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RESUMO 

Apesar do avanço no tratamento e métodos de prevenção, algumas doenças ainda continuam a 

ser um desafio para a ciência, como o câncer. Algumas moléculas de origem natural, têm sido 

estudadas como candidatas a fármacos anticancerígenos, como as lectinas de plantas a 

exemplo Cramoll 1,4. Uma nova lectina recombinante (rCramoll) foi sintetizada pela técnica 

de expressão heteróloga que visa evitar as interferências sazonais nos produtos purificados 

bem como acentuar seu grau de pureza. Contudo, a utilização de proteínas para terapia do 

câncer esbarra em algumas dificuldades como a possível degradação pelos fluidos biológicos, 

rápida eliminação da corrente sanguínea, distribuição em tecidos ou órgãos não desejados e 

necessidade de doses frequentes para se manter o nível terapêutico. Com o propósito de 

superar essas dificuldades, sistemas de liberação controlada de fármacos, tais como 

lipossomas, têm sido desenvolvidos como veículos para o carreamento de proteínas. 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 condições de 

estresses, tais como agitação mecânica e sonicação revelaram que, assim como a proteína 

nativa da planta (Cramoll 1,4), rCramoll não diminuiu a sua capacidade de hemaglutinação 

até 250s de sonicação e 24 horas de agitação mecânica. Quando submetida a ciclos de 

congelamento em nitrogênio líquido (-196 °C) e descongelamento em banho-maria (35 °C) 

ela também não alterou a sua atividade hemaglutinante até 2 ciclos. Formulações lipossomais 

pelo método de congelamento e descongelamento foram elaboradas e mostraram um tamanho 

de partícula de 190,0 ± 0,5 nm, que estavam dentro da faixa adequada para o estudo in vivo e 

índice de polidispersão de 0,266 ± 0,002, sugerindo que as amostras eram monodispersas. Por 

esta técnica foi possível encapsular cerca de 60% da proteína. A atividade antitumoral in vivo 

revelou que rCramoll livre inibiu o crescimento do tumor em 68% e quando encapsulada em 

lipossomas furtivos essa inibição aumentou para 80%. Análises bioquímicas e 

histopatológicas revelaram que a lectina livre ou encapsulada não foi nefrotóxica. A avaliação 

do nível da enzima glutationa peroxidase não mostrou alteração após o tratamento com a 

lectina livre ou encapsulada. Sendo assim, esse estudo revelou que a expressão heteróloga 

proporcionou uma lectina mais pura sem intereferências sazonais com potencial antitumoral 

que pode ser intensificado ao ser encapsulada em lipossomas furtivos para futuras aplicações 

na terapia do câncer. 

 

Palavras-Chave: Lectinas, expressão heteróloga, lipossomas furtivos, antitumoral, câncer. 



 

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 intereferências 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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 1 INTRODUÇÃO 

O câncer tem sido caracterizado como uma doença crônica (HANAHAN e WEINBERG, 

2011) que exibe uma gama de mudanças em múltiplos genes (CAO et al., 2011), sendo 

considerada a segunda causa de morte da população brasileira precedida apenas pelas doenças 

cardiovasculares (INCA, 2012). A Organização Mundial da Saúde estima que 84 milhões de 

pessoas morrerão de câncer entre 2005 a 2015 (DANHIER et al., 2010). Alguns estudos 

sugerem que o aumento da expectativa de vida e fatores ambientais substancialmente 

influenciam a incidência de cânceres em humanos, e isto pode estar relacionado também a 

prevalência de agentes cancerígenos nas sociedades modernas (DAVID e ZIMMERMAN, 

2010). Tratar uma doença dessa magnitude compreende: encontrar o alvo adequado no tumor, 

(ii) encontrar fármacos que tratem eficazmente esta doença, e (iii) determinar a forma de 

transportar a fármaco (DANHIER et al., 2010). 

Uma das fontes de tratamento do câncer consiste na utilização de produtos de fontes 

vegetais, que já era utilizada, segundo relatos históricos, pelos gregos como uma das 

alternativas terapêuticas para esta doença (DAVID e ZIMMERMAN, 2010). Um destes 

produtos de fontes vegetais são as lectinas, proteínas de origem não imune que se ligam 

especificamente e reversivelmente a resíduos de carboidratos (VAN DAMME et al., 1998; FU 

et al., 2011). Nas duas últimas décadas, as lectinas de plantas têm sido usadas como 

ferramentas para diferenciar tumores malignos de benignos e também para avaliar o grau de 

glicosilação associado com metástase (GORELIK et al., 2001). Além do potencial diagnóstico 

elas também possuem um potencial para a terapia antitumoral  em uma variedade de células 

malignas (CHOI et al., 2004; ANDRADE et al., 2004; DE MEJÍA e PRISECARU, 2005; LIU 

et al., 2010).  

Embora métodos de entrega de proteínas tenham sido desenvolvidos, existem muitos 

obstáculos remanescentes (CLELAND e DAUGHERT, 2001), como a exposição dessas 

macromoléculas a possível degradação pelos fluidos biológicos, rápida eliminação e 

distribuição em tecidos ou órgãos não desejados o que resulta na necessidade de doses 

frequentes. Uma alternativa viável 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 após a aprovação dos 
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primeiros liposomas furtivos voltados para o tratamento do câncer, DOXIL
® 

(ZHANG Y, 

2008). Em 2004, ANDRADE e colaboradores mostraram a capacidade de inibição do 

crescimento tumoral da lectina purificada das sementes de Cratylia mollis encapsulada em 

lipossomas carregados positivamente. 

 

Em 2010, pela técnica de expressão heteróloga, uma nova lectina recombinante 

(rCramoll) foi sintetizada e purificada, esta metodologia visa evitar as interferências sazonais 

e proporcionar uma lectina com acentuado grau de pureza. rCramoll quando comparada a 

lectina da planta Cramoll 1 (pCramoll) apresenta diversas propriedades físico-químicas iguais 

como massa molecular, densidade de carga e estruturas terciárias e secundárias, além disso, 

elas também apresentam similaridades quanto a afinidades por resíduos de carboidratos 

aglutinando eritrócitos de coelho e células epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Entretanto, 

rCramoll apresentou-se mais estável que pCramoll quando submetidas à algumas situações 

desnaturantes (VAREJÃO et al., 2010). Sendo assim, o 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 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 O CÂNCER 

A humanidade tem vivenciado diferentes fases da evolução no conhecimento das 

doenças que é essencial para o aumento da qualidade e expectativa de vida. Algumas doenças, 

anteriormente fadadas à morte hoje são facilmente tratadas por meio de vacinas e métodos de 

prevenção. Entretanto, algumas delas como o câncer, ainda mantêm-se um desafio para a 

ciência. 

O câncer ou neoplasia maligna é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças 

que têm em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e órgãos. 

Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontroláveis, 

determinando a formação de tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regiões do 

corpo (metástase). As causas do câncer são variadas, podendo ser externas ou internas ao 

organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas referem-se ao meio ambiente e aos 

hábitos ou costumes próprios de uma sociedade. As causas internas são, na maioria das vezes, 

geneticamente pré-determinadas, e estão ligadas à capacidade do organismo de se defender 

das agressões externas (INCA, 2013). 

A agência internacional de pesquisa para o câncer (IARC) mostra que existe cerca de 

10 milhões de novos casos de câncer por ano e cerca de 6 milhões de mortes anuais pela 

doença. A estimativa para essa doença é que em 2030, ela irá aumentar para 21,4 milhões de 

novos casos e 13,2 milhões de novas mortes globais (ALLEN e CULLIS, 2004; IYER et al., 

2013). 

No Brasil, a mortalidade por neoplasias vem crescendo consideravelmente ao longo 

das últimas décadas. Em 2008, as neoplasias foram consideradas a segunda maior causa de 

morte na população brasileira, ficando atrás apenas das doenças cardiovasculares,  o que 

representa mais de 14,6% das causas de morte ocorrida no país (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).  
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Figura 1- Estimativa do número total de novos casos de câncer (exceto pele não melanoma) por 

regiões do Brasil, 2012/2013.                                                          

                                                                                
Fonte: INCA, 2011. 

 

2.1.1 Surgimento das neoplasias 

 O processo de divisão celular é um mecanismo essencial para homeostase do 

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

processo altamente localizado, autolimitado e controlado por estímulos fisiológicos ou 

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

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

reversível após o término dos estímulos que a provocaram (INCA, 2012).  

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

características iniciais do tecido, esse estado precede o estado neoplásico, onde as células 

crescem de forma anormal perdendo as características iniciais do tecido de origem e não 

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

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

2012). 

Figura 2 - Tipos de crescimento celular               

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

                      
Fonte: INCA, 2012. 

 

2.1.2 Genes alterados na patologia do câncer: Proto-oncogenes 

O material genético humano e sua complexidade tem sido alvo constante de 

pesquisadores para saciar suas necessidades de respostas sobre como o câncer se desenvolve. 

Teorias iniciais apontavam o câncer como sendo uma doença infecciosa, devido a descoberta 

em 1910 por Peyton Rous de que vírus poderiam induzir tumores em galinhas, entretanto, 

essa ideia foi posteriormente questionada a partir da descoberta de que outros agentes também 

poderiam induzir a formação do câncer (WEINBERG, 2008). 

O câncer é caracterizado pelo o acúmulo de alterações em múltiplos genes  (CAO et 

al., 2011). Alguns desses genes são potenciais para induzir transformação celular pois 

exercem papéis importantes na proliferação, diferenciação e controle do ciclo celular. Entre os 

genes comumente alterados nessa patologia estão os proto-oncogenes, que a princípio, são 

inativos em células normais. Quando ativados, os proto-oncogenes transformam-se em 

oncogenes, responsáveis pela malignização (cancerização) das células normais (INCA, 2012). 

As alterações genéticas que costumam ativar esses oncogenes são: amplificação gênica 

(como pela ação de um vírus), mutações de ponto (substituição de uma base nitrogenada em 

outra, gera a modificação de um aminoácido por outro) e a translocação cromossômica 

(alterações que fusionam uma região do cromossomo com outra região de outro cromossomo 

não relacionado). Além disso, alterações estruturais nas proteínas receptoras de fatores de 

crescimento podem deixá-las ativadas independente do sinal extracelular ordenando a 

ativação dos oncogenes para a proliferação celular (WEINBERG, 2008). 

Os retrovírus podem induzir a transformação desses genes por meio da inserção do 

DNA viral em regiões próximas 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 (ácido desoxirrubonucléico) viral. Esses vírus também 
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podem ativar esses genes por outro mecanismo, onde o DNA viral ao se inserir próximo a um 

proto-oncogene transcreve além do RNA (ácido ribonucleico) viral o RNA do proto-

oncogene, dessa forma, o vírus carrega também as informações do hospedeiro para outras 

células. O MYC (MYeloCytomatosis) foi o primeiro oncongene celular que foi mostrado estar 

ativo através da inserção do promotor retroviral (PAYNE et al., 1982; MEYER e PENN, 

2008).   

As mutações somáticas que transformam proto-oncogenes em oncogenes podem 

resultar na superexpressão ou em proteínas mal-formadas ou truncadas que podem ativar uma 

cascata de sinalização independente do estímulo dos ligantes. Alguns genes que produzem 

fatores de crescimento também são potenciais oncogenes. O aumento da síntese dessas 

biomoléculas secretadas pode ser capaz de estimular a própria célula (sinalização autócrina) 

aumentando a ordem para proliferação celular (WEINBERG, 2008).  

O produto do gene MYC é uma proteína nuclear que liga as duas fitas do DNA 

(DONNER et al., 1982) agindo como um fator de transcrição promotor do crescimento. Como 

este fator de transcrição está associado a porções do gene reguladores de metabolismo e 

crescimento celular, mutações podem alterar funções importantes desencadeando a 

transformação celular. Esse proto-oncogene pode ser transformado em sua forma variante por 

meio de mecanismos como translocação, amplificação e inserção mutagênica (MEYER e 

PENN, 2008). A ativação desse gene em humanos como resultado da translocação é comum 

em tumores hematopoiéticos (BOXER e DANG, 2001). Outra alteração pode ser decorrente 

da amplificação gênica, como no gene MYCL1 que é expresso normalmente apenas durante o 

desenvolvimento, ele encontra-se amplificado em diversos tipos de câncer, incluindo 

carcinomas de ovário, esse é um dos genes da família de MYC (MYC, MYCN e MYCL1) 

(NAU et al., 1985; ZIMMERMAN e ALT, 1990; ZAJAC-KAYE, 2001) que também 

encontra-se amplificado em câncer de pulmão (WU et al., 2003). As translocações 

cromossômicas de MYC estão associadas a câncer hematopoiético enquanto que a 

amplificação é comumente detectada em tumores sólidos (MEYER e PENN, 2008).  

Alguns proto-oncogenes expressam proteínas receptoras de fator de crescimento que 

são importantes no desenvolvimento da proliferação celular e rotas de sobrevivência, como o 

fator de crescimento epidermal humano 2 (ERBB2, HER2 ou c erbB2) (receptor 2 do fator de 

crescimento epidérmico humano) que é um receptor encontrado em baixas expressões nas 

células normais, entretanto, é visto super expresso em 20% do câncer de mama e alguns de 
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ovário e gástrico que confere um pior comportamento biológico dessas células. Alguns 

fármacos têm sido produzidos tendo como alvo esse receptor, além de também ser utilizado 

como um fator prognóstico (SLAMON et al., 1987, SLAMON et al., 1989; GUTIERREZ e 

SCHIFF, 2011). A terapia hormonal visando como alvo o receptor de estrógeno e o uso de 

trastuzumab como alvo os receptores HER 2 tem providenciado vários benefícios (PICCART-

GEBHART et al., 2005; ROMOND et al., 2005; JOENSUU et al.,2009). 

Outro importante proto-oncongene é o da família Ras (gene de sarcoma de rato), 

lipoproteínas ancoradas a membrana celular interna com função transdutora de sinais que vem 

de receptores membranares. Mutações em um resíduo de aminoácido gera a perda da função 

GTPase levando a um estado sempre ativado. A transição entre as fases ativada e desativada é 

regulada por trocas de nucleotídeos de Ras, dessa forma, fatores GEFs (fatores de troca do 

nucleotídeo guanidina) trocam o nucleotídeo GDP(guanosina difosfato) por GTP (guanosina 

trifosfato) que ativa Ras. GAPs (proteínas que ativam GTPase) aceleram a hidrólise de GTP 

mediada por Ras, inativando-a, figura 4. Esta inativação da atividade de Ras por GAPs 

(proteínas que ativam GTPase) é o alvo predominante em muitas mutações somáticas que são 

encontradas nas variantes oncogênicas dos alelos de Ras (PYLAYEVA-GUPTA et al, 2011). 

Sabe-se que uma mutação pontual é capaz de transformar um proto-oncogene em oncogene. 

Essa mutação provoca a troca de glicina por uma valina na proteína modificada 

(WEINBERG, 2008).   

Figura 4 - Ativação e inativação normal de Ras                          

                                                                                                       

Fonte: Próprio autor. 

 

Ras dirige a proliferação celular pela alteração dos sinais de crescimento e inibição de 

sinais anti-crescimento. Essa proliferação exacerbada pode induzir estresse e possíveis danos 

no DNA. A supressão da morte celular pelo RAS é uma consequência da perturbação da 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Nucleot%C3%ADdeo
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balança homeostática entre sinais anti e pro-apoptóticos. Para favorecer o crescimento há uma 

reprogramação metabólica para glicólise. Ocorre também a promoção de mecanismos pro-

angiogênicos e alteração da resposta imune do hospedeiro. Além de indução de mudanças na 

mobilidade e adesão celular, levando a aquisição de propriedades invasivas e metastáticas das 

células do câncer (PYLAYEVA-GUPTA et al., 2011). 

 

2.1.3 Genes alterados na patologia do câncer: Supressores de tumor 

Os Genes Supressores de Tumor são os controladores do crescimento operando de 

modo à restringí-lo ou suprimir a proliferação celular, estes podem ser desativados ou 

perdidos e dessa forma estarem diretamente relacionados ao tumor. Os produtos de expressão 

desses genes mesmo agindo em diferentes sítios intracelulares tem em comum o fato de 

estarem associados a uma diminuição do risco do câncer (WEINBERG, 2008). 

Moléculas de DNA podem ser alteradas covalentemente por grupos metila em bases 

citosina em regiões chamadas de sequências CpGs (Citosina fosfato Guanina), essa ação 

quando acontece em regiões próximas a um promotor gênico pode causar repressão da 

transcrição. Esse é um mecanismo normal que pode regular a expressão do material genético, 

que por não alterar a sequência de nucleotídeo e ser reversível é dito um mecanismo 

epigenético.  Entretanto, em tumores pode ser visto um grau anormal no perfil de metilações, 

sendo assim, em algumas regiões promotoras de importantes genes supressores do tumor 

podem estar metiladas avisando ou sinalizando que aquele gene não deve ser transcrito. Os 

dois genes supressores de tumor mais importantes no surgimento da patologia é o Tp53 (gene 

da proteína de tumor 53), e o pRb (gene da proteína  do retinoblastoma). O produto do gene 

pRb, a proteína Rb, governa o progessso de uma variedade de células por meio de seus ciclos 

de crescimento e divisão (WEINBERG, 2008). 

O gene Tp53 é extensivamente estudado por sua importância como gene regulador do 

ciclo celular, é também nomeado como o ―guardião do genoma‖ (LANE,1992). Ele tem por 

função sinalizar a parada do ciclo celular em situações de dano do material genético ou em 

níveis abaixo de nucleotídeos, fatores de crescimento, glicose ou oxigenação, importantes 

constituintes para manutenção do ciclo celular, induzindo a correção ou então direcionando a 

celula para a apoptose (HANAHAN e WEINBERG, 2011). 
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A proteína p53 é um fator de transcrição que está diretamente relacionada à 

capacidade da célula em mediar a supressão tumoral (VOGELSTEIN et al., 2000; LOWE et 

al., 2004; VOUSDEN et al., 2007). Ela está envolvida em muitas vias de ação para 

manutenção do controle do ciclo celular, em especial essa proteína pode ativar, caso o reparo 

do DNA não seja possível, a rota de apoptose, que envolve uma destruição organizada e 

rápida da célula (SCHMITT et al., 2002; TAYLOR et al., 2008). Nos estudos de modelos 

animais a perda ou mutação do gene e consequentemente seu produto, predispõe a uma faixa 

de tumores espontâneos ou induzidos (LAVIGUEUR et al., 1989; DONEHOWER et al., 

1992; HARVEY et al., 1995; IWAKUMA e LOZANO, 2007; MEEK, 2009). 

O gene Tp53 é acoplado a chaves, proteínas que regulam negativamente seu 

desacoplamento e consequentemente sua ação. Entretanto, pequenas moléculas interferem na 

interação entre o gene e suas chaves e acabam por induzi-lo na ausência de estímulos 

estressores (ISSAEVA et al., 2004; VASSILEV et al., 2004; YANG et al., 2005). A indução 

desse gene em resposta ao dano de DNA é coordenada por proteínas kinases ATM (Ataxia 

Telangiectasia Mutated) e ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 related) que coordenam uma 

complexa rede de sinalização 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 

está 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 indução de ARF por oncogenes ativados tem 

classicamente sido considerada o mecanismo pelo qual o Tp53 responde a proliferação 

sustentada anormal (KAMIJO et al., 1997). Dessa forma, alguma mutação nessa via está 

associada, pelo menos em camundongos, a um fator de progressão tumoral (EISCHEN et al., 

1999; SCHMITT et al., 1999; SERRANO, 2000;  MEEK, 2009). 

 

  2.1.4  O Câncer e suas principais marcas 

O câncer surge a partir de células normais que sofreram inúmeras mutações devido à 

instabilidade genômica dessas células que as capacitam a desenvolver características 

peculiares, conhecidas como hallmarks (marcas do câncer). As principais marcas, figura 5, 

extensivamente estudadas consistem na proliferação contínua, falha nos genes supressores de 

tumor, escape da ação repressora do sistema imunológico, reprogramação do metabolismo 
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energético, reprodução indefinida que não responde aos sinais de morte celular programada, 

imortalidade do processo replicativo, indução da angiogênese, crescimento influenciado pelo 

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

Sendo assim, o câncer é uma função tanto da construção de um nicho bem sucedido, interação 

de células malignas e não malignas do microambiente tumoral, como da seleção natural de 

mutações específicas que habilitam essas células cancerígenas a sobrevivência e proliferação 

(BARCELLOS-HOFF et al, 2013). 

 

Figura 5 - O câncer e suas principais marcas.      

 

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011. 

 

2.1.4.1 Instabilidade genômica 

A maquinaria celular finamente controla o ciclo celular, checando possíveis erros e 

ajustando para continuar o processo ou excluí-lo caso necessário, garantindo dessa forma a 

homeostase celular e tecidual. Entretanto, o acúmulo de mutações em pontos de importante 

controle dessa normalidade transforma a célula normal em outra que não responde mais de 

maneira adequada aos sinais celulares.  

No tecido normal as células sofrem o rígido controle das necessidades teciduais de 

crescimento garantindo o número, arquitetura e funções normais. As células do câncer não 

respondem a esses sinais de controle, elas podem produzir e serem estimuladas por fatores de 

crescimento por meio da sinalização autócrina 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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proliferação também pode ser gerada de mutações que elevem o número de receptores na 

membrana aos fatores de crescimento, modificações na estrutura desses repectores ou 

alterações dos mediadores da cascata intracelular deixando-os sempre ativos independente do 

receptor (HANAHAN e WEINBERG, 2011).  Outras mutações podem ocorrer desativando 

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

 

2.1.4.2 Sustentação dos sinais de proliferação e insensibilidade aos sinais de morte  

O tecido para manter-se de forma harmoniosa necessita de regras e limites não 

respeitados pelas células transformadas do câncer, a exemplo estão os impostos pela própria 

vizinhança, processo conhecido como inibição por contato, que costuma ser regulado por 

moléculas de adesão como as E-caderinas (OKADA et al., 2005; CURTO et al., 2007). Em 

algumas neoplasias é observada a inativação mutacional de E-caderina ou baixa expressão o 

que demonstra sua importante relação com supressão desse processo tumoral (CAVALLARO 

e CHRISTOFORI, 2004; BERX e VAN ROY, 2009). Além disso, outros importantes genes 

responsáveis diretamente pela função de anexação podem estar alterados nesses tipos de 

neoplasias. Assim como moléculas que promovem a migração celular podem estar super 

expressas (HANAHAN e WEINBERG, 2011). 

É importante para célula cancerígena não apenas manter níveis adequados de sinais 

proliferativos como também não responder aos comandos celulares de morte programada, 

conhecidos como apoptose. Esse mecanismo é 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 apoptóticos 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 

vizinhança como por células fagocíticas.  A apoptose é direcionada por sinais reguladores e 

efetores contrabalanceados por membros pro e antiapoptóticos da família Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2) de proteínas regulatórias (ADAMS e CORY, 2007) sendo assim, mutações 

nesses genes podem desregular e inativar esse importante mecanismo.  

Além de proliferarem continuamente e não terem processos de morte programada 

adequadamente ativos, as células do câncer apresentam a característica de imortalidade 

replicativa onde a célula não é direcionada para o processo de envelhecimento (senescência) 

ou apoptose. Sabe-se que os telômeros são importantes estruturas dos cromossomos 
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diretamente envolvidos na proteção do DNA ao longo dos diversos ciclos celulares 

(HANAHAN e WEINBERG, 2011). Entretanto, com o encurtamento do telômero no decorrer 

da vida da célula esta é dirigida à senescência e posteriormente à apoptose. Diferente das 

células normais as do câncer apresentam uma quantidade diferenciada de telomerase, enzima 

que adiciona sequências repetidas no DNA telomérico protegendo a célula do envelhecimento 

e posterior apoptose por esta via (HANAHAN e WEINBERG, 2011).  

 

2.1.4.3 Angiogênese sustentada 

O tecido tumoral em crescimento constante precisa para suprir suas necessidades de 

vias que as abasteçam com moléculas essenciais para seu desenvolvimento. Dessa forma, 

essas células lançam mão de substâncias, como o fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF-A), que é diretamente expresso em situações de hipoxia ou por sinalização de 

oncogenes (FERRARA, 2009; MAC GABHANN e POPEL, 2008; CARMELIET, 2005). 

Essas substâncias sinalizam o desenvolvimento de novos vasos sanguíneos, processo 

conhecido como angiogênsese (HANAHAN e FOLKMAN, 1996).  

 

2.1.4.4 Evasão do sistema imune 

O entendimento do potencial protetor do sistema imune e que este poderia ser uma das 

principais barreiras para a progressão do tumor foi modificada à medida que alguns estudos 

foram sendo realizados e novas técnicas que provassem a real função deste sistema no tumor 

fossem desenvolvidas. Desta forma, o sistema imune não atua apenas eliminando as células 

tumorais, mas também pode agir selecionando ou ―editando‖ as células do tumor (ONUCHIC 

e CHAMMAS, 2010).  

Esta edição é composta por três fases: eliminação, equilíbrio e escape. Na fase de 

eliminação o sistema imunológico reconhece essas células transformadas e as elimina, a 

segunda fase é caracterizada pelo equilíbrio dinâmico, onde sistema imune exerce uma 

pressão seletiva de onde prevalecerão aquelas que apresentam características adaptativas 

como resistência a atuação imune e baixa imunogenicidade. Dessa forma, o sistema imune 

seleciona uma nova população que agora proliferará e escapará do controle imunológico 

(DUN e SCHREIBER, 2004).    
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Interessantemente, as células tumorais que escapam desse controle imunológico 

podem recrutar e influenciar células imunes para este local para agirem de forma a promover 

o desenvolvimento do tumor (ONUCHIC e CHAMMAS, 2010). Macrófagos na periferia do 

tumor podem auxiliar essa proliferação por meio da secreção de enzimas que degradam a 

matriz extracelular (MOHAMED e SLOANE, 2006; PALERMO e JOYCE, 2008; JOYCE e 

POLLARD, 2009; KESSENBROCK et al., 2010), esses macrófagos podem ser ativados por 

interleucina 4 (IL-4) produzida pela própria célula cancerígena (GOCHEVA et al., 2010). 

Está íntima relação entre macrófagos e células tumorais podem facilitar a intravasão no 

sistema circulatório e disseminação metastática das células do câncer (WYCKOFF et al., 

2007; QIAN e POLLARD, 2010; HANAHAN e WEINBERG, 2011).  

 

 2.1.4.5 Inflamação promovendo o tumor 

Há uma íntima relação do processo inflamatório com o desenvolvimento tumoral, 

pesquisas revelam que a inflamação crônica é um dos fatores epigenéticos que mais 

contribuem no surgimento e na progressão do tumor (VIRCHOW e REIZBARKEIT, 1858; 

ONUCHIC e CHAMMAS, 2010).  

Mesmo sabendo do papel da inflamação nessa patologia, apenas na última década 

pode ser entendido como células inflamatórias, e outros componentes do estroma tumoral, 

alimentam a progressão do tumor por meio da criação de um microambiente que é 

enriquecido pelas mesmas citocinas, que são os protagonistas da inflamação crônica associada 

a cânceres de fígado, estômago e cólon (CAO et al., 2011). 

O surgimento de células tumorais nos ambientes de inflamação crônica pode ser 

devido à regeneração tecidual contínua encontrada nesses locais, o que pode acarretar em 

maiores chances de mutações, também em parte por ser uma região com uma considerável 

produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio além de uma área de produção de 

novos vasos (CONDEELIS e POLLARD, 2006; MUMM e OFT, 2008; ONUCHIC e 

CHAMMAS, 2010). 

 

2.1.4.6 Alteração no metabolismo energético  

Um traço marcante das células cancerígenas que tem surgido como um dos mais 

recentes hallmarks descobertos é o metabolismo energético diferenciado nessas células.  
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Dessa forma, a glicólise é a etapa amplamente escolhida por essas células, mesmo sendo 

contraditório por seu aspecto de pouco rendimento energético, essa via permite a 

diversificação de intermediários importantes em vias biossintéticas, incluindo geração de 

nucleosídeos e aminoácidos importantes para a proliferação celular (HANAHAN e 

WEINBERG, 2011).  

De forma intrigante, no microambiente tumoral tem sido observado dois grupos 

celulares que vivem em simbiose, um grupo em situações de relativa hipoxia, que são  

dependentes de glicose, que ao ser metabolizada é liberado na forma de lactato por ser este 

um dos produtos da glicólise. O lactato é utilizado pelo outro grupo celular que o aproveita 

para o ciclo do ácido cítrico prosseguindo a fosforilação oxidativa (HANAHAN e 

WEINBERG, 2011).  

 

2.1.5 Microambiente Tumoral 

Para um melhor entendimento do processo cancerígeno o foco não pode ser apenas 

direcionado para as células neoplásicas e sim todo o ambiente ao seu redor, o seu 

microambiente. Este é composto por células que podem ter suas funções coagidas para o 

crescimento do tumor, figura 6. Dentre essas células não cancerígenas que compreendem esse 

microambiente estão os subtipos de macrófagos e neutrófilos (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 são relacionadas aos  processos inflamatórios. Alguns 

autores sugeriram que o câncer 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 sanguíneos e outras substâncias que podem aumentar o 

estado inflamatório além de enzimas que degradam a matriz extracelular (MURDOCH et al., 

2008; QIAN e POLLARD, 2010; HANAHAN e WEINBERG, 2011). Todas essas substâncias 

acabam por auxiliar a proliferação das células neoplásicas.  

O recrutamento e o direcionamento de funções das células imunes para auxílio das 

células do câncer compreendem três estágios: 1) Recrutamento via produção de citocinas 

(proteína quimiotática de monócitos-1 [MCP-1] e interleucina-8 [IL-8]; 2) 

Educação/Cooptação via secreção de citocinas que regulam a diferenciação de células imunes 

no sentido de promover o tumor, interleucina 6 [IL-6], fator de necrose tumoral-α [TNF- α] e 

fator inibitório da migração de macrófago [MIF]; 3)Resposta imune, em que células imunes 
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diferenciadas geram citocinas, hormônios e fatores de crescimento, que são agentes 

promotores de proliferação e tolerância 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 câncer, células indiferenciadas ou tronco 

do câncer, células endoteliais e células associadas à parede do vaso sanguíneo (perícitos). 

Todas essas células principais do microambiente tumoral agem de forma a propiciar o 

desenvolvimento e/ ou intravasão tumoral (HANAHAN e WEINBERG, 2011).   

 

                                                    Figura 6 - Células do microambiente tumoral  

 

                                               Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011.  

 

2.1.6 Sarcoma 180 

O estudo de neoplasias necessita de modelos experimentais. Para este fim, vários tipos 

de tumores transplantáveis tem sido utilizados, entre eles está o  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 é um tumor que foi 

encontrado em ratos albinos machos em 1914. É uma linhagem celular transplantada por 

inoculação subcutânea, intramuscular ou intraperitoneal que cresce rapidamente em 90% a 

100% dos animais inoculados (BUCCHI, 2002). Análises cariotípicas revelaram que esse 

tumor é desenvolvido devido a rearranjos cromossômicos que resultam em aneuploidias, 

cromossomos em número diferente do cariótipo normal (OLIVEIRA-JÚNIOR et al., 2005).  

Por ser de fácil obtenção, vários centros de pesquisa tem utilizado esse modelo 

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

1996; FACCHINI, 2011).  

 

2.1.7 Terapia do Câncer 

Mesmo com o avanço dos estudos sobre o câncer que revelam aspectos de prevenção e 

geram o desenvolvimento da detecção e tratamento, as terapias adequadas ainda parecem 

encontrar inúmeras limitações como endereçamento específico de fármacos e elaboração de 

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

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

Um dos principais modos de tratamento do câncer é a quimioterapia, mas a sua 

eficiência é limitada pela resistência das células aos fármacos. Essa resistência aos 

quimioterápicos pode ser dividida em duas classes: intrínseca e adquirida. A intrínseca indica 

que antes do recebimento da quimioterapia existem fatores pré-existentes que medeiam à 

resistência nas células do tumor e tornam a terapia ineficiente.  A resistência adquirida pode 

ser desenvolvida durante o tratamento, onde o tumor é inicialmente sensível, mas pode se 

tornar resistente através de mutações surgidas durante o tratamento, e também através da 

ativação de rotas alternativas de sinalização compensatórias (LONGLEY e JOHNSTON, 

2005; HOLOHAN et al., 2013). Assim, a resistência pode surgir através da seleção de uma 

minoritária subpopulação resistente que estava presente desde o início (SWANTON, 2012; 

HOLOHAN et al., 2013). Tumores são altamente adaptáveis, pois podem ativar rotas de 

sinalização de resistência e inativação da cascata de sinalização de morte que pode levar a 

resistência ao tratamento (DEBATIN e KRAMMER, 2004; LOWE et al., 2004; HOLOHAN 

et al., 2013). 

A quimioterapia convencional utiliza, em geral, moléculas sintéticas e produtos 

naturais que esbarram, além da resistência, em outras dificuldades como na rápida retirada e 

curto tempo de meia vida, levando a uma possível diminuição e manutenção da concentração 

do fámaco no tumor fora da janela terapêutica para longas durações, além disso, podem 

apresentar pouca seletividade para o local desejado e ações adversas em células normais, 

causando efeitos colaterais (PAI et al., 2006; AAGAARD e ROSSI, 2007). 

  Portanto, existe uma necessidade de desenvolvimento de sistemas direcionados que 

não só protejam os fármacos da degradação pelos fluidos biológicos, mas também transporte-

os seletivamente para os sítios de interesse, proteja as células saudáveis da exposição à esses 
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fármacos citotóxicos (ZHANG L et al., 2008; FAROKHZAD e LANGER, 2009) e mantenha-

os dentro da faixa terapêutica sem a necessidade de doses recorrentes. 

Durante os primeiros estágios do desenvolvimento do tumor, vasos sanguíneos do 

tecido normal suprem a necessidade inicial, entretanto, com o crescimento excessivo do tumor 

esse suprimento é insuficiente, levando as células cancerígenas a induzirem o 

desenvolvimento dos seus próprios vasos sanguíneos. O crescimento da vasculatura do tumor, 

entretanto, é caótico. (NARANG e VARIA, 2011).  Esses novos vasos que crescem 

apresentam-se mais desorganizados e vazados, além do sistema linfático apresentar a 

drenagem comprometida nesses locais. Essa patofisiologia anormal pode levar ao acúmulo 

passivo de nanossistemas no interstício 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 

et al., 2013).  

Um dos nanossistemas extensivamente usados são os lipossomas, esses podem 

passivamente chegar ao local do tumor, ou serem sofisticamente desenhados com a 

incorporação de ligantes para direcionamento ativo. Além disso, alguns nanossistemas podem 

apresentar tanto funções diagnósticas como terapêuticas sendo altamente versáteis e atingindo 

dois objetivos importantes para o tratamento de tumores resistentes a fármacos (IYER et al., 

2013). 

 

2.2 Lectinas e sua importância histórica 

A idéia que certos animais e plantas são tóxicos para o homem é amplamente 

conhecida há anos (SINGH e SARATHI , 2012). A intoxicação devido ao não cozimento ou 

ao cozimento incorreto de sementes de leguminosas, em alguns casos, leva a sintomas 

intestinais agudos e pode estar relacionada à presença de proteínas com uma incrível 

estabilidade térmica, resistentes a enzimas digestivas e ácidos (KUMAR et al., 2012), essas 

proteínas chamadas de lectinas tem como uma de suas  funções conferir ao vegetal mais um 

mecanismo de defesa contra fitopatógenos (VAN DAMME, 2008; VANDENBORRE et al., 

2009B; MICHIELS et al., 2010; VANDENBORRE et al, 2011). 

Importantes pesquisas têm mostrado o poder da irradiação gama para diminuir a 

alergenicidade provocada por lectinas. Vaz em 2011 mostrou que a exposição à  radiação 

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 

redução da alergenicidade dessa proteína. 

A lectina do germe de trigo WGA, largamente responsável por muitas alergias, foi 

submetida a uma faixa de dose de radiação ionizante e foi observado mudanças em seu estado 

conformacional. Essas mudanças conformacionais da lectina resultaram na redução de 

citocinas típicas das reações alérgicas com diminuição do infiltrado linfocitário no estômago 

de camundongos, mostrando que essa técnica pode ser efetiva no combate dos efeitos 

alérgicos e imunológicos dessa proteína (VAZ et al, 2012).  

Também foi avaliado impacto da faixa da dose da irradiação gama na estrutura e 

potencial alergenicidade, mostrando que em baixas doses de irradiação pode levar a um 

aumento no potencial alergênico, diferente das altas doses de irradiação, onde ocorre 

fragmentação das estruturas moleculares essencial para eliminar o efeito alérgico (VAZ et al., 

2013). 

Embora lectinas estejam relacionadas a uma certa toxicidade, seus benefícios são 

também documentados na literatura como uma ferramenta de interesse terapêutico para 

diversas pesquisas como terapia do câncer, imunologia, propriedade antibacteriana e outras, 

que não podem ser neglicenciadas (SINGH e SARATHI, 2012).  

Stillmark foi o primeiro a experimentalmente  provar que a fração protéica do feijão 

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 vários 

extratos de sementes é muito diferente quando testadas com eritrócitos de diferentes animais. 

A especificidade para determinados eritrócitos 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 domínio de ligação a carboidrato (merolectinas), dois ou mais 

domínios de ligação idênticos (hololectinas), no mínimo dois domínios de ligação a 

carboidratos diferentes (superlectinas), um ou mais domínios de ligação a carboidratos e um 

domínio que exerce atividade biológica independente do domínio de ligação 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 possuírem 
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apenas um domínio de ligação a carboidrato (VAN DAMME et al., 1998a; VANDENBORRE 

et al, 2011).  

Outra importante classificação considerando a sequência de dados disponíveis nas 

últimas décadas é feita através de análises de genoma/transcriptoma, onde é possível 

organizar as lectinas em doze famílias com domínios relacionados estruturalmente e 

evolucionariamente (VAN DAMME et al., 2008; VANDENBORRE et al, 2011), entre essas 

está o grupo com domínio 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 endógenas medeiam processos 

biológicos como reconhecimento célula-célula, interações da matrix extracelular, fertilização 

gamética, desenvolvimento embrionário, crescimento celular, diferenciação celular, 

sinalização celular, adesão e migração celular, apoptose, imunomodulação e inflamação, 

interação parasita-hospedeiro, enovelamento e direcionamento de glicoproteína, indução 

mitogênica 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 atraído grande interesse devido a sua variedade de atividades biológicas como 

na aglutinação celular (KHAN et al., 2007), antitumoral (LIU et al. 2009, 2010), 

imunnomodulatória (RUBINSTEIN et al. 2004), antifúngica (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 superfície celular e suas interações. Lectinas podem participar do 

processo de reconhecimento de vírus a várias células via carboidratos presentes na superfície celular. As 

lectinas podem ligar-se a domínios de carboidratos de glicoproteínas (ex: asialoglycoproteins), 

glicoproteínas ou glicolipídios. 

                                                                                

Fonte:Adaptado de SHARON e LIS, 2004.  

 

2.2.1 Família Fabaceae 

A família das leguminosas ou Fabaceae é a terceira maior família de angiospermas 

compreendendo cerca de 727 gêneros e 19.325 espécies (LEWIS et al., 2005), ficando atrás 

apenas de Orchidaceae e Asteraceae (DOYLE; LUCKOW, 2003). As leguminosas 

apresentam uma importância ecológica, econômica e medicinal. Elas constituem a segunda 

maior família botânica em importância econômica, ficando atrás apenas de Poaceae 

(WOJCIECHOWSKI et al., 2004).  

Phaseoleae é uma tribo da família Fabaceae, que compreende um vasto número de 

gêneros, sendo economicamente a mais importante das tribos dessa família. Nessa tribo 

encontra-se a subtribo Diocleinae. Espécies da subtribo Diocleinae são mais encontradas no 

Novo Mundo, apresentando uma série de características primitivas: freqüência de flores largas 

com proeminentes discos sobre o ovário e hilo geralmente alongado. Treze gêneros de 

Diocleinae foram reconhecidos, compreendendo entre tantos outros os de Canavalia e 

Cratylia. (VARELA et al., 2004). 

Ao longo da evolução, as plantas desenvolveram um sofisticado e elaborado sistema 

de defesa diante do grande número de inimigos potenciais que as cercam, abrangendo fungos, 

insetos, bactérias, vírus, ácaros, nematoides e mamíferos. Esse mecanismo de defesa é 
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mediado por reações complexas, muitas dessas sendo ativadas em resposta a tais agressores 

(BRAGA, 2009). 

As plantas dispõem de um vasto número de peptídeos e proteínas, dentre outras 

substâncias, capazes de protegê-las contra o ataque de pragas e patógenos (VAN DEN 

BERGH et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2004; BRAGA, 2009). As lectinas são importantes 

como proteínas de defesa por sua vasta atuação contra herbívoros e patógenos. Tal proteção 

ocorre devido à sua capacidade de ligação a glicoconjugados e, consequentemente, 

desestabilização 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 feijão Camaratu ou Camaratuba, é uma 

espécie autóctone do semi-árido do nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2003). Cratylia, que 

pertence à família Fabaceae ou leguminosa, figura 8, é uma planta arbustiva, tolerante à seca e 

a solos ácidos e tem potencial para adubação verde e forrageamento (ARAÚJO et al., 2011). 

 

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

                                                 
Fonte: Fotos adaptadas de CARDOSO, 2009. 
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De sua utilização como recurso forrageiro até a purificação das lectinas de suas 

sementes, Cratylia mollis tem atraído ao longo dos anos a atenção de inúmeros pesquisadores 

que visam descobrir as diversas atividades biológicas de suas lectinas.   

Das sementes de C. mollis foram purificadas quatro isoformas de lectinas que são 

separadas pelos diferentes estágios do processo de fracionamento com sulfato de amônio. 

CORREIA e COELHO (1995) purificaram duas isoformas (1,4) em apenas uma etapa 

cromatográfica em coluna com sephadex G-75, sendo essas isoformas separadas através de 

mais uma etapa cromatográfica com CM-celulose gerando um rendimento de 94% para a 

isoforma 1 (31kDa)(Figura 9).   

As evidências indicavam que mais outras isoformas poderiam estar presentes no 

precipitado da fração 0-40% (3,3%) e no sobrenadante da fração 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 resíduos de glicose/manose enquanto que a isoforma 3, que é uma 

glicoproteína (31kDa) se liga a galactose. As isoformas 1, 2, e 3 apresentam diferenças de 

migração eletroforética, Cramoll 1 (pI 8.5-8.6), Cramoll 2 (pI 4.15-6.7), Cramoll 3 (pI 5.25-

5.8)  (PAIVA e COELHO, 1992).  

 
      Figura 9 - Etapas principais para extração e purificação das isoformas de lectinas de Cratylia mollis 

                                                       
Fonte: Próprio autor.  

 

 Cramoll consiste de 236 resíduos de aminoácidos, dentro os quais quatro são 

triptofanos, com 82% de identidade com ConA, apresentando um sítio de ligação idêntico 

para metil-α-manopiranosídio Mn
2+

 e Ca
2+

, figura 10, entretanto, são observadas diferenças de 
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ligação a oligossacarídeos e glicoproteínas dessas duas lectinas. Os dois sítios de metal são 

encontrados na proximidade do sítio de ligação a monossacarídeo. O sítio de ligação a metais 

é indispensável para ligação do carboidrato, os metais interagem com a cadeia polipetídica 

tanto diretamente como via coordenação de moléculas de água (SOUZA et al., 2003). 

 

Figura 10 - Estrutura Terciária de Cramoll mostrando o sítio de ligação a monossacarídio e aos íons Ca
2+

 

e Mn
2+ 

 

Fonte: SOUZA et al., 2003. 

 

Através de análise imunocitoquímica foi possível 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 embrionário, isso mostrou que isolectinas 

com diferenças em relação a especificidade de carboidratos e glicosilação estão localizadas no 

mesmo compartimento subcelular sugerindo diferentes funções dentro de uma mesma 

organela. A presença dessas isolectinas está relacionada a uma possível função de defesa 

contra predadores e no eixo embrionário elas podem estar associadas a necessidade 

mitogênica para o processo germinativo ou como um estoque protéico para a dormência da 

semente. Dessa forma, essas proteínas podem ser metabolicamente ativas para seu uso em 

momento oportuno (SANTOS et al., 2004).  

Como lectina majoritária das sementes de C. mollis, Cramoll 1 assim como Cramoll 

1,4 têm mostrado seus potenciais diagnósticos nas pesquisas biomédica e médicas do câncer. 

Beltrão e colaboradores (1998) revelou que Cramoll 1 ao ser utilizada para avaliar o perfil 

diferencial de marcação de tecidos normais e transformados de mama apresentou uma maior 

marcação dos tecidos neoplásicos em relação aos sadios do que a lectina comercial 

Concanavalin A (ConA). Cramoll 1,4 também revelou seu potencial diagnóstico ao marcar de 

forma diferencial tecidos normal, hiperplásico e de carcinoma de próstata mostrando que o 
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padrão de coloração foi mais intenso no tecido hiperplásico comparado ao tecido normal para 

os grupos utilizando essa lectina em comparação com o grupo utilizando ConA. Cramoll 1,4 e 

ConA também mostraram uma diminuição na intensidade de marcação com o aumento do 

grau de malignidade. Entretanto, Cramoll 1,4 apresentou um valor diagnostico maior para 

doenças na próstata do que a lectina comercial ConA (LIMA et al., 2010). 

O potencial terapêutico das lectinas de C. mollis,em especial Cramoll 1,4 tem sido 

amplamente estudado. Essa lectina mostrou sua capacidade de inibição 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 ações diagnósticas essa lectina também 

pode ser um potencial para terapia do câncer. 

 O efeito mitogênico de Cramoll 1,4 e Cramoll 1 em linfócitos foi avaliado mostrando 

que essas lectinas podem ser usadas como ferramentas para proliferação dos linfócitos e não 

há diferença significativa na utilização dessas isolectinas, além disso, essa atividade biológica 

está diretamente relacionada ao sítio de ligação a carboidratos dessas lectinas (MACIEL et al., 

2004). Cramoll 1,4 também está associada a um aumento da proliferação de esplenócitos. 

Tanto Cramoll 1,4 como ConA também induziram altos níveis de IL-2, IL-6, IFN-γ e 

produção de óxido nítrico. Além disso, Cramoll 1,4 não induziu apoptose e estimulou um 

número significante de células na fase S do ciclo celular, mostrando que essa lectina pode ser 

usada como agente mitogênico nos ensaios de imunoestimulação (MELO et al., 2010a). 

Cramoll 1,4 também apresenta atividade modulatória nos linfócitos do baço e estimula a 

resposta imune Th2 (MELO et al., 2010b).  Essa lectina também é hábil para induzir a 

expressão in vitro de IL-6, IL-17A, IL-22, e IL-23 melhor que a comercial ConA, além de 

gerar memória imunológica (OLIVEIRA et al., 2013). 

As isolectinas de Cramoll também mostram seu potencial de isolamento de 

glicoproteínas, com importantes atividades biológicas, quando imobilizadas em matriz de  

Sepharose (LIMA, 1997; PAIVA, 2003; SILVA, 2011).  

Em 2008, OLIVEIRA e colaboradores imobilizaram Cramoll 1,4 em nanopartículas de 

ouro adsorvidas em eletrodos, mostrando que ela mantém sua atividade biológica e interage 

com ovalbumina, demostrando que esse sistema pode ser usado na construção de um 

biossensor sensível a glicoproteínas em solução. Em 2011 um novo sensor utilizando Cramoll 

1,4 foi desenvolvido com alta sensilibidade e seletiva discriminação de lipossacarídio 

bacteriano (OLIVEIRA et al., 2011a). Essa lectina também mostrou ser um potencial 
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biossensor para detectar padrões anormais de glicoproteínas no soro de pacientes com dengue 

(OLIVEIRA et al., 2011b). 

Compostos isolados de diversas plantas da região semi-árida 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 aglutinação e inibição da 

proliferação 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 lesões 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 granulação, o 

processo de reepitelização e retração 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 

biológicas podendo ser utilizada como fonte potencial para diversas aplicações biomédicas e 

médicas.  

 

2.2.3 Expressão heteróloga de lectinas, o caso de rCramoll 

A purificação de lectinas a partir de um material é em geral um processo que consome 

tempo e em alguns casos demanda uma grande quantidade de material biológico. Não 

obstante, o rendimento pode ser baixo e as frações purificadas podem estar contaminadas por 

diversas biomoléculas. Uma alternativa para solucionar alguns desses problemas é a 

expressão heteróloga que oferece uma produção de maior grau de controle das propriedades 

finais, mais efetiva e proteínas podem ser preparadas com um maior grau de pureza 

(GEMEINER et al., 2009). 

Para lectinas vegetais a expressão heteróloga oferece vantagens como a não 

dependência da coleta de sementes, que em muito afeta a homogeneidade das amostras devido 

à sazonalidade, além de evitar a contaminação como outras proteínas ou metabólitos 

secundários durante o processo de purificação (VAREJÃO et al., 2010). 

https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=664&q=digitonina+e+trypanosoma+cruzi&spell=1&sa=X&ei=-7p_UrL8DdKs4APv-ID4BQ&ved=0CCsQvwUoAA
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Com o progresso da tecnologia de DNA recombinante, numerosos sistemas de 

expressão têm sido usados para produção heteróloga de lectinas. Expressão em sistema 

hospedeiro tem clareado a influência das modificações pos-traducionais no enovelamento e 

direcionamento das propriedades de ligação de carboidratos de proteínas de plantas, variando 

nas bactérias (Escherichia coli), fungos (Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae), plantas 

ou células animais. E. coli e P. pastoris têm sido empregados com sucesso para produção em 

larga escala de proteínas produzidas heterologamente, que são usadas na indústria devido ao 

sua genética bem conhecida, rápida, alta densidade de cultivo e grande número disponível de 

ferramentas biotecnológicas compatíveis (BRETTHAUER e CASTELLINO, 1999; 

MENÉNDEZ et al., 2005; GEMEINER et al., 2009). 

Lectinas de leguminosas são sintetizadas pelos ribossomos associados ao retículo 

endoplasmático rugoso e consequentemente acumuladas em vacúolos nas células que formam 

tecidos ou órgãos vegetais. Elas são encontradas em grandes quantidades nos cotilédones das 

sementes e podem ser usadas como estoque de aminoácidos para o desenvolvimento das 

sementes ou terem funções de defesa. Muitas dessas proteínas são sintetizadas como 

precursores inativos sendo ativadas após o transporte para destinos subcelulares pelo processo 

de clivagem proteolítica (SHELDON et al., 1996; VANDENBORRE et al., 2011). 

Lectinas da subtribo Diocleinae a qual pertence C. mollis apresentam um complexo 

processo de modificação pós-traducional (MIN e JONES, 1992; BEZERRA et al., 2006; 

VAREJÃO et al., 2010), que é inexistente na bactéria, o que pode gerar lectinas com a mesma 

especificidade e atividade que a proteína nativa, mas a estrutura e propriedades de ligação 

levemente diferentes (STREICHER e SHARON, 2003; GEMEINER et al, 2009). Sendo 

assim, existia um grande desafio para a síntese de forma heteróloga de rCramoll.  

 

Entretanto, VAREJÃO e colaboradores (2010) visando transpor esse problema, 

utilizaram um DNA quimicamente sintetizado que codificava a sequência de aminoácidos da 

lectina madura o que resultou na expressão e purificação de uma lectina recombinante 

funcional CRAMOLL 1 (rCramoll) em Escherichia coli. Para síntese dessa nova lectina 

recombinante foi utilizado o vetor de expressão bacteriano contendo a sequência de DNA de 

rCramoll sob o controle do promotor T7 (VAREJÃO et al., 2010). Esse vetor é comumente 

usado para produção de lectinas heterólogas (pET) sistema de expressão contendo o promotor 

T7, que é então transferido para o hospedeiro, particularmente em E. coli (GEMEINER et al., 

2009). 
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Um segundo obstáculo para produção de rCramoll era o fato de mais de 90% 

da lectinas previamente expressas em células de E. coli formarem corpos de 

inclusão.resultando em apenas uma pequena parcela de proteínas ativas. Mesmo uma grande 

quantidade tendo se encontrado em corpos de inclusão (agregados insolúveis) foi possível 

recuperar uma quantidade razoável de rCramoll solúvel em sua forma ativa. Essa lectina 

apresenta as mesmas propriedades físico-químicas como massa molecular, densidade de 

carga, estruturas secundárias e terciárias e a mesma capacidade para aglutinar eritrócitos de 

coelho e células epimastigotas Trypanosoma cruzi. Entretanto, foi possível observar que 

pCramoll se apresentou mais instável que sua forma recombinante quando submetida a altas 

temperaturas ou alta pressão hidrostática (VAREJÃO et al., 2010). 

 pCramoll, figura 11, também mostrou-se mais instável com o aumento da acidez 

quando comparada a rCramoll. Em pH 7, as duas proteínas existem em sua forma tetramérica, 

entretanto, com o aumento da acidificação elas comportam-se de formas diferentes, figura 12 . 

Em pH 6,0, 26% de dímeros de pCramoll são formados, enquanto que rCramoll permanece 

100% como tetrâmero. Em pH 5,0 onde pCramoll é 100% dimérica, 50% de rCramoll ainda 

apresenta-se como tetrâmero, apenas em pH 4,2 todos as formas de rCramoll são dímeros 

(VAREJÃO et al., 2010).   

 

Figura 11 - Lectina de Cratylia mollis (CRAMOLL 1): oligomerização dependente de pH. (a) Monômero, 

(b)Dímero, (c) Tetrâmero. (D) Eletroforese mostrando o monômero intacto-I e monômeros fragmentados-

F 

                                                                       

Fonte: Adaptado de VAREJÃO et al.,  2010. 



CUNHA, C.R.A.                                                                         ―Avaliação da atividade antitumoral da lectina recombinante ...‖ 

48 
 

 

 Na presença de 4 molar(M) de uréia, tetrâmeros de pCramoll são dissociados em 

monômeros, enquanto que na mesma situação os tetrâmeros de rCramoll são inicialmente 

desenovelados. Já ao analisar as espécies diméricas, a dissociação a 4M de uréia forma 

monômeros parcialmente desenovelados para as duas proteínas, figura 12.  Essa diferença no 

perfil de desenovelamento e dissociação é provavelmente devido a ausência de uma ligação 

peptídica específica em alguns monômeros fragmentados de pCramoll o que pode ocasionar a 

diminuição da estabilidade dos tetrâmeros (VAREJÃO et al., 2011).  

 

Figura 12 - Diferenças no perfil de dissociação e desnaturação de p e rCramoll. Em condições não 

desnaturantes rCramoll só apresenta tetrâmeros intactos diferente de pCramoll que possui tetrâmeros 

formados tanto por monômeros intactos como fragmentados. Os tetrâmeros (pCramoll) ao serem 

submetidos a 4molar de ureia apresenta apenas monômeros parcialmente desenovelados, enquanto que 

rCramoll apresenta tanto monômeros como tetrâmeros parcialmente desenovelados 

                                                                                                                                   

                                        Fonte: Adaptado de VAREJÃO et al., 2011. 

 

A técnica de expresão heteróloga também proporcionou o estudo da influência da 

modificação pós-traducional na síntese de CRAMOLL e sua possível importância para o 

vegetal. Essa certa instabilidade da proteína da planta pode ser importante para a 

disponibilidade dessa proteína como fonte de nutrição para o crescimento do embrião na 

semente. rCramoll não apresenta monômeros fragmentados vindos do processo de 

modificação pós-traducional que ocorre nas plantas, dessa forma, isso rende um aumento da 

estabilidade da proteína recombinante frente em algumas situações desnaturantes (VAREJÃO 

et al., 2011). 

.  
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2.2.4 Lectinas e ação antitumoral 

 O século XX apresentou um avanço extraordinário na pesquisa de produtos naturais, 

especialmente de plantas e microorganismos, no campo da oncologia propiciando a 

descoberta de diversas substâncias utilizadas atualmente na terapêutica antineoplásica. A 

maioria (60%) dos fármacos anticâncer introduzidos na terapêutica nas últimas décadas tem 

sua origem nos produtos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2007; BUTLER, 2008; HARVEY, 

2008). 

Algumas lectinas de plantas já foram usadas como ferramentas de reconhecimento 

tumoral para diferenciar tumores malígnos de benignos e o grau de glicosilação associado 

com metástases (MODY et al., 1995). Elas têm sido desenvolvidas para utilização como 

microarranjos sofisticados para melhor reconhecimento de tumores malignos no diagnóstico e 

prognóstico do câncer (GUPTA et al., 2010).  

Estas lectinas têm sido bem conhecidas por possuir atividade antitumoral, via morte 

celular programada, que é um mecanismo celular intrínseco para eliminar células prejudiciais 

e manter a homeostase, incluindo apoptose e autofagia (LI et al., 2009), existem múltiplas 

conexões entre apoptose e autofagia que pode selar o destino final da célula do câncer 

(GIANSANTI et al., 2011). Além disso, as lectinas de plantas são um potencial terapêutico 

nos ensaios preclínicos e clínicos na descoberta de fármacos anticâncer (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 cancerígenas (DE MEJÍA e PRISECARU, 2005). As lectinas ConA e PCL (lectina de 

Polygonatum cyrtonema) podem resultar na morte celular por autofagia depois da 

internalização ou ligação a certos receptores de açúcares na superfície das células do câncer 

(LEI e CHANG, 2007). 

ConA foi a primeira lectina de legume com ampla atenção devido a sua atividade 

antitumoral. Em 1995, essa lectina foi reportada por induzir apoptose que estava associada 

com sua propriedade de ligação a carboidrato (KULKARNI e MCCULLOCH, 1995). Estudos 

recentes tem demonstrado que a iniciação do processo de apoptose pode ser mediada pela 

mitocôndria (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 são reportadas por possuir significantes 

atividades anti-proliferativas e indutoras de apoptose para uma variedade de tipos de câncer 

(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-neoplásica desta lectina foi abruptamente diminuída quando 

a especificidade por ácido siálico foi completamente inibida, o que indica que esta 

especificidade de ligação a açúcar pode estar relacionada a atividade anti-neoplásica. (CHEN 

et al., 2009).  Cramoll 1,4 apresentou cerca de 41% de inibição tumoral em camundongos com 

sarcoma 180 (ANDRADE et al., 2004).  

Lectinas têm sido abrangentemente usadas como candidatas a fámacos antitumorais 

em cânceres humanos in vitro, algumas delas têm sido aplicadas nas terapias pré-clinicas e 

clínicas na luta contra câncer humano (THIES et al., 2005; GUPTA et al., 2010; FU et al., 

2011). 

Por conseguinte, as lectinas têm como uma de suas atividades biológicas a ação 

antitumoral que pode ser desencadeada por três possíveis vias. Algumas lectinas agem 

inativando ribossomos nas células do câncer, outras através da endocitose e seletivamentente 

se localizam em algumas organelas como mitocôndrias e por fim algumas se ligam a 

domínios contendo açúcares de alguns receptores dessas células cancerígenas. Sendo todas as 

três vias direcionadas para a morte celular programada e assim destruição dessas células 

malignas (FU et al, 2011).  

 

2.3  Nanotecnologia Farmacêutica 

A formulação, caracterização e aplicação de dispositivos em escala nanométrica é 

função da nanotecnologia, amplamente conhecida por ter um grande potencial em trazer 

benefícios para muitas áreas da pesquisa e aplicações. 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 nível nanométrico (THASSU et al., 2007; VARSHNEY e 

SHAILENDER, 2012). Essa tecnologia é um campo inovador e altamente especializado, que 

tem revolucionado a indústria farmacêutica. A nanotecnologia pode fornecer diagnósticos 

mais precisos e tratamentos terapêuticos de doenças fundamentadas ao nível molecular (JAIN, 

2007).  
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A nanotecnologia tem sido amplamente estudada como alternativa para o tratamento 

de muitas doenças a exemplo do câncer, que apresenta inúmeras dificuldades, entre elas a 

resistência que algumas células tumorais têm ao efeito citotóxico de alguns quimioterápicos.  

A nanotecnologia providencia uma inovadora e promissora alternativa para pequenas 

moléculas quimioterápicas convencionais, superando a resistência do tumor a esses 

medicamentos por meio da encapsulação, anexação ou conjugação dos fármacos ou produtos 

biológicos terapêuticos (GAO et al., 2012).  

Simultaneamente, os nanocarreadores podem promover uma melhora na 

penetração/permeação das substâncias ativas nas barreiras fisiológicas e proteger os fármacos 

ou produtos biológicos sensíveis dos fluidos biológicos. Além disso, os nanocarreadores 

permitem a solubilização de fámacos hidrofóbicos, aumento do tempo de circulação 

sanguínea do fármaco, entrega a múltiplos alvos terapêuticos e liberação controlada do 

fármaco (GAO et al., 2012).  

Um dos fatores que tem impulsionado, em grande parte, o uso de nanossistemas para o 

tratamento de câncer resistente a vários fármacos, pode ser atribuído à possibilidade de 

acoplar moléculas a esses nanossistemas que direcionam especificamente, como anticorpos e  

peptídios  aos sítios de ação 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 são: nanopartículas, lipossomas, micelas, 

dendrímeros, quantum dots, nanopartículas magnéticas e polímeros conjugados a fármacos 

(GAO et al., 2012; DESOIZE e JARDILLIER, 2000).  

 

2.3.1 Lipossomas 

Moléculas anfifílicas normalmente interagem de modo a diminuir a exposição de seus 

grupos hidrofóbicos em um ambiente hidrofílico formando monocamadas. Em uma faixa 

acima de determinada concentração destes compostos, a chamada concentração micelar crítica 

(CMC), ocorre a formação de agregados termodinamicamente estáveis, estruturas que 

apresentam diferentes formas de acordo com suas características químicas, figura 13 

(NELSON e COX, 2008). 

 Fosfolipídios são exemplos de moléculas anfifílicas que possuem cadeia 

hidrocarbonada única ou duas cadeias curtas que são capazes de formar, em meio aquoso, 
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micelas, evitando dessa forma a exposição de seus grupos apolares em água ou substância 

polar. Caso os fosfolipídios apresentem duas cadeias hidrocarbonadas longas, 

espontaneamente formarão agregados em bicamadas, assumindo a forma vesicular quando 

dispersos em solução aquosa, estas estruturas são nomeadas de lipossomas, estruturas 

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

Figura 13 -  Quatro principais tipos de fosfolipídios, PC (fosfatidilcolina) possui grupo polar neutro; PE 

(fosfatidiletanolamina) possui grupo polar neutro; PS (fosfatidilserina) possui grupo polar carregado 

negativamente; PI (fosfatidilinositol) possui grupo polar carregado negativamente em pH 7. Organização 

das moléculas de fosfolipídios. (a), (b) e (c). 

                        
Fonte: Adaptado de: NELSON  e COX, 2008; R. VALENZUELA e A. VALENZUELA, 2013. 

 

De acordo com TORCHILIN  (2005), os lipossomas são vesículas que consistem de 

uma ou mais bicamadas de fosfolipídios concêntricos ao redor de um compartimento aquoso, 

(figura 13), eles podem carrear fármacos, biomoléculas e agentes diagnósticos no núcleo 

aquoso (moléculas hidrofílicas) ou embebidos em sua membrana (moléculas hidrofóbicas).  

Os lipídios utilizados para a preparação dos lipossomas são biodegradáveis e 

biocompatíveis. Entre os fosfolipídios mais utilizados encontram-se as fosfatidilcolinas 

devido a sua estabilidade apropriada e sua habilidade para agir contra mudanças de pH ou de 

concentrações salinas no produto ou ambiente biológico. (BATISTA et al., 2007). 
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Os lipossomas são classificados quanto ao seu grau de lamelaridade e quanto ao seu 

tamanho. Vesículas unilamelares quando pequenas são nomeadas de (SUV’s) e as grandes de 

(LUV’s), enquanto que aquelas que possuem várias camadas são denominadas de vesículas 

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

 

    Figura 14 - Classificação dos lipossomas de acordo com o tamanho e número de camadas 

 

 Fonte: Adaptado de LOPES et al., 2013.  

 

A primeira linha de lipossomas formulados chamados de convencionais (figura 15), 

são compostos basicamente de fosfolipídios e colesterol, podendo ter também um lipídeo com 

carga negativa ou positiva para evitar a agregação das vesículas, aumentando a estabilidade 

em suspensão (BATISTA et al., 2007). Estas vesículas têm sido exploradas para uma entrega 

eficiente de fármacos antiparasitas e antimicrobianos e para o tratamento de infecções 

localizadas no sistema mononuclear fagocítico (MPS) (AGRAWAL e GUPTA 2000; BASU e 

LALA 2004). Lipossomas catiônicos também são extensivamente usados para encapsular 

moléculas carregadas negativamente como DNA, RNA e oligonucleotídios (BATISTA et al., 

2007). Entretanto, esses lipossomas enfrentam limitações pela sua rápida captura pelo (MPS) 

depois da administração sistêmica (HUWYLER et al., 2008). 

 

Figura 15 - A. Fosfolipídios tradicionais com fármacos solúveis em água (a) encapsulado no interior 

aquoso, e fármacos insolúveis na bicamada (b). B. Lipossomas com moléculas sítio-específicas como 

anticorpos (c) reagindo com fosfolipídios na membrana ou ancorados em outra estrutura(d). C. 

Lipossomas de longa circulação revestido com polímero como o polietilenoglicol (PEG)(e). D. 

Imunolipossomas de longa circulação 
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Fonte: Adaptado de TORCHILIN, 2005. 

 

Outro grupo de lipossomas são os polimórficos, que se tornam reativos devido à 

mudança na sua estrutura desencadeada por algumas situações específicas (BATISTA et al., 

2007). Lipossomas pH-sensíveis  são chamados de polimórficos, pois são geralmente estáveis 

em pH fisiológico, mas podem ser desestabilizados e adquirir propriedades fusogênicas em 

condições de acidez, como em  áreas de infecção, inflamação e tumores  (GULINO et al., 

1967; LOPES et al., 2013) levando a liberação de seu conteúdo aquoso ( SIMÕES et al., 

2004; CARVALHO-JÚNIOR et al., 2007). Lipossomas termo-sensíveis também são 

polimórficos e são constituídos por fosfolipídios cuja temperatura de transição de fase é 

levemente acima de 37°C, o que favorece a liberação do material encapsulado em regiões 

com hipertermia como o tumor (BATISTA et al., 2007; LOPES et al., 2013). 

Uma nova linha de lipossomas tem sido elaborada, os lipossomas sítio-específicos, 

figura 15, que objetiva o acúmulo dos produtos carreados nas células ou tecidos alvos, 

diminuindo a exposição para tecidos saudáveis agindo de forma seletiva e diminuindo os 

efeitos colaterais causado pelos fármacos. Esses lipossomas são formados por meio do 

acoplamento em sua superfície de uma molécula direcionadora para o sítio de ação, que é 

capaz de reconhecer, ligar e induz a internalização do nanossistema ou do fármaco 

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 resíduos de 

carboidratos (FU et al., 2011) são 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 células. Eles mostraram que a encapsulação do DOX nesse nanosssitema foi capaz de 
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aumentar a penetração do fármaco em células, aumentando sua citotoxicidade específica o 

que resultou em uma inibição da proliferação celular de cerca de 70% na linhagem Hep-2 

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

Entretanto, mesmo com os mais aperfeiçoados sistemas para entrega controlada de 

fármacos eles acabariam por esbarrar no entrave que é sua rápida retirada da corrente 

sanguínea. Essa dificuldade impulsionou estudos com o objetivo de ―camuflar‖ esses 

nanossistemas e assim aumentar seu tempo de permanência na corrente sanguínea.  ALLEN e 

CHONN (1987), ao incorporarem glicolipídios na membrana dos lipossomas, mimetizando a 

membrana dos eritrócitos, perceberam que eles agem diminuindo a taxa e extensão da captura 

de lipossomas pelos macrófagos in vivo. Entretanto, a utilização do glicolipídio 

monossialogangliosídio GM1 apresentou alguns inconvenientes como o custo e sua fonte de 

extração que foram considerados impróprios para produtos farmacêuticos (ULRICH, 2002; 

LOPES et al., 2013).  

A partir da limitação do uso do GM1, novos materiais hidrofílicos foram testados até 

que a incorporação de lipídios com polietilenoglicol (PEG), significativamente prolongou o 

tempo de meia-vida dos lipossomas na circulação. Dessa forma, foi observado que a 

incorporação de 5 a 10% de PEG conjugado ao lipídio, comumente chamado lipídio 

peguilado, previne a opsonização (ULRICH, 2002; LOPES et al., 2013).  

O PEG é um polímero inerte, solúvel em água, com baixa imunogenicidade e boa 

cinética de excreção e apresenta vastas aplicações como um revestimento biocompatível 

(MARSH et al., 2003; IMMORDINO et al., 2006). A incorporação do lipídio peguilado, 

figura 16, permite a formação de uma camada aquosa na superfície do lipossoma gerando 

interações repulsivas entre esses lipossomas e os componentes do sangue (ULRICH, 2002; 

LOPES et al., 2013). 

                                           Figura16 - Estrutura do DSPE-mPEG2000. 

 

Fonte:Adaptado de ZHANG et al., 2008. 

 

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

utilizadas é através da sua ligação com um lipídio tal como o DSPE-PEG (PEG – 
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distearoilfosfatidiletanolamina) e posteriormente sua inserção na bicamada lipídica 

(MOGHIMI e SZEBENI, 2003). 

A massa molecular do polímero e sua densidade na nanoestrutura determinam o grau 

de coberturada da superfície e a distância entre os locais de inserção do lipídio peguilado que 

é representando por diferentes configurações desse polímero na superfície lipossomal, figura 

17, proposto por De Gennes (1980) (IMMORDINO et al., 2006). 

 

Figura 17 - Diagrama esquemático dos regimes de configurações do PEG revestindo a bicamada lipídica 

                                           

Fonte:Adaptado de IMMORDINO et al., 2006. 

 

Várias especulações têm sido feitas a respeito do real mecanismo pelo qual esses 

nanocarreadores revestidos por esse polímero prolongam seu tempo na circulação. Uma das 

hipóteses amplamente defendida é que a presença do PEG pode reduzir ou prevenir a 

adsorção protéica e consequentemente a rápida retirada da corrente sanguínea pelo MPS 

(sistema mononuclear fagocítico) (NEEDHAM e KIM, 2000). Outros grupos tem sugerido a 

idéia de ―disopsonização‖, fenômeno onde o PEG promove ligação com certas proteínas que 

agem recobrindo a vesícula e ―mascarando-a‖ do sistema MPS (VERT e DOMURADO, 

2000). Essas proteínas podem modular a taxa de captura do lipossoma e reduzir a quantidade 

de opsonina ligada, protegendo da fagocitose e aumentando o tempo de permanência na 

corrente sanguínea (PARK e HUANG, 1993; MOGHIMI e SZEBENI, 2003; NOGUEIRA et 

al.,2013).  
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A incorporação do lipídio peguilado na bicamada lipídica confere a estas vesículas 

algumas características especiais. NOGUEIRA e COLABORADORES (2013) mostraram que 

o padrão de distribuição de tamanho de lipossomas tem sido influenciado pelo DSPE-mPEG, 

pois em sua presença, os lipossomas apresentam a tendência de serem menores (NOGUEIRA 

et al.,  2013). A repulsão eletrostática entre lipossomas com DSPE-mPEG pode reduzir a 

agregação dos lipossomas depois da extrusão, técnica bastante utilizada para diminuir o 

tamanho das vesículas, 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 câncer ovariano recorrente (ROSE, 2005), além de 

continuar a ser testado para outros tipos de câncer (HUSSEIN e ANDERSON, 2004; 

ROBERT et al., 2004; HAU et al., 2004; IMMORDINO et al., 2006). Desde então, grandes 

estudos utilizando os nanossistemas revestidos com esse polímero tem sido constantemente 

realizados. 

 

2.3.2 Métodos de preparação de lipossomas 

Existem muitos métodos para a formação de lipossomas, alguns desses amplamente 

usados para a encapsulação de proteínas. A maioria desses métodos consiste na formação do 

filme lipídico e posterior dispersão deste filme em meio aquoso (MOZAFARI e 

MORTAZAVI, 2005). 

O método de hidratação do filme lipídico gera vesículas multilamelares grandes 

(MLV) que podem ser submetidas à diversas técnicas para aumentar a taxa de encapsulação e 

posterior adequação de características como tamanho e índice de polidispersão. Algumas 

técnicas como o congelamento e descongelamento (FAT) e hidratação e reidratação (DRV) 

são amplamente escolhidas para encapsular moléculas hidrofílicas. Outras metodologias 

envolvem o uso de emulsões (microemulsões) como a evaporação em fase reversa (REV) 

onde um solvente imiscível é colocado em água como sistema inicial.  Alguns envolvem o 

uso de detergentes para formação de micelas como o método de diálise por detergente (DDV). 

Outros são baseados na mistura de uma fase não aquosa com lipídios e solução aquosa (VEI) 

(figura 18) (WALDE e ICHIKAWA, 2001). 
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O método de hidratação e reidratação (DRV) seguido da técnica de extrusão 

proporciona altas eficiências de encapsulação para moléculas hidrofílicas e evita o uso de 

solventes orgânicos durante o procedimento de encapsulação. Este método produz vesículas 

relativamente monodispersas e com um alto grau de unilamelaridade (WALDE e 

ICHIKAWA, 2001). ZADI e GREGORIADIS (2000) reportaram uma alta eficiência de 

encapsulação de solutos hidrofílicos em pequenos lipossomas pelo método de hidratação e 

reidratação. 

Outra técnica bastante utilizada para encapsulação de moléculas hidrofílicas, consiste 

no congelamento e descongelamento da formulação. Nessa metologia, os MLV’s são 

submetidos a repetidos ciclos rápidos de congelamento, geralmente em nitrogênio líquido (-

196°C) e ciclos de descongelamento na temperatura de transição de fase dos lipídios. Esses 

ciclos refletem na quebra das lamelas devido a formação de cristais de gelo durante o 

processo de congelamento (SRIWONGSITANONT e UENO, 2011). Durante o processo de 

descongelamento, a água proporciona um meio que permite a difusão passiva da molécula 

hidrofílica devido ao gradiente de concentração através da bicamada (XU et al., 2012). 

Entretanto, durante os ciclos de congelamento e descongelamento muitas proteínas são 

desnaturadas (COLLETIER et al., 2002). Desta forma, um estudo prévio avaliando a 

estabilidade da macromolécula é necessário. 

Figura 18 - Resumo esquemático dos métodos que podem ser usados para a preparação de lipossomas 

contendo enzimas: (a) métodos que basicamente começam do filme lipídico seco; (b) métodos que usam 

emulsões (microemulsões) contendo água e solvente imiscível no sistema inicial; (c) métodos que envolvem 

o uso de detergente na formação de micelas; (d) métodos que são baseados na mistura de uma solução 

lipídica não aquosa com solução aquosa 
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Fonte: Adaptado de WALDE e ICHIKAWA, 2001. 

 

XU e colaboradores em 2012 conseguiram encapsular cerca de 50% da enzima 

superóxido dismutase (SOD) em vesículas 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 

eficiência de encapsulação da enzima acetilcolinesterase recombinante em lipossomas de 

acordo com o aumento do número de ciclos de congelamento e descongelamento. Sendo 
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assim, a hidratação do filme lipídico seguida de ciclos de congelamento e descongelamento 

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

 

2.3.3 Lipossomas na terapia do câncer 

Lipossomas têm sido o candidato de maior sucesso para aplicações como no 

tratamento de infecções, doenças no pulmão, da pele, elaboração de vacinas, entrega 

medicinal de genes, e terapia do câncer. Muitos dos sistemas de entrega controlada, aprovados 

pelo órgão governamental dos Estados Unidos de administração de alimentos e fármacos 

(FDA) são lipossomas ou baseados em lipídios. Desde o primeiro sistema de entrega de 

fármacos aprovado pela FDA, anfotericina B lipossomal, em 1990, alguns sistemas de entrega 

de fármacos estão disponíveis comercialmente para tratar diversas doenças que vão desde a 

infecção fúngica ao câncer (ALLEN e CULLIS, 2004; ZHANG et al.,2013). 

Lipossomas modificados com ligantes na superfície interagem com receptores 

celulares específicos podendo resultar na internalização do carreador e intracelularmente 

liberar o fármaco (GABIZON, 2006). Propriedades físico-químicas dos nanossistemas, 

tamanho, carga e hidrofilicidade de sua superfície 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 específico, nanossistemas tem mostrado habilidade para 

se acumularem passivamente nos sítios com aumento da permeabilidade vascular, quando sua 

faixa de diâmetro é menor que 200 nm (ALLEN e. CULLIS, 2013). Isso se deve a morfologia 

diferenciada dos vasos que permeiam o tumor. A angiogênese induzida pelas células tumorais 

gera vasos com maior permeabilidade, além disso, a drenagem deficiente do sistema linfático 

nesse local gera um aumento da retenção, fenômeno conhecido como efeito de aumento de 

permeabilidade e retenção (EPR), figura 19, (TORCHILIN, 2011). 
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Figura 19 - Diferenças entre o tecido normal (A) e tumoral (B) e a acumulação passiva dos 

nanocarreadores pelo aumento da permeabilidade e efeito de retenção (EPR). 

 
Fonte: Adaptado de DANHIER et al., 2010. 

 

O efeito EPR, é uma das vias mais utilizadas pelos nanossistemas na terapia do câncer, 

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 fármacos anticâncer é o fato de que moléculas 

menores que 4 nm podem atingir o interstício tumoral, mas podem retornar a circulação 

sanguínea e serem reabsorvidas, enquanto que para nanopartículas esse processo encontra 

barreiras devido ao grande raio hidrodinâmico o que favorece o acúmulo dessas 

nanoestruturas no interstício tumoral (BERTRAND et al., 2013). 

PARK e colaboradores (2002) mostraram a eficácia substancial no tratamento de 

câncer de mama e de ovário de lipossomas furtivos contendo doxorrubicina assim como na 

monoterapia e em combinação com outros fármacos quimioterápicos. Um aumento da 

deposição 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 fármaco livre (GABIZON et al., 2002). 

A encapsulação de predinisolona fosfato em lipossomas furtivos proporcionou uma 

inibição do crescimento tumoral máximo de 80-90% com apenas uma única dose de 20 mg/kg 

enquanto que sua forma livre não 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 formulação lipossomal reduziu a hepatotoxicidade do fármaco e nenhuma 
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toxicidade hematológica significante foi observada nos animais com sarcoma 180. Mostrando 

que o desenvolvimento de formulações lipossomais contendo esse fármaco é um importante 

avanço para seu uso na terapia.  

Outro importante estudo foi realizado com uma série de novos agentes anticâncer 

sintetizados com o propósito de serem fármacos mais efetivos e menos tóxicos como os 

derivados de acridina a exemplo o LPSF/AC04 (5Z)-[5-acridin-9-ylmethylene-3-(4-methyl-

benzyl)-thiazolidine-2,4-dione], entretanto, eles tem seu uso  limitado devido sua baixa 

solubilidade em soluções aquosas o que motivou sua incorporação em complexos de inclusão 

em lipossomas. Esse estudo mostrou um significante aumento da atividade antiproliferativa 

do fármaco em linhagens celulares graças a sua incorporação em lipossomas (MENDONÇA 

et al., 2012).  

Desde a aprovação dos primeiros lipossamas furtivos voltados para o tratamento do 

câncer, DOXIL
® 

(ZHANG Y, 2008)  a nanomedicina tem sido amplamente utilizada para 

carrear moléculas citotóxicas voltadas para o câncer, e tem por objetivos providenciar o 

aumento da solubilidade do quimioterápico, controlar a taxa de liberação, reduzir dos efeitos 

colaterais e diminuir a exposição desses agentes citotóxicos às células sadias (BLANCO et al., 

2011; VENDITTO e SZOKA, 2013).   

 

2.3.4 Proteínas encapsuladas em lipossomas 

A busca para o tratamento de muitas doenças vive uma nova era, agentes terapêuticos 

baseados em proteínas e peptídeos têm sido produzidos por processos biotecnológicos e 

aprovados pelos principais órgãos regulamentadores para uso terapêutico. A eficiência e 

entrega segura de proteínas terapêuticas é a chave para o sucesso comercial. Embora métodos 

de entrega de proteínas tenham sido desenvolvidos, existem muitos obstáculos remanescentes 

(CLELAND e DAUGHERT, 2001), como a rápida eliminação e distribuição do fármaco em 

tecidos ou órgãos não desejados, o que aumenta a necessidade de doses frequentes. Uma 

alternativa viável para transpor estes problemas tem sido o uso de lipossomas (TORCHILIN, 

2011). Esse nanossistema também tem atraído olhares para entrega de macromoléculas, 

permitindo biocompatibilidade, diminuição dos efeitos colaterais, e proteção contra os fluídos 

biológicos que poderiam afetar a estabilidade das proteínas (GUPTA e SHARMA, 2009). 
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As proteínas são macromoléculas cujo seu peso molecular é geralmente maior que os 

observados em produtos farmacêuticos (GUPTA e SHARMA, 2009), além disso, proteínas 

hidrofílicas apresentam uma baixa eficiência de encapsulação, especialmente em vesículas 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 é a seleção da 

metodologia para encapsular proteínas hidrofílicas. Há grandes desafios a serem superados, 

dentre estes, a baixa eficiência de encapsulação e o cuidado com a estabilidade da proteína 

durante a preparação, especialmente se as condições do processo são agressivas para a 

proteína ou envolve solventes orgânicos (XU et al., 2012).  

Novos métodos para entrega de proteínas e peptídeos em sistemas lipossomais incluem 

o revestimento dessas nanoestruturas, na superfície, com polímeros hidrofílicos como o PEG, 

com o objetivo de reduzir a imunogenicidade e aumentar o tempo de circulação das vesículas 

(GABIZON et al., 1994; FRKANEC et al., 2003; ARULSUDAR et al., 2004; BADIEE et al., 

2007; CHANG et al., 2011). A peguilação das nanopartículas tem contribuído 

significativamente para uma melhora na biodisponibilidade e minimização dos efeitos 

colaterais (WANG et al., 2012). Por exemplo, a encapsulação da enzima ativadora de 

plasminogênio tecidual em lipossoma convencional prolongou o tempo de meia vida desta 

proteína 16 vezes e o lipossoma peguilado 21 vezes quando comparados com a proteína em 

sua forma livre, evidenciando o efeito do polímero na superfície 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 inibição do crescimento do sarcoma 180 em camundongos, 

enquanto sua forma encapsulada em lipossomas carregados positivamente teve 71% de 

inibição de crescimento do tumor. Isso incentivou o nosso estudo com a nova proteína 

recombinante (rCramoll), com o objetivo de avaliar se o 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 Específicos 
 

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

heteróloga em Escherichia coli; 

 Avaliar a estabilidade de rCramoll após exposição a ultrassom,  agitação mecânica 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 físico-quimicamente as formulações 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 órgãos (fígado, baço e rins) dos grupos 

experimentais; 

 Avaliar parâmetros hematológicos e bioquímicos dos grupos experimentais; 

 Verificar a influência da lectina livre e encapsulada nos níveis da enzima glutationa 

peroxidase no sangue dos animais tratados. 
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RESUMO  

Neste trabalho foi avaliada o potencial de inibição do crescimento do sarcoma 180 in 

vivo da nova lectina recombinante de Cratylia mollis (rCramoll) expressa de forma heteróloga 

(rCramoll) livre ou encapsulada em lipossomas furtivos que foram formulados pela técnica de 

hidratação do filme lipídico seguido de ciclos de congelamento e descongelamento. Os 

lipossomas apresentaram tamanho de partícula, índice de polidispersão e pH adequados para 

avaliação da atividade antitumoral in vivo. Esta atividade revelou que a lectina livre 

apresentou um percentual de inibição do crescimento do tumor de 68% enquanto sua forma 

encapsulada apresentou 80% de inibição. Análises histopatológicas dos grupos experimentais 

revelaram que a lectina livre ou encapsulada não apresentou alterações nos rins dos animais. 

Análises hematológicas revelaram que o tratamento com a proteína encapsulada aumentou 

significativamente a concentração de leucócitos em relação ao grupo não tratado. Os níveis da 

enzima glutationa peroxidase não foi alterado em nenhum grupo experimental. Esses 

resultados revelam o potencial antitumoral da nova lectina rCramoll que ao ser expressa de 

forma heteróloga é um proteína sem interferência sazonal que pode ser utilizada para futuras 

aplicações na terapia do câncer. 

Palavras-chave: Lectinas. Expressão heteróloga. Lipossomas furtivos. Antitumoral. Câncer. 
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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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INTRODUÇÃO 

A Organização Mundial da Saúde estima que 84 milhões de pessoas morrerão de 

câncer entre 2005 a 2015 (DANHIER et al., 2010). Tratar uma doença dessa magnitude 

compreende: encontrar o alvo adequado para o tumor, (ii) encontrar fármacos que tratem 

eficazmente esta doença, e (iii) determinar a forma de transportar o fármaco (DANHIER et 

al., 2010). 

Produtos de fontes vegetais podem ser utilizados para terapêutica dessa doença, a 

exemplo as lectinas, proteínas de origem não imune que se ligam especificamente e 

reversivelmente a resíduos de carboidratos (DAVID & ZIMMERMAN, 2010; VAN DAMME 

et al., 1998; FU et al., 2011). Durante anos, esse grupo de proteínas têm sido usado como 

ferramenta para diferenciar tumores malignos de benignos e também para avaliar o grau de 

glicosilação associado com metástase (GORELIK et al., 2001). Além do potencial 

diagnóstico, as lectinas também possuem a capacidade  para serem utilizadas a terapia 

antitumoral em uma variedade de células malignas (DE MEJÍA & PRISECARU, 2005; CHOI 

et al., 2004; LIU et al., 2010; ANDRADE et al., 2004). Dentre essas lectinas está a extraída 

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 interferências sazonais e 

proporcionar proteínas mais puras, uma lectina recombinante (rCramoll) foi expressa de 

forma heteróloga em Escherichia coli (VAREJÃO et al,. 2010). Esta nova lectina possui a 

mesma capacidade de aglutinação de eritrócitos, entretanto, frente a algumas situações 

desnaturantes ela mostra-se mais estável que a lectina extraída da planta (VAREJÃO et al., 

2010, 2011).  

 As lectinas apresentam um  potencial terapêutico na luta contra o câncer, entretanto, 

existem  alguns obstáculos na utilizaçãodestas macromoléculas para este fim (CLELAND & 

DAUGHERT, 2001) como a possível degradação pelos fluidos biológicos, exposição a 

tecidos e órgãos não desejados e a necessidade de doses frequentes para se manter o nível 

terapêutico. Com o propósito de superar essas dificuldades, nanossistemas têm sido 

desenvolvidos para o carreamento de proteínas. Entre os candidatos a esses sistemas de 

carreamento estão os lipossomas, vesículas constítuídas por uma ou mais bicamadas lipídicas, 

que podem carrear tanto fármacos lipofílicos como hidrofílicos (TORCHILIN, 2011).  

Tendo em vista as limitações das lectinas para fins terapêuticos, os lipossomas 

apresentam aplicabilidades promissoras através da encapsulação dessas proteínas, 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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especialmente os lipossomas furtivos, que podem proporcionar um maior tempo de circulação 

desses nanosssitemas em relação aos lipossomas convencionais acarretando em um maior 

direcionamento e acumulação passiva dos nanossistemas furtivos devido ao fenômeno EPR, 

onde macromoléculas seletivamente atravessam os vasos sanguíneos que permeiam o tumor e 

se acumulam nestes tecidos, processo esse que não 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 diferença de estabilidade 

apresentada pela lectina recombinante em relação a lectina da planta pode influenciar na 

atividade biológica. 

 

 MATERIAIS E MÉTODOS 

A proteína recombinante (rCramoll), obtida por expressão heteróloga em Escherichia 

coli, foi fornecida pela Dra. Nathalia Varejão Nogueira da Paz (UFRJ, Brasil). A 

fosfatidilcolina de soja (Epikuron
®
 200) e o DSPE-PEG2000 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 monobásico de potássio, o hidróxido de 

sódio e os solventes foram comprados da Merck (Darmstadt, Germany). Membrana de diálise 

cut off 300 kDa Spectrumlabs (E.U.A). 

 

Obtenção de rCramoll  

A proteína recombinante (rCramoll) foi obtida por expressão heteróloga em 

Escherichia coli e purificada por cromatografia de afinidade Sephadex G-75 (VAREJÃO et 

al., 2010). 

 

Avaliação da atividade hemaglutinante 

A avaliação da atividade hemaglutinante (AH) da lectina foi realizada de acordo com 

Correia & Coelho (1995).  Uma alíquota da lectina (50µl) foi  submetida a uma diluição 

seriada em NaCl 0.15M e posteriormente foi adicionada uma suspensão de eritrócitos 
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glutarizados  de coelho (2.5% v/v em NaCl 0.15M, 50µl) o título foi lido após 45min.  A AH 

é definida como o inverso da última diluição que apresentou hemaglutinação. 

 

Avaliação da estabilidade de rCramoll após exposição a ultrasom, agitação 

mecânica e ciclos de congelamento e descongelamento. 

Amostras de rCramoll em solução (150 µg/mL) foram submetidas de modo contínuo à 

ultrasonicação (Vibra Cell, BRASON, USA, 200W, 40 Hz e 4 ◦C) e à  agitação mecânica 

utilizando um shaker (150 agitações por min a 37 °C por 24 ou 48 h). Para o teste de 

estabilidade a ciclos de congelamento e descongelamento, 1 mL da proteína em tampão 

fosfato pH 7,4 (150 µg/mL) foi submetida até 6 ciclos de congelamento em  nitrogênio 

líquido (-196°C) e descongelamento em banho maria (35°C). Após 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 lipídios (Fosfatidilcolina: Colesterol: DSPE-PEG2000) (7,5:2:0,5) 80mM 

foram dissolvidos em uma solução 3:1 (v/v) clorofórmio/metanol, e em seguida evaporados 

sob pressão reduzida a 37±1 °C à 80 RPM para formação do filme lipídico. Em seguida, o 

filme foi hidratado com uma solução de lectina dissolvida em tampão fosfato pH 7,4 e agitado 

para obtenção de lipossomas multilamelares (MLV’s). A formulação foi então submetida a 

dois ciclos seguidos de congelamento em nitrogênio líquido (-196 ºC) e descongelamento em 

banho-maria (35°C) para formação de MLV’s FAT (vesículas 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 obtenção de vesículas unilamelares.  

 

Caracterização físico-química das formulações lipossomais 

-Otimização do tamanho de partícula e índice de polidispersão através do tempo de 

sonicação  
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Diferentes tempos de sonicação foram avaliados para determinar o tamanho adequado 

das vesículas para atividade antitumoral. Os lipossomas MLV’s foram submetidos a 

diferentes tempos de sonicação (0, 10, 25, 50, 100s), o tamanho e o índice de polidispersão 

foram avaliados no aparelho Delsa™ Nano S (Beckman Coulter, UK). A carga de superfície 

(potencial zeta) da formulação utilizada para atividade antitumoral foi determinado por 

mobilidade eletroforética utilizando um Zetatrac Legacy (Microtrac, EUA). A medição foi 

feita após a diluição em água deionizada (25°C) da formulação lipossomal. Os resultados 

(média ± D.P.) foram representantes de três experimentos independentes 

 

 -Estabilidade dos lipossomas  

Os lipossomas foram submetidos a testes de estabilidade a longo prazo, onde  foram 

avaliados os seguintes parâmetros físico-químicos: tamanho de partícula, índice de 

polidispersão (PDI) e pH após a preparação e em intervalos regulares  de 7, 15, 30, 45, 60 e 

90 dias. 

 

Teor Protéico e Taxa de Encapsulação  

Para determinação do teor, uma alíquota da amostra lipossomal (150 µl) foi adicionada 

a 50 µL de uma solução de clorofórmio: metanol 3:1 (v/v) em um eppendorf, a mistura foi 

agitada em vórtex e colocada para sonicar por 7 min no banho sonicador. Após isso, uma 

alíquota de água milli-Q foi adicionada para um volume final de 1mL (ROLIM-SANTOS et 

al., 2006 modificado). Em seguida, o conteúdo de proteína foi dosado com o Kit de dosagem 

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

Duas metodologias para separação da lectina não encapsulada foram utilizadas para 

posterior verificação da taxa de encapsulação. A primeira consistiu na ultracentrifugação, 

onde 1mL da formulação lipossomal foi  submetida a ultracentrifugação 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 proteína foi quantificada do sobrenadante com o Kit de 

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

A segunda metodologia utilizada foi a técnica de diálise utilizando membranas com 

cut off de 300 KDa (Spectra/Por
® 

Float-A-Lyzer
® 

da Spectrum Labs, EUA). A diálise ocorreu 

por 12 horas com 6 trocas a cada 2 horas. Posteriormente, a proteína encapsulada foi 

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

absorbância lida a 750nm. 

 

Atividade antitumoral de rCramoll livre e encapsulada em lipossomas furtivos  

Os ensaios de avaliação 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 Laboratório de Imunopatologia Keiso Asami-Lika-UFPE. Os animais foram mantidos em 

ambiente climatizado sob temperatura controlada (  22°C), com ração e água ad libitum em 

um ciclo de claro:escuro de 12 h:12 h. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o 

protocolo aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da Universidade 

Federal de Pernambuco (Processo nº23076.023165/2012-13).  

Exceto o grupo (A): controle negativo que consistia de animais saudáveis, todos os 

animais foram inoculados com uma suspensão celular (5,0 x 10
6
 células mL

–1
) do tumor 

ascítico Sarcoma-180 (com sete dias de implantado), via subcutânea na região subaxilar dos 

camundongos, O tratamento foi iniciado 24 horas após implantação 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 fisiológico, grupo 

(C):animais tratados com rCramoll livre, grupo (D): animais tratados com lipossomas 

contendo rCramoll encapsulada  (Tabela 1). O tratamento foi iniciado 24 h após inoculação do 

tumor, e mantido durante sete dias consecutivos com injeções diárias (via i.p.) de uma solução 

de rCramoll em tampão fosfato (pH 7,4) ou de rCramoll encapsulada em lipossomas 

utilizando uma dose terapêutica de 7mg/Kg/ dia durante sete dias. Após o tratamento, os 

animais foram eutanasiados  com  uma dose  letal de Urethame
® 

(Sigma, E.U.A)  (1,25 g/kg 

de peso corpóreo) sendo o sangue coletado do punção cardíaca. Os tumores foram dissecados 

e pesados. A inibição tumoral foi expressa pela média dos pesos dos tumores dos animais 

tratados (T) em comparação com o grupo controle (C). A percentagem de inibição do tumor 

foi calculada de acordo com a seguinte fórmula: % inibição do tumor = [(C−T)/C]×100 .  
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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 Fisiológico 

Grupo B (Controle positivo) Soro Fisiológico 

Grupo C ( rCramoll) rCramoll Livre 

Grupo D (Lipo_rCramoll) rCramoll Encapsulada 

 

Análises histopatológicas 

Ao final do tratamento os tumores e órgãos dos animais (fígado, baço e rins) foram 

armazenados em solução tamponada de formalina a 10% por 24h. Posteriormente, os órgãos 

foram submetidos a procedimentos histológicos de rotina e corados com Hematoxilina e 

Eosina (HE) para análise histopatológica.   

 

-Determinação do índice mitótico (IM)  

As lâminas contendo cortes dos tumores devidamente coradas com HE foram 

fotografadas por câmera digital (Moticam 3.0) acoplada ao microscópio óptico (Nikon-E200), 

sob foco fixo e clareza de campo, obtendo-se 20 campos por lâmina com aumento final de 

400X. As fotomicrografias foram avaliadas através do software ImageJ versão 1.44 (Research 

Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.), onde em cada uma 

das amostras histológicas foram avaliados o número de mitoses por campo, determinando a 

partir destes a média do número de mitoses por tumor. Os valores obtidos foram normalizados 

para o controle considerado como 100%. 

 

Análise hematológica e bioquímica 

 O sangue coletado dos animais foi devidamente acondicionado em microtubos 

MiniCollect
®
 K3EDTA (Greiner Bio-One, Austria). As amostras de sangue dos camundongos 

foram submetidas à determinações do hematócrito, número total de hemácias e leucograma 

(contagem total e diferencial de leucócitos) no hemocitómetro (SYSMEX XT-4000i
TM

, 

Sysmex Corporação, Curitiba, Brazil) e análises bioquímicas para determinações dos índices 
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plasmáticos de glicose, ureia, AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina 

aminotransferase), no analisador automático (COBAS
®
 6000, Roche Diagnósticos, 

Inglaterra). 

 

Avaliação da expressão 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 à 

avaliação da atividade da enzima glutationa peroxidase utilizando o kit teste Ransel (Randox, 

Reino Unido).  

 

Análise estatística 

Os dados foram expressos como média  desvio padrão e testes com análise de 

variância (ANOVA). O teste T-Student foi empregado para comparar as significâncias 

estatísticas entre os grupos controle e experimentais com p<0,05. Todas as análises foram 

realizadas utilizando o software PRISMA (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, versão 

6.03). 

 

RESULTADOS 

Estabilidade de rCramoll frente a ultrassom, agitação mecânica e ciclos de 

congelamento e descongelamento 

Um ensaio preliminar foi realizado para verificar a estabilidade de rCramoll frente a 

ultrassom e agitação mecânica, na atividade biológica de hemaglutinação de eritrócitos 

glutarizados de coelho.  

As amostras submetidas à sonicação a 100 s e 250 s não mostraram alterações da 

atividade hemaglutinante 256
-1

, entretanto, acima de 300 s foram detectadas alterações da 

atividade hemaglutinante 128
-1

. Esta capacidade de aglutinar eritrócitos também foi alterada a 

48 h de agitação mecânica para 128
-1

. Este estudo mostrou que rCramoll oferece a mesma 

estabilidade que pCramoll frente a agitação e ultrassom (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Ação da sonicação e agitação mecânica na Atividade Hemaglutinante de rCramoll. 

 Sonicação  (Continuous, 200 W 

power) 

Agitação Mecânica 

(180 strokes/min) 

Tempo de 

Exposição 

0 s 100 s 250 s 300 s 0 h 24 h 48 h 

Atividade 

Hemaglutinante
a 

(UH/50µL)
 

256
-1

 256
-1

 256
-1

 128
-1

 256
-1

 246
-1

 128
-1

 

a
 O valor expressa o inverso do título da maior diluição na base 2 que ainda produziu aglutinação visível 

em número de unidades hemaglutinantes (UH) em cada  50µL de amostra utilizada no ensaio com sangue 

glutarizado de coelho. 

 

A escolha do método de preparação para encapsular proteínas em lipossomas deve 

visar alta eficiência de encapsulação preservando a atividade biológica da proteína (WALDE 

& ICHIKAWA, 2001). Sendo assim, a estabilidade da lectina em tampão fosfato pH 7,4 (150 

μg/mL), foi avaliada frente a um gradiente de ciclos de congelamento em nitrogênio líquido (-

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 eritrócitos.  

 

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

 Ciclos de Congelamento e Descongelamento
a
 Atividade Hemaglutinante 

(UH/50μL)
b
 

0 128
-1

 

1 128
-1

 

2 128
-1

 

3 32
-1

 

4 32
-1

 

5 32
-1

 

6 32
-1

 

a
Congelamento em nitrogênio líquido(-196°C) e descongelamento a 35°C. 

b
O valor expressa o inverso do título da maior diluição na base 2 que ainda produziu aglutinação visível 

em número de unidades hemaglutinantes (UH) em cada 50μL de amostra utilizada (150µg/mL) no ensaio 

com sangue glutarizado de coelho. 
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Preparação e caracterização físico-química das formulações lipossomais  

Os lipossomas preparados com 2 ciclos de congelamento e descongelamento foram 

submetidos a diferentes tempos de sonicação (0-100s) a fim de verificar qual tempo seria 

ideal para obter lipossomas com tamanhos adequados para  encapsulação da proteína e viáveis 

para a atividade antitumoral (< 200nm) (ALLEN &  CULLIS, 2013). O tempo de sonicação é 

considerado um importante parâmetro para otimização do tamanho dos lipossomas (JAIN et 

al., 2012). 

Como pode ser visto na tabela 4 a melhor formulação foi a submetida a 25 segundos 

de sonicação, pois obteve tamanho médio das vesículas de 168 ± 0,7 nm e PDI 0,265 ± 0,025, 

dessa forma, as formulações apresentaram-se monodispersas. A partir desses dados 

preliminares estabeleceu-se que os lipossomas deveriam ser submetidos a apenas 25s de 

sonicação.  

 

Tabela 4 - Variação do tamanho dos lipossomas submetidos a diferentes tempos de sonicação 

 Tempo de Sonicação (seg) 

0 10 25 50 100 

Tamanho de 

Partícula (nm) 

 

Índice de 

Polidispersão 

443,6                    

±                              

34,7 

0,463                               

±                          

0,047 

230,7            

±                  

3,9 

0,299               

±             

0,019 

168                    

±                       

0,7 

0,265                  

±              

0,025 

106,1          

±             

4,2 

0,226                 

±             

0,053 

88,3                   

±                  

0,4 

0,219           

±         

0,016 

 

A tabela 5 apresenta as variações de tamanho e índice de polidispersão nas etapas de 

preparação dos lipossomas pela técnica de congelamento e descongelamento, freeze and  thaw 

(FAT) (PICK, 1981). Como pode ser visto nesta tabela, a submissão dos lipossomas a apenas 

dois ciclos de congelamento e descongelamento já foi suficiente para diminuir o tamanho das 

vesículas multilamelares grande (Lipo_rCramoll_MLV’s FAT). A etapa seguinte de 

sonicação 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 índice de polidispersão 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 

FAT 

          593,4 ± 6,3 

 

0,226 ± 0,022 

 

rCramoll_SUV’s FAT          168± 0,7 0,265 ±0,025 

 

Os lipossomas apresentaram-se estáveis por 90 dias com tamanho de partícula de 

177,8 ±3,9, PDI 0,350±0,053 e pH 7,2. Dessa forma, após a avaliação dos melhores 

parâmetros para a formulação dos lipossomas visando a terapia antitumoral, estes foram 

formulados com  tamanho de partícula de 168 ± 0,7 nm,  PDI 0,265 ± 0,025, potencial zeta( ) 

de -31,9 ± 0,1 e pH 7,3 a união dessas características  favorece o direcionamento dos 

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

 

Taxa de Encapsulação 

Duas técnicas foram utilizadas para separar a proteína não encapsulada e avaliar a taxa 

de encapsulação. Na técnica de ultracentrifugação o sobrenadante foi dosado quanto ao seu 

conteúdo proteico pelo método de Peterson-Lowry e mostrou uma taxa de encapsulação de 

57,3% ± 0,3. O segundo método avaliado consistia na separação da proteína não encapsulada 

por meio da técnica de diálise, sendo assim, esta metodologia revelou uma taxa de 

encapsulação de 59,3% ± 1,5, tabela 6. As duas técnicas mostraram-se eficientes para 

avaliação da taxa de encapsulação e não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas p>0,05.  

 

Tabela 6 - Avaliação da Taxa de Encapsulação por dois métodos: Diálise e Ultracentrifugação 

 Teor (%)                                  Taxa de Encapsulação (%) 

Diálise 95,82 ± 0,79          57,3 ± 0,3 

Ultracentrifugação 95,82 ± 0,79          59,3 ± 1,5 

 

Atividade Antitumoral de rCramoll livre e encapsulada  em lipossomas furtivos 

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

apresentou uma inibição 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 inibição de 80% 

com média de tumor de 0,60 ±0,11g, figura 1, sendo assim, a encapsulação da lectina 

recombinante em lipossomas furtivos apresentou um aumento significante de 12% no 

potencial de inibição do crescimento tumoral em relação à proteína livre, figura 2.   

 

                                                                    
Figura 1 - Peso do tumor após o ensaio de inibição do crescimento do Sarcoma 180. Resultados expressos 

como Média± DP. * (p<0,05). 

 

                                                                                  
Fig 2 - Porcentagem de inibição do Crescimento tumoral dos grupos tratados com a proteína livre e a 

proteína encapsulada em lipossomas furtivos *(p<0,05). 

 

Parâmetros hematológicos e bioquímicos 

Como pode ser observado na tabela 7, todos os grupos experimentais com o tumor 

apresentaram os parâmetros hematológicos alterados significativamente em relação aos 

animais saudáveis. A lectina livre promoveu uma redução significativa em muitos dos 

parâmetros observados tanto em relação ao grupo controle (+) com tumor como no grupo 

controle (-) dos animais saudáveis. Entretanto, a encapsulação desta lectina promoveu um 

aumento desses parâmetros.  Ao observar os níveis de glóbulos brancos é perceptível o 

aumento significativo do número dessas células nos grupos tratados com a lectina 

encapsulada em relação aos controles. 
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Tabela 7 - Parâmetros Hematológicos. 

 

 PARÂMETROS 

HEMATOLÓGICOS 

 

       GRUPOS  

a
Controle (-)

        
 

b
Controle (+) rCramoll     Lipo-rCramoll 

           Leucócitos             3,2±0,12 

             (10
3
/µl)   

11,4 ±1,7
‡
 

 

  8,1± 3,0
‡
              17,1±3,2

‡
,* 

 

          Hemácias              10,4±0,03 

             (10
6
/µl)    

7,93 ±1,6
‡
 6,56±2,1

‡
,*              8,6±0,9

‡
 

 

Hemoglogina 

(g/DL) 

 

18,5±0,05 12,6 ±2,4
‡
 10,3±3,1

‡,
*              13,4±1,3

‡
 

 

Hematócrito 

(%) 

 

51,0± 0,44 39,1 ± 7,3
‡
 31,3±9,8

‡
               40,7±3,8

‡
 

VCM 

              (µm
3
) 

 

52,8±0,49 50±1,7
‡
   48±1,4

‡
                 47±0,5

‡
 

 

HCM 

               (pg) 

 

17,8±0,05 16,0±0,5
‡
 

 

15,8±0,3
‡
               15,6±0,2

‡
 

 

CHCM 

              (g/dL) 

 

33,4±0,57 32,4±0,3
‡
 33,0±0,4

‡
              33,0±0,2

‡,
* 

Dados representados como media ± D.P (n=4).Diferenças estatísticas 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 parâmetros bioquímicos para avaliação de possíveis danos renais não tiveram 

alterações signigicativas em todos os grupos experimentais com relação aos animais 

saudáveis. Para avaliação hepática,  foi verificado  que os grupos experimentais apresentaram 

alterações signigicativas dos níveis de AST em relação aos animais saudáveis, entretanto, é 

possível verificar uma diminuição significativa dos níveis de dessa enzima nos grupos 

tratados com a lectina livre ou  encapsulada em  relação aos animais tratados apenas com soro 

fisiológico (controle positivo). 

Tabela 8 - Parâmetros Bioquímicos 

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

Glicemia 

(mg / dl) 

116.1 ± 10.4 178,3± 36,2 148,5± 26,0 177,7± 43,9 



CUNHA, C.R.A.                                                                         ―Avaliação da atividade antitumoral da lectina recombinante ...‖ 

102 
 

Uréia 

(mg/dL) 

27.67 ± 3.78 37,6± 15,5 35,5± 5,3 33,8± 3,3 

AST      

(U/L) 

79,43±7,50 276± 19
‡
 183± 50

‡
* 217±30

‡
* 

ALT             

(U/L) 

31,4± 2,1 20,4±3,6 25,7±18,5 9,4 ±4,0
‡
* 

Dados representados como media ± D.P (n=4). Diferenças estatísticas 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 (+) . 

 

Análise histopatológica  

A determinação do Índice Mitótico (IM) foi realizado com os tumores através da 

técnica de HE por meio da análise morfológica e contagem das mitoses (metáfase, anáfase e 

telófase) a fim de se determinar o índice mitótico nos grupos estudados.  

Independente do grupo estudado, o tumor invadiu a musculatura, o tecido ósseo e 

gorduroso. Também foram observadas áreas de necrose e hemorragia. As células neoplásicas 

apresentaram-se arranjadas predominantemente em padrão sólido, pleomórficas, grandes, com 

citoplasma abundante e sem bordas definidas. Os núcleos apresentaram-se hipercromáticos, 

grandes, variando de ovais a alongados. Foram observadas muitas mitoses (figura 3), sendo 

algumas atípicas.  

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

 

A inibição da divisão celular observada através dos valores dos índices mitóticos 

demonstram que os animais tratados com rCramoll encapsulada em  lipossomas furtivos 

apresentaram uma redução de 5% do número de mitoses em relação ao controle e de mais de 

20% em relação a lectina livre. A proteína livre apresentou um aumento da proliferação 

celular significativo p<0,05.  
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A análise histopatológica dos órgãos como fígado, baço e rins dos grupos 

experimentais revelou que não houve alteração na morfologia dos rins e baço, entretanto, foi 

possível observar áreas de vacualizações em hepatócitos que pode indicar começo de 

esteatose e presença de microabcesso que está relacionada a infiltrado inflamatório em alguns 

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

 

                                                                             
Figura 4 - Hepatócitos do grupo tratado com a lectina encapsulada. Presença de vacualizações indicando 

começo de esteatose. 

  

Avaliação dos níveis de glutationa peroxidase no sangue dos grupos experimentais 

Foi avaliado os níveis de glutationa peroxidase no sangue dos animais submetidos ou 

não ao tratamento com a proteína livre ou encapsulada para avaliação do efeito da lectina na 

ação dessa enzima. Como pode ser visto na figura 5 não houve diferença significativa de 

expressão dessa enzima entre os grupos.  

 

                                                                 

Figura 5 - Níveis de expressão sanguíneo de glutationa peroxidase nos grupos experimentais.  
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DISCUSSÃO  

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a utilização de microrganismos 

modificados capazes de sintetizar proteínas em grandes quantidades de forma menos onerosa, 

como no caso da insulina (LIMA, 2001). A expressão heteróloga de proteínas de leguminosas 

oferece vantagens como a não dependência da coleta de sementes, que em muito afeta a 

homogeneidade das amostras devido à sazonalidade, além de evitar a contaminação com 

outras proteínas durante o processo de purificação (VAREJÃO et al., 2010 ).  

Sendo assim, uma nova lectina, rCramoll, foi produzida de forma heteróloga em 

Escherichia coli. Esta proteína apresenta algumas atividades biológicas semelhantes à lectina 

da planta, mas difere quanto a alguns aspectos de estabilidade quando submetida a 

determinadas situações desnaturantes (VAREJÃO et al., 2010; 2011), o que impulsionou o 

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

A avaliação da estabilidade da lectina recombinante frente à agitação mecânica e 

diferentes tempos de sonicação revelou que mesmo esta proteína apresentando apenas 

monômeros intactos em sua constituição (VAREJÃO et al., 2011) o que confere maior 

estabilidade frente a algumas situações, ela apresenta a mesma capacidade de aglutinação de 

eritrócitos que a lectina da planta, quando submetida à condições de estresse como agitação 

mecânica e sonicação.   

Muitas lectinas apresentam atividade antitumoral, entretanto, a utilização destas 

proteínas nesta terapia esbarra em alguns obstáculos (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 acumulação passiva dos nanossistemas furtivos devido ao fenômeno EPR, 

onde macromoléculas seletivamente atravessam os vasos sanguíneos que permeiam o tumor e 

se acumulam nestes tecidos, processo esse que não 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 

fenômeno tem se tornado o padrão ouro no desenho de nanossistemas anticâncer 

(TORCHILIN, 2011; FANG et al., 2011). 

DOS SANTOS e colaboradores (2007) mostraram que lipossomas incorporando entre 

2 e 5 mol% DSPE-PEG2000 podem formar vesículas estáveis que exibem grandes tempos de 
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circulação. Dessa forma, os lipossomas foram formulados com 5% de lipídio peguilado 

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

Contudo, a adição do PEG (polietilenoglicol) utilizado para garantir o efeito furtivo 

dos lipossomas pode influenciar na eficiência de encapsulação de moléculas solúveis em água 

devido à própria presença de cadeias de PEG dentro das vesículas que podem restringir o 

espaço interno disponível para encapsulação, como foi visto por  NICHOLAS e colaboradores 

(2000). Quanto menor o tamanho da vesícula, maior o impacto causado nessa redução, em 

adição, a mesma ação da barreira estérica do PEG pode atrapalhar na encapsulação de 

substâncias pelo fenômeno de exclusão (AWASTHI et al., 2003).  

O PEG em sua forma escova de 5 nm pode provocar em lipossomas de 200 nm uma 

redução de quase 15% do espaço disponível para fármacos encapsulados. Esta certa redução 

na encapsulação influenciada pelo PEG pode ser uma função do comprimento da cadeia e da 

quantidade deste lipídio peguilado (NICHOLAS et al., 2000; AWASTHI et al., 2003). 

Segundo WANG & HUANG (2003) devido à barreira estérica, vesículas unilamelares 

grandes (LUV’s) contendo PEG tiveram sua eficiência de encapsulação reduzida 

dramaticamente, mesmo utilizando uma pequena quantidade de PEG. O que pode explicar a 

redução na taxa de encapsulação de rCramoll em lipossomas furtivos quando comparado com 

taxas de 84% de encapsulação encontrada por ANDRADE e colaboradores (2004) para 

pCramoll em lipossomas convencionais carregados positivamente.  

Devido ao fato de proteínas serem macromoléculas cujo peso molecular é maior que 

os produtos farmacêuticos convencionais (GUPTA & SHARMA, 2009) a encapsulação de 

proteínas em lipossomas unilamelares apresenta alguns gargalos a respeito de sua eficiência e 

muitas metodologias têm sido propostas visando melhorar este parâmetro. Lectina de 

Mistletoe (ML) possuiu baixa encapsulação em lipossomas de diversas misturas lipídicas com 

eficiências menores que 4% mostrando a dificuldade de integrá-las no compartimento aquoso 

das vesículas (MANOJLOVIC et al., 2008). 

Diversos parâmetros influenciam esse rendimento de encapsulação de proteínas, entre 

eles a concentração dos lipídios e o tamanho (diâmetro) dos lipossomas (HEEREMANS et al., 

1995; HWANG et al., 2012). O aumento na concentração de lipídios reflete um maior volume 

interno disponível, que foi visto por HWANG e colaboradores em 2012 ao verificar que o 

aumento da taxa de encapsulação de tripsina em lipossomas com 194 nm aumentou de 1,5% 

para 17,5% quando a concentração de lipídios aumentou de 1,25 para 20 mM. 

http://jpet.aspetjournals.org/content/309/1/241.long#ref-19
http://jpet.aspetjournals.org/content/309/1/241.long#ref-19
http://jpet.aspetjournals.org/content/309/1/241.long#ref-19
http://jpet.aspetjournals.org/content/309/1/241.long#ref-19
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Visando uma maior encapsulação de rCramoll os lipossomas foram formulados com 

80 mM de lipídios e diâmetro das vesículas de 168 ± 0,7, tamanho considerado dentro da 

faixa ideal para terapia antitumoral, pois mesmo sem o direcionamento específico, 

nanossistemas tem mostrado habilidade para se acumularem passivamente nos sítios com 

aumento da permeabilidade vascular, quando sua faixa de diâmetro é menor que 200 nm 

(ALLEN & CULLIS, 2013). O índice de polidispersão (PDI) da formulação lipossomal foi de 

0,265 ±0,025, este paraâmetro avalia a distribuição de tamanho, tendo um valor entre 0 e 1 (a 

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

Outro importante parâmetro a ser considerado para encapsular proteínas em 

nanossistemas é a seleção da metodologia, considerada uma das etapas cruciais (WALDE & 

ICHIKAWA, 2001). Há grandes desafios a serem superados, dentre estes, a baixa eficiência 

de encapsulação e o cuidado com a estabilidade da proteína durante a preparação, 

especialmente se as condições do processo são agressivas ou envolvem solventes orgânicos 

(XU et al., 2012).  

A encapsulação de rCramoll em lipossomas foi realizada por meio hidratação do filme 

lipídico seguido de ciclos de congelamento e descongelamento, freeze and thaw (FAT) 

(PICK, 1981). Esta técnica é amplamente utilizada para encapsular moléculas hidrofílicas em 

lipossomas, sendo conveniente para aumentar o volume interno dessas vesículas 

(SRIWONGSITANONT & UENO, 2011).  Para formulação lipossomal foram utilizados dois 

ciclos de congelamento (-196°C) e descongelamento (35°C), que através do ensaio preliminar 

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

Os lipossomas formulados foram capazes de encapsular cerca de 60% da proteína 

mantendo a estabilidade da lectina na formulação. XU e colaboradores (2012), utilizando a 

mesma metodologia conseguiram encapsular cerca de 50% da enzima superóxido dismutase 

(SOD) em vesículas unilamelares com cerca de 150 nm com apenas dois ciclos de 

congelamento e descongelamento, mantendo constante a atividade desta enzima. Além disso, 

o aumento do número de ciclos de congelamento e descongelamento também está relacionado 

a um aumento na taxa de encapsulação (COLLETIER et al., 2002; HWANG et al., 2012), mas 

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

Entretanto, para determinar a taxa de encapsulação protéica faz-se necessário a 

separação adequada do material não encapsulado. A determinação do verdadeiro valor da 

eficiência de encapsulação (EE) de proteínas encapsuladas em lipossomas não é tão trivial 
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quanto parece e é comum que muitos valores reportados podem ser superestimados devido à 

incompleta separação das proteínas não encapsuladas das vesículas (WALDE & ICHIKAWA, 

2001).  

Algumas técnicas são amplamente utilizadas para separação do material não 

encapsulado das vesículas. Em nosso estudo, dois métodos foram avaliados para separação da 

lectina não internalizada em lipossomas para quantificação da taxa de encapsulação. Uma das 

metologias testadas foi a ultracentrifugação (VAFABAKHSH et al., 2013; KIM et al., 2009; 

MURAKAMI et al., 2006).que  mesmo sendo uma técnica amplamente utilizada, a alta 

pressão aplicada na ultracentrifugação (>100.000g) poderia danificar os lipossomas e liberar 

seu conteúdo (HEEREMANS et al., 1995; HWANG et al., 2012), sendo assim, a técnica de 

diálise em membrana (cut off 300kDa) também foi utilizada. Entretanto, não houve diferença 

estatisticamente significativa entre as duas metodologias sugerindo que as duas podem ser 

utilizadas para verificação da taxa de encapsulação.  

Após o estabelecimento dos melhores parâmetros para formulação de lipossomas 

furtivos encapsulando rCramoll, esses nanossistemas foram utilizados para verificação do 

potencial antitumoral da lectina livre e encapsulada em lipossomas furtivos. A avaliação dessa 

atividade biológica revelou que a lectina recombinante apresentou uma inibição do tumor de 

68% e ao ser encapsulada em lipossomas furtivos provocou um aumento de 28% desta 

inibição.  

PARK e colaboradores (2002) mostraram a eficácia substancial no tratamento de 

câncer de mama e de ovário de lipossomas furtivos contendo doxorrubicina assim como na 

monoterapia e em combinação com outros fármacos quimioterápicos. Um aumento da 

deposição de doxorrubicina encapsulada em lipossomas furtivos (PLD- Doxil®) em células 

tumorais, promoveu um maior efeito antitumoral de Doxil® quando comparado ao fármaco 

livre (GABIZON et al., 2002) de forma semelhante, rCramoll também apresentou uma 

aumento na inibição do tumor quando encapsulada em lipossomas furtivos em relação a sua 

forma livre.  

A nova lectina recombinante promoveu um amento de 25% na inibição do tumor em 

comparação 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 

inibição do tumor quando comparado a lipossomas convencionais encapsulando 84% da 
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lectina da planta. Esses resultados demonstram o aumento da inibição 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 fármaco anticâncer, apresentou um aumento significativo da 

atividade antitumoral quando encapsulado em lipossomas. Esse aumento foi acentuado 

quando internalizado em lipossomas furtivos. Essa ação diferenciada estava associada, 

segundo estudos de farmacocinética, a liberação prolongada do fármaco, aumento do tempo 

de meia vida e baixa taxa de eliminação das formulações furtivas em relação às 

convencionais. 

Um dos parâmetros para avaliar a inibição tumoral além da redução do peso do tumor 

é utilizando o índice mitótico. O número de mitoses expressa a atividade da divisão celular, 

então, quanto maior a atividade proliferativa de um tecido, maior será o número de mitoses 

verificadas (WEINBERG, 2008) sendo a análise do índice mitótico um importante indicador 

de proliferação adequada das células (GADANO et al., 2002) possibilitando o conhecimento 

do nível de atividade celular do tecido em estudo, fornecendo informações sobre o seu 

comportamento biológico (BARROS & FREITAS, 1997) 

 Esta técnica revelou que a lectina rCramoll livre foi capaz de induzir proliferação 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 inibitório da proliferação celular in vitro quando em baixas 

concentrações, e estimulante da proliferação celular quando em altas concentrações. Muitas 

das ações de concanavalina A in vitro são inibitórias da divisão celular, entretanto, 

FITZGERALD e colaboradores (2001), revelou o potencial mitogênico 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 número de mitoses de 

forma significativa (p<0,05) em relação a lectina livre. Esses resultados sugerem que 

nanossistemas proporcionam a liberação de fármacos de forma controlada que pode 

influenciar positivamente nas células em processo de divisão quando comparada a doses 

únicas e altas da proteína livre.   

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

2008) sendo assim, existe células com distintas funções, de modo que nem todas elas estão 
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em constante divisão. Como foi visto por LI e colaboradores (2011), ao verificarem que o 

ácido trans-retinóico é mais potente em células tronco do microambiente tumoral do que em 

células transformadas do câncer, mostrando que diferentes moléculas podem agir nas mais 

diversas células do tecido tumoral. 

  A ação da lectina livre pode estar relacionada ao bem conhecido potencial 

imunomodulatório 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 

imunológico culminando na redução do tumor. Essa redução foi  intensificada quando a 

lectina é encapsulada em lipossomas que ao liberá-la de forma controlada pode agir tanto em 

células transformadas do câncer 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 inibição do tumor causado pela lectina recombinante livre como a 

técnica de TUNEL que avalia a extensão de apoptoses no tecido tumoral ou 

imunohistoquímica que avalia células inflamatórias ao redor do tumor. 

Devido à capacidade das lectinas reconhecerem específicamente e se ligarem de forma 

reversível a resíduos de carboidratos elas podem induzir, através dessas interações, mudanças 

significativas nas cascatas de sinalização 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 são potentes agentes imunomodulatórios do câncer 

(PARK et al., 2000).  

Embora os mecanismos moleculares causadores dos efeitos antiproliferativos das 

lectinas de plantas não estejam esclarecidos até o momento, hipóteses sugerem que este efeito 

está associado com a habilidade das lectinas para modular o crescimento, diferenciação, 

proliferação e apoptose de células in vitro e in vivo (BAINS et al., 2005; CAMACHO et al., 

2007). 

As análises dos parâmetros hematológicas e bioquímicos fornecem importantes 

informações com relação ao estado clínico do animal, balanço nutricional, situações 

deficitárias, monitorações de tratamentos e prognósticos (GONZÁLEZ et al, 2001).  

Pacientes portadores de doenças neoplásicas apresentam alta frequência de 

anormalidades das células sanguíneas. A mielosupressão e anemia são grandes problemas 
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encontrados causados por tumores o que provoca uma diminuição nos níveis de hemoglobina 

e hemácias (SREELATHA et al., 2011).    

Como era esperado, o tumor foi capaz de reduzir significantemente o número de 

hemácias e a quantidade de hemoglobina como pode ser observado nos grupos experimentais. 

Entretanto, nos animais tratados com a proteína encapsulada houve um aumento do número 

desses parâmetros que estavam significantemente diminuídos no grupo com a proteína livre, 

sugerindo que a encapsulação da lectina em lipossomas previne uma possível toxicidade às 

células sanguíneas. Além disso, o aumento dos níveis de células brancas na corrente 

sanguínea dos grupos tratados com a lectina encapsulada pode estar relacionado ao efeito 

imunomodulatório de rCramoll de forma semelhante a lectina da planta (MELO et al., 2010). 

O encapsulamento da lectina em lipossomas permite sua liberação 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 

evasão do sistema imune das células tumorais e ao desenvolvimento de estratégias de 

modulação do sistema imunológico para reconhecimento e erradicação dos tumores 

(ROBERT & COHEN, 1998; OLIVEIRA, 2009), por meio da elaboração de terapias 

utilizando moléculas imunomodulatórias (AGHA-MOHAMMADI & LOTZE, 2000). Esses 

resultados podem sugerir que o efeito imunomodulatório da lectina pode ser a via para 

inibição do crescimento tumoral.  

A análise bioquímica visou avaliar a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade da lectina 

recombinante livre e encapsulada, por meio da verificação de marcadores para funções 

hepáticas e renais. Gerada no fígado, a ureia é a principal fonte de excreção do nitrogênio do 

organismo, principalmente pela urina, sendo, portanto, também um importante parâmetro 

bioquímico utilizado para avaliar funções renais (BURTIS et al, 2008; OMARA et al., 2012). 

Nesse estudo, a uréia não apresentou alteração significativa nos grupos experimentais. Esses 

resultados corroboram com as análises histopatológicas dos rins que não apresentaram 

alterações morfológicas, o que sugere que o tratamento com a proteína livre e encapsulada 

não promoveu alteração na fisiologia renal.  

A avaliação hepática mede as respostas às alterações anatômicas ou bioquímicas do 

fígado (YEN et al, 2005). Dentre os testes utilizados para esta avaliação pode-se incluir as 

dosagens de alanina aminotransferase (ALT/TGP) e aspartato aminotransferase (AST/TGO). 

Após lesões hepáticas o valor de ALT  pode ser elevado rapidamente, enquanto que elevações 
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no padrão de AST  indicam um comprometimento celular mais profundo (SCHUMANN et al, 

2002).  Em pequenos animais, o aumento de AST é verificado em situações de desordens 

inflamatórias e degenerativas da musculatura esquelética, bem como em cardiomiopatias, 

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

A análise de hepatotoxicidade revelou que os grupos tratados com a lectina livre e 

encapsulada não apresentaram alterações significativas dos níveis de AST. Entretanto, foi 

observada diminuição significante dos níveis de ALT no grupo tratado com a lectina 

encapsulada. Aas análises histopatológicas também mostraram alterações hepáticas onde foi 

possível observar a presença de infiltrados inflamatórios e áreas de microesteatose no fígado 

de animais tratados com a lectina encapsulada.  Em um estudo de radiomarcação de pCramoll 

esta lectina encontrou-se biodistribuída em grande quantidade no fígado dos animais 

(PATRICIO et al., 2011) 

Entretanto, nas análises histopatológicas do fígado não foi possível verificar fibrose 

intersticial, nem ocorrência de necrose ou comprometimento do parênquima. Dessa forma, 

sem a ocorrência de danos mais graves, o fígado é capaz de promover regeneração 

hepatocelular com a ausência da exposição à substância teste (SCHEUER & LEFKOWITCH, 

2000).  

Níveis de expressão da enzima glutationa peroxidase (GPX) consitui uma das bases do 

sistema de defesa antioxidante junto com superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) 

(KARLSSON et al., 1990; SZATROWSKI & NATHAN, 1991; FALCK et al., 2010). Perda 

na expressão dessas enzimas pode estar associada à vulnerabilidade  celular aos danos 

causados pelos radicais livres. Células de tumor humano, em geral, produzem bem mais 

espécies reativas de oxigênio do que as linhagens não transformadas e a expressão das 

enzimas protetoras do estresse oxidativo podem estar comprometidas em alguns tipos de 

câncer como no adenocarcinoma endometrial (FALCK et al., 2010) e no câncer de pâncreas 

(HU & DIAMOND,  2003). Entretanto, outros trabalhos também mostram que em alguns 

tipos de células de tumor, a inibição da remoção de peróxido, associado à diminuição da 

expressão de glutationa peroxidase, pode melhorar o efeito supressor tumoral da enzima 

manganês Superoxide Dismutase (MnSOD), que também é outra importante enzima 

antioxidante (LIU et al., 2004). 

Nosso estudo não verificou diferença significativa de expressão entre os grupos. A 

ação de GPX depende da concentração de glutationa reduzida (GSH). É válido ressaltar que a 
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indução de espécies reativas por pela lectina da planta já foi demonstrada em diversos 

modelos murinos (MELO et al., 2010), deste modo, não se pode descartar a participação de 

espécies reativas na ação antitumoral da lectina, que agiriam oxidando a glutationa e 

consequentemente inibindo a ação de GPX. A indução de radicais livres é relacionada com a 

atividade de diversos fármacos antitumorais (LAMPIASI et al., 2012; CHUNG et al., 2013), 

sendo importante a utilização de outros testes para investigar a participação destes na 

capacidade antitumoral de rCramoll.   

 

CONCLUSÃO 

Dessa forma, nosso estudo verificou que a lectina expressa de forma heteróloga 

rCramoll é tão estável quanto a lectina purificada da planta (pCramoll) e apresentou maior 

potencial de inibição do sarcoma 180 que foi intensificado após a encapsulação em 

lipossomas furtivos revelando os benefícios do uso desses nanossistemas no carreamento desa 

lectina. Sendo assim, os dados obtidos revelam o potencial antitumoral da lectina expressa de 

forma heteróloga que além de proporcionar uma proteína mais pura sem intereferências 

sazonais proporcionou a síntese de uma macromolécula com maior potencial antitumoral para 

futuras aplicações na terapia do câncer. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 A lectina recombinante rCramoll apresentou-se tão estável quanto pCramoll quando 

submetida a agitação mecânica e sonicação; 

 Foram obtidos lipossomas furtivos pela técnica de congelamento e descongelamento 

(FAT) com valores de pH, tamanho de partícula e índice de polidispersão adequados 

para o estudo da atividade antitumoral e estáveis a longo prazo; 

 Duas metodologias foram utilizadas para separação da lectina não encapsulada dos 

lipossomas mostrando a viabilidade dos dois métodos para avaliação da taxa de 

encapsulação protéica; 

 Lipossomas furtivos apresentando eficiências de cerca de 60% de encapsulação da 

proteína foram formulados; 

 Na avaliação 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 relação a lipossomas convencionais 

encapsulando pCramoll; 

 Análises hematológicas revelaram que a lectina encapsulada em lipossomas promoveu 

o aumento da concentração de hemoglobina e hemáceas diminuídos significativamente 

no grupo tratado com a lectina livre; 

 Análises bioquímicas verificaram que tanto a lectina livre como encapsulada não 

apresentou toxicidade paraos rins; 

 A utilização de rCramoll encapsulada foi capaz de promover uma aumento 

significativo dos níveis 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 expressão heteróloga 

além de proporcionar uma proteína mais pura sem intereferências sazonais 

proporcionou a síntese de uma macromolécula com maior potencial para futuras 

aplicações na terapia do câncer. 
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7 ANEXOS 

INSTRUÇÕES AOS AUTORES 

 

A REVISTA BRASILEIRA DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS / 

Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences tem por finalidade publicar 

os seguintes tipos de publicação: Artigos originais relacionados com as 

áreas de conhecimento das Ciências Farmacêuticas, Trabalhos de 

atualização ou de revisão, que serão incluídos quando solicitados a 

especialistas pela Comissão de Publicações ou quando submetidos em forma 

de Abstract para avaliação quanto ao interesse. Ressalta-se a necessidade de 

se incluir visão crítica dos autores, inserindo os seus trabalhos no tema e 

avaliando em relação ao estado de arte no País. Notas Prévias relativas a 

novas metodologias e resultados parciais, cuja originalidade justifique a 

publicação rápida. Nesse caso, o limite é de 2.000 palavras, excluindo-se 

tabelas, figuras e referências. Pode-se incluir, no máximo, uma figura, tabela 

e 10 referências. Resenhas elaboradas por especialistas segundo sugestão da 

Comissão de Publicações. Suplementos temáticos e aqueles relativos a 

eventos científicos podem ser publicados mediante aprovação prévia da 

Comissão de Publicações. Os trabalhos elaborados por especialistas 

nacionais e estrangeiros podem ser apresentados em língua portuguesa, 

inglesa ou espanhola. Devem ser originais e inéditos e destinar-se 

exclusivamente à REVISTA BRASILEIRA DE CIÊNCIAS 

FARMACÊUTICAS / Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. 

 

  

Escopo e política 

 

Os manuscritos submetidos à Revista, que atenderem as 

"Instruções aos autores", são encaminhados ao Editor Científico, 

que indicará dois revisores especialistas no tema abordado (veja 

Relação dos Consultores - 2003 e gráfico 10). Após a revisão, 

cujo caráter anônimo é mantido durante todo o processo, os 

manuscritos são enviados à Comissão de Publicação, que 

decidirá sobre a publicação. Manuscritos recusados, passíveis de 

reformulação, poderão ser re-submetidos após reestruturação, 

como novo trabalho, iniciando outro processo de avaliação. 

Manuscritos condicionados à reestruturação serão reavaliados 

pelos revisores. Manuscritos enviados aos autores para revisão 

devem retornar à Editoria dentro de, no máximo, dois meses, 

caso contrário terão o processo encerrado. 
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Forma e preparação de manuscritos 

 

Instruções para apresentação dos trabalhos  

1. Estrutura dos originais 

1.1.Cabeçalho: constituído por: 

- Título do trabalho: deve ser breve e indicativo da exata 

finalidade do trabalho. 

- Autor(es) por extenso, indicando a(s) instituição(ões) a(s) 

qual(is) pertence(m) mediante números. O autor para 

correspondência deve ser identificado com asterisco, fornecendo 

o endereço completo, incluindo o eletrônico. Estas informações 

devem constar em notas de rodapé. 

Resumo e Abstract: Os artigos deverão vir acompanhados do 

resumo em português e do abstract em inglês. Devem apresentar 

os objetivos do estudo, abordagens metodológicas, resultados e 

as conclusões e conter no máximo 250 palavras. 

Palavras-chave: Deve ser apresentada uma lista de 3 a 6 termos 

indexadores em português e inglês, utilizando Tesauro Medline, 

ou descritores da área da Saúde. 

 Introdução: Deve determinar o propósito do estudo e oferecer 

uma breve revisão da  literatura, justificando a realização do 

estudo e destacando os avanços  alcançados através da pesquisa. 

Material e Métodos: Devem oferecer, de forma breve e clara, 

informações suficientes para permitir que o estudo possa ser 

repetido por outros pesquisadores. Técnicas padronizadas podem 

ser apenas referenciadas. 

 Resultados: Devem oferecer uma descrição clara e concisa dos 

resultados encontrados, evitando-se comentários e comparações. 

Não repetir no texto todos os dados contidos nas figuras e 

tabelas.  

Discussão: Deve explorar o máximo possível os resultados 

obtidos, relacionando-os com os dados já registrados na 

literatura. Somente as citações indispensáveis devem ser 

incluídas.  

1.10 Agradecimentos: Devem se restringir ao necessário. O 

suporte financeiro deve ser incluído nesse item. 

1.11 Referências: 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 os autores.  

A exatidão das referências é de responsabilidade dos autores.  

3.2 Ilustrações: As ilustrações (gráficos, tabelas, fórmulas 

químicas, equações, mapas, figuras, fotografias, etc) devem ser 

incluídas no texto, o mais próximo possível das respectivas 

citações. Mapas, figuras e fotografias devem ser, também, 

apresentados em arquivos separados e reproduzidas em alta 

resolução(800 dpi/bitmap para traços) com extensão tif. e/ou 

bmp. No caso de não ser possível a entrega do arquivo eletrônico 

das figuras, os originais devem ser enviados em papel vegetal ou 

impressora a laser. 

Ilustrações coloridas somente serão publicadas mediante 

pagamento pelos autores. 

As tabelas devem ser numeradas consecutivamente em 

algarismos romanos e as figuras em algarismos arábicos, 

seguidos do título. As palavras TABELA e FIGURA devem 

aparecer em maiúsculas na apresentação no texto e na citação 

com apenas a inicial em maiúsculo. 

  

Envio de manuscritos 

 

Os trabalhos devem ser remetidos por correio eletrônico, anexando à 

mensagem os arquivos correspondentes. 
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Pharmaceutical Sciences 
Divisão de Biblioteca e Documentação do Conjunto das Químicas/USP  

Av. Prof. Lineu Prestes, 950  

Caixa Postal 66083  

05315-970 - São Paulo - SP - Brasil  

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