprimento € insuficiente, levando as células cancerigenas a induzirem o
desenvolvimento dos seus préprios vasos sanguineos. O crescimento da vasculatura do tumor,
entretanto, é cadtico. (NARANG e VARIA, 2011). Esses novos vasos que crescem
apresentam-se mais desorganizados e vazados, além do sistema linfatico apresentar a
drenagem comprometida nesses locais. Essa patofisiologia anormal pode levar ao acimulo
passivo de nanossistemas no intersticio do tumor (YUAN et al., 1995; MAEDA et al., 2000;
MAEDA et al., 2001; GREISH et al., 2003; DREHER et al., 2006; IYER et al., 2006; IYER
etal., 2013).

Um dos nanossistemas extensivamente usados sdo o0s lipossomas, esses podem
passivamente chegar ao local do tumor, ou serem sofisticamente desenhados com a
incorporacéo de ligantes para direcionamento ativo. Além disso, alguns nanossistemas podem
apresentar tanto fungdes diagnosticas como terapéuticas sendo altamente versateis e atingindo
dois objetivos importantes para o tratamento de tumores resistentes a farmacos (IYER et al.,
2013).

2.2 Lectinas e sua importancia historica

A idéia que certos animais e plantas sdo toxicos para o homem é amplamente
conhecida ha anos (SINGH e SARATHI , 2012). A intoxicacdo devido ao ndo cozimento ou
ao cozimento incorreto de sementes de leguminosas, em alguns casos, leva a sintomas
intestinais agudos e pode estar relacionada a presenca de proteinas com uma incrivel
estabilidade térmica, resistentes a enzimas digestivas e acidos (KUMAR et al., 2012), essas
proteinas chamadas de lectinas tem como uma de suas funcdes conferir ao vegetal mais um
mecanismo de defesa contra fitopatogenos (VAN DAMME, 2008; VANDENBORRE et al.,
2009B; MICHIELS et al., 2010; VANDENBORRE et al, 2011).

Importantes pesquisas tém mostrado o poder da irradiacdo gama para diminuir a
alergenicidade provocada por lectinas. Vaz em 2011 mostrou que a exposicdo a radiacao

ionizante acima de 1kGy (Kilogray) induziu uma significante perda da atividade
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hemaglutinante da lectina da casca de Sebastiania jacobinensis o que pode significar uma

reducdo da alergenicidade dessa proteina.

A lectina do germe de trigo WGA, largamente responsavel por muitas alergias, foi
submetida a uma faixa de dose de radiacdo ionizante e foi observado mudancas em seu estado
conformacional. Essas mudancas conformacionais da lectina resultaram na reducdo de
citocinas tipicas das reacOes alérgicas com diminuicéo do infiltrado linfocitario no estbmago
de camundongos, mostrando que essa técnica pode ser efetiva no combate dos efeitos

alérgicos e imunoldgicos dessa proteina (VAZ et al, 2012).

Também foi avaliado impacto da faixa da dose da irradiacdo gama na estrutura e
potencial alergenicidade, mostrando que em baixas doses de irradiacdo pode levar a um
aumento no potencial alergénico, diferente das altas doses de irradiacdo, onde ocorre
fragmentacdo das estruturas moleculares essencial para eliminar o efeito alérgico (VAZ et al.,
2013).

Embora lectinas estejam relacionadas a uma certa toxicidade, seus beneficios séo
também documentados na literatura como uma ferramenta de interesse terapéutico para
diversas pesquisas como terapia do cancer, imunologia, propriedade antibacteriana e outras,
que ndo podem ser neglicenciadas (SINGH e SARATHI, 2012).

Stillmark foi o primeiro a experimentalmente provar que a fracdo protéica do feijao
castor (Ricinus communis), que ele chamou de “Ricina” era capaz de aglutinar células
vermelhas denominando de “Fitohemaglutininas” em 1988. (OLSNES e KOZLOV, 2001).
Em 1936, LANDSTEINER, declarou que a atividade hemaglutinante relativa de varios
extratos de sementes € muito diferente quando testadas com eritrdcitos de diferentes animais.
A especificidade para determinados eritrocitos foi melhor investigada por BOYD e
SHAPLEIGH (1954) e foram eles quem cunharam o termo “Lectinas”, derivado do latim

“legere”, escolher, selecionar.

Baseada na arquitetura global das lectinas de plantas, quatro grupos principais podem
ser distinguidos: apenas um dominio de ligagcdo a carboidrato (merolectinas), dois ou mais
dominios de ligagdo idénticos (hololectinas), no minimo dois dominios de ligagdo a
carboidratos diferentes (superlectinas), um ou mais dominios de ligacdo a carboidratos e um
dominio que exerce atividade bioldgica independente do dominio de ligacdo a carboidratos
(quimerolectinas). Muitas lectinas isoladas pertencem ao grupo das hololectinas e todos esses

grupos possuem a capacidade de aglutinar células exceto as merolectinas por possuirem
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apenas um dominio de ligacdo a carboidrato (VAN DAMME et al., 1998a; VANDENBORRE
etal, 2011).

Outra importante classificacdo considerando a sequéncia de dados disponiveis nas
ultimas décadas ¢é feita atraves de analises de genoma/transcriptoma, onde é possivel
organizar as lectinas em doze familias com dominios relacionados estruturalmente e
evolucionariamente (VAN DAMME et al., 2008; VANDENBORRE et al, 2011), entre essas
estd o grupo com dominio lectina de leguminosa que abriga lectinas como Concanavalina A
(ConA) e Cramoll.

As lectinas, figura 7, podem ser encontradas em micro-organismos, plantas e animais,
podendo estar na membrana ou dentro da célula. Lectinas endégenas medeiam processos
bioldgicos como reconhecimento célula-célula, interacBes da matrix extracelular, fertilizacdo
gamética, desenvolvimento embrionario, crescimento celular, diferenciacdo celular,
sinalizacdo celular, adesdo e migracdo celular, apoptose, imunomodulacdo e inflamacéo,
interacdo parasita-hospedeiro, enovelamento e direcionamento de glicoproteina, inducédo
mitogénica e homeostase (MODY et al.,, 1995; GORELIK et al., 2001; MINKO, 2004;
NIMRICHTER et al., 2004; SHARON e LIS, 2004; WORMALD e SHARON, 2004,
RABINOVICH et al., 2007; CHOU et al., 2009; KERRIGAN e BROWN, 2009; RUSEVA et
al., 2009; SARAVANAN et al., 2009; YAMANAKA et al., 2009; GHAZARIAN et al.,
2011). E tem atraido grande interesse devido a sua variedade de atividades bioldgicas como
na aglutinagcdo celular (KHAN et al., 2007), antitumoral (LIU et al. 2009, 2010),
imunnomodulatéria (RUBINSTEIN et al. 2004), antifingica (HERRE et al.2004) e efeitos
antivirais (WONG e NG 2005, ZUO et al., 2012).
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Fig 7 - Diversos tipos de lectinas de superficie celular e suas interacdes. Lectinas podem participar do
processo de reconhecimento de virus a varias células via carboidratos presentes na superficie celular. As
lectinas podem ligar-se a dominios de carboidratos de glicoproteinas (ex: asialoglycoproteins),
glicoproteinas ou glicolipidios.
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2.2.1 Familia Fabaceae

A familia das leguminosas ou Fabaceae € a terceira maior familia de angiospermas
compreendendo cerca de 727 géneros e 19.325 espécies (LEWIS et al., 2005), ficando atras
apenas de Orchidaceae e Asteraceae (DOYLE; LUCKOW, 2003). As leguminosas
apresentam uma importancia ecoldgica, econdmica e medicinal. Elas constituem a segunda
maior familia botanica em importancia econdmica, ficando atras apenas de Poaceae
(WOJCIECHOWSKI et al., 2004).

Phaseoleae é uma tribo da familia Fabaceae, que compreende um vasto nimero de
géneros, sendo economicamente a mais importante das tribos dessa familia. Nessa tribo
encontra-se a subtribo Diocleinae. Espécies da subtribo Diocleinae sdo mais encontradas no
Novo Mundo, apresentando uma série de caracteristicas primitivas: frequéncia de flores largas
com proeminentes discos sobre o ovario e hilo geralmente alongado. Treze géneros de
Diocleinae foram reconhecidos, compreendendo entre tantos outros os de Canavalia e
Cratylia. (VARELA et al., 2004).

Ao longo da evolugéo, as plantas desenvolveram um sofisticado e elaborado sistema
de defesa diante do grande nimero de inimigos potenciais que as cercam, abrangendo fungos,

insetos, bactérias, virus, acaros, nematoides e mamiferos. Esse mecanismo de defesa é
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mediado por reacfes complexas, muitas dessas sendo ativadas em resposta a tais agressores
(BRAGA, 2009).

As plantas dispdem de um vasto nimero de peptideos e proteinas, dentre outras
substancias, capazes de protegé-las contra o ataque de pragas e patogenos (VAN DEN
BERGH et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2004; BRAGA, 2009). As lectinas sdo importantes
como proteinas de defesa por sua vasta atuagdo contra herbivoros e patégenos. Tal protecéo
ocorre devido a sua capacidade de ligacdo a glicoconjugados e, consequentemente,
desestabilizacdo do metabolismo do agressor, exercendo, assim, efeitos deletérios
(BANDYOPADHYAY et al., 2001).

2.2.2 Cratylia mollis e suas lectinas

Cratylia mollis, popularmente conhecida como feijdo Camaratu ou Camaratuba, é uma
espécie autoctone do semi-arido do nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2003). Cratylia, que
pertence a familia Fabaceae ou leguminosa, figura 8, € uma planta arbustiva, tolerante a seca e

a solos 4cidos e tem potencial para adubagao verde e forrageamento (ARAUJO et al., 2011).

Figura 8 - Taxonomia de Cratylia mollis. A. Flores, B. Arvore, C. Sementes

Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribos: Phaseoleae
Subtribos: Diocleinae

Género: Cratvlia
Espécie: Cratvlia mollis

Fonte: Fotos adaptadas de CARDOSO, 2009.
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De sua utilizagdo como recurso forrageiro até a purificacdo das lectinas de suas
sementes, Cratylia mollis tem atraido ao longo dos anos a atencdo de inimeros pesquisadores
que visam descobrir as diversas atividades bioldgicas de suas lectinas.

Das sementes de C. mollis foram purificadas quatro isoformas de lectinas que séo
separadas pelos diferentes estagios do processo de fracionamento com sulfato de aménio.
CORREIA e COELHO (1995) purificaram duas isoformas (1,4) em apenas uma etapa
cromatografica em coluna com sephadex G-75, sendo essas isoformas separadas através de
mais uma etapa cromatografica com CM-celulose gerando um rendimento de 94% para a
isoforma 1 (31kDa)(Figura 9).

As evidéncias indicavam que mais outras isoformas poderiam estar presentes no
precipitado da fracdo 0-40% (3,3%) e no sobrenadante da fragcdo 40-60% (2,6%) (Figura 9).
As isoformas 2 e 3 ligam-se a diferentes tipos de carboidratos, a isoforma 2 (60kDa) assim
como a isoforma 1 se liga a residuos de glicose/manose enquanto que a isoforma 3, que € uma
glicoproteina (31kDa) se liga a galactose. As isoformas 1, 2, e 3 apresentam diferencas de
migracdo eletroforética, Cramoll 1 (pl 8.5-8.6), Cramoll 2 (pl 4.15-6.7), Cramoll 3 (pl 5.25-
5.8) (PAIVA e COELHO, 1992).

Figura 9 - Etapas principais para extracao e purificacdo das isoformas de lectinas de Cratylia mollis
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Fonte: Proprio autor.

Cramoll consiste de 236 residuos de aminoacidos, dentro 0s quais quatro Sao
triptofanos, com 82% de identidade com ConA, apresentando um sitio de ligacdo idéntico

para metil-a-manopiranosidio Mn®* e Ca**, figura 10, entretanto, sdo observadas diferencas de
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ligacdo a oligossacarideos e glicoproteinas dessas duas lectinas. Os dois sitios de metal séo
encontrados na proximidade do sitio de ligacdo a monossacarideo. O sitio de ligagdo a metais
é indispensavel para ligacdo do carboidrato, os metais interagem com a cadeia polipetidica

tanto diretamente como via coordenacao de moléculas de agua (SOUZA et al., 2003).

Figura 10 - Estrutura Terciaria de Cramoll mostrando o sitio de ligacdo a monossacaridio e aos fons Ca**
e Mn?

Fonte: SOUZA et al., 2003.

Através de analise imunocitoquimica foi possivel mostrar que assim como diversas
lectinas de legumes, as isolectinas 1 e 3 encontra-se predominantemente na matriz amorfa de
corpos protéicos e nas paredes celulares do eixo embrionério, isso mostrou que isolectinas
com diferencas em relacdo a especificidade de carboidratos e glicosilagao estdo localizadas no
mesmo compartimento subcelular sugerindo diferentes funcdes dentro de uma mesma
organela. A presenca dessas isolectinas estd relacionada a uma possivel funcdo de defesa
contra predadores e no eixo embrionario elas podem estar associadas a necessidade
mitogénica para 0 processo germinativo ou como um estoque protéico para a dorméncia da
semente. Dessa forma, essas proteinas podem ser metabolicamente ativas para seu uso em
momento oportuno (SANTOS et al., 2004).

Como lectina majoritaria das sementes de C. mollis, Cramoll 1 assim como Cramoll
1,4 ttm mostrado seus potenciais diagnosticos nas pesquisas biomédica e médicas do cancer.
Beltréo e colaboradores (1998) revelou que Cramoll 1 ao ser utilizada para avaliar o perfil
diferencial de marcagéo de tecidos normais e transformados de mama apresentou uma maior
marcacdo dos tecidos neoplasicos em relacdo aos sadios do que a lectina comercial
Concanavalin A (ConA). Cramoll 1,4 também revelou seu potencial diagndstico ao marcar de

forma diferencial tecidos normal, hiperplasico e de carcinoma de préstata mostrando que o
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padrdo de coloracao foi mais intenso no tecido hiperplasico comparado ao tecido normal para
0s grupos utilizando essa lectina em comparagdo com o grupo utilizando ConA. Cramoll 1,4 e
ConA também mostraram uma diminui¢do na intensidade de marca¢do com o aumento do
grau de malignidade. Entretanto, Cramoll 1,4 apresentou um valor diagnostico maior para

doencas na prostata do que a lectina comercial ConA (LIMA et al., 2010).

O potencial terapéutico das lectinas de C. mollis,em especial Cramoll 1,4 tem sido
amplamente estudado. Essa lectina mostrou sua capacidade de inibicdo do crescimento do
Sarcoma 180 in vivo que foi intensificada ao ser encapsulada em lipossomas convencionais
(ANDRADE et al.,2004), mostrando que além de suas a¢des diagnosticas essa lectina também

pode ser um potencial para terapia do cancer.

O efeito mitogénico de Cramoll 1,4 e Cramoll 1 em linfécitos foi avaliado mostrando
que essas lectinas podem ser usadas como ferramentas para proliferacdo dos linfocitos e ndo
héa diferenca significativa na utilizacdo dessas isolectinas, além disso, essa atividade bioldgica
esta diretamente relacionada ao sitio de ligacao a carboidratos dessas lectinas (MACIEL et al.,
2004). Cramoll 1,4 também estd associada a um aumento da proliferacdo de esplendcitos.
Tanto Cramoll 1,4 como ConA também induziram altos niveis de IL-2, IL-6, IFN-y e
producdo de oxido nitrico. Além disso, Cramoll 1,4 ndo induziu apoptose e estimulou um
numero significante de células na fase S do ciclo celular, mostrando que essa lectina pode ser
usada como agente mitogénico nos ensaios de imunoestimulagdo (MELO et al., 2010a).
Cramoll 1,4 também apresenta atividade modulatéria nos linfécitos do baco e estimula a
resposta imune Th2 (MELO et al., 2010b). Essa lectina também ¢é habil para induzir a
expressao in vitro de 1L-6, IL-17A, IL-22, e IL-23 melhor que a comercial ConA, além de

gerar memoria imunologica (OLIVEIRA et al., 2013).

As isolectinas de Cramoll também mostram seu potencial de isolamento de
glicoproteinas, com importantes atividades bioldgicas, quando imobilizadas em matriz de
Sepharose (LIMA, 1997; PAIVA, 2003; SILVA, 2011).

Em 2008, OLIVEIRA e colaboradores imobilizaram Cramoll 1,4 em nanoparticulas de
ouro adsorvidas em eletrodos, mostrando que ela mantém sua atividade bioldgica e interage
com ovalbumina, demostrando que esse sistema pode ser usado na construcdo de um
biossensor sensivel a glicoproteinas em solugdo. Em 2011 um novo sensor utilizando Cramoll
1,4 foi desenvolvido com alta sensilibidade e seletiva discriminacdo de lipossacaridio
bacteriano (OLIVEIRA et al., 2011a). Essa lectina também mostrou ser um potencial
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biossensor para detectar padrdes anormais de glicoproteinas no soro de pacientes com dengue
(OLIVEIRA et al., 2011b).

Compostos isolados de diversas plantas da regido semi-arida brasileira tem revelado
atividade tripanocida contra as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (VIEIRA et al.,
2008). Cramoll 1,4 também tem mostrado o mesmo potencial de aglutinacdo e inibicdo da
proliferacdo e morte celular por necrose dessas formas de T. cruzi (FERNANDES et al.,
2010).

O efeito cicatrizante de Cramoll 1,4 foi avaliado no reparo das lesdes experimentais de
camundongos normais e imunocomprometidos, mostrando seu potencial como futuro
composto cicatrizante (MELO et al., 2011). O tratamento regular de queimaduras de segundo
grau em camundongos utilizando hidrogel contendo Cramoll 1,4 acelerou a granulagéo, o
processo de reepitelizacéo e retragdo da ferida, mostrando o potencial de Cramoll que pode
ser utilizada com outros bioprodutos para o tratamento desse problema (PEREIRA et al.,
2012).

Dessa forma, as lectinas de Cratylia mollis tem mostrado diversas atividades
bioldgicas podendo ser utilizada como fonte potencial para diversas aplicacGes biomédicas e

médicas.

2.2.3 Expressao heterdloga de lectinas, o caso de rCramoll

A purificagdo de lectinas a partir de um material € em geral um processo que consome
tempo e em alguns casos demanda uma grande quantidade de material biol6gico. Néo
obstante, o rendimento pode ser baixo e as fracbes purificadas podem estar contaminadas por
diversas biomoléculas. Uma alternativa para solucionar alguns desses problemas é a
expressdo heterdloga que oferece uma producdo de maior grau de controle das propriedades
finais, mais efetiva e proteinas podem ser preparadas com um maior grau de pureza
(GEMEINER et al., 2009).

Para lectinas vegetais a expressdo heterologa oferece vantagens como a nao
dependéncia da coleta de sementes, que em muito afeta a homogeneidade das amostras devido
a sazonalidade, aléem de evitar a contaminacdo como outras proteinas ou metabolitos

secundarios durante o processo de purificacio (VAREJAO et al., 2010).
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Com o progresso da tecnologia de DNA recombinante, numerosos sistemas de
expressdo tém sido usados para producdo heter6loga de lectinas. Expressdo em sistema
hospedeiro tem clareado a influéncia das modificagcdes pos-traducionais no enovelamento e
direcionamento das propriedades de ligacdo de carboidratos de proteinas de plantas, variando
nas bactérias (Escherichia coli), fungos (Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae), plantas
ou células animais. E. coli e P. pastoris tém sido empregados com sucesso para produgdo em
larga escala de proteinas produzidas heterologamente, que sdo usadas na industria devido ao
sua genética bem conhecida, rapida, alta densidade de cultivo e grande nimero disponivel de
ferramentas biotecnoldgicas compativeis (BRETTHAUER e CASTELLINO, 1999;
MENENDEZ et al., 2005; GEMEINER et al., 2009).

Lectinas de leguminosas sdo sintetizadas pelos ribossomos associados ao reticulo
endoplasmatico rugoso e consequentemente acumuladas em vacuolos nas células que formam
tecidos ou 6rgdos vegetais. Elas sdo encontradas em grandes quantidades nos cotilédones das
sementes e podem ser usadas como estoque de aminoacidos para o desenvolvimento das
sementes ou terem funcdes de defesa. Muitas dessas proteinas sdo sintetizadas como
precursores inativos sendo ativadas apds o transporte para destinos subcelulares pelo processo
de clivagem proteolitica (SHELDON et al., 1996; VANDENBORRE et al., 2011).

Lectinas da subtribo Diocleinae a qual pertence C. mollis apresentam um complexo
processo de modificacdo pds-traducional (MIN e JONES, 1992; BEZERRA et al., 2006;
VAREJAO et al., 2010), que é inexistente na bactéria, o que pode gerar lectinas com a mesma
especificidade e atividade que a proteina nativa, mas a estrutura e propriedades de ligacédo
levemente diferentes (STREICHER e SHARON, 2003; GEMEINER et al, 2009). Sendo
assim, existia um grande desafio para a sintese de forma heter6loga de rCramoll.

Entretanto, VAREJAO e colaboradores (2010) visando transpor esse problema,
utilizaram um DNA quimicamente sintetizado que codificava a sequéncia de aminoacidos da
lectina madura o que resultou na expressdo e purificagdo de uma lectina recombinante
funcional CRAMOLL 1 (rCramoll) em Escherichia coli. Para sintese dessa nova lectina
recombinante foi utilizado o vetor de expressdo bacteriano contendo a sequéncia de DNA de
rCramoll sob o controle do promotor T7 (VAREJAO et al., 2010). Esse vetor é comumente
usado para producéo de lectinas heterélogas (pET) sistema de expressao contendo o promotor
T7, que € entdo transferido para o hospedeiro, particularmente em E. coli (GEMEINER et al.,
2009).
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Um segundo obstaculo para producdo de rCramoll era o fato de mais de 90%
da lectinas previamente expressas em células de E. coli formarem corpos de
inclusdo.resultando em apenas uma pequena parcela de proteinas ativas. Mesmo uma grande
quantidade tendo se encontrado em corpos de inclusdo (agregados insoltveis) foi possivel
recuperar uma quantidade razoadvel de rCramoll solivel em sua forma ativa. Essa lectina
apresenta as mesmas propriedades fisico-quimicas como massa molecular, densidade de
carga, estruturas secundarias e terciarias e a mesma capacidade para aglutinar eritrocitos de
coelho e células epimastigotas Trypanosoma cruzi. Entretanto, foi possivel observar que
pCramoll se apresentou mais instavel que sua forma recombinante quando submetida a altas
temperaturas ou alta pressdo hidrostatica (VAREJAO et al., 2010).

pCramoll, figura 11, também mostrou-se mais instavel com o aumento da acidez
quando comparada a rCramoll. Em pH 7, as duas proteinas existem em sua forma tetramérica,
entretanto, com o aumento da acidificacdo elas comportam-se de formas diferentes, figura 12 .
Em pH 6,0, 26% de dimeros de pCramoll sdo formados, enquanto que rCramoll permanece
100% como tetramero. Em pH 5,0 onde pCramoll é 100% dimérica, 50% de rCramoll ainda
apresenta-se como tetramero, apenas em pH 4,2 todos as formas de rCramoll sdo dimeros
(VAREJAO et al., 2010).

Figura 11 - Lectina de Cratylia mollis (CRAMOLL 1): oligomerizacdo dependente de pH. (a) Mondmero,
(b)Dimero, (c) Tetramero. (D) Eletroforese mostrando o0 mondmero intacto-1 e monémeros fragmentados-

______________________

Dimero
Tetramero

Fonte: Adaptado de VAREJAO et al., 2010.
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Na presenca de 4 molar(M) de uréia, tetrameros de pCramoll sdo dissociados em
monodmeros, enquanto que na mesma situacdo os tetrdmeros de rCramoll sdo inicialmente
desenovelados. Ja ao analisar as espécies diméricas, a dissociagdo a 4M de uréia forma
mondmeros parcialmente desenovelados para as duas proteinas, figura 12. Essa diferenca no
perfil de desenovelamento e dissociacdo é provavelmente devido a auséncia de uma ligacéo
peptidica especifica em alguns monémeros fragmentados de pCramoll o que pode ocasionar a
diminuico da estabilidade dos tetrameros (VAREJAO et al., 2011).

Figura 12 - Diferencas no perfil de dissociacéo e desnaturacéo de p e rCramoll. Em condigdes néo
desnaturantes rCramoll sé apresenta tetrameros intactos diferente de pCramoll que possui tetrameros
formados tanto por mondmeros intactos como fragmentados. Os tetrameros (pCramoll) ao serem
submetidos a 4molar de ureia apresenta apenas mondmeros parcialmente desenovelados, enquanto que
rCramoll apresenta tanto monémeros como tetrameros parcialmente desenovelados

Tetrameros

Fragmentados  pyonGmeros Parcialmente

Desenovelados
ﬁ,& ea \V
@ @A

PCRAMOLL 1

Dimeros Fragmentados Mondmeros
@ Intactos desenovelados

Sem Urela uam UB.5M I

Mondmeros
Dimeros Intactos Parclalmente
desenovelados

Tetrameros Intactos Tetrdmeros Monémeros

Parcialmente desenovelados
desenovelados

Fonte: Adaptado de VAREJAO et al., 2011.

A técnica de expresdo heter6loga também proporcionou o estudo da influéncia da
modificacdo pods-traducional na sintese de CRAMOLL e sua possivel importancia para o
vegetal. Essa certa instabilidade da proteina da planta pode ser importante para a
disponibilidade dessa proteina como fonte de nutricdo para o crescimento do embrido na
semente. rCramoll ndo apresenta mondmeros fragmentados vindos do processo de
modificacdo pos-traducional que ocorre nas plantas, dessa forma, isso rende um aumento da
estabilidade da proteina recombinante frente em algumas situacdes desnaturantes (VAREJAO
etal., 2011).
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2.2.4 Lectinas e acdo antitumoral

O século XX apresentou um avango extraordinario na pesquisa de produtos naturais,
especialmente de plantas e microorganismos, no campo da oncologia propiciando a
descoberta de diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica antineoplasica. A
maioria (60%) dos farmacos anticancer introduzidos na terapéutica nas ultimas décadas tem
sua origem nos produtos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2007; BUTLER, 2008; HARVEY,
2008).

Algumas lectinas de plantas ja foram usadas como ferramentas de reconhecimento
tumoral para diferenciar tumores malignos de benignos e o grau de glicosilacdo associado
com metastases (MODY et al., 1995). Elas tém sido desenvolvidas para utilizacdo como
microarranjos sofisticados para melhor reconhecimento de tumores malignos no diagndstico e
prognostico do cancer (GUPTA et al., 2010).

Estas lectinas tém sido bem conhecidas por possuir atividade antitumoral, via morte
celular programada, que é um mecanismo celular intrinseco para eliminar células prejudiciais
e manter a homeostase, incluindo apoptose e autofagia (LI et al., 2009), existem multiplas
conexBes entre apoptose e autofagia que pode selar o destino final da célula do céncer
(GIANSANTI et al., 2011). Além disso, as lectinas de plantas sdo um potencial terapéutico

nos ensaios preclinicos e clinicos na descoberta de farmacos anticancer (FU et al., 2011).

Até agora, diversas lectinas de plantas como MLs (lectina de Mistletoe) e Ricina tem
sido bem estudas por possuir efeito antiproliferativo e atividade que induz a apoptose nas
células cancerigenas (DE MEJIA e PRISECARU, 2005). As lectinas ConA e PCL (lectina de
Polygonatum cyrtonema) podem resultar na morte celular por autofagia depois da
internalizacdo ou ligagdo a certos receptores de aglcares na superficie das células do cancer
(LEl e CHANG, 2007).

ConA foi a primeira lectina de legume com ampla atencdo devido a sua atividade
antitumoral. Em 1995, essa lectina foi reportada por induzir apoptose que estava associada
com sua propriedade de ligacéo a carboidrato (KULKARNI e MCCULLOCH, 1995). Estudos
recentes tem demonstrado que a iniciacdo do processo de apoptose pode ser mediada pela
mitocondria (LIU et al., 2009C; LI et al., 2010) devido ao colapso de seu potencial de
membrana, liberando o citocromo C e ativando as caspase 9/3 culminando com a apoptose
(LIU et al., 2009D, 2010C).
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Além disso, outras lectinas de legume sdo reportadas por possuir significantes
atividades anti-proliferativas e indutoras de apoptose para uma variedade de tipos de cancer
(FU et al., 2011). Sementes de Phaseolus coccineus possuem atividade anti-proliferativa. Esta
lectina induz a apoptose dependente de caspase em células L929 (fibroblastos de
camundongos) e a atividade anti-neoplasica desta lectina foi abruptamente diminuida quando
a especificidade por &cido sialico foi completamente inibida, o que indica que esta
especificidade de ligacdo a aclcar pode estar relacionada a atividade anti-neoplésica. (CHEN
et al., 2009). Cramoll 1,4 apresentou cerca de 41% de inibicdo tumoral em camundongos com
sarcoma 180 (ANDRADE et al., 2004).

Lectinas tém sido abrangentemente usadas como candidatas a famacos antitumorais
em canceres humanos in vitro, algumas delas tém sido aplicadas nas terapias pré-clinicas e
clinicas na luta contra cancer humano (THIES et al., 2005; GUPTA et al., 2010; FU et al.,
2011).

Por conseguinte, as lectinas tém como uma de suas atividades biologicas a acédo
antitumoral que pode ser desencadeada por trés possiveis vias. Algumas lectinas agem
inativando ribossomos nas células do cancer, outras através da endocitose e seletivamentente
se localizam em algumas organelas como mitocondrias e por fim algumas se ligam a
dominios contendo acgucares de alguns receptores dessas células cancerigenas. Sendo todas as
trés vias direcionadas para a morte celular programada e assim destruicdo dessas células
malignas (FU et al, 2011).

2.3 Nanotecnologia Farmacéutica

A formulacdo, caracterizacdo e aplicacdo de dispositivos em escala nanométrica é
funcdo da nanotecnologia, amplamente conhecida por ter um grande potencial em trazer
beneficios para muitas areas da pesquisa e aplicacbes. Em 1974, o cientista Norio Taniguchi
da universidade de Tokyo foi o primeiro a utilizar o termo nanotecnologia ao referir-se a
habilidade de produzir materiais em nivel nanométrico (THASSU et al., 2007; VARSHNEY e
SHAILENDER, 2012). Essa tecnologia € um campo inovador e altamente especializado, que
tem revolucionado a industria farmacéutica. A nanotecnologia pode fornecer diagndsticos
mais precisos e tratamentos terapéuticos de doengas fundamentadas ao nivel molecular (JAIN,
2007).
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A nanotecnologia tem sido amplamente estudada como alternativa para o tratamento
de muitas doencas a exemplo do céncer, que apresenta inimeras dificuldades, entre elas a
resisténcia que algumas células tumorais tém ao efeito citotdxico de alguns quimioterapicos.
A nanotecnologia providencia uma inovadora e promissora alternativa para pequenas
moléculas quimioterapicas convencionais, superando a resisténcia do tumor a esses
medicamentos por meio da encapsulagdo, anexacdo ou conjugacao dos farmacos ou produtos
bioldgicos terapéuticos (GAO et al., 2012).

Simultaneamente, 0s nanocarreadores podem promover uma melhora na
penetracdo/permeacao das substancias ativas nas barreiras fisioldgicas e proteger os farmacos
ou produtos biologicos sensiveis dos fluidos bioldgicos. Além disso, 0os nanocarreadores
permitem a solubilizacdo de famacos hidrofébicos, aumento do tempo de circulagdo
sanguinea do farmaco, entrega a multiplos alvos terapéuticos e liberacdo controlada do
farmaco (GAO et al., 2012).

Um dos fatores que tem impulsionado, em grande parte, 0 uso de nanossistemas para o
tratamento de céancer resistente a varios farmacos, pode ser atribuido a possibilidade de
acoplar moléculas a esses nanossistemas que direcionam especificamente, como anticorpos e
peptidios aos sitios de acdo nas células tumorais de interesse (JABR-MILANE et al., 2008;
ABEYLATH et al., 2011; JABR-MILANE et al., 2008; IYER et al.,, 2013). Alguns
importantes nanocarreadores para este fim sdo: nanoparticulas, lipossomas, micelas,
dendrimeros, quantum dots, nanoparticulas magnéticas e polimeros conjugados a farmacos
(GAO et al., 2012; DESOIZE e JARDILLIER, 2000).

2.3.1 Lipossomas

Moléculas anfifilicas normalmente interagem de modo a diminuir a exposicao de seus
grupos hidrofébicos em um ambiente hidrofilico formando monocamadas. Em uma faixa
acima de determinada concentracao destes compostos, a chamada concentracdo micelar critica
(CMC), ocorre a formagdo de agregados termodinamicamente estaveis, estruturas que
apresentam diferentes formas de acordo com suas caracteristicas quimicas, figura 13
(NELSON e COX, 2008).

Fosfolipidios sdo exemplos de moléculas anfifilicas que possuem cadeia

hidrocarbonada Unica ou duas cadeias curtas que sdo capazes de formar, em meio aquoso,
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micelas, evitando dessa forma a exposicdo de seus grupos apolares em agua ou substancia
polar. Caso os fosfolipidios apresentem duas cadeias hidrocarbonadas longas,
espontaneamente formardo agregados em bicamadas, assumindo a forma vesicular quando
dispersos em solucdo aquosa, estas estruturas sdo nomeadas de lipossomas, estruturas

fechadas que envolvem um nucleo aquoso, figura 13 (FERREIRA et al., 2005).

Figura 13 - Quatro principais tipos de fosfolipidios, PC (fosfatidilcolina) possui grupo polar neutro; PE
(fosfatidiletanolamina) possui grupo polar neutro; PS (fosfatidilserina) possui grupo polar carregado
negativamente; Pl (fosfatidilinositol) possui grupo polar carregado negativamente em pH 7. Organizacao
das moléculas de fosfolipidios. (a), (b) e (c).
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Fonte: Adaptado de: NELSON e COX, 2008; R. VALENZUELA e A. VALENZUELA, 2013.

De acordo com TORCHILIN (2005), os lipossomas sdo vesiculas que consistem de
uma ou mais bicamadas de fosfolipidios concéntricos ao redor de um compartimento aquoso,
(figura 13), eles podem carrear farmacos, biomoléculas e agentes diagndsticos no nucleo
aquoso (moléculas hidrofilicas) ou embebidos em sua membrana (moléculas hidrofdbicas).

Os lipidios utilizados para a preparagdo dos lipossomas sdo biodegradaveis e
biocompativeis. Entre os fosfolipidios mais utilizados encontram-se as fosfatidilcolinas
devido a sua estabilidade apropriada e sua habilidade para agir contra mudancas de pH ou de
concentragdes salinas no produto ou ambiente bioldgico. (BATISTA et al., 2007).
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Os lipossomas sdo classificados quanto ao seu grau de lamelaridade e quanto ao seu
tamanho. Vesiculas unilamelares quando pequenas sao nomeadas de (SUV’s) e as grandes de
(LUV’s), enquanto que aquelas que possuem varias camadas sdo denominadas de vesiculas

multilamelares grandes (MLV’s) (LOPES et al., 2013).

Figura 14 - Classificacdo dos lipossomas de acordo com o tamanho e niUmero de camadas
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Fonte: Adaptado de LOPES et al., 2013.

A primeira linha de lipossomas formulados chamados de convencionais (figura 15),
sdo compostos basicamente de fosfolipidios e colesterol, podendo ter também um lipideo com
carga negativa ou positiva para evitar a agregacdo das vesiculas, aumentando a estabilidade
em suspensao (BATISTA et al., 2007). Estas vesiculas tém sido exploradas para uma entrega
eficiente de farmacos antiparasitas e antimicrobianos e para o tratamento de infeccdes
localizadas no sistema mononuclear fagocitico (MPS) (AGRAWAL e GUPTA 2000; BASU e
LALA 2004). Lipossomas catidnicos também sdo extensivamente usados para encapsular
moléculas carregadas negativamente como DNA, RNA e oligonucleotidios (BATISTA et al.,
2007). Entretanto, esses lipossomas enfrentam limitacdes pela sua rapida captura pelo (MPS)
depois da administracdo sistémica (HUWYLER et al., 2008).

Figura 15 - A. Fosfolipidios tradicionais com farmacos soltveis em agua (a) encapsulado no interior
aquoso, e farmacos insoltveis na bicamada (b). B. Lipossomas com moléculas sitio-especificas como
anticorpos (c) reagindo com fosfolipidios na membrana ou ancorados em outra estrutura(d). C.
Lipossomas de longa circulagdo revestido com polimero como o polietilenoglicol (PEG)(e). D.
Imunolipossomas de longa circulagéo
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Fonte: Adaptado de TORCHILIN, 2005.

Outro grupo de lipossomas sdo os polimorficos, que se tornam reativos devido a
mudanca na sua estrutura desencadeada por algumas situacdes especificas (BATISTA et al.,
2007). Lipossomas pH-sensiveis sdo chamados de polimorficos, pois sdo geralmente estaveis
em pH fisiol6gico, mas podem ser desestabilizados e adquirir propriedades fusogénicas em
condicGes de acidez, como em é&reas de infeccdo, inflamacdo e tumores (GULINO et al.,
1967; LOPES et al., 2013) levando a liberacdo de seu contetdo aquoso ( SIMOES et al.,
2004; CARVALHO-JUNIOR et al., 2007). Lipossomas termo-sensiveis também s3o
polimérficos e sdo constituidos por fosfolipidios cuja temperatura de transicdo de fase é
levemente acima de 37°C, o que favorece a liberacdo do material encapsulado em regides
com hipertermia como o tumor (BATISTA et al., 2007; LOPES et al., 2013).

Uma nova linha de lipossomas tem sido elaborada, os lipossomas sitio-especificos,
figura 15, que objetiva o acimulo dos produtos carreados nas células ou tecidos alvos,
diminuindo a exposicdo para tecidos saudaveis agindo de forma seletiva e diminuindo os
efeitos colaterais causado pelos farmacos. Esses lipossomas sdo formados por meio do
acoplamento em sua superficie de uma molécula direcionadora para o sitio de acdo, que é
capaz de reconhecer, ligar e induz a internalizacdo do nanossistema ou do farmaco
encapsulado. As moléculas direcionadoras envolvem anticorpos ou fragmentos, fatores de
crescimento, carboidratos ou ligantes de receptores e lectinas (LOPES DE MENEZES et al.,
1999; SAPRA e ALLEN 2003; MEDINA et al., 2004; MAKHLOF et al., 2011).

As lectinas, por se ligarem especificamente e reversivelmente a residuos de
carboidratos (FU et al., 2011) sdo potenciais moléculas para o direcionamento de
nanossistemas. Em 2006, ROLIM-SANTOS e colaboradores conjugaram a lectina comercial
concanavalina A para avaliar seu potencial no direcionamento da doxorrubicina (DOX) para

as celulas. Eles mostraram que a encapsulacdo do DOX nesse nanosssitema foi capaz de
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aumentar a penetracdo do farmaco em células, aumentando sua citotoxicidade especifica o
que resultou em uma inibicdo da proliferacdo celular de cerca de 70% na linhagem Hep-2

(linhagem de células tumorais derivadas de carcinoma laringeo humano).

Entretanto, mesmo com o0s mais aperfeicoados sistemas para entrega controlada de
farmacos eles acabariam por esbarrar no entrave que é sua rapida retirada da corrente
sanguinea. Essa dificuldade impulsionou estudos com o objetivo de “camuflar” esses
nanossistemas e assim aumentar seu tempo de permanéncia na corrente sanguinea. ALLEN e
CHONN (1987), ao incorporarem glicolipidios ha membrana dos lipossomas, mimetizando a
membrana dos eritrocitos, perceberam que eles agem diminuindo a taxa e extensdo da captura
de lipossomas pelos macréfagos in vivo. Entretanto, a utilizacdo do glicolipidio
monossialogangliosidio GM1 apresentou alguns inconvenientes como o custo e sua fonte de
extracdo que foram considerados impréprios para produtos farmacéuticos (ULRICH, 2002;
LOPES et al., 2013).

A partir da limitacdo do uso do GM1, novos materiais hidrofilicos foram testados até
que a incorporacdo de lipidios com polietilenoglicol (PEG), significativamente prolongou o
tempo de meia-vida dos lipossomas na circulacdo. Dessa forma, foi observado que a
incorporacdo de 5 a 10% de PEG conjugado ao lipidio, comumente chamado lipidio
peguilado, previne a opsonizacao (ULRICH, 2002; LOPES et al., 2013).

O PEG é um polimero inerte, solivel em &gua, com baixa imunogenicidade e boa
cinética de excrecdo e apresenta vastas aplicagdes como um revestimento biocompativel
(MARSH et al., 2003; IMMORDINO et al., 2006). A incorporacdo do lipidio peguilado,
figura 16, permite a formacdo de uma camada aquosa na superficie do lipossoma gerando
interacdes repulsivas entre esses lipossomas e 0os componentes do sangue (ULRICH, 2002;
LOPES et al., 2013).

Figural6 - Estrutura do DSPE-mMPEG o,
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Fonte:Adaptado de ZHANG et al., 2008.

O PEG pode ser incorporado na superficie por diversas formas, uma das formas mais

utilizadas € através da sua ligacdo com um lipidio tal como o DSPE-PEG (PEG -
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distearoilfosfatidiletanolamina) e posteriormente sua insercdo na bicamada lipidica
(MOGHIMI e SZEBENI, 2003).

A massa molecular do polimero e sua densidade na nanoestrutura determinam o grau
de coberturada da superficie e a distancia entre os locais de insercéo do lipidio peguilado que
é representando por diferentes configuracdes desse polimero na superficie lipossomal, figura
17, proposto por De Gennes (1980) (IMMORDINO et al., 2006).

Figura 17 - Diagrama esquematico dos regimes de configurac6es do PEG revestindo a bicamada lipidica
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Fonte:Adaptado de IMMORDINO et al., 2006.

Vérias especulacdes tém sido feitas a respeito do real mecanismo pelo qual esses
nanocarreadores revestidos por esse polimero prolongam seu tempo na circulagdo. Uma das
hipoteses amplamente defendida é que a presenca do PEG pode reduzir ou prevenir a
adsorcdo protéica e consequentemente a rapida retirada da corrente sanguinea pelo MPS
(sistema mononuclear fagocitico) (NEEDHAM e KIM, 2000). Outros grupos tem sugerido a
1déia de “disopsonizagdo”, fendmeno onde o PEG promove ligagdo com certas proteinas que
agem recobrindo a vesicula e “mascarando-a” do sistema MPS (VERT e DOMURADO,
2000). Essas proteinas podem modular a taxa de captura do lipossoma e reduzir a quantidade
de opsonina ligada, protegendo da fagocitose e aumentando o tempo de permanéncia na
corrente sanguinea (PARK e HUANG, 1993; MOGHIMI e SZEBENI, 2003; NOGUEIRA et
al.,2013).
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A incorporacdo do lipidio peguilado na bicamada lipidica confere a estas vesiculas
algumas caracteristicas especiais. NOGUEIRA e COLABORADORES (2013) mostraram que
0 padréo de distribuicdo de tamanho de lipossomas tem sido influenciado pelo DSPE-mPEG,
pois em sua presenca, os lipossomas apresentam a tendéncia de serem menores (NOGUEIRA
et al., 2013). A repulsdo eletrostatica entre lipossomas com DSPE-mPEG pode reduzir a
agregacdo dos lipossomas depois da extrusdo, técnica bastante utilizada para diminuir o
tamanho das vesiculas, resultando em menores faixas de tamanho (BIHARI et al., 2008).

Um dos grandes sucessos do uso de lipossomas peguilados foi o DOXIL® contendo
doxorrubicina aprovada nos Estados Unidos e Europa para o tratamento do sarcoma de
Kaposi’s (KROWN et al., 2004) e cancer ovariano recorrente (ROSE, 2005), além de
continuar a ser testado para outros tipos de céancer (HUSSEIN e ANDERSON, 2004,
ROBERT et al., 2004; HAU et al., 2004; IMMORDINO et al., 2006). Desde entdo, grandes
estudos utilizando os nanossistemas revestidos com esse polimero tem sido constantemente

realizados.

2.3.2 Métodos de preparacdo de lipossomas

Existem muitos métodos para a formacdo de lipossomas, alguns desses amplamente
usados para a encapsulacdo de proteinas. A maioria desses métodos consiste na formacéo do
filme lipidico e posterior dispersdo deste filme em meio aquoso (MOZAFARI e
MORTAZAVI, 2005).

O método de hidratacdo do filme lipidico gera vesiculas multilamelares grandes
(MLV) que podem ser submetidas a diversas técnicas para aumentar a taxa de encapsulacéo e
posterior adequacdo de caracteristicas como tamanho e indice de polidispersdo. Algumas
técnicas como o congelamento e descongelamento (FAT) e hidratacéo e reidratagdo (DRV)
sdo amplamente escolhidas para encapsular moléculas hidrofilicas. Outras metodologias
envolvem o uso de emulsdes (microemulsdes) como a evaporacdo em fase reversa (REV)
onde um solvente imiscivel é colocado em agua como sistema inicial. Alguns envolvem o
uso de detergentes para formag&o de micelas como o método de diélise por detergente (DDV).
Outros sdo baseados na mistura de uma fase ndo aquosa com lipidios e solucao aquosa (VEI)
(figura 18) (WALDE e ICHIKAWA, 2001).
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O método de hidratagdo e reidratacdo (DRV) seguido da técnica de extrusdo
proporciona altas eficiéncias de encapsulacdo para moléculas hidrofilicas e evita o uso de
solventes organicos durante o procedimento de encapsulacdo. Este método produz vesiculas
relativamente monodispersas e com um alto grau de unilamelaridade (WALDE e
ICHIKAWA, 2001). ZADI e GREGORIADIS (2000) reportaram uma alta eficiéncia de
encapsulacdo de solutos hidrofilicos em pequenos lipossomas pelo método de hidratacdo e
reidratacao.

Outra técnica bastante utilizada para encapsulacdo de moléculas hidrofilicas, consiste
no congelamento e descongelamento da formulacdo. Nessa metologia, os MLV’s sao
submetidos a repetidos ciclos rapidos de congelamento, geralmente em nitrogénio liquido (-
196°C) e ciclos de descongelamento na temperatura de transicdo de fase dos lipidios. Esses
ciclos refletem na quebra das lamelas devido a formacdo de cristais de gelo durante o
processo de congelamento (SRIWONGSITANONT e UENO, 2011). Durante o processo de
descongelamento, a agua proporciona um meio que permite a difusdo passiva da molécula
hidrofilica devido ao gradiente de concentracdo através da bicamada (XU et al., 2012).
Entretanto, durante os ciclos de congelamento e descongelamento muitas proteinas séo
desnaturadas (COLLETIER et al., 2002). Desta forma, um estudo prévio avaliando a

estabilidade da macromolécula é necessério.

Figura 18 - Resumo esquematico dos métodos que podem ser usados para a preparacao de lipossomas
contendo enzimas: (a) métodos que basicamente comecam do filme lipidico seco; (b) métodos que usam
emulsBes (microemulsdes) contendo agua e solvente imiscivel no sistema inicial; (¢c) métodos que envolvem
o0 uso de detergente na formacao de micelas; (d) métodos que sdo baseados na mistura de uma solugéo
lipidica ndo aquosa com solucdo aquosa
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Fonte: Adaptado de WALDE e ICHIKAWA, 2001.

XU e colaboradores em 2012 conseguiram encapsular cerca de 50% da enzima
superdxido dismutase (SOD) em vesiculas unilamelares com cerca de 150 nm utilizando
apenas dois ciclos de congelamento e descongelamento, mantendo constante a atividade desta
enzima. COLLETIER e colaboradores em 2002 também mostraram haver um aumento da
eficiéncia de encapsulacdo da enzima acetilcolinesterase recombinante em lipossomas de

acordo com o aumento do nuimero de ciclos de congelamento e descongelamento. Sendo
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assim, a hidratacdo do filme lipidico seguida de ciclos de congelamento e descongelamento

foi a metodologia utilizada para a elaboragéo dos lipossomas furtivos encapsulando rCramoll.

2.3.3 Lipossomas na terapia do cancer

Lipossomas tém sido o candidato de maior sucesso para aplicacbes como no
tratamento de infecgdes, doengas no pulmdo, da pele, elaboragédo de vacinas, entrega
medicinal de genes, e terapia do cancer. Muitos dos sistemas de entrega controlada, aprovados
pelo 6rgdo governamental dos Estados Unidos de administracdo de alimentos e farmacos
(FDA) sdo lipossomas ou baseados em lipidios. Desde o primeiro sistema de entrega de
farmacos aprovado pela FDA, anfotericina B lipossomal, em 1990, alguns sistemas de entrega
de farmacos estdo disponiveis comercialmente para tratar diversas doencas que vao desde a
infecgdo fungica ao cancer (ALLEN e CULLIS, 2004; ZHANG et al.,2013).

Lipossomas modificados com ligantes na superficie interagem com receptores
celulares especificos podendo resultar na internalizacdo do carreador e intracelularmente
liberar o farmaco (GABIZON, 2006). Propriedades fisico-quimicas dos nanossistemas,
tamanho, carga e hidrofilicidade de sua superficie também afetam a entrega da molécula
carreada para o tumor (AU et al., 2002; JANG et al., 2003; WANG et al.,2010; LI et al.,
2012).

Mesmo sem o direcionamento especifico, nanossistemas tem mostrado habilidade para
se acumularem passivamente nos sitios com aumento da permeabilidade vascular, quando sua
faixa de diametro € menor que 200 nm (ALLEN e. CULLIS, 2013). Isso se deve a morfologia
diferenciada dos vasos que permeiam o tumor. A angiogénese induzida pelas células tumorais
gera vasos com maior permeabilidade, além disso, a drenagem deficiente do sistema linfatico
nesse local gera um aumento da retengdo, fenémeno conhecido como efeito de aumento de
permeabilidade e retencdo (EPR), figura 19, (TORCHILIN, 2011).
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Figura 19 - Diferencas entre o tecido normal (A) e tumoral (B) e a acumulacéo passiva dos
nanocarreadores pelo aumento da permeabilidade e efeito de retencdo (EPR).
A. TECIDO NORMAL B. TECIDO TUMORAL
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Fonte: Adaptado de DANHIER et al., 2010.

O efeito EPR, é uma das vias mais utilizadas pelos nanossistemas na terapia do cancer,
visto que eles podem entrar e se acumular passivamente (IMMORDINO et al., 2006) no local
do tumor devido a esse perfil diferencial de vasos expressos no microambiente tumoral. Uma
grande vantagem no encapsulamento de farmacos anticancer é o fato de que moléculas
menores que 4 nm podem atingir o intersticio tumoral, mas podem retornar a circulacdo
sanguinea e serem reabsorvidas, enquanto que para nanoparticulas esse processo encontra
barreiras devido ao grande raio hidrodindmico o que favorece o acumulo dessas
nanoestruturas no intersticio tumoral (BERTRAND et al., 2013).

PARK e colaboradores (2002) mostraram a eficicia substancial no tratamento de
cancer de mama e de ovario de lipossomas furtivos contendo doxorrubicina assim como na
monoterapia € em combinacdo com outros farmacos quimioterapicos. Um aumento da
deposicdo de doxorrubicina encapsulada em lipossomas furtivos (PLD- Doxil®) em células
tumorais, promoveu um maior efeito antitumoral de Doxil® quando administrado em doses

menores que o farmaco livre (GABIZON et al., 2002).

A encapsulacdo de predinisolona fosfato em lipossomas furtivos proporcionou uma
inibicdo do crescimento tumoral maximo de 80-90% com apenas uma Unica dose de 20 mg/kg
enquanto que sua forma livre ndo teve atividade mesmo quando aplicado uma dose de
50mg/kg (SCHIFFELERS et al., 2006).

Em 2013, LAPENDA e colaboradores mostraram que a atividade antitumoral de
trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em lipossomas aumentou em duas vezes seu potencial,

alem disso, a formulagdo lipossomal reduziu a hepatotoxicidade do farmaco e nenhuma
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toxicidade hematoldgica significante foi observada nos animais com sarcoma 180. Mostrando
que o desenvolvimento de formulagdes lipossomais contendo esse farmaco € um importante

avanco para seu uso na terapia.

Outro importante estudo foi realizado com uma série de novos agentes anticancer
sintetizados com o propdsito de serem farmacos mais efetivos e menos toxicos como 0s
derivados de acridina a exemplo o LPSF/ACO04 (5Z)-[5-acridin-9-ylmethylene-3-(4-methyl-
benzyl)-thiazolidine-2,4-dione], entretanto, eles tem seu uso limitado devido sua baixa
solubilidade em solucdes aquosas 0 que motivou sua incorporacdo em complexos de inclusédo
em lipossomas. Esse estudo mostrou um significante aumento da atividade antiproliferativa
do farmaco em linhagens celulares gracas a sua incorporacao em lipossomas (MENDONCA
etal., 2012).

Desde a aprovagao dos primeiros lipossamas furtivos voltados para o tratamento do
cancer, DOXIL® (ZHANG Y, 2008) a nanomedicina tem sido amplamente utilizada para
carrear moléculas citotoxicas voltadas para o cancer, e tem por objetivos providenciar o
aumento da solubilidade do quimioterépico, controlar a taxa de liberacdo, reduzir dos efeitos
colaterais e diminuir a exposicao desses agentes citotdxicos as células sadias (BLANCO et al.,
2011; VENDITTO e SZOKA, 2013).

2.3.4 Proteinas encapsuladas em lipossomas

A busca para o tratamento de muitas doengas vive uma nova era, agentes terapéuticos
baseados em proteinas e peptideos tém sido produzidos por processos biotecnoldgicos e
aprovados pelos principais 6rgaos regulamentadores para uso terapéutico. A eficiéncia e
entrega segura de proteinas terapéuticas é a chave para o sucesso comercial. Embora métodos
de entrega de proteinas tenham sido desenvolvidos, existem muitos obstaculos remanescentes
(CLELAND e DAUGHERT, 2001), como a rapida eliminagdo e distribuicdo do farmaco em
tecidos ou 6rgdos ndo desejados, 0 que aumenta a necessidade de doses frequentes. Uma
alternativa viavel para transpor estes problemas tem sido o uso de lipossomas (TORCHILIN,
2011). Esse nanossistema também tem atraido olhares para entrega de macromoléculas,
permitindo biocompatibilidade, diminuicéo dos efeitos colaterais, e protecdo contra os fluidos
bioldgicos que poderiam afetar a estabilidade das proteinas (GUPTA e SHARMA, 2009).
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As proteinas sdo macromoléculas cujo seu peso molecular é geralmente maior que 0s
observados em produtos farmacéuticos (GUPTA e SHARMA, 2009), além disso, proteinas
hidrofilicas apresentam uma baixa eficiéncia de encapsulacdo, especialmente em vesiculas de
(50~150 nm) devido, principalmente, ao baixo volume interno do lipossoma, tornando-se um
desafio o desenvolvimento desses nanossistemas carreadores de macromoléculas (XU et al.,
2012).

Uma etapa crucial para o desenvolvimento dos nanossistemas € a selecdo da
metodologia para encapsular proteinas hidrofilicas. Ha grandes desafios a serem superados,
dentre estes, a baixa eficiéncia de encapsulagdo e o cuidado com a estabilidade da proteina
durante a preparacdo, especialmente se as condi¢bes do processo sdo agressivas para a

proteina ou envolve solventes organicos (XU et al., 2012).

Novos métodos para entrega de proteinas e peptideos em sistemas lipossomais incluem
0 revestimento dessas nanoestruturas, na superficie, com polimeros hidrofilicos como o PEG,
com o objetivo de reduzir a imunogenicidade e aumentar o tempo de circulacdo das vesiculas
(GABIZON et al., 1994; FRKANEC et al., 2003; ARULSUDAR et al., 2004; BADIEE et al.,
2007; CHANG et al., 2011). A peguilacdo das nanoparticulas tem contribuido
significativamente para uma melhora na biodisponibilidade e minimizacdo dos efeitos
colaterais (WANG et al.,, 2012). Por exemplo, a encapsulacdo da enzima ativadora de
plasminogénio tecidual em lipossoma convencional prolongou o tempo de meia vida desta
proteina 16 vezes e o lipossoma peguilado 21 vezes quando comparados com a proteina em
sua forma livre, evidenciando o efeito do polimero na superficie para longevidade dos
lipossomas (KIM et al., 2009).

ANDRADE e colaboradores em 2004, demonstraram que a lectina Cramoll 1,4
apresentou cerca de 43% de inibicdo do crescimento do sarcoma 180 em camundongos,
enquanto sua forma encapsulada em lipossomas carregados positivamente teve 71% de
inibicdo de crescimento do tumor. 1sso incentivou o0 nosso estudo com a nova proteina
recombinante (rCramoll), com o objetivo de avaliar se 0 seu potencial antitumoral seria

intensificado quando encapsulada em lipossomas furtivos frente a este mesmo tumor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade antitumoral in vivo da lectina recombinante (rCramoll) livre e

encapsulada em lipossomas furtivos frente a sarcoma 180.

3.2 Especificos

v

Obter a lectina recombinante de Cratylia mollis (rCramoll) por meio da expressao

heter6loga em Escherichia coli;

Avaliar a estabilidade de rCramoll apds exposicdo a ultrassom, agitacdo mecanica e

ciclos de congelamento (-196°C) e descongelamento (35°C);

Formular lipossomas furtivos pela técnica de congelamento e descongelamento com

tamanho, PDI e pH adequados para a atividade antitumoral in vivo ;
Caracterizar fisico-quimicamente as formulac6es lipossomais contendo rCramoll;

Avaliar in vivo a atividade antitumoral de rCramoll livre e encapsulada em lipossoma

furtivos frente ao sarcoma 180;

Analisar histopatologicamente os tumores e 6rgdos (figado, bago e rins) dos grupos

experimentais;
Avaliar parametros hematologicos e bioquimicos dos grupos experimentais;

Verificar a influéncia da lectina livre e encapsulada nos niveis da enzima glutationa

peroxidase no sangue dos animais tratados.
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RESUMO

Neste trabalho foi avaliada o potencial de inibi¢do do crescimento do sarcoma 180 in
vivo da nova lectina recombinante de Cratylia mollis (rCramoll) expressa de forma heterdloga
(rCramoll) livre ou encapsulada em lipossomas furtivos que foram formulados pela técnica de
hidratacdo do filme lipidico seguido de ciclos de congelamento e descongelamento. Os
lipossomas apresentaram tamanho de particula, indice de polidispersdo e pH adequados para
avaliacdo da atividade antitumoral in vivo. Esta atividade revelou que a lectina livre
apresentou um percentual de inibicdo do crescimento do tumor de 68% enquanto sua forma
encapsulada apresentou 80% de inibicdo. Analises histopatoldgicas dos grupos experimentais
revelaram que a lectina livre ou encapsulada ndo apresentou alteragdes nos rins dos animais.
Analises hematoldgicas revelaram que o tratamento com a proteina encapsulada aumentou
significativamente a concentracdo de leucécitos em relacdo ao grupo néo tratado. Os niveis da
enzima glutationa peroxidase ndo foi alterado em nenhum grupo experimental. Esses
resultados revelam o potencial antitumoral da nova lectina rCramoll que ao ser expressa de
forma heterdloga é um proteina sem interferéncia sazonal que pode ser utilizada para futuras

aplicacdes na terapia do cancer.

Palavras-chave: Lectinas. Expressdo heter6loga. Lipossomas furtivos. Antitumoral. Cancer.
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ABSTRACT

This study evaluated the potential to inhibit the growth of sarcoma 180 in vivo of new
recombinant lectin Cratylia mollis ( rCramoll ) expressed heterologously ( rCramoll ) , free
or encapsulated in stealth liposomes were formulated by the technique of hydration of the
lipid film followed by cycles of freezing and thawing. Liposomes encapsulating about 60 %
of the protein showed particle size, polydispersity index and pH suitable for the evaluation of
antitumor activity in vivo. This activity revealed that the free lectin showed a percent
inhibition of tumor growth of 68 % while its encapsulated form showed 80 % inhibition.
Histopathological analyzes of the experimental groups showed that the free and encapsulated
lectin showed no changes in the kidneys of animals. Hematological analyzes revealed that
treatment with encapsulated protein significantly increased leukocyte concentration compared
with the untreated group. The levels of glutathione peroxidase enzyme was not altered in any
experimental group. These results reveal the potential of the new antitumor rCramoll lectin,
without seasonal interference, expressed in a heterologous form, could be used for future

applications in cancer therapy.

Keywords: Lectins. Heterologous expression. Stealth liposomes. Antitumor activity. Cancer.
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INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Saude estima que 84 milhdes de pessoas morrerdo de
cancer entre 2005 a 2015 (DANHIER et al., 2010). Tratar uma doenca dessa magnitude
compreende: encontrar o alvo adequado para o tumor, (ii) encontrar farmacos que tratem
eficazmente esta doenca, e (iii) determinar a forma de transportar o farmaco (DANHIER et
al., 2010).

Produtos de fontes vegetais podem ser utilizados para terapéutica dessa doenga, a
exemplo as lectinas, proteinas de origem ndo imune que se ligam especificamente e
reversivelmente a residuos de carboidratos (DAVID & ZIMMERMAN, 2010; VAN DAMME
et al., 1998; FU et al., 2011). Durante anos, esse grupo de proteinas tém sido usado como
ferramenta para diferenciar tumores malignos de benignos e também para avaliar o grau de
glicosilagdo associado com metastase (GORELIK et al., 2001). Além do potencial
diagnostico, as lectinas também possuem a capacidade para serem utilizadas a terapia
antitumoral em uma variedade de células malignas (DE MEJIA & PRISECARU, 2005; CHOI
et al., 2004; LIU et al., 2010; ANDRADE et al., 2004). Dentre essas lectinas estd a extraida
das sementes de Cratylia mollis (pCramoll) que mostrou um potencial antitumoral in vivo
frente a sarcoma 180 (ANDRADE et al, 2004). A fim de evitar interferéncias sazonais e
proporcionar proteinas mais puras, uma lectina recombinante (rCramoll) foi expressa de
forma heter6loga em Escherichia coli (VAREJAO et al,. 2010). Esta nova lectina possui a
mesma capacidade de aglutinacdo de eritrdcitos, entretanto, frente a algumas situagdes
desnaturantes ela mostra-se mais estavel que a lectina extraida da planta (VAREJAO et al.,
2010, 2011).

As lectinas apresentam um potencial terapéutico na luta contra o cancer, entretanto,
existem alguns obstaculos na utilizacdodestas macromoléculas para este fim (CLELAND &
DAUGHERT, 2001) como a possivel degradacdo pelos fluidos biologicos, exposicdo a
tecidos e Orgaos ndo desejados e a necessidade de doses frequentes para se manter o nivel
terapéutico. Com o propdsito de superar essas dificuldades, nanossistemas tém sido
desenvolvidos para o carreamento de proteinas. Entre os candidatos a esses sistemas de
carreamento estdo os lipossomas, vesiculas constituidas por uma ou mais bicamadas lipidicas,

gue podem carrear tanto farmacos lipofilicos como hidrofilicos (TORCHILIN, 2011).

Tendo em vista as limitacdes das lectinas para fins terapéuticos, os lipossomas

apresentam aplicabilidades promissoras atraves da encapsulagdo dessas proteinas,
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especialmente os lipossomas furtivos, que podem proporcionar um maior tempo de circulagédo
desses nanosssitemas em relagdo aos lipossomas convencionais acarretando em um maior
direcionamento e acumulagdo passiva dos nanossistemas furtivos devido ao fendmeno EPR,
onde macromoléculas seletivamente atravessam 0s vasos sanguineos que permeiam o tumor e
se acumulam nestes tecidos, processo esse que ndo ocorre em tecidos normais
(MATSUMURA & MAEDA, 1986; MAEDA, 2001; FANG et al., 2003; SEKI et al., 2009;
MAEDA et al., 2006; MAEDA et al., 2009; IYER et al., 2006; FANG et al., 2011). Logo, este
artigo tem como objetivo avaliar o potencial antitumoral in vivo dessa nova lectina (rCramoll)
livre e encapsulada em lipossomas furtivos e verificar se essa diferenca de estabilidade
apresentada pela lectina recombinante em relacdo a lectina da planta pode influenciar na

atividade bioldgica.

MATERIAIS E METODOS

A proteina recombinante (rCramoll), obtida por expressdo heter6loga em Escherichia
coli, foi fornecida pela Dra. Nathalia Varejdo Nogueira da Paz (UFRJ, Brasil). A
fosfatidilcolina de soja (Epikuron® 200) e o DSPE-PEGy foram adquiridos da Lipoid
(Dusseldorf, Alemanha). A trealose e o Kit de dosagem protéica de Peterson-Lowry foram
comprados da Sigma-Aldrich (E.U.A). O fosfato monobasico de potassio, o hidroxido de
sodio e os solventes foram comprados da Merck (Darmstadt, Germany). Membrana de dialise
cut off 300 kDa Spectrumlabs (E.U.A).

Obtencao de rCramoll

A proteina recombinante (rCramoll) foi obtida por expressdao heter6loga em
Escherichia coli e purificada por cromatografia de afinidade Sephadex G-75 (VAREJAO et
al., 2010).

Avaliacao da atividade hemaglutinante

A avaliacdo da atividade hemaglutinante (AH) da lectina foi realizada de acordo com
Correia & Coelho (1995). Uma aliquota da lectina (50ul) foi submetida a uma diluicéo

seriada em NaCl 0.15M e posteriormente foi adicionada uma suspensdo de eritrocitos
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glutarizados de coelho (2.5% v/v em NaCl 0.15M, 50pl) o titulo foi lido ap6s 45min. A AH

é definida como o inverso da ultima diluigdo que apresentou hemaglutinacéo.

Avaliacdo da estabilidade de rCramoll apds exposicdo a ultrasom, agitacao

mecanica e ciclos de congelamento e descongelamento.

Amostras de rCramoll em solucdo (150 pg/mL) foram submetidas de modo continuo a
ultrasonicacdo (Vibra Cell, BRASON, USA, 200W, 40 Hz e 4 -C) e a agitacdo mecanica
utilizando um shaker (150 agitacdes por min a 37 °C por 24 ou 48 h). Para o teste de
estabilidade a ciclos de congelamento e descongelamento, 1 mL da proteina em tampéo
fosfato pH 7,4 (150 pg/mL) foi submetida até 6 ciclos de congelamento em nitrogénio
liquido (-196°C) e descongelamento em banho maria (35°C). Apoés estes procedimentos, a
atividade hemaglutinante (AH) foi avaliada (CORREIA & COELHO, 1995). Todo o estudo

foi realizado em triplicata.

Lipossomas formados pelo método de congelamento e descongelamento

Os lipossomas foram formulados pela técnica de congelamento e descongelamento
(PICK, 1981) onde os lipidios (Fosfatidilcolina: Colesterol: DSPE-PEG2gq0) (7,5:2:0,5) 80mM
foram dissolvidos em uma solucdo 3:1 (v/v) cloroférmio/metanol, e em seguida evaporados
sob pressao reduzida a 371 °C a 80 RPM para formacéo do filme lipidico. Em seguida, o
filme foi hidratado com uma solugéo de lectina dissolvida em tampé&o fosfato pH 7,4 e agitado
para obtencdo de lipossomas multilamelares (MLV’s). A formulagdo foi entdo submetida a
dois ciclos seguidos de congelamento em nitrogénio liquido (-196 °C) e descongelamento em
banho-maria (35°C) para formagdo de MLV’s FAT (vesiculas multilamelares grandes pela
técnica de congelamento e descongelamento/freeze and thaw) e sonicados por 25s (Vibra
Cell, BRASON, USA, 200W, 40 Hz e 4 -C) para obtencéo de vesiculas unilamelares.

Caracterizacdo fisico-quimica das formulagdes lipossomais

-Otimizacéo do tamanho de particula e indice de polidisperséo através do tempo de

sonicacao
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Diferentes tempos de sonicacdo foram avaliados para determinar o tamanho adequado
das vesiculas para atividade antitumoral. Os lipossomas MLV’s foram submetidos a
diferentes tempos de sonicacdo (0, 10, 25, 50, 100s), o tamanho e o indice de polidispersdo
foram avaliados no aparelho Delsa™ Nano S (Beckman Coulter, UK). A carga de superficie
(potencial zeta) da formulacdo utilizada para atividade antitumoral foi determinado por
mobilidade eletroforética utilizando um Zetatrac Legacy (Microtrac, EUA). A medicdo foi
feita apos a diluicdo em &gua deionizada (25°C) da formulagdo lipossomal. Os resultados

(média + D.P.) foram representantes de trés experimentos independentes

-Estabilidade dos lipossomas

Os lipossomas foram submetidos a testes de estabilidade a longo prazo, onde foram
avaliados os seguintes pardmetros fisico-quimicos: tamanho de particula, indice de
polidispersdo (PDI) e pH apés a preparacdo e em intervalos regulares de 7, 15, 30, 45, 60 e
90 dias.

Teor Protéico e Taxa de Encapsulacéo

Para determinacdo do teor, uma aliquota da amostra lipossomal (150 pl) foi adicionada
a 50 pL de uma solucdo de cloroférmio: metanol 3:1 (v/v) em um eppendorf, a mistura foi
agitada em vértex e colocada para sonicar por 7 min no banho sonicador. Apds isso, uma
aliquota de 4gua milli-Q foi adicionada para um volume final de ImL (ROLIM-SANTOS et
al., 2006 modificado). Em seguida, o contetudo de proteina foi dosado com o Kit de dosagem

Peterson-Lowry (SIGMA) e a absorbancia lida a 750 nm.

Duas metodologias para separacdo da lectina ndo encapsulada foram utilizadas para
posterior verificacdo da taxa de encapsulacdo. A primeira consistiu na ultracentrifugacéo,
onde 1mL da formulacédo lipossomal foi submetida a ultracentrifugacéo a 256.860 g durante
30 min (Beckman Optima LE-80K rotor 70 ti), sendo o sobrenadante retirado e o
precipitado resssupendido. Ao final, a proteina foi quantificada do sobrenadante com o Kit de
dosagem Peterson-Lowry (SIGMA) e a absorbancia lida a 750 nm.

A segunda metodologia utilizada foi a técnica de dialise utilizando membranas com
cut off de 300 KDa (Spectra/Por® Float-A-Lyzer® da Spectrum Labs, EUA). A diélise ocorreu
por 12 horas com 6 trocas a cada 2 horas. Posteriormente, a proteina encapsulada foi


http://www.spectrumlabs.com/generic/tms.html?LiFrom=%2Fdialysis%2FFloatALyzer.html;FrName=Float-A-Lyzer+G2;rtm=Spectra%2FPor;#SPECTRAPOR
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quantificada apds a quebra lipossomal com o Kit de dosagem Peterson-Lowry (SIGMA) e a

absorbancia lida a 750nm.

Atividade antitumoral de rCramoll livre e encapsulada em lipossomas furtivos

Os ensaios de avaliacdo da atividade antitumoral in vivo de rCramoll livre e
encapsulada frente ao Sarcoma 180 foram realizados utilizando camundongos machos,
albinos, da linhagem Swiss, com 40 a 60 dias e peso médio de 40 g, provenientes do Biotério
do Laboratorio de Imunopatologia Keiso Asami-Lika-UFPE. Os animais foram mantidos em
ambiente climatizado sob temperatura controlada (+ 22°C), com ra¢do e &gua ad libitum em
um ciclo de claro:escuro de 12 h:12 h. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o
protocolo aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Pernambuco (Processo n°23076.023165/2012-13).

Exceto o grupo (A): controle negativo que consistia de animais saudaveis, todos os
animais foram inoculados com uma suspensdo celular (5,0 x 10° células mL ™) do tumor
ascitico Sarcoma-180 (com sete dias de implantado), via subcutdnea na regido subaxilar dos
camundongos, O tratamento foi iniciado 24 horas apds implantagdo do tumor, os animais,
foram marcados e separados aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais contendo 7
animais cada: grupo (B): controle positivo de animais tratados com soro fisiolégico, grupo
(C):animais tratados com rCramoll livre, grupo (D): animais tratados com lipossomas
contendo rCramoll encapsulada (Tabela 1). O tratamento foi iniciado 24 h ap6s inoculacdo do
tumor, e mantido durante sete dias consecutivos com injecGes diarias (via i.p.) de uma solucao
de rCramoll em tampdo fosfato (pH 7,4) ou de rCramoll encapsulada em lipossomas
utilizando uma dose terapéutica de 7mg/Kg/ dia durante sete dias. Apds o tratamento, 0s
animais foram eutanasiados com uma dose letal de Urethame® (Sigma, E.U.A) (1,25 g/kg
de peso corpdreo) sendo o sangue coletado do puncéo cardiaca. Os tumores foram dissecados
e pesados. A inibicdo tumoral foi expressa pela média dos pesos dos tumores dos animais
tratados (T) em comparagdo com o grupo controle (C). A percentagem de inibi¢do do tumor

foi calculada de acordo com a seguinte formula: % inibi¢do do tumor = [(C—T)/C]x100 .
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Tabela 1 - Protocolo experiemental e grupos de animais tratados no ensaio da atividade antitumoral em
camundongos frente ao Sarcoma 180.

Grupos experimentais Tratamento
Grupo A (Controle negativo) Soro Fisiologico
Grupo B (Controle positivo) Soro Fisiologico
Grupo C ( rCramoll) rCramoll Livre
Grupo D (Lipo_rCramoll) rCramoll Encapsulada

Analises histopatoldgicas

Ao final do tratamento os tumores e drgdos dos animais (figado, bago e rins) foram
armazenados em solucdo tamponada de formalina a 10% por 24h. Posteriormente, 0s 6rgaos
foram submetidos a procedimentos histologicos de rotina e corados com Hematoxilina e

Eosina (HE) para anélise histopatoldgica.

-Determinacao do indice mitotico (IM)

As laminas contendo cortes dos tumores devidamente coradas com HE foram
fotografadas por camera digital (Moticam 3.0) acoplada ao microscépio dptico (Nikon-E200),
sob foco fixo e clareza de campo, obtendo-se 20 campos por lamina com aumento final de
400X. As fotomicrografias foram avaliadas através do software ImageJ versao 1.44 (Research
Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA..), onde em cada uma
das amostras histolégicas foram avaliados 0 nimero de mitoses por campo, determinando a
partir destes a média do nimero de mitoses por tumor. Os valores obtidos foram normalizados

para o controle considerado como 100%.

Analise hematologica e bioquimica

O sangue coletado dos animais foi devidamente acondicionado em microtubos
MiniCollect® K3EDTA (Greiner Bio-One, Austria). As amostras de sangue dos camundongos
foram submetidas a determinacdes do hematdcrito, nimero total de hemacias e leucograma
(contagem total e diferencial de leucécitos) no hemocitémetro (SYSMEX XT-4000i™,

Sysmex Corporacdo, Curitiba, Brazil) e analises bioquimicas para determinac¢fes dos indices
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plasmaticos de glicose, ureia, AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina
aminotransferase), no analisador automatico (COBAS® 6000, Roche Diagnésticos,
Inglaterra).

Avaliacdo da expressado da enzima glutationa peroxidase nos grupos experimentais

O sangue coletado dos animais foi devidamente acondicionado em microtubos
MiniCollect® K3EDTA (Greiner Bio-One, Austria) com anticoagulante EDTA e submetido &
avaliacdo da atividade da enzima glutationa peroxidase utilizando o kit teste Ransel (Randox,
Reino Unido).

Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo e testes com analise de
variancia (ANOVA). O teste T-Student foi empregado para comparar as significancias
estatisticas entre os grupos controle e experimentais com p<0,05. Todas as analises foram
realizadas utilizando o software PRISMA (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, versao
6.03).

RESULTADOS

Estabilidade de rCramoll frente a ultrassom, agitacdo mecénica e ciclos de

congelamento e descongelamento

Um ensaio preliminar foi realizado para verificar a estabilidade de rCramoll frente a
ultrassom e agitacdo mecanica, na atividade bioldgica de hemaglutinacdo de eritrcitos

glutarizados de coelho.

As amostras submetidas a sonica¢do a 100 s e 250 s ndo mostraram alteracbes da
atividade hemaglutinante 256™, entretanto, acima de 300 s foram detectadas alteracdes da
atividade hemaglutinante 128™. Esta capacidade de aglutinar eritrocitos também foi alterada a
48 h de agitacdo mecanica para 128, Este estudo mostrou que rCramoll oferece a mesma

estabilidade que pCramoll frente a agitacdo e ultrassom (Tabela 2).
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Tabela 2 - Acéo da sonicac¢do e agitacdo mecanica na Atividade Hemaglutinante de rCramoll.
Sonicacdo (Continuous, 200 W Agitagao Mecanica
(180 strokes/min)
power)

Tempo de 0s 100s  250s 300 Oh 24 h 48 h

Exposicéo

Atividade o551 o5gt opgl 1oglt osgl  p4pt 108t
Hemaglutinante

(UH/50pL)

% O valor expressa o inverso do titulo da maior diluicio na base 2 que ainda produziu aglutinagéo visivel
em ndmero de unidades hemaglutinantes (UH) em cada 50uL de amostra utilizada no ensaio com sangue
glutarizado de coelho.

A escolha do método de preparacdo para encapsular proteinas em lipossomas deve
visar alta eficiéncia de encapsulacdo preservando a atividade biolégica da proteina (WALDE
& ICHIKAWA, 2001). Sendo assim, a estabilidade da lectina em tampé&o fosfato pH 7,4 (150
pg/mL), foi avaliada frente a um gradiente de ciclos de congelamento em nitrogénio liquido (-
196°C) e descongelamento em banho maria (35°C). Como pode ser visto na tabela 3 até dois

ciclos a lectina permanece com a mesma capacidade de aglutinar eritrdcitos.

Tabela 3 - Estabilidade da Proteina frente a diferentes ciclos de congelamento de descongelamento

Ciclos de Congelamento e Descongelamento® Atividade Hemaglutinante

(UH/50pL)°
0 128"
1 128
2 128
3 32!
4 32!
5 32!
6 32!

4Congelamento em nitrogénio liquido(-196°C) e descongelamento a 35°C.

®O valor expressa 0 inverso do titulo da maior diluicdo na base 2 que ainda produziu aglutinagéo visivel
em numero de unidades hemaglutinantes (UH) em cada S0pL de amostra utilizada (150pg/mL) no ensaio
com sangue glutarizado de coelho.
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Preparacdo e caracterizacao fisico-quimica das formulacgdes lipossomais

Os lipossomas preparados com 2 ciclos de congelamento e descongelamento foram
submetidos a diferentes tempos de sonicagdo (0-100s) a fim de verificar qual tempo seria
ideal para obter lipossomas com tamanhos adequados para encapsulacéo da proteina e viaveis
para a atividade antitumoral (< 200nm) (ALLEN & CULLIS, 2013). O tempo de sonicacao é
considerado um importante parametro para otimizagdo do tamanho dos lipossomas (JAIN et
al., 2012).

Como pode ser visto na tabela 4 a melhor formulacdo foi a submetida a 25 segundos
de sonicacdo, pois obteve tamanho médio das vesiculas de 168 + 0,7 nm e PDI 0,265 + 0,025,
dessa forma, as formulacbes apresentaram-se monodispersas. A partir desses dados
preliminares estabeleceu-se que os lipossomas deveriam ser submetidos a apenas 25s de

sonicagé&o.

Tabela 4 - Varia¢do do tamanho dos lipossomas submetidos a diferentes tempos de sonicagéo

Tempo de Sonicacao (seg)

0 10 25 50 100

Tamanho de 4436 230.7 168 106.1 883
Particula (nm) + * + + +
347 39 0,7 42 0.4

o 0463 0,299 0,265 0,226 0.219
Indice de + + + + +

Polidisperséo 0,047 0,019 0,025 0,053 0,016

A tabela 5 apresenta as varia¢fes de tamanho e indice de polidispersdo nas etapas de
preparacdo dos lipossomas pela técnica de congelamento e descongelamento, freeze and thaw
(FAT) (PICK, 1981). Como pode ser visto nesta tabela, a submissédo dos lipossomas a apenas
dois ciclos de congelamento e descongelamento ja foi suficiente para diminuir o tamanho das
vesiculas multilamelares grande (Lipo_rCramoll MLV’s FAT). A etapa seguinte de
sonicagdo dos MLV’s proporcionou lipossomas (rCramoll_SUV’s FAT) com tamanho <
200 nm ideal para terapia antitumoral (ALLEN & CULLIS, 2013).
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Tabela 5 - Tamanho e indice de polidispersdo no decorrer das fases da técnica de congelamento e
descongelamento.

Tamanho (nm) £ DP PDI + DP
Lipo_rCramoll MLV’s 638,6 + 3,1 0,369 + 0,009
Lipo_rCramoll_MLV’s 593,4 £ 6,3 0,226 + 0,022
FAT
rCramoll_SUV’s FAT 168+ 0,7 0,265 +0,025

Os lipossomas apresentaram-se estaveis por 90 dias com tamanho de particula de
177,8 +3,9, PDI 0,350+0,053 e pH 7,2. Dessa forma, apds a avaliacdo dos melhores
parametros para a formulacdo dos lipossomas visando a terapia antitumoral, estes foram
formulados com tamanho de particula de 168 + 0,7 nm, PDI 0,265 + 0,025, potencial zeta(&)
de -31,9 + 0,1 e pH 7,3 a unido dessas caracteristicas favorece o direcionamento dos

nanossistemas ao tumor (ISHIDA et al., 2008).

Taxa de Encapsulagéo

Duas técnicas foram utilizadas para separar a proteina ndo encapsulada e avaliar a taxa
de encapsulacdo. Na técnica de ultracentrifugacdo o sobrenadante foi dosado quanto ao seu
conteddo proteico pelo método de Peterson-Lowry e mostrou uma taxa de encapsulacdo de
57,3% + 0,3. O segundo método avaliado consistia na separacdo da proteina ndo encapsulada
por meio da técnica de dialise, sendo assim, esta metodologia revelou uma taxa de
encapsulacdo de 59,3% + 1,5, tabela 6. As duas técnicas mostraram-se eficientes para
avaliacdo da taxa de encapsulacdo e ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas p>0,05.

Tabela 6 - Avaliagdo da Taxa de Encapsulacao por dois métodos: Dialise e Ultracentrifugacao

Teor (%) Taxa de Encapsulacéo (%)
Dialise 95,82+ 0,79 57,3+0,3
Ultracentrifugacdo 95,82 £ 0,79 59,3+1,5

Atividade Antitumoral de rCramoll livre e encapsulada em lipossomas furtivos

A avaliacdo da atividade antitumoral revelou que a lectina recombinante de C. mollis

apresentou uma inibicdo do crescimento do tumor de 68% com média de peso do tumor de
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0,94 £0,29 g enquanto a sua forma encapsulada apresentou um percentual de inibicdo de 80%
com media de tumor de 0,60 +0,11g, figura 1, sendo assim, a encapsulagcdo da lectina
recombinante em lipossomas furtivos apresentou um aumento significante de 12% no

potencial de inibicdo do crescimento tumoral em relacdo a proteina livre, figura 2.

Peso do Tumor (g)

Controle rCramoll  Lipo-rCramoll

Figura 1 - Peso do tumor ap6s o ensaio de inibi¢do do crescimento do Sarcoma 180. Resultados expressos
como Médiax DP. * (p<0,05).

100+
80 4
60 4
404

204

Inibigdo do Crescimento
Tumoral (%)

0 Y
rCramoll Lipo-rCramoll

Fig 2 - Porcentagem de inibicao do Crescimento tumoral dos grupos tratados com a proteina livre e a
proteina encapsulada em lipossomas furtivos *(p<0,05).

Parametros hematol6gicos e bioquimicos

Como pode ser observado na tabela 7, todos os grupos experimentais com o tumor
apresentaram o0s parametros hematologicos alterados significativamente em relacdo aos
animais saudaveis. A lectina livre promoveu uma reducdo significativa em muitos dos
parametros observados tanto em relacdo ao grupo controle (+) com tumor como no grupo
controle (-) dos animais saudaveis. Entretanto, a encapsulacdo desta lectina promoveu um
aumento desses parametros. Ao observar os niveis de glébulos brancos é perceptivel o
aumento significativo do numero dessas células nos grupos tratados com a lectina

encapsulada em relacéo aos controles.
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Tabela 7 - Parametros Hematologicos.
. GRUPOS
PARAMETROS —; : .
HEMATOLOGICOS Controle (-) Controle (+) rCramoll Lipo-rCramoll
Leucocitos 3,240,12 11,4 +1,7* 8,1+ 3,0 17,143,2% *
(10%/pl)
Hemacias 10,4+0,03 7,93 +1,6* 6,56+2,1% * 8,6+0,9
(10%pl)
Hemoglogina 18,5+0,05 12,6 +2,4* 10,3+3,1+* 13,4+1,3*
(9/DL)
Hematocrito 51,0+ 0,44 39,1 +7,3 31,3+9,8° 40,7+3,8"
(%)
VCM 52,8+0,49 50+1,7+ 48+1 4% 47+0,5%
(um?®)
HCM 17,8+0,05 16,0+0,5* 15,8+0,3" 15,6+0,2*
(Pg)
CHCM 33,4+0,57 32,4+0,3" 33,0+0,4* 33,040,225
(g/dL)

Dados representados como media = D.P (n=4).Diferengas estatisticas entre os controles foram
determinados pelo método de ANOVA. *P<0.05 para grupos comparados com o grupo (-) controle
normal);*P<0.05 para grupos comparados com grupo controle (+) tratado com salina.

Os parametros bioguimicos para avaliacdo de possiveis danos renais ndo tiveram
alteracdes signigicativas em todos os grupos experimentais com relagdo aos animais
saudaveis. Para avaliacdo hepatica, foi verificado que 0s grupos experimentais apresentaram
alteracdes signigicativas dos niveis de AST em relacdo aos animais saudaveis, entretanto, é
possivel verificar uma diminuicdo significativa dos niveis de dessa enzima nos grupos
tratados com a lectina livre ou encapsulada em relagdo aos animais tratados apenas com soro

fisiologico (controle positivo).

Tabela 8 - Parametros Bioquimicos

Controle(-) Controle(+) rCramoll Lipo-rCramoll

Glicemia  116.1 %104 178,3% 36,2 148 5+ 26,0 177,7+ 43,9
(mg / dI)
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Uréia 27.67 +3.78 37,6+ 15,5 35,5+ 5,3 33,8+ 3,3
(mg/dL)
AST 79,43+7,50 276+ 19* 183+ 50** 217+30%*
(U/L)
ALT 31,4+ 21 20,4+3,6 25,7+18,5 9.4 +4,0%*
(U/L)

Dados representados como media + D.P (n=4). Diferencas estatisticas entre os controles foram
determinados pelo método de ANOVA. *P<0.05 para grupos comparados com o grupo controle normal (-
); *P<0.05 para grupos comparados com grupo controle positivo tratado com salina (+) .

Analise histopatoldgica

A determinacgdo do Indice Mitdtico (IM) foi realizado com os tumores através da
técnica de HE por meio da analise morfoldgica e contagem das mitoses (metafase, anafase e

telofase) a fim de se determinar o indice mitdtico nos grupos estudados.

Independente do grupo estudado, o tumor invadiu a musculatura, o tecido 6sseo e
gorduroso. Também foram observadas areas de necrose e hemorragia. As células neoplésicas
apresentaram-se arranjadas predominantemente em padréo sélido, pleomérficas, grandes, com
citoplasma abundante e sem bordas definidas. Os nucleos apresentaram-se hipercromaticos,
grandes, variando de ovais a alongados. Foram observadas muitas mitoses (figura 3), sendo

algumas atipicas.

Figura 3 - Tecido tumoral do grupo controle. As setas indicam a presenga de mitoses nesse tecido.

A inibicdo da divisdo celular observada através dos valores dos indices mitoticos
demonstram que os animais tratados com rCramoll encapsulada em lipossomas furtivos
apresentaram uma reducdo de 5% do ndmero de mitoses em relacdo ao controle e de mais de
20% em relagdo a lectina livre. A proteina livre apresentou um aumento da proliferacéo

celular significativo p<0,05.
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A analise histopatolégica dos 6rgdos como figado, baco e rins dos grupos
experimentais revelou que ndo houve alteracdo na morfologia dos rins e baco, entretanto, foi
possivel observar &reas de vacualizacbes em hepatdcitos que pode indicar comeco de
esteatose e presenca de microabcesso que esta relacionada a infiltrado inflamatorio em alguns

animais do grupo tratado com a lectina encapsulada (figura 4).

Figura 4 - Hepatdcitos do grupo tratado com a lectina encapsulada. Presenga de vacualizag¢Ges indicando
comeco de esteatose.

Avaliacdo dos niveis de glutationa peroxidase no sangue dos grupos experimentais

Foi avaliado os niveis de glutationa peroxidase no sangue dos animais submetidos ou
ndo ao tratamento com a proteina livre ou encapsulada para avaliacdo do efeito da lectina na
acao dessa enzima. Como pode ser visto na figura 5 ndo houve diferenca significativa de

expressdo dessa enzima entre 0s grupos.
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Figura 5 - Niveis de expressdo sanguineo de glutationa peroxidase nos grupos experimentais.
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DISCUSSAO

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a utilizagdo de microrganismos
modificados capazes de sintetizar proteinas em grandes quantidades de forma menos onerosa,
como no caso da insulina (LIMA, 2001). A expressdo heterologa de proteinas de leguminosas
oferece vantagens como a ndo dependéncia da coleta de sementes, que em muito afeta a
homogeneidade das amostras devido a sazonalidade, além de evitar a contaminacdo com

outras proteinas durante o processo de purificacdo (VAREJAO et al., 2010 ).

Sendo assim, uma nova lectina, rCramoll, foi produzida de forma heter6loga em
Escherichia coli. Esta proteina apresenta algumas atividades bioldgicas semelhantes a lectina
da planta, mas difere quanto a alguns aspectos de estabilidade quando submetida a
determinadas situacdes desnaturantes (VAREJAO et al., 2010; 2011), o que impulsionou o

estudo da atividade antitumoral desta nova lectina livre e encapsulada em lipossomas furtivos.

A avaliacdo da estabilidade da lectina recombinante frente a agitacdo mecéanica e
diferentes tempos de sonicacdo revelou que mesmo esta proteina apresentando apenas
mondmeros intactos em sua constituicio (VAREJAO et al., 2011) o que confere maior
estabilidade frente a algumas situagdes, ela apresenta a mesma capacidade de aglutinacdo de
eritrocitos que a lectina da planta, quando submetida a condi¢des de estresse como agitacdo

mecanica e sonicacao.

Muitas lectinas apresentam atividade antitumoral, entretanto, a utilizagcdo destas
proteinas nesta terapia esbarra em alguns obstaculos (CLELAND & DAUGHERT, 2001) que
podem ser resolvidos com o encapsulamento em nanossistemas, em especial, os lipossomas
(TORCHILIN, 2011). Os lipossomas furtivos escolhidos para encapsular a lectina
recombinante rCramoll visam aumentar o tempo de meia vida e proporcionar um maior
direcionamento e acumulacgdo passiva dos nanossistemas furtivos devido ao fendmeno EPR,
onde macromoléculas seletivamente atravessam 0s vasos sanguineos que permeiam o tumor e
se acumulam nestes tecidos, processo esse que ndo ocorre em tecidos normais
(MATSUMURA & MAEDA, 1986; MAEDA, 2001; FANG et al., 2003; SEKI et al., 2009;
MAEDA et al., 2006; MAEDA et al., 2009; IYER et al., 2006; FANG et al., 2011). Este
fendbmeno tem se tornado o padrdo ouro no desenho de nanossistemas anticancer
(TORCHILIN, 2011; FANG et al., 2011).

DOS SANTOS e colaboradores (2007) mostraram que lipossomas incorporando entre
2 e 5 mol% DSPE-PEG;y podem formar vesiculas estaveis que exibem grandes tempos de
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circulacdo. Dessa forma, os lipossomas foram formulados com 5% de lipidio peguilado

visando garantir a furtividade dos nanossistemas para a aplicacao in vivo.

Contudo, a adicdo do PEG (polietilenoglicol) utilizado para garantir o efeito furtivo
dos lipossomas pode influenciar na eficiéncia de encapsulacdo de moléculas solGveis em agua
devido a propria presenca de cadeias de PEG dentro das vesiculas que podem restringir o
espaco interno disponivel para encapsulacdo, como foi visto por NICHOLAS e colaboradores
(2000). Quanto menor o tamanho da vesicula, maior o impacto causado nessa reducdo, em
adicdo, a mesma acdo da barreira estérica do PEG pode atrapalhar na encapsulacdo de

substancias pelo fenémeno de exclusdo (AWASTHI et al., 2003).

O PEG em sua forma escova de 5 nm pode provocar em lipossomas de 200 hm uma
reducdo de quase 15% do espaco disponivel para farmacos encapsulados. Esta certa reducdo
na encapsulacdo influenciada pelo PEG pode ser uma funcdo do comprimento da cadeia e da
guantidade deste lipidio peguilado (NICHOLAS et al., 2000; AWASTHI et al., 2003).
Segundo WANG & HUANG (2003) devido a barreira estérica, vesiculas unilamelares
grandes (LUV’s) contendo PEG tiveram sua eficiéncia de encapsulagdo reduzida
dramaticamente, mesmo utilizando uma pequena quantidade de PEG. O que pode explicar a
reducdo na taxa de encapsulacdo de rCramoll em lipossomas furtivos quando comparado com
taxas de 84% de encapsulacdo encontrada por ANDRADE e colaboradores (2004) para

pCramoll em lipossomas convencionais carregados positivamente.

Devido ao fato de proteinas serem macromoléculas cujo peso molecular € maior que
os produtos farmacéuticos convencionais (GUPTA & SHARMA, 2009) a encapsulacdo de
proteinas em lipossomas unilamelares apresenta alguns gargalos a respeito de sua eficiéncia e
muitas metodologias tém sido propostas visando melhorar este pardmetro. Lectina de
Mistletoe (ML) possuiu baixa encapsulacdo em lipossomas de diversas misturas lipidicas com
eficiéncias menores que 4% mostrando a dificuldade de integra-las no compartimento aquoso
das vesiculas (MANOJLOVIC et al., 2008).

Diversos parametros influenciam esse rendimento de encapsulacao de proteinas, entre
eles a concentracdo dos lipidios e o tamanho (didmetro) dos lipossomas (HEEREMANS et al.,
1995; HWANG et al., 2012). O aumento na concentragdo de lipidios reflete um maior volume
interno disponivel, que foi visto por HWANG e colaboradores em 2012 ao verificar que o
aumento da taxa de encapsulacao de tripsina em lipossomas com 194 nm aumentou de 1,5%

para 17,5% quando a concentracdo de lipidios aumentou de 1,25 para 20 mM.


http://jpet.aspetjournals.org/content/309/1/241.long#ref-19
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Visando uma maior encapsulacdo de rCramoll os lipossomas foram formulados com
80 mM de lipidios e didmetro das vesiculas de 168 + 0,7, tamanho considerado dentro da
faixa ideal para terapia antitumoral, pois mesmo sem o direcionamento especifico,
nanossistemas tem mostrado habilidade para se acumularem passivamente nos sitios com
aumento da permeabilidade vascular, quando sua faixa de diametro € menor que 200 nm
(ALLEN & CULLIS, 2013). O indice de polidispersao (PDI) da formulacdo lipossomal foi de
0,265 +0,025, este paraametro avalia a distribuicdo de tamanho, tendo um valor entre 0 e 1 (a

proximidade do valor 0 indica particulas monodispersas) (JAIN et al.,2012).

Outro importante pardmetro a ser considerado para encapsular proteinas em
nanossistemas ¢é a selecdo da metodologia, considerada uma das etapas cruciais (WALDE &
ICHIKAWA, 2001). Ha grandes desafios a serem superados, dentre estes, a baixa eficiéncia
de encapsulacdo e o cuidado com a estabilidade da proteina durante a preparacédo,
especialmente se as condi¢cdes do processo sdo agressivas ou envolvem solventes organicos
(XU etal., 2012).

A encapsulacdo de rCramoll em lipossomas foi realizada por meio hidratacéo do filme
lipidico seguido de ciclos de congelamento e descongelamento, freeze and thaw (FAT)
(PICK, 1981). Esta técnica € amplamente utilizada para encapsular moléculas hidrofilicas em
lipossomas, sendo conveniente para aumentar o volume interno dessas vesiculas
(SRIWONGSITANONT & UENO, 2011). Para formulacdo lipossomal foram utilizados dois
ciclos de congelamento (-196°C) e descongelamento (35°C), que através do ensaio preliminar

da estabilidade protéica revelou néo alterar a atividade hemaglutinante da lectina.

Os lipossomas formulados foram capazes de encapsular cerca de 60% da proteina
mantendo a estabilidade da lectina na formulagdo. XU e colaboradores (2012), utilizando a
mesma metodologia conseguiram encapsular cerca de 50% da enzima superéxido dismutase
(SOD) em vesiculas unilamelares com cerca de 150 nm com apenas dois ciclos de
congelamento e descongelamento, mantendo constante a atividade desta enzima. Além disso,
0 aumento do namero de ciclos de congelamento e descongelamento também esta relacionado
a um aumento na taxa de encapsulacdo (COLLETIER et al., 2002; HWANG et al., 2012), mas

para isto um estudo a respeito da estabilidade da proteina deve ser antecipadamente realizado.

Entretanto, para determinar a taxa de encapsulacdo protéica faz-se necessario a
separacdo adequada do material ndo encapsulado. A determinacdo do verdadeiro valor da
eficiéncia de encapsulacéo (EE) de proteinas encapsuladas em lipossomas ndo € tao trivial
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guanto parece e € comum que muitos valores reportados podem ser superestimados devido a
incompleta separacdo das proteinas ndo encapsuladas das vesiculas (WALDE & ICHIKAWA,
2001).

Algumas técnicas sdo amplamente utilizadas para separacdo do material nao
encapsulado das vesiculas. Em nosso estudo, dois métodos foram avaliados para separacéo da
lectina ndo internalizada em lipossomas para quantificacdo da taxa de encapsulagcdo. Uma das
metologias testadas foi a ultracentrifugacdo (VAFABAKHSH et al., 2013; KIM et al., 2009;
MURAKAMI et al., 2006).que mesmo sendo uma técnica amplamente utilizada, a alta
pressdo aplicada na ultracentrifugacdo (>100.0009) poderia danificar os lipossomas e liberar
seu conteldo (HEEREMANS et al., 1995; HWANG et al., 2012), sendo assim, a técnica de
dialise em membrana (cut off 300kDa) também foi utilizada. Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as duas metodologias sugerindo que as duas podem ser

utilizadas para verificacdo da taxa de encapsulacéo.

Apbs o estabelecimento dos melhores parametros para formulacdo de lipossomas
furtivos encapsulando rCramoll, esses nanossistemas foram utilizados para verificagdo do
potencial antitumoral da lectina livre e encapsulada em lipossomas furtivos. A avaliacdo dessa
atividade bioldgica revelou que a lectina recombinante apresentou uma inibi¢do do tumor de
68% e ao ser encapsulada em lipossomas furtivos provocou um aumento de 28% desta
inibic&o.

PARK e colaboradores (2002) mostraram a eficicia substancial no tratamento de
cancer de mama e de ovario de lipossomas furtivos contendo doxorrubicina assim como na
monoterapia e em combinacdo com outros farmacos quimioterdpicos. Um aumento da
deposicdo de doxorrubicina encapsulada em lipossomas furtivos (PLD- Doxil®) em células
tumorais, promoveu um maior efeito antitumoral de Doxil® quando comparado ao farmaco
livre (GABIZON et al.,, 2002) de forma semelhante, rCramoll também apresentou uma
aumento na inibicdo do tumor quando encapsulada em lipossomas furtivos em relagdo a sua

forma livre.

A nova lectina recombinante promoveu um amento de 25% na inibi¢do do tumor em
comparacdo com os reportados por ANDRADE e colaboradores (2004) para a lectina da
planta, mostrando o maior potencial antitumoral de rCramoll. Os lipossomas furtivos
encapsulando apenas cerca de 60% da lectina recombinante promoveu um aumento de 9% de

inibicdo do tumor quando comparado a lipossomas convencionais encapsulando 84% da
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lectina da planta. Esses resultados demonstram o aumento da inibicdo tumoral da lectina
recombinante ao ser encapsulada em lipossomas furtivos quando comparada a lipossomas

convencionais.

PITRUBHAKTA e colaboradores (2012), mostraram que o hidrocloreto de
gencitabina (GEM), um potente farmaco anticancer, apresentou um aumento significativo da
atividade antitumoral quando encapsulado em lipossomas. Esse aumento foi acentuado
quando internalizado em lipossomas furtivos. Essa acdo diferenciada estava associada,
segundo estudos de farmacocinética, a liberacdo prolongada do farmaco, aumento do tempo
de meia vida e baixa taxa de eliminacdo das formulacdes furtivas em relacdo as

convencionais.

Um dos parametros para avaliar a inibi¢do tumoral além da reducdo do peso do tumor
é utilizando o indice mitdtico. O nimero de mitoses expressa a atividade da divisdo celular,
entdo, quanto maior a atividade proliferativa de um tecido, maior serd o nimero de mitoses
verificadas (WEINBERG, 2008) sendo a analise do indice mitotico um importante indicador
de proliferacdo adequada das células (GADANO et al., 2002) possibilitando o conhecimento
do nivel de atividade celular do tecido em estudo, fornecendo informagfes sobre o seu
comportamento biolégico (BARROS & FREITAS, 1997)

Esta técnica revelou que a lectina rCramoll livre foi capaz de induzir proliferacdo de
algumas células tumorais. Resultados intrigantes também foram obtidos por CAMACHO e
colaboradores (2007) ao observar que a lectina recombinante de Bauhinia forficata (rBFL)
apresentou um comportamento inibitério da proliferacdo celular in vitro quando em baixas
concentracdes, e estimulante da proliferacdo celular quando em altas concentraces. Muitas
das acBGes de concanavalina A in vitro sdo inibitorias da divisdo celular, entretanto,
FITZGERALD e colaboradores (2001), revelou o potencial mitogénico desta lectina em
células epiteliais de intestino de rato. Esses resultados corroboram com os achados em nosso
estudo, onde rCramoll encapsulada em lipossomas furtivos inibiu o nimero de mitoses de
forma significativa (p<0,05) em relacdo a lectina livre. Esses resultados sugerem que
nanossistemas proporcionam a liberacdo de farmacos de forma controlada que pode
influenciar positivamente nas células em processo de divisdo quando comparada a doses

Unicas e altas da proteina livre.

Além disso, o tumor merece ser entendido como um microambiente (WEINBERG,

2008) sendo assim, existe células com distintas funcdes, de modo que nem todas elas estdo
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em constante divisdo. Como foi visto por LI e colaboradores (2011), ao verificarem que o
acido trans-retindico é mais potente em células tronco do microambiente tumoral do que em
celulas transformadas do céncer, mostrando que diferentes moléculas podem agir nas mais

diversas células do tecido tumoral.

A acdo da lectina livre pode estar relacionada ao bem conhecido potencial
imunomodulatério reportado na literatura para lectina da planta, Cramoll 1,4 (MELO et al.,
2010). De forma semelhante, rCramoll pode agir no recrutamento de células do sistema
imunoldgico culminando na reducdo do tumor. Essa reducdo foi intensificada quando a
lectina € encapsulada em lipossomas que ao libera-la de forma controlada pode agir tanto em
células transformadas do cancer como recrutando células imunes para reduzir o crescimento

do tumor.

Outras metodologias complementares podem ser utilizadas para avaliar a principal ou
as principais vias para inibicdo do tumor causado pela lectina recombinante livre como a
técnica de TUNEL que avalia a extensdo de apoptoses no tecido tumoral ou

imunohistoquimica que avalia células inflamatdrias ao redor do tumor.

Devido a capacidade das lectinas reconhecerem especificamente e se ligarem de forma
reversivel a residuos de carboidratos elas podem induzir, através dessas interacdes, mudancas
significativas nas cascatas de sinalizacao celular (PARK et al., 2000). Outras lectinas também
tem mostrado potencial antitumoral (BAINS et al., 2005), como as lectinas de mistletoe
(Viscum album var. coloratum) que sdo potentes agentes imunomodulatérios do céancer
(PARK et al., 2000).

Embora os mecanismos moleculares causadores dos efeitos antiproliferativos das
lectinas de plantas ndo estejam esclarecidos até 0 momento, hipdteses sugerem que este efeito
estad associado com a habilidade das lectinas para modular o crescimento, diferenciacdo,
proliferacdo e apoptose de células in vitro e in vivo (BAINS et al., 2005; CAMACHO et al.,
2007).

As analises dos parametros hematologicas e bioquimicos fornecem importantes
informagdes com relagdo ao estado clinico do animal, balango nutricional, situagdes

deficitarias, monitoragdes de tratamentos e progndsticos (GONZALEZ et al, 2001).

Pacientes portadores de doencas neoplasicas apresentam alta frequéncia de

anormalidades das células sanguineas. A mielosupressdao e anemia sdo grandes problemas
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encontrados causados por tumores 0 que provoca uma diminuicdo nos niveis de hemoglobina
e hemacias (SREELATHA et al., 2011).

Como era esperado, o tumor foi capaz de reduzir significantemente o numero de
hemaécias e a quantidade de hemoglobina como pode ser observado nos grupos experimentais.
Entretanto, nos animais tratados com a proteina encapsulada houve um aumento do namero
desses parametros que estavam significantemente diminuidos no grupo com a proteina livre,
sugerindo que a encapsulagdo da lectina em lipossomas previne uma possivel toxicidade as
células sanguineas. Além disso, o aumento dos niveis de células brancas na corrente
sanguinea dos grupos tratados com a lectina encapsulada pode estar relacionado ao efeito
imunomodulatério de rCramoll de forma semelhante a lectina da planta (MELO et al., 2010).
O encapsulamento da lectina em lipossomas permite sua liberagdo controlada que pode estar

estimulando de forma significativa as células imunes.

O estudo da imunologia do tumor tem-se dedicado ao entendimento dos mecanimos de
evasdo do sistema imune das células tumorais e ao desenvolvimento de estratégias de
modulacdo do sistema imunoldgico para reconhecimento e erradicagdo dos tumores
(ROBERT & COHEN, 1998; OLIVEIRA, 2009), por meio da elaboracdo de terapias
utilizando moléculas imunomodulatérias (AGHA-MOHAMMADI & LOTZE, 2000). Esses
resultados podem sugerir que o efeito imunomodulatério da lectina pode ser a via para

inibicdo do crescimento tumoral.

A andlise bioguimica visou avaliar a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade da lectina
recombinante livre e encapsulada, por meio da verificacdo de marcadores para funcgdes
hepaticas e renais. Gerada no figado, a ureia é a principal fonte de excrecdo do nitrogénio do
organismo, principalmente pela urina, sendo, portanto, também um importante parametro
bioquimico utilizado para avaliar funcGes renais (BURTIS et al, 2008; OMARA et al., 2012).
Nesse estudo, a uréia ndo apresentou alteracdo significativa nos grupos experimentais. Esses
resultados corroboram com as andlises histopatoldgicas dos rins que ndo apresentaram
alteracdes morfologicas, o que sugere que o tratamento com a proteina livre e encapsulada

ndo promoveu alteracéo na fisiologia renal.

A avaliacdo hepéatica mede as respostas as alteragdes anatdmicas ou bioquimicas do
figado (YEN et al, 2005). Dentre os testes utilizados para esta avaliacdo pode-se incluir as
dosagens de alanina aminotransferase (ALT/TGP) e aspartato aminotransferase (AST/TGO).
Apo0s lesdes hepaticas o valor de ALT pode ser elevado rapidamente, enquanto que elevacgdes
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no padrdo de AST indicam um comprometimento celular mais profundo (SCHUMANN et al,
2002). Em pequenos animais, o aumento de AST é verificado em situagdes de desordens
inflamatorias e degenerativas da musculatura esquelética, bem como em cardiomiopatias,

isquemia, congestdo, necrose, trauma e neoplasias (COLES, 1986).

A analise de hepatotoxicidade revelou que os grupos tratados com a lectina livre e
encapsulada ndo apresentaram alteracGes significativas dos niveis de AST. Entretanto, foi
observada diminuicdo significante dos niveis de ALT no grupo tratado com a lectina
encapsulada. Aas analises histopatologicas também mostraram alteracdes hepaticas onde foi
possivel observar a presenca de infiltrados inflamatorios e areas de microesteatose no figado
de animais tratados com a lectina encapsulada. Em um estudo de radiomarcacdo de pCramoll
esta lectina encontrou-se biodistribuida em grande quantidade no figado dos animais
(PATRICIO et al., 2011)

Entretanto, nas analises histopatoldgicas do figado ndo foi possivel verificar fibrose
intersticial, nem ocorréncia de necrose ou comprometimento do parénquima. Dessa forma,
sem a ocorréncia de danos mais graves, o figado é capaz de promover regeneracdo
hepatocelular com a auséncia da exposicao a substancia teste (SCHEUER & LEFKOWITCH,
2000).

Niveis de expressao da enzima glutationa peroxidase (GPX) consitui uma das bases do
sistema de defesa antioxidante junto com superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
(KARLSSON et al., 1990; SZATROWSKI & NATHAN, 1991; FALCK et al., 2010). Perda
na expressdo dessas enzimas pode estar associada a vulnerabilidade celular aos danos
causados pelos radicais livres. Células de tumor humano, em geral, produzem bem mais
espécies reativas de oxigénio do que as linhagens ndo transformadas e a expressdo das
enzimas protetoras do estresse oxidativo podem estar comprometidas em alguns tipos de
cancer como no adenocarcinoma endometrial (FALCK et al., 2010) e no cancer de pancreas
(HU & DIAMOND, 2003). Entretanto, outros trabalhos também mostram que em alguns
tipos de células de tumor, a inibicdo da remocdo de perdxido, associado a diminuicdo da
expressao de glutationa peroxidase, pode melhorar o efeito supressor tumoral da enzima
manganés Superoxide Dismutase (MnSOD), que também é outra importante enzima
antioxidante (LIU et al., 2004).

Nosso estudo nédo verificou diferenga significativa de expressdo entre 0s grupos. A

acdo de GPX depende da concentracdo de glutationa reduzida (GSH). E valido ressaltar que a
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inducdo de espécies reativas por pela lectina da planta ja foi demonstrada em diversos
modelos murinos (MELO et al., 2010), deste modo, néo se pode descartar a participacdo de
espécies reativas na acdo antitumoral da lectina, que agiriam oxidando a glutationa e
consequentemente inibindo a acdo de GPX. A inducédo de radicais livres € relacionada com a
atividade de diversos farmacos antitumorais (LAMPIASI et al., 2012; CHUNG et al., 2013),
sendo importante a utilizagdo de outros testes para investigar a participacdo destes na

capacidade antitumoral de rCramoll.

CONCLUSAO

Dessa forma, nosso estudo verificou que a lectina expressa de forma heterdloga
rCramoll é tdo estavel quanto a lectina purificada da planta (pCramoll) e apresentou maior
potencial de inibicdo do sarcoma 180 que foi intensificado apds a encapsulacdo em
lipossomas furtivos revelando os beneficios do uso desses nanossistemas no carreamento desa
lectina. Sendo assim, os dados obtidos revelam o potencial antitumoral da lectina expressa de
forma heterdloga que além de proporcionar uma proteina mais pura sem intereferéncias
sazonais proporcionou a sintese de uma macromolécula com maior potencial antitumoral para

futuras aplicacdes na terapia do cancer.
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6 CONCLUSOES

A lectina recombinante rCramoll apresentou-se tdo estavel quanto pCramoll quando
submetida a agitagdo mecénica e sonicagéo;

Foram obtidos lipossomas furtivos pela técnica de congelamento e descongelamento
(FAT) com valores de pH, tamanho de particula e indice de polidispersdo adequados
para o estudo da atividade antitumoral e estaveis a longo prazo;

Duas metodologias foram utilizadas para separagdo da lectina ndo encapsulada dos
lipossomas mostrando a viabilidade dos dois métodos para avaliacdo da taxa de
encapsulacao protéica;

Lipossomas furtivos apresentando eficiéncias de cerca de 60% de encapsulacdo da
proteina foram formulados;

Na avaliacdo in vivo rCramol apresentou atividade antitumoral superior a reportada na
literatura para lectina da planta em 25% e sua forma encapsulada em lipossomas
furtivos promoveu um aumento de 9% em relacdo a lipossomas convencionais
encapsulando pCramoll;

Anélises hematoldgicas revelaram que a lectina encapsulada em lipossomas promoveu
0 aumento da concentracdo de hemoglobina e hemaceas diminuidos significativamente
no grupo tratado com a lectina livre;

Anélises bioquimicas verificaram que tanto a lectina livre como encapsulada néo
apresentou toxicidade paraos rins;

A utilizacdo de rCramoll encapsulada foi capaz de promover uma aumento
significativo dos niveis de células brancas sugerindo o mesmo potencial
imunomodulador apresentado pela lectina da planta;

Os dados obtidos revelam o potencial antitumoral da lectina recombinante que foi
intensificado quando encapsulada em lipossomas furtivos. A expressao heterdloga
além de proporcionar uma proteina mais pura sem intereferéncias sazonais
proporcionou a sintese de uma macromolécula com maior potencial para futuras

aplicacdes na terapia do cancer.
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7 ANEXOS

INSTRUCOES AOS AUTORES

A REVISTA BRASILEIRA DE CIENCIAS FARMACEUTICAS /
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences tem por finalidade publicar
0s seguintes tipos de publicacdo: Artigos originais relacionados com as
areas de conhecimento das Ciéncias Farmacéuticas, Trabalhos de
atualizacdo ou de revisdo, que serdo incluidos quando solicitados a
especialistas pela Comissdo de Publicacdes ou quando submetidos em forma
de Abstract para avaliacdo quanto ao interesse. Ressalta-se a necessidade de
se incluir visdo critica dos autores, inserindo os seus trabalhos no tema e
avaliando em relacdo ao estado de arte no Pais. Notas Prévias relativas a
novas metodologias e resultados parciais, cuja originalidade justifique a
publicacdo rapida. Nesse caso, 0 limite € de 2.000 palavras, excluindo-se
tabelas, figuras e referéncias. Pode-se incluir, no maximo, uma figura, tabela
e 10 referéncias. Resenhas elaboradas por especialistas segundo sugestdo da
Comissdo de PublicacBes. Suplementos tematicos e aqueles relativos a
eventos cientificos podem ser publicados mediante aprovacdo prévia da
Comissdo de Publicagbes. Os trabalhos elaborados por especialistas
nacionais e estrangeiros podem ser apresentados em lingua portuguesa,
inglesa ou espanhola. Devem ser originais e inéditos e destinar-se
exclusivamente a REVISTA BRASILEIRA DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS / Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences.

Escopo e politica

Os manuscritos submetidos a Revista, que atenderem as
"Instrucbes aos autores", sdo encaminhados ao Editor Cientifico,
que indicara dois revisores especialistas no tema abordado (veja
Relacdo dos Consultores - 2003 e grafico 10). Ap0s a revisao,
cujo carater anbnimo é mantido durante todo o processo, 0S
manuscritos sdo enviados a Comissdo de Publicacdo, que
decidira sobre a publicacdo. Manuscritos recusados, passiveis de
reformulacdo, poderdo ser re-submetidos ap0s reestruturacao,
como novo trabalho, iniciando outro processo de avaliagéo.
Manuscritos condicionados & reestruturacdo serdo reavaliados
pelos revisores. Manuscritos enviados aos autores para revisdo
devem retornar & Editoria dentro de, no méximo, dois meses,
caso contrario terdo o processo encerrado.
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Forma e preparacdo de manuscritos

Instrucdes para apresentacéo dos trabalhos
1. Estrutura dos originais
1.1.Cabecalho: constituido por:

- Titulo do trabalho: deve ser breve e indicativo da exata
finalidade do trabalho.

- Autor(es) por extenso, indicando a(s) instituicdo(des) a(s)
qual(is) pertence(m) mediante ndmeros. O autor para
correspondéncia deve ser identificado com asterisco, fornecendo
0 endereco completo, incluindo o eletronico. Estas informacdes
devem constar em notas de rodapé.

Resumo e Abstract: Os artigos deverdo vir acompanhados do
resumo em portugués e do abstract em inglés. Devem apresentar
0s objetivos do estudo, abordagens metodoldgicas, resultados e
as conclusdes e conter no maximo 250 palavras.

Palavras-chave: Deve ser apresentada uma lista de 3 a 6 termos
indexadores em portugués e inglés, utilizando Tesauro Medline,
ou descritores da area da Saude.

Introducdo: Deve determinar o propésito do estudo e oferecer
uma breve revisdo da literatura, justificando a realizacdo do
estudo e destacando os avan¢os alcancados através da pesquisa.

Material e Métodos: Devem oferecer, de forma breve e clara,
informacdes suficientes para permitir que o estudo possa ser
repetido por outros pesquisadores. Técnicas padronizadas podem
ser apenas referenciadas.

Resultados: Devem oferecer uma descricdo clara e concisa dos
resultados encontrados, evitando-se comentarios e comparacoes.
N&o repetir no texto todos os dados contidos nas figuras e
tabelas.

Discussdo: Deve explorar o maximo possivel os resultados
obtidos, relacionando-os com os dados ja registrados na
literatura. Somente as citagbes indispensdveis devem ser
incluidas.

1.10 Agradecimentos: Devem se restringir ao necessario. O
suporte financeiro deve ser incluido nesse item.

1.11 Referéncias: devem ser organizadas de acordo com as
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normas da ABNT NBR-6023, ordenadas alfabeticamente no fim
do artigo incluindo os nomes de todos 0s autores.

A exatiddo das referéncias é de responsabilidade dos autores.

3.2 llustracbes: As ilustracbes (graficos, tabelas, formulas
quimicas, equagOes, mapas, figuras, fotografias, etc) devem ser
incluidas no texto, o mais proximo possivel das respectivas
citagbes. Mapas, figuras e fotografias devem ser, também,
apresentados em arquivos separados e reproduzidas em alta
resolucdo(800 dpi/bitmap para tragos) com extensdo tif. e/ou
bmp. No caso de ndo ser possivel a entrega do arquivo eletrénico
das figuras, os originais devem ser enviados em papel vegetal ou
impressora a laser.

llustracBes coloridas somente serdo publicadas mediante
pagamento pelos autores.

As tabelas devem ser numeradas consecutivamente em
algarismos romanos e as figuras em algarismos arabicos,
seguidos do titulo. As palavras TABELA e FIGURA devem
aparecer em maiusculas na apresentacdo no texto e na citagao
com apenas a inicial em maidsculo.

Envio de manuscritos

Os trabalhos devem ser remetidos por correio eletrénico, anexando a

mensagem 0s arquivos correspondentes.
E-mail: rbcf@edu.usp.br
Secretaria de edi¢éo:

Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas/Brazilian Journal of

Pharmaceutical Sciences

Divisdo de Biblioteca e Documentacdo do Conjunto das Quimicas/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 950
Caixa Postal 66083
05315-970 - Sao0 Paulo - SP - Brasil

Contato telefnico: Fone: (011) 3091.3804 FAX: (011) 3097.8627
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