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RESUMO

Introducdo e objetivos: O glioblastoma multiforme € um glioma de alto grau que
apresenta um prognostico ruim. O diagndstico definitivo € estabelecido pela
avaliacdo histologica, porém este pode apresentar conflitos na classificacdo, com
isso surge a necessidade de ferramentas que auxiliem o patologista em sua analise.
Atualmente, maior énfase tem sido dada a alteracbes na glicosilagdo, pois estao
associadas a neoplasias, e a descoberta da capacidade de lectinas em reconhecer
tais alteracdes fez destas, ferramentas aplicaveis para o diagndstico biomédico.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho é analisar a marcacdo das lectinas CpL,
WGA e Con A em células da linhagem C6 e astrocitos. Métodos: As células foram
cultivadas em condi¢cOes estéreis, a 37°C em atmosfera com 5 % de CO, até
atingirem confluéncia. Em seguida, foram lavadas com PBS e marcadas com as
lectinas CpL, WGA e Con A numa concentragdo de 1 mg/ml, o controle negativo foi
obtido com adicdo do carboidrato inibidor das lectinas (D-galactose, [B-N-
acetilglucosamina e glicose), respectivamente, numa concentracdo de 0,1 M. A
incubacdo se deu por uma hora com protecdo da luz, a andlise foi realizada em
microscopio de fluorescéncia. Para a quantificacdo em citometria de fluxo, as células
foram marcadas obedecendo ao mesmo protocolo anterior, com excecédo do tempo
de incubacéo que se deu por 15 minutos. Posteriormente, as células foram lavadas,
centrifugadas, transferidas para tubos e ressuspensas em PBS para a realizacéo da
leitura em citdmetro. Resultados: A lectina CpL apresentou melhor marcacéo para 0s
astrocitos, porém, ainda assim, mostra baixo desempenho comparado com as
demais lectinas. Ja a lectina WGA apresentou marcacdo eficiente tanto para
astrocitos quanto para as células C6, esta ultima apresentou o dobro de emissao.
Desta forma, é possivel inferir que as lectinas CpL e WGA nao sdo capazes de
reconhecer diferencas importantes no perfil de glicoconjugados nas membranas das
células C6 e dos astrocitos. Entretanto, a lectina Con A revelou marcacao eficiente
em relacdo as células C6 capaz de definir a forma celular, mostrando que ha uma
distribuicdo quase uniforme destes carboidratos ao longo da superficie da
membrana, e ainda exibiu mediana de fluorescéncia cerca de 99 vezes superior em
relacdo aos astrocitos. Assim, a Con A mostrou ser um marcador capaz de
diferenciar as células da linhagem de glioma murino das células de cultura primaria.
Conclusdo: Com base nestes resultados podemos inferir que a lectina Con A pode
auxiliar numa identificacdo mais eficiente com possibilidade de um diagndstico mais
seguro.

Palavras-chave: Glioblastoma, Diagndstico, Lectinas, CpL, WGA, Con A.
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ABSTRACT

Introduction and objectives: Glioblastoma multiforme is a high-grade glioma that has
a poor prognosis. The definitive diagnosis is established by histological assessment.
However, this can present conflicts in grading gliomas, which justifies new tools to
assist the pathologist in his analysis. Currently, it is known that there are changes in
glycosylation pattern of molecules associated with cancer, and the discovery of the
ability of lectins to recognize these changes made these tools applicable for
biomedical diagnosis. Thus, the aim of this study is to analyze the labelling of C6 and
astrocyte lineage cells with fluorescent lectins CpL, WGA and Con A. Methods: The
cells were cultured under sterile conditions at 37°C in an atmosphere with 5% CO,
until they reached confluence. They were then washed with PBS and labeled with
CpL, WGA, or Con A lectins in a concentration of 1 mg/ml. Negative controls were
incubated with the carbohydrate that competitively inhibits the reaction (D-galactose,
B-N-acetylglucosamine and glucose, respectively), at a concentration of 0.1 M. The
incubation occurred for one hour with protection from the light, the analysis was
performed on a fluorescence microscope. For flow cytometry quantitation, cells were
labeled following the same previous protocol, except that the incubation time was 15
minutes. Subsequently, the cells were washed, centrifuged, transferred to tubes and
resuspended in PBS to carry out the reading on a cytometer. Results: The CpL lectin
better labeled astrocytes. However, it showed a poor performance compared to other
lectins. On the other hand, the WGA lectin efficiently marked both astrocytes and C6
cells; the latter presented the double emission compared to the former. Thus, it is
possible to infer that the CpL and WGA lectins are not able to recognize important
differences in the glycosylation profile in the membranes of C6 cells and astrocytes.
However, the lectin Con A efficiently marked C6 cells, defining their morphology and
showing that there is a nearly uniform distribution of glucose along the surface of the
membrane, which was not observed in astrocytes. This also exhibited a median
fluorescence about 99 times greater than that obtained for astrocytes. Thus, Con A
showed to be a marker capable of differentiate cells of murine glioma lineage from
primary astrocytes. Conclusion: Based on these results we can infer that the Con A
lectin may be a tool for a more efficient identification of glioma cells in
histopathological analysis.

Keywords: Glioblastoma, Diagnosis, Lectins, CpL, WGA, Con A.
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Astrocitos marcados com a lectina CpL — grupo amostral e grupo
bloqueio (D-galactose), respectivamente; a seta em vermelho indica
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Avaliacdo da marcacao por microscopia de fluorescéncia. Em A e B:
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marcadas com a lectina WGA — grupo amostral e grupo bloqueio (3-
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1. INTRODUCAO

1.1 NEOPLASIA

O organismo apresenta diferentes formas de crescimento celular. S&o elas, o
crescimento celular controlado como a hiperplasia, a metaplasia e a displasia, e a
forma de crescimento ndo controlado que corresponde a neoplasia (INCA, 2011).

A neoplasia é definida por Brasileiro Filho et al. (2004) como uma proliferacéo
celular anormal, descontrolada e autbnoma, onde as células reduzem ou perdem a
capacidade de se diferenciar e pode ser classificada como benigna ou maligna. A
neoplasia benigna apresenta células agregadas formando uma massa Unica,
enquanto que a neoplasia maligna apresenta células com alta capacidade de infiltrar
os tecidos adjacentes, dai a origem da palavra cancer que vem do grego karkinos e
guer dizer caranguejo, pois assim como 0s crustaceos, as células que constituem a
neoplasia maligna podem aderir a qualquer regido em que estejam localizadas
(ALBERTS et al., 2010; INCA, 2011).

O desenvolvimento do cancer € um processo microevolucionario no qual uma
célula maligna é capaz de reprogramar seu metabolismo para alimentar seu rapido
crescimento e trocar sinais moleculares com a microbiota local para escapar da
resposta imune do hospedeiro, criando assim um “microambiente do tumor”
(HANAHAN e WEINBERG, 2011; SPANOA et al.,, 2012). A homeostasia do
organismo é mantida através da cooperacdo dos constituintes celulares normais
reguladas por sinais para a manutencdo do tamanho das populacfes celulares e
limitacdes territoriais pelo contato célula a célula. Quando alteracdes moleculares
perturbam essa harmonia, as células tornam-se autoindependentes originando uma
transformacao neoplasica, resultado de um processo denominado de carcinogénese
(FARIA & RABENHORST, 2006).

Todo organismo sofre mutacdes, porém os mecanismos de reparo sao tao
eficientes que nem toda mutacdo € capaz de desregular o fluxo normal do

comportamento celular, no entanto outras mutacdes ou acumulo destas ao longo da
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vida podem gerar vantagens seletivas para uma célula como, por exemplo,
vantagens sobre a proliferacdo celular, caracteristica que lhe garante maior
possibilidade de escape das respostas geradas pelo sistema imunolégico do
hospedeiro e assim, com o decorrer das proliferacdes, esta pode gerar clones
mutantes ainda mais adaptados sobre as células normais, selecionados pelas
caracteristicas moduladas durante o ataque imunoldgico.

Para que a carcinogénese ocorra além da exposicdo aos agentes
carcindgenos (agentes quimicos como aminas aromaticas, fisicos como radiacdo
eletromagnética e/ou particulada ou biolégica como virus Epstein-Barr) também é
necessario a falha do sistema de reparo do DNA. Quando isso acontece, 0s proto-
oncogenes tornam-se oncogenes (genes carcindgenos) que alteram diversas vias de
sinalizacdo a exemplo do proto-oncogene ras que monitora o ciclo celular e quando
alterado, as células ndo mais obedecem as vias de inibicAo da proliferacdo
(RIVOIRE et al., 2001; RIBEIRO-SILVA e ZUCOLOTO, 2003; INCA, 2012). Aléem
desses fatores, processos inflamatorios crénicos também contribuem para o
processo tumoral, uma vez que as células inflamatérias sdo capazes de produzir
enzimas que degradam a matriz extracelular e assim, atuam como facilitadoras da
invasao de células neoplasicas (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

As alteracbes iniciais causadas pelos agentes oncopromotores s&o
denominadas de estagio de iniciacdo, a partir dai podera ocorrer uma série de
mutacbes capazes de causar lesOes estruturais e desregular o mecanismo de
crescimento e multiplicacdo da célula sem provocar sua morte. Nessa fase as
células ndo obedecem aos sinais inter e intracelulares que mantém a homeostase e
gue regulam seu crescimento, pois ndo respondem aos inibidores de crescimento e
indutores da apoptose. Este é o0 estagio de promocdo do cancer e por fim, ocorre o
estdgio de progressdo que € caracterizado pela multiplicacdo descontrolada e
irreversivel das células alteradas dando origem a expanséao clonal (INCA, 1996). A
figura 1 mostra de modo esquematico o processo da carcinogénese.

Estas alteracdes ndo sao resultados aleatorios da biologia desordenada das
células tumorais. Como 0 cancer € um processo "microevolutivo", é razoavel sugerir
gue estas e outras alteracdes, como mudancas no perfil dos carboidratos de

superficie sejam selecionadas durante a progressao do tumor para eleger as células
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mais aptas a sobreviverem numa populacdo geneticamente heterogénea (VARKI et
al., 2009).
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Figura 1. Etapas da carcinogénese.

Isto explica o fato de que apesar da maioria dos tumores serem de origem
monoclonal, quando eles se tornam clinicamente evidentes, suas células sao
extremamente heterogéneas, pois mesmo sendo formados pela expansao clonal de
uma unica célula precursora, cada célula descendente ao longo do tempo e das
proliferacdes se adaptou ao ambiente de forma distinta. Esse fendmeno € conhecido
como progressao tumoral e a heterogeneidade associada a ele resulta de multiplas
mutacdes que se acumulam em diferentes células sujeitas a pressbes de selecao
imune e nao imune, gerando subclones com habilidades variadas de crescimento,
invasdo, metastase e resisténcia a terapia e assim, cria um microambiente favoravel
para a manutencdo do tumor (ROBBINS et al., 2010, HANAHAN e WEINBERG,
2011).

De acordo com Visvader (2011), a heterogeneidade do tumor caracteriza-se
por heterogeneidade fenotipica e funcional onde as células tumorais apresentam
grande variedade de propriedades funcionais e expressao de diversos marcadores.
Tal heterogeneidade pode surgir de diferentes mutacdes genéticas ou epigenéticas
gue ocorrem nas células alvo do tumor em diferentes fenétipos ou de diferentes
subtipos de tumores que surgem a partir de células distintas dentro do tecido que

servem como células de origem.
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1.2 GLIOMAGENESE

A glia € uma unidade formada por vérias células e tem como principal funcéo
auxiliar no funcionamento adequado do sistema nervoso central (SNC). A
classificacdo dos seus componentes celulares leva em consideragédo sua funcéo e
morfologia, sendo denominadas como astrécitos, oligodendrdcitos, células
ependimarias e micrdglia. Alteracbes no ciclo celular destas estruturas podem
desencadear um tipo de crescimento celular ndo controlado.

O termo glioma € utilizado para nomear genericamente as neoplasias
originarias das células da glia encefédlica e correspondem a 80% dos tumores
malignos primarios do sistema nervoso central (SCHWARTZBAUM et al., 2006). A
classificacao para as neoplasias se baseia em dois aspectos basicos: a histogénese
e a histopatologia, desta forma seguindo a mesma nomenclatura das células gliais
juntamente com o grau de malignidade e a localizagdo. A Organizagdo Mundial de
Saude — OMS em 2007 as classificou em quatro grandes grupos, as de origem
astrocitica chamadas de astrocitomas, as de origem oligodendrocitica, chamadas de
oligodendrogliomas, as de origem ependimarias conhecidas como ependimomas e
os gliomas mistos, chamados de oligoastrocitomas (LOUIS et al., 2007).

Tradicionalmente, acreditava-se que o cérebro humano adulto ndo continha
precursores celulares e que tumores cerebrais derivavam de células
parenquimatosas adultas (SANAI et al., 2005). Porém, a alta malignidade associada
ao rapido crescimento do glioblastoma multiforme suporta a hipétese da existéncia
das células-tronco do cancer (SINGH et al., 2004), que séo células-tronco residentes
no cérebro humano adulto. Hoje, acredita-se que o0 surgimento dos tumores
cerebrais seja baseado na hipbtese da origem a partir de células gliais maduras
desdiferenciadas, células-tronco neurais ou de progenitores gliais (DUCRAY, 2008).

Ha algumas hipoteses que se baseiam nas células tronco tumorais para
explicar a formacédo dos tumores. Como a funcéo das células-tronco embrionarias se
baseia no desenvolvimento de 6rgdos durante a embriogénese e as células-tronco
teciduais sdo essenciais para a homeostasia e manutencdo dos tecidos, a exemplo

das células-tronco neuronais, fatores como a capacidade de regeneracéo, o fato de

15



serem reguladas por mecanismos similares ativados em diversos tumores cerebrais
e a sua imortalidade lhes permite acumular mutagdes importantes. Assim, estas
células tém despertado o interesse dos especialistas na biologia do cancer e estes
fatores reforcam a sua candidatura no estudo da evolucdo da malignidade tumoral
(SANAI et al., 2005; SIEBZEHNRUBL et al., 2011).

O termo “célula-tronco cancerosa” € definido como célula cancerosa com
capacidade de autorrenovacdo, capaz de originar outra célula-tronco maligna
fenotipicamente diversificada. Estas sdo derivadas a partir de células estaminais de
tecidos especificos, de células-tronco da medula 6ssea ou a partir de células
somédticas que se submetem a processos de transdiferenciacdo (BJERKVIG et al.,
2005).

1.3 GLIOBLASTOMA

Os astrocitomas correspondem ao tipo de glioma mais representativo e de
acordo com o grau de malignidade atribuido pela OMS sé&o classificados em 4
grupos. Séo eles: o astrocitoma pilocitico (grau 1), Unico considerado benigno; o
astrocitoma fibrilar (grau Il); o astrocitoma anaplasico (grau lll) e o glioblastoma
multiforme — GBM (grau 1IV) (LOUIS et al., 2007). O Glioblastoma ou GBM ¢é o
astrocitoma maligno primario mais letal do sistema nervoso central e representa
aproximadamente 50% de todos os gliomas (CHESLER et al., 2013).

O GBM apresenta um grande desafio para a medicina, pois além de ser
frequente, ainda € comparado com outros canceres incuraveis e apresenta um dos
piores prognosticos de todos os tipos de canceres, com sobrevida inferior a 12
meses mesmo apos intervencdo terapéutica (LOUIS et al., 2007; TRAN e
ROSENTHAL, 2010). Dai a importancia de um diagnéstico cada vez mais precoce e
seguro.

A taxa de crescimento de um tumor € determinada por trés fatores principais:
o tempo de duplicacdo das células tumorais, a fracdo das células tumorais que se

encontram no grupo replicativo e a taxa com que as células sdo perdidas ou
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morrem. Como na maioria dos tumores os controles do ciclo celular estdo
desordenados, as células tumorais podem ser induzidas a entrar no ciclo sem as
restricbes usuais, 0 que aumenta a necessidade do diagndstico cada vez mais
precoce (LEONG e LEE, 1995; ROBBINS et al., 2010).

O GBM apresenta diferentes cascatas moleculares alteradas como
transformacgfes genéticas associadas com a desordenada regulagcéo da proliferacado
celular como apoptose, senescéncia, migracdo e comunicag¢do célula-célula,
algumas dessas alteracdes apresentam participacdo direta do fator de transcricdo
p53, tdo importante que € considerado o guardido do genoma, pois protege a célula
das transformac6es malignas através da inducdo da parada do ciclo celular, da
senescéncia ou da apoptose como resposta ao dano no DNA néo reparado. Isso
corrobora com Malkin (2001), que relata que alteracbes na cascata do gene p53
aumentam a instabilidade genética e podem conduzir a transformac¢des malignas.

Estas mutacbes ndo sdo hereditarias e ocorrem casualmente, assim 0s
fatores ambientais sdo os principais coadjuvantes no desenvolvimento destes
tumores, deste modo as pesquisas concentram-se em estudar melhor estes fatores
como, por exemplo, a alta exposicéo a virus, a horménios, a traumas ou a exposicao
a radiacdes ionizantes como as radiacdes eletromagnéticas (raios X e raios y) e
particuladas (particulas a e 3, prétons e néutrons). Esses ultimos parecem ser fortes
influenciadores das mutacdes. Assim, conhecendo melhor tais fatores, é possivel
definir grupos de risco, a fim de auxiliar na prevencao e controle da doenca.

Populacdes de células-tronco tumorais sdo frequentemente encontradas no
GBM e na substancia branca subcortical dos hemisférios cerebrais. A maioria &
invasiva, porém apesar do crescimento infiltrativo geralmente n&do invade o espaco
subaracnoide e raramente realiza metastase para o fluido cérebro-espinhal (LOUIS
et al., 2007). Na grande maioria das vezes, a formacdo de neovasos n&ao
acompanha o rapido crescimento do tumor, assim sem oxigenacdo adequada,
ocorre o desenvolvimento de necrose central do tumor que segundo Ohgaki (2005)
ocupa cerca de 80% da massa tumoral.

O GBM, assim como a maioria dos tumores malignos, é caracterizado pela
supressdo da resposta imunoldgica antitumoral, formacdo de neovasos para suprir

suas necessidades metabdlicas, resisténcia a estimulos apoptoticos, proliferacao
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celular excessiva e capacidade de invasdo de tecidos, porém diferencia-se quanto a
capacidade de gerar metéstase, caracteristica comum da maioria dos canceres. Tais
caracteristicas provocam alguns sinais clinicos que podem se manifestar como
hipertenséo intracraniana que resulta do aumento da pressao do cranio devido a
avancada proliferacao celular, enxaquecas, nduseas e alguns pacientes apresentam
convulsdes epilépticas (LU e SHERVINGTON, 2008).

Até 0 momento sabe-se que a incidéncia aumenta de acordo com a idade e
pode ser explicada pelo acumulo de mutaces somaticas associadas a emergéncia
de neoplasias malignas e a reducdo da imunocompeténcia que acompanha o
envelhecimento. Em contrapartida, o declinio das estatisticas ap6s os 80 anos de
idade deve-se ao menor numero de individuos que atingem essa faixa etéria, desta
forma o grupo mais propenso encontra-se entre 45 e 70 anos de idade (PINTO e
CHIMELLI, 2004; BADKE et al., 2014).

Atualmente, as neoplasias cerebrais tém sido cada vez mais frequentes. A
incidéncia de neoplasias do SNC no Brasil no ano de 2014 em mulheres foi de 4,05
novos casos por 100,000 habitantes, o0 que corresponde a 1,5% de todas as
neoplasias ocorridas neste ano, ja a incidéncia para o sexo masculino € um pouco
maior, cerca de 5,7 novos casos por 100,000 habitantes, correspondendo a 1,6% do
total de neoplasias para 2014 (INCA, 2014). A tabela 1 mostra a estimativa para

NOVOS casos por regido para o ano de 2014.
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Tabela 1. Estimativa regional do territério brasileiro em 2014 para novos casos de tumores
do SNC por 100.000 habitantes e percentual correspondente a todas as neoplasias
ocorridas neste ano. Adaptada Inca, (2014).

Regiao Sexo Localizacao Casos %
Primaria Novos

Sudeste Feminino SNC 1.980 1,4

Masculino SNC 2.150 14

Feminino SNC 860 T

Sul Masculino SNC 1.230 1,8

Feminino SNC 770 1,5

Nordeste Masculino SNC 1.070 23

Feminino SNC 350 1.7

Centro-Oeste  \ja5cylino SNC 370 1,5

Feminino SNC 170 Tl

Norte Masculino SNC 200 2,0

O aumento desta incidéncia pode ser explicado pelo aumento da investigacao
e notificacdo desta doenca, pelo aumento populacional, prolongamento da
expectativa de vida da populacdo e também pelo aumento da exposicdo aos
carcindégenos em especial a radiacdo eletromagnética (ionizante e nao ionizante)
(BADKE et al., 2014).

As neoplasias cerebrais sdo temidas por apresentar mau progndéstico, pois
guando diagnosticadas remetem a sobrevida em torno de 12 meses, mesmo apos a
resseccao cirdrgica e tratamento quimio e radioterapico. Um forte influenciador disso
€ a taxa de crescimento do tumor, caracteristica também importante em nivel de
diagnostico (WANG e JIANG, 2013).

Segundo Robbins et al. (2010), a menor massa de tumor clinicamente
detectavel encontra-se entre 10° células (1 g de peso aproximadamente). A partir
dai, com mais 10 ciclos de replicacdo este tumor apresentara 10 células (com
aproximadamente 1 kg), tamanho maximo compativel com a vida. Este célculo ndo
esta totalmente correto, pois supde que todas as suas descendentes estejam viaveis
e apresentem a habilidade de se dividir, mas destaca o fato de que quando um

tumor sélido for detectado clinicamente, este ja tenha completado a maior parte de
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seu ciclo de vida, dai a necessidade de desenvolver marcadores diagnésticos para
detectar tumores malignos mais precocemente.

Em geral, tumores benignos e malignos podem ser distinguidos com base em
suas caracteristicas anatdbmicas. Embora a avaliagé@o histologica ainda seja o padrao
ouro para o diagnostico do GBM, fatores como a heterogeneidade e grau do tumor,
sobreposi¢cao morfologica e qualidade da amostra reforcam a necessidade de novos
marcadores para um diagnéstico mais eficiente em cortes com caracteristicas
histolégicas ambiguas e também para atuar como ferramenta de monitoramento dos
efeitos terapéuticos (NIKIFOROVA e HAMILTON, 2011; WANG e JIANG, 2013).
Sendo assim, é necesséria a busca de marcadores que auxiliem o patologista num

diagndstico mais seguro.

1.4 DIAGNOSTICO

O cérebro é um dos 6rgdos mais complexos do corpo humano. E ele quem
coordena todos os sistemas e sentidos do corpo como viséo, olfato, audicao, tato e
paladar. Ele também tem forte influéncia no gerenciamento da adaptacéao fisica e
social ao meio ambiente em que o sujeito esta inserido, e ainda é responsavel por
definir a personalidade e a consciéncia do individuo. Diante de tantas funcdes, é
inegavel a importancia que este 6rgao tem para o bom funcionamento do corpo e,
com todos esses papéis 0 cérebro traz consigo alguns mistérios que a ciéncia
procura revelar.

O numero de investigacdes sobre este 6rgdo aumenta a cada dia e com elas
tém sido diagnosticadas algumas doencas que o afetam. Doencas oriundas do
cérebro sempre foram temidas, afinal como vimos, este Orgdo gerencia o
funcionamento do corpo e também define o individuo como ser consciente. Dentre
as doencas cerebrais mais temidas encontra-se 0 cancer, principalmente o
glioblastoma, pois este tumor possui alto grau de proliferacdo e malignidade fazendo
com que o diagnostico do GBM ao paciente soe quase como uma sentenca de

morte devido ao mau progndéstico. Com base nisso, um diagndstico como este leva o
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paciente a enfrentar frente a frente o tempo e a refletir sobre a vida e sua
vulnerabilidade (LIMA, 2013).

O diagnéstico do cancer pode apresentar conflitos entre a classificacdo
benigna e maligna exigindo dos patologistas, mesmos 0s mais experientes, maior
prudéncia em relacéo a classificacdo, uma vez que para o paciente € sempre dificil
receber um diagnéstico dessa natureza. Assim, surge a necessidade de ferramentas
gue possam auxiliar o patologista nesta analise (SOUSA et al., 2002).

O diagnostico inicial dos tumores cerebrais inicia-se com a avaliagdo do
historico clinico e o exame fisico. Em mais de 50% dos casos, na anamnese, a
doenca gira em torno de 3 meses, frequentemente 0s pacientes apresentam sinais e
sintomas focais ou gerais. Tais sinais dependem da extenséo, da topografia e da
taxa de crescimento do tumor, e podem incluir cefaleia, ndusea, vomitos, alteracdes
no nivel de consciéncia e/ou déficits neurolégicos focais (LUCENA et al., 2006;
CORREIA et al., 2009; ONCOGUIA, 2012).

A partir da anamnese o médico pode solicitar a avaliagdo neurorradiologica
dos tumores cerebrais que pode ser realizada através da tomografia
computadorizada (TC) e da ressonancia magnética (RM). Essa ultima tem sido a
técnica de escolha devido ao alto percentual de sensibilidade e capacidade de
caracterizar o tumor nos seus trés planos ortogonais: axial, coronal e sagital
(LUCENA et al., 2006).

Porém, estes sinais e sintomas podem acompanhar outras condi¢cdes ou
doencas e assim, é necessario levar em conta o diagnostico definitivo que apenas
pode ser afirmado histologicamente e como tal € realizado apés a cirurgia. Por
serem tumores heterogéneos, uma so biopsia aspirativa pode ndo ser representativa
da sua totalidade, os achados histolégicos primarios incluem: necrose em
pseudopalicada, celularidade aumentada, pleomorfismo, mitoses e proliferacao
endotelial vascular (SOUSA et al., 2002; OHGAKI, 2005; CORREIA et al., 2009).

Diante disto, nota-se que o aspecto microscépico e a qualidade da amostra
disponibilizada para exame séo caracteristicas importantes para se estabelecer uma
avaliacdo segura. A amostra deve ser representativa, apropriadamente preservada e
ainda assim, o patologista deve ser muito cauteloso durante a analise, pois a

depender do grau de diferenciacéo ou anaplasia do tumor pode haver a necessidade
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de outras técnicas para auxiliar num diagnostico confiavel como a imuno-
histoquimica, técnica amplamente utilizada ou a citometria de fluxo, técnica
guantitativa capaz de mensurar caracteristicas individuais das células e também os
métodos moleculares que j& estdo em direcdo a categoria da “rotina” laboratorial
apesar de ndo serem a modalidade primaria para o diagnostico (PITTELLA, 2008).

As alteracbes genéticas tém sido usadas como marcadores para O
diagnéstico de diversas neoplasias até mesmo em neoplasias cerebrais como
exemplo das mutacdes nos genes da isocitrato desidrogenase 1 e 2 (IDH1 e IDH2)
gue estdo presentes na maioria dos gliomas de baixo grau e ainda, anormalidades
genéticas que incluem a co-delecdo no cromossomo 1p/19q em oligodendrdcitos,
mutacdo no gene TP53 ou perda no cromossomo 17pl3 em astrocitomas que
também atuam como marcadores na gliomagénese (NIKIFOROVA e HAMILTON,
2011), mas ainda assim é incessante a busca de marcadores mais confiaveis,
eficientes e precoces.

Atualmente, maior énfase tem sido dada ao estudo de diagndéstico em relacéo
a caracteristica de glicosilacdo, pois as células de mamiferos apresentam uma
maquinaria enzimatica que inclui glicosiltransferases e glicosidases que determinam
os padrdes de glicosilacdo de proteinas, lipideos e carboidratos, modificando assim
as porcdes de seus glicoconjugados e numerosos dados tém demonstrado que
alteracoes na expressao de carboidratos estdo associadas a transformacodes
malignas (VARKI et al., 2009).

Estas alteracbes podem ser analisadas através da marcacdo celular com
fluoréforo. Embora os métodos de marcacdo que exploram a presenca de
carboidratos e glicoconjugados nos tecidos sejam mais frequentemente utilizados
em Orgaos ricos em tecidos conjuntivos, estudos realizados com o SNC apontam
para a possibilidade de utilizacdo desses procedimentos como ferramentas Uteis
para a investigacdo do surgimento de alteracdes patolégicas (DE AGUIAR et al.,
2005). A descoberta da especificidade de determinadas glicoproteinas a
oligossacarideos da superficie celular levou a aplicacdo destas moléculas
conjugadas a fluoréforo na pesquisa basica e diagndstico biomédico para a rotina
laboratorial (RUDIGER e GABIUS, 2001).
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Estudos classicos mostraram alto grau de reconhecimento da lectina L-fito-
hemaglutinina (PHA-L) para a ramificacéo 31-6 de N-glicanos. Esta ramificacdo esta
relacionada com alteracbes glicopeptidicas de células tumorais, e assim como a
maior expressao da enzima N-acetil-glucosamina transferase (V-18) da qual deriva,
indicam maior frequéncia de metastase em modelos animais. O aumento desta
ramificacdo e da expressdo desta enzima é resultado do aumento da transcricao do
gene MGATS decorrente da carcinogénese quimica e viral (VARKI et at., 2009).

Com base nisso, as lectinas podem atuar como ferramentas de referéncia
para o diagnéstico de diversas situagfes fisioldégicas e patolégicas principalmente
em relacdo ao diagnéstico do céancer, pois diversos estudos detectaram alteracdes
de carboidratos de superficie em células neoplasicas, diferenciacdo de células do
tumor e metastases através do uso destas proteinas (DENNIS et al., 1986).

Tais mudancas incluem alteracdo de sializacdo, ramificacdo, fucosilacédo e
composi¢cdo ou sintese de residuos de carboidrato. Tudo isto favoreceu o
desenvolvimento de técnicas como histoquimica e citoquimica baseadas na
deteccéo visual de carboidratos por lectinas marcadas especificamente em tecidos,
superficies das células ou soro. Assim, o estudo das interacdes lectina-carboidrato
pode ser util na pesquisa dos perfis das células malignas, como foi demonstrado
anteriormente em analise dos glicolipideos de células tumorais, que apresentaram
grandes alteracdes de glicosilacdo baseadas em dois diferentes mecanismos:
bloqueio da sintese ou neossintese de carboidratos (VARKI et al., 2009).

Um bom exemplo de alteracbes na glicosilacdo envolve glicoproteinas que
compbem parte de proteinas do soro como a alfa-fetoproteina (AFP), a
haptoglobina, a a-acidoglicoproteina, o antigeno especifico da préstata (PSA) e o T-
antigenos. Todas elas mudam sua glicosilacido em resposta ao cancer, a AFP do
soro, por exemplo, € um marcador Gtil para o carcinoma hepatocelular e pode ser
detectada pelas lectinas LCA e Con A (WU, 1990). Ainda, técnicas como
cromatografia de afinidade seriada com lectinas realizada com as lectinas Con A,
PHA-E4 e PHA-L4 e a precipitacdo quantitativa com uso das lectinas Con A e PSA,
foram eficientes em diferenciar o cancer de prostata (PCA) da hiperplasia benigna
da prostata (HBP) (SUMI et al., 1999).
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Um dos métodos bem sucedidos no diagnéstico com uso de lectinas € a
histoquimica. Um estudo avaliou a histoquimica com uso da lectina HPA e previu o
prognéstico de cancer de pulméao, no qual foi capaz de estratificar os pacientes em
grupos de baixo e alto risco (LAACK et al., 2002). Além disso, a HPA também
permite indicar o potencial metastatico de tumores primarios do célon e carcinomas
gastricos (SCHUMACHER et al., 2005). Ainda, algumas lectinas podem atuar como
marcadores para deteccdo de resisténcia a mdltiplas drogas através do
reconhecimento da glicoproteina da membrana plasmatica P-gp, que por sua vez é
um dos principais problemas para o tratamento do cancer e reflete na indugéo da
resisténcia citostatica acompanhada pela alta expressdo do gene MDR1 que a
codifica (BREIER et al., 2005).

1.5 LECTINAS

O marco inicial no estudo de purificacdo e caracterizacdo de aglutininas,
proteinas que apresentam a habilidade em aglutinar hemacias, se deu com o
trabalho de Dixson em 1887, com a descoberta de uma proteina extraida da
mamona (Ricinus communis), batizada em 1888 de ricina por Stillmark, que
descreve que esta aglutinina purificada era capaz ndo apenas de aglutinar
eritrocitos, mas também de precipitar proteinas do soro. Atualmente, sabe-se que a
ricina € uma complexa mistura de moléculas téxicas e lectinas nao toxicas. Em
seguida, Ehrlich (1891) baseado em relatos de agricultores revelou que bezerros
eram prevenidos da intoxicacdo pela ricina (Ricinus communis) e abrina (Abrus
precatorius) quando alimentados por concentracdes pequenas de suas sementes e
essa caracteristica protetora era transmitida aos seus descendentes
(CASTANHEIRA, 2011). Ao identificarem nas aglutininas a propriedade em distinguir
heméacias de diferentes tipos sanguineos, Boyd e Shapleigh (1954) as denominaram
de lectinas, termo que vem do latim legere e significa selecionar ou escolher
(SHARON e LIS, 2004).
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De acordo com Zanetti (2007) estas observac¢des foram introduzidas antes da
hemaglutinacéo ser entendida em nivel molecular, pois, somente em 1952, Watkins
e Morgan em seu estudo demostraram que esta propriedade € baseada na
caracteristica especifica de ligacdo de uma dada lectina a um carboidrato, mesmo
gue relatos anteriores a este estudo com a lectina Con A tenham demonstrando que
a aglutinacédo desenvolvida por estas moléculas poderia ser inibida por carboidratos
especificos (ZATTA e CUMMINGS, 1992; VAN DAMME et al., 1998).

Mais tarde Nowel (1960) verificou a atividade mitogénica da lectina de
Phaseolus vulgaris (PHA) sobre linfocitos e em seguida Aub (1963) descreveu que a
lectina do germe do trigo (WGA) aglutinava mais intensamente células
transformadas do que células normais e com isso concluiu que alteracbes malignas
eram acompanhadas por mudancas nas superficies celulares (MOTA, 2001). Estes
estudos deram grande contribuicdo para a fundamentacdo da imunologia basica
como a especificidade da relagdo antigeno-anticorpo, fendmeno da memoria
imunologica e transferéncia de imunidade humoral de mae para filho (SHARON &
LIS, 2004).

Na década seguinte, o termo lectina passou a abranger todas as aglutininas
especificas de carboidrato de origem ndo imune (SHARON & LIS, 1972). Em
seguida, o termo foi ampliado por Goldstein et al. (1980) que conceituaram lectinas
como proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune ligantes a carboidratos que
sdo capazes de aglutinar células e/ou precipitar polissacarideos ou glicoconjugados.
Atualmente, a definicAo mais aceita e provavelmente a mais utilizada foi proposta
por Peumans e Van Damme (1995) que diz: lectinas sdo proteinas com no minimo
um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos
especificos através de ligacGes do tipo pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas
e forcas de Van Der Waals.

Apos o trabalho de Sharon e Lis (1972) foi criado o termo “lectinologia” que
alude a area de estudo para estas proteinas. Mesmo apdés um século do seu
descobrimento, as lectinas ainda continuam despertando o interesse de diversos
campos de estudo (POVINELI e FINARDI FILHO, 2002). Por serem proteinas

amplamente distribuidas, pois estdo presentes em bactérias, fungos, plantas,
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vertebrados superiores e até virus (CRUZ et al.,, 2005), acredita-se que estas
desempenham fun¢des importantes na natureza.

Com relacdo a nomenclatura, ndo existe uma padronizacdo sistematica para
sua classificacao, contudo esta é originada da denominacao cientifica das espécies
de que foram purificadas, de acordo com o protocolo de purificagcéo, pela designagao
dos monossacarideos aos quais tém especificidade ou ainda pela designacao do
tecido ao qual foram extraidas, assim temos como exemplo a Concanavalina A
lectina obtida da Canavalia ensiformis (KENNEDY et al., 1995).

Talvez a caracteristica mais importante das lectinas seja a capacidade em
gerar interacdes quimicas fracas que produzem reconhecimento altamente seletivo a
carboidratos ligados a uma superficie (SHARMA e SUROLIA, 1997). Essa interacdo
entre a lectina e o carboidrato aumenta tanto a afinidade como a especificidade
através de subsitios e subunidades, e € esta ligacdo de modelo chave-fechadura
gue proporciona a atividade biologica (KENNEDY et al., 1995; PEUMANS e VAN
DAMME, 1998). A regidao molecular desta ligacdo é denominada de dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD), sendo que cada subunidade da lectina possui
pelo menos um dominio. A “divaléncia” ou “polivaléncia” permite a interagdo com
carboidratos da superficie de células adjacentes, o que origina o fendbmeno de
aglutinacdo (LIS e SHARON, 1986). Por isso também sao conhecidas como
aglutininas.

As lectinas sdo determinadas de acordo com sua caracteristica de
aglutinacdo, assim para detecta-las, além dos procedimentos de purificacao,
também é realizado o ensaio de hemaglutinacdo (DUBOIS et al., 1998), onde a
especificidade de wuma lectina € determinada pelo monossacarideo ou
oligossacarideo capaz de inibir o fendmeno de aglutinacdo nos eritrocitos
(KOMPELLA e LEE, 2001).

As lectinas possuem diversas atividades biolégicas, algumas sédo conhecidas
como mediadores da inflamacdo ou quimiotaxicas, na superficie celular algumas
lectinas participam de processos como adesdo célula-célula ou célula-matriz
extracelular, bem como processos de sinalizacao, proliferacdo celular e apoptose.
As selectinas, por exemplo, sdo moléculas de adesdo celular envolvidas na

interacao célula-leucocito (SILVA et al., 2010).
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Diante de tantas propriedades, diversos grupos de pesquisa tém voltado seus
interesses para estas proteinas, principalmente grupos com foco em diagndstico do
cancer, ja que estas sao capazes de reconhecer alteracdes em carboidratos através
da andlise do perfil das modificagcbes estruturais de oligossacarideos dos
glicoconjugados em tecidos, célula, soro e outros fluidos biologicos (MISLOVICOVA
et al., 2009). A tabela 2 mostra alguns estudos de diagnéstico com base em

alteracoes dos glicoconjugados a partir do reconhecimento das lectinas.

Tabela 2. Estudos com base no diagndstico com uso de lectinas. Adaptada de Mislovicova
et al. (2009).

Lectinas Doencga Métodos Referéncias
CON A, WGA, Cancer infantil Histoquimica Kumar et al.,(1986)
DBA, LTA, PNA,
RCA-II
CON A, WGA, Adenocarcinoma Histoquimica Toda et al., (1998)
PHA, UEA, GNA, endocervical SPR Kelly et al., (2007)
MAA, DBA
CON A, WGA, Hepatoma SPR Liljeblad et al., (2002)
SBA, AAL, LCA Hepatoma (tumor LAC Buamabh et al., (1987)
primario, metastase)
CON A, WGA, Cancer de prostata LAC Yoshida et al., (1997)
PHA Citometria de fluxo ~ Sumi et al., (1999)
Gabor et al., (2001)
CON A, WGA, Cancer renal LAC Yoshida et al., (1999)
PNA ELLA Reddi et al., (2000)
ECA, RCA, MAA, Cancer da tiredide ELLA Krzeslak et al., (2003)

SNA, TML

Lectina blotting
Histoquimica

Babal et al., (2006)

7

A glicosilacdo € a principal modificacdo pés-traducional e ocorre durante o
desenvolvimento das células normais (LESHLE et al., 2006). Entretanto, a variacado
da glicosilacdo estd associada com diferenciacdo e transformacdo das células

neoplasicas (HIRABAYASHI, 2008). Como vimos, diversas lectinas inclusive a Con A
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e a WGA tém sido avaliadas como marcadores de células tumorais, além disso, tais
proteinas tém sido amplamente empregadas como ferramentas em técnicas de
diagnostico, por exemplo, em imunohistoquimica (FRITZ et al., 1988), ELISA-lectina
(WALKER et al., 2004; KUMADA et al., 2012) e lectina-microarray (HU e WONG,
2009). Diante destas funcdes, este estudo abordara as potencialidades das lectinas
Concanavalina A (Con A), a Aglutinina do Gérmen de Trigo (WGA) e a Lectina da
Crotalaria pallida (CpL).

A Concanavalina A (Con A) é caracterizada por sua estrutura tetramérica e
por dissociar-se em dimeros, é dependente de pH e apresenta especificidade aos
carboidratos D-manose e D-glicose, j& a Aglutinina do Gérmen do Trigo (WGA)
possui estrutura dimérica e 4 sitios para ligacdo de carboidrato apresentando
especificidade para a (-N-acetilglucosamina e acido N-acetilneuraminico (REGO,
2000) ambas, sdo amplamente estudadas em diversas areas, desde a clinica a
ecologia. A CpL, porém, apresenta apenas um unico relato na literatura, o qual
analisa suas caracteristicas, tal estudo foi realizado por Rego et al. (2002). Este,
estudo, portanto, € o primeiro com base no potencial marcador desta proteina.
Assim, mais atencao sera dada as caracteristicas da CpL como descrito no tépico a

sequir.

1.5.1 CpL

De acordo com Van Damme et al. (1996), centenas de lectinas demonstraram
ser um grande e heterogéneo grupo de proteinas diferentes entre si no que se refere
a especificidade aos carboidratos, estrutura molecular e funcdes bioldgicas, fator
importante em se tratando de novas propriedades. Além disso, vimos que diversos
estudos mostraram a funcionalidade destas proteinas como ferramentas no
diagndstico de neoplasias através de suas interacfes com as porcdes glicidicas dos
carboidratos de membrana. Sendo assim, a busca e a caracterizacdo de novas
lectinas possibilita 0 progresso tanto para a lectinologia quanto para a ciéncia em

geral.
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O Brasil abriga grande diversidade bioldgica, o que representa algo entre 10 a
20% da biodiversidade mundial e engloba um rico patrimbnio genético, inclusive com
espécies que ainda nao foram catalogadas (IPEA, 2006). Sendo assim, s&o
necessarias pesquisas que explorem essa biodiversidade no intuito de identificar
novas espécies e buscar novas propriedades, a fim de contribuir para o
desenvolvimento cientifico e tecnolégico e, concomitantemente estabelecer medidas
de preservacédo e manutencao desta biodiversidade.

Um dos grandes representantes da flora brasileira é a familia Leguminosae
(Faboideae) que abriga o género Crotalaria. Este género, no Brasil, representa 42
espécies, sendo que 19 delas sdo endémicas e estdo distribuidas em todas as
regibes e em diferentes dominios fitogeogréaficos (FLORES, 2012). A ampla
distribuicdo e o facil acesso de suas espécies refletem na literatura que abriga
muitas pesquisas na producdo de adubo organico; na forragem; no combate a
nematoides em plantacdes; em programas de revegetacdo de areas contaminadas
com substancias toxicas; na medicina popular e em atividades farmacoldgicas
(GARCIA et al.,, 2013), mas poucos estudos com base em suas propriedades de
reconhecimento a carboidratos. Desta forma, surge este estudo para atenuar esta
lacuna.

A CpL é uma lectina vegetal que foi extraida de sementes da Crotalaria
pallida, purificada e caracterizada por Rego (2000). Esta lectina exibe massa
molecular de 120 kDa, sugerindo um tetramero constituido de 4 subunidades de 30
kDa atreladas por ligacdes ndo-covalentes que indicam uma molécula de estrutura
guaternaria, uma caracteristica comum as lectinas de leguminosas que geralmente
sdo constituidas de 4 cadeias iguais com massa de 25-30 kDa (SHARON e LIS,
1990).

Nos ensaios de hemaglutinacdo, a CpL foi capaz de aglutinar todos os tipos
de eritrocitos humanos com excecdo apenas para o tipo sanguineo O, esta reacao
foi inibida pela presenca de D-rafinose e D-galactose, indicando a especificidade da
CpL a estes carboidratos, além disso a CpL manifestou melhor reacdo diante da
presenca de cations divalentes e estabilidade térmica em intervalos de temperatura

variando de 30-100°C, onde foi observada perda completa da atividade
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hemaglutinante em temperaturas acima de 80°C. A tabela 3 mostra algumas

caracteristicas da CpL obtidas através do ensaio de hemaglutinagéo.

Tabela 3. Ensaio de hemaglutinacéo da lectina CpL. Os dados representam a concentracao
minima em mg/ml capaz de promover a hemaglutinagdo numa solucéo a 2% de eritrocitos
intactos ou tripsinizados e a concentragdo em mM dos carboidratos D-rafinose e D-
galactose capaz de gerar inibicdo da atividade hemaglutinante. Tabela adaptada de Rego,
(2000).

Eritrocitos Intactos | Tripsinizados Carboidratos | Crotalaria pallida
A 7.81 0.46 D-Rafinose 25.0
B 15.62 0.46
Humano | AB 7.81 0.46 D-Galactose 37.5
o) - -

Como vimos, a glicosilagdo é uma caracteristica distinguivel pelas lectinas.
Consiste em reacdes de modificacdo pés-traducional mais comuns e quase metade
de todas as proteinas conhecidas em eucariotos sao glicosiladas. Ainda, alteractes
em estruturas de oligossacarideos estdo associadas com muitos eventos fisiolégicos
e patoldgicos, incluindo o crescimento celular, migracéo, diferenciacdo e invasao
tumoral, estas caracteristicas tém atraido os cientistas ao estudo da estrutura e
funcdes dos glicanos (MIYOSHI et al., 2010).

InvestigacBes com base no uso de lectina sdo vantajosas por causa da sua
capacidade em discriminar isdmeros de carboidratos (HIRABAYASHI, 2004). Por
apresentar grande numero de lectinas disponiveis no mercado, grande variedade e
especificidade, estruturas cada vez mais complexas de glicanos sao reconhecidas
por lectinas nas categorias de baixa ou média especificidade (TAO et al., 2008).
Assim, a maior variedade de lectinas disponiveis afetara positivamente a deteccéo
de glicanos estruturalmente mais complexos, o que reflete na importancia da busca
de lectinas ainda n&o conhecidas.

De acordo com Mislovi¢ova et al. (2009), técnicas de lectino-histoquimica ou

lectino-citoquimica sao importantes ferramentas para estudos em diagndstico, pois
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sdo capazes de avaliar a dlicosilagdo e consistem na deteccdo visual de
carboidratos em tecidos (biopsia de tecido) e/ou nas superficies das células com
lectinas marcadas especificamente. A histoquimica, por exemplo, é bem avaliada
por Gabius (2001) e exemplos adicionais para sondagem e visualizagdo de
carboidratos estdo disponiveis na literatura como em Babal et al. (2006). Tais
técnicas além de apresentarem alto valor preditivo, ainda tém como vantagens a
facil execucéo e o baixo custo.

Outra técnica com alta sensibilidade e especificidade tanto em termos
qualitativos quanto quantitativos é a citometria de fluxo multiparamétrica que se
baseia nas caracteristicas de particulas microscépicas imersas em suspensao
orientadas num fluxo e interceptadas uma a uma por um feixe de laser, com uso de
fluorocromos com diversas caracteristicas de fluorescéncia. O citometro realiza uma
varredura minuciosa e mensura caracteristicas como diametro celular, granularidade
e intensidade de fluorescéncia.

Os diferentes fluorocromos que marcam cada antigeno absorvem a luz e
emitem-na num comprimento de onda maior e especifico, cada fluorocromo possui
um padrdo espectral distinto de absorcéo e emisséo. O isotiocianato de fluoresceina
(FITC), por exemplo, apresenta absorcdo maxima de 490-495 nm e emissao
maxima de 517 nm (DE PIER, 2008).

Por ser uma importante ferramenta diagndstica para caraterizacao
imunofenotipica, esta técnica tem sido amplamente empregada nos laboratorios
clinicos e cada vez mais tem sido usada na pesquisa com lectinas conjugadas a
fluorocromos com foco na investigacdo de carcinomas através da analise de
glicoconjugados de superficie celular. Trés acontecimentos contribuiram fortemente
para 0 avanco desta técnica, o primeiro foi o progresso da ciéncia, seguido da
ampliacdo na producdo de anticorpos monoclonais e por fim, 0 aumento do uso de
lectinas como ferramenta adicional para identificacdo e monitoramento de diversas
neoplasias (SILVA, 2010).

Em marcacdo com lectinas € comum o uso do FITC. Algumas lectinas séo
comercializadas jA conjugadas com este fluorocromo como a Con A e a WGA

usadas neste estudo. A CpL ao contrario, por ser uma lectina recém descoberta e
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por nédo se tratar de uma lectina comercial, foi conjugada especificamente para este

estudo.

1.6 CULTURAS DE CELULAS COMO MODELO DE ESTUDO

A cultura de células é utilizada principalmente em pesquisa béasica aplicada,
pois apresenta vantagens como baixo custo, execucao simples e rapida e ainda
serve como teste precedente ao teste in vivo, permitindo refinar o desenho
experimental e, em alguns estudos até permitem resultados bioequivalentes sem a
necessidade de se recorrer ao modelo animal.

Células tumorais derivadas de glioblastoma tém sido amplamente utilizadas e
constituem modelos alternativos confiaveis para o estudo com base em resposta a
agentes externos (BRISMAR, 1995; LAL et al., 1996). Diante disso, avaliamos o
potencial de marcacdo das lectinas através dos ensaios in vitro com uso da
linhagem C6 derivada de glioma murino.

A linhagem C6 foi desenvolvida por Benda et al. (1968) através da
administracao repetitiva de MNU (metilnitrosoureia) em ratos Wistar-Furth adultos e
compartilha varias caracteristicas especificas do GBM humano. Em termos
genéticos, a linhagem C6, assim como o GBM humano, apresenta altas taxas de
mutacdo no gene supressor do tumor p16 (FURNARI et al., 2007). A nivel celular,
apresenta necrose, polimorfismo nuclear e taxas de mitose elevadas (AUER et al.,
1981). Em termos histopatolégicos, apresenta caracteristicas como invasao focal
semelhante a infiltracdo padrdo difusa observada no GBM humano (CHICOINE e
SILBERGELD,1995) e expressao de marcadores histopatolégicos como as proteinas
S100B, e a vimentina (PFEIFFER et al., 1970, CHOU et al., 2003).
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2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como principal objetivo analisar o potencial de
marcacao das lectinas CpL, WGA e Con A em ceélulas da linhagem C6 de glioma

murino e astrocitos em cultura priméria murina.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conjugar a lectina CpL ao fluoroforo isotiocianato de fluoresceina — FITC;
e Realizar a marcacdo com lectinas (CpL, WGA e Con A) em células da
linhagem C6 de glioma murino e astrocitos em cultura primaria murina;

e Analisar o potencial das lectinas abordadas em discriminar células de glioma.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 CULTURA DE CELULAS DE GLIOMA MURINO (C6)

As células de glioma de rato (C6) foram obtidas do Banco de Células do
Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular (LabNq) e mantidas estocadas em
90% de SFB e 10% de DMSO & razdo de 1,5 — 2,0 x 10° células/ml a -70°C.
Posteriormente, as células foram descongeladas, centrifugadas e cultivadas a uma
densidade de 2,5 x 10° células/cm® em condicdes estéreis, a 37°C em atmosfera
com 5 % de CO, em placas de cultura de poliestireno (KASVI, Curitiba — Brasil) com
100 mm de diametro até atingirem 80% de confluéncia. Para manutencao da cultura,

foi utilizado meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com
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10% de SFB e 2 mM de L-glutamina, penicilina a 100 U.l./ml e estreptomicina a 100
ug/ml, com troca de meio realizada a cada 48 horas.

ApoOs atingirem a confluéncia, as células foram descoladas da placa através
de uma solucdo de 0,05% de tripsina (GIBCO® Invitrogen Corporation, Canada —
USA) com 0,02% de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e mantidas em
incubadora por 3 minutos a 37°C. A digestdo enzimatica foi neutralizada
adicionando-se igual volume de meio de cultura suplementado com 10% de SFB. Os
experimentos foram realizados a partir da 3° passagem das células respeitando o

namero maximo de 10 passagens.

3.1.1 Cultura primaria de astrocitos

A cultura primaria de astrocitos foi preparada de acordo com o método de
Cookson & Pentreath (1994) com modificacdes descritas por Pinheiro et al. (2006).
Foram utilizados ratos Wistar neonatos (0—1 dia) obtidos do Biotério do Laboratério
de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Bahia (ICS-UFBA). Para a realizacdo dos experimentos o projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do ICS—UFBA (Protocolo
de aprovacao n°® 062/2014) e todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as normas estabelecidas por este.

Para o procedimento, os animais foram decapitados e seus hemisférios
cerebrais expostos e removidos assepticamente, as meninges € 0S Vvasos
sanguineos foram retirados do cortex cirurgicamente e em seguida, forcados a
passar por uma membrana estéril de 80 um. As células dissociadas foram
suspensas e semeadas em garrafas de cultura de poliestireno (TRP, Equipar,
Curitiba — Brasil) a uma densidade de 2,5 x 10° células/cm?.

No dia seguinte ao estabelecimento da cultura, as células da microglia foram
removidas por meio de agitacdo mecanica, tal procedimento teve como objetivo
garantir a predominancia de células astrocitarias. As células foram cultivadas nas

mesmas condi¢des estabelecidas para as células tumorais descritas anteriormente e
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a confluéncia ocorreu em aproximadamente trés semanas (21 dias) apdés o

estabelecimento da cultura.

3.1.1.2 Marcacdo de astrocitos em cultura primaria por imunocitoquimica para
proteina acida fibrilar glial (GFAP)

Ap6s o isolamento e estabelecimento da cultura priméaria, as garrafas que
apresentaram confluéncia de 80% foram tripsinizadas e cultivadas em placas de 24
pocos (KASVI, Curitiba, Brasil) contendo laminulas previamente lavadas com
solucédo de Triton X-100 (2%) e acido nitrico (30%). As células foram semeadas a
uma densidade de 2,5 x 10° células/cm? e incubadas em condicées estéreis a 37 °C
em atmosfera com 5% de CO; por 24 horas. Posteriormente, o meio foi retirado, as
células foram lavadas com PBS, fixadas com metanol gelado por 20 min e
novamente lavadas.

O excesso de PBS foi removido e em seguida, para permeabilizar as células
foi adicionado e mantido PBS TWEEN (0,2%) a temperatura ambiente por 10 min.
Logo apds, as células foram lavadas e bloqueadas com PBS-SFB (10%) também em
temperatura ambiente por 30 min.

As células foram marcadas com anticorpo primario monoclonal de coelho anti-
GFAP (Sigma-Aldrich, Sado Paulo, Brasil, 9065 — 1:500, diluido em PBS/SFB a 0,1%)
e incubadas a 4°C overnight. Posteriormente, as células formam lavadas e marcadas
com o anticorpo secundario anti-coelho ligado a Alexa fluor (Life Tecnology, 488 —
1:200, diluido em PBS/SFB a 0,1%) e novamente incubadas em camera escura a
4°C por 1h.

Posteriormente, as células foram lavadas e marcadas com DAPI (Probes — 5
png/mL) incubadas por 20 min, lavadas novamente e, em seguida foi realizada a
montagem das laminulas e a observacdo em microscopia confocal (Leica, SP8),

culturas puras apresentam mais de 95% de células marcadas.
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3.2 LECTINAS

3.2.1 Preparagéo das lectinas CpL, WGA e Con A

As lectinas Con A e WGA ja conjugadas com isotiocianato de fluoresceina -
FITC foram adquiridas da Sigma-Aldrich (S&o Paulo — Brasil) e foram diluidas sobre
protecdo da luz com adicdo de 2 ml de PBS, armazenadas em aliquotas de 20 pul em
concentragao final de 1mg/ml e mantidas estocadas no freezer a -20°C para uso
posterior. A lectina CpL foi extraida de sementes da Crotalaria pallida, purificada e
caracterizada por Rego (2000), professor da Universidade do Estado da Bahia —
UNEB, que gentilmente nos cedeu. Esta lectina foi mantida estocada a -20°C até sua

utilizagdo para os procedimentos posteriores.

3.2.2 Dosagem proteica da CpL

A dosagem da proteina foi confirmada através da quantificacdo obtida
conforme as instrucdes do fabricante (kit DC protein assay; Bio-Rad®, Hercules, CA
— USA) com absorbancia mensurada em 750 nm que nos revelou grau de pureza de

0,33 mg de CpL/mg de amostra (variacédo de 0,25 a 0,34).

3.2.3 Conjugacéo da CpL ao FITC

A lectina CpL foi conjugada ao FITC (Sigma-Aldrich®, S&o Paulo — Brasil)
seguindo as especificacbes do fabricante e todos os experimentos foram realizados

protegidos da luz.
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Inicialmente, foi realizada a solugcdo da CpL, onde 1mg da proteina foi diluido
em 0,2 ml de tampé&o carbonato e reservada. Posteriormente, foi realizada a solugao
do FITC com diluicdo de 2 mg em tampado carbonato, obedecendo as razbes
molares (20:1; 10:1; 5:1), a fim de verificar a melhor concentragcéo para conjugacao.

A conjugacao foi realizada sob agitacdo com adi¢cdo gota a gota de 50 ul da
solucdo de FITC em cada razdo molar a solugdo da CpL. A solucdo final foi
incubada por 2 h a temperatura ambiente e protegida da luz. A figura 2 representa o
esquema da conjugacdo em relacao aos sitios de ligacao do FITC a CpL.

Figura 2. Representa o0 esquema da reacdo da ligacdo do FITC a CpL. A conjugacédo ocorre através
dos grupos amina livres da CpL formando uma ligacéo estavel tioureia. Fonte: Boletim técnico Sigma
— Aldrich.

3.2.4 Purificacéo do conjugado CpL/FITC

Apés completa a reacdo de conjugacdo, foi realizada a separacdo das
proteinas ndo conjugadas ao FITC em coluna de Sephadex G-25 seguindo as
instrucdes do fabricante, eluindo-se apenas com tampao PBS a pH 7,4 pela acado da
gravidade. Foram obtidas 10 fracdes de 0.25 ml para cada amostra (20:1; 10:1 e
5:1). Todos os tubos eluidos foram preservados para andlises posteriores.

A presenca da proteina nas fracfes obtidas foi mensurada através da leitura

da absorbancia em 280 nm em espectrofotémetro (MicroNal, B382).
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3.2.5 Determinacao das razdes molares da lectina conjugada ao FITC

Posteriormente, a absorbancia do pool de proteinas obtidas de cada fracao
molar (5:1; 10:1 e 20:1) foi mensurada por espectrofotometria, conforme as
especificagcdes do fabricante. A partir dai, foi determinada a constante (C) dada para
a conjugacao da proteina através da seguinte equacao:

MW x Eg]%
c= = C=120,000x14= 2,21
389 X 195 389 x 195

Onde:
= Constante dada para a conjugacéo da proteina
MW = Peso molecular da CpL
= Coeficiente de absorcéo da proteina em 280 nm a 1.0 mg/ml
389 = Peso molecular do FITC
195 = Absorcao do FITC em relacdo a E0.1% com leitura 490 nm

Em seguida foi realizado o calculo para se obter as razdes molares da
proteina conjugada ao FITC (F/P) das fracdes 5:1; 10:1 e 20:1, de acordo com a
equacao:

Molar F/P =

MW Ayl 195 Aes X C
X

389 Aggo—[(0.35 X Agge)l/ES"  Agso—[(0.35 X Aygs)
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Onde:
FIP = Raz&o molar da proteina conjugada
MW = Peso molecular da proteina

= Coeficiente de absorcdo da proteina em 280 nm a 1.0 mg/mi

Aogo = Absorbancia da proteina

Aygs = Absorbéncia do FITC

3.3 ENSAIO DE MARCACAO DOS ERITROCITOS

As hemacias apresentam em suas superficies uma configuracdo lipidica e
proteica tdo complexa que sdo comparaveis com 0s mais sofisticados mosaicos
bizantinos. Assim, por apresentar grande variedade de carboidratos e glicoproteinas,
a membrana eritrocitaria exibe sitios de ligacdo para diversas lectinas (MURADOR e
DEFFUNE, 2007), por isso 0 ensaio de hemaglutinacdo € um pré-requisito para a
averiguacao da atividade de uma determinada lectina.

Tomando como base a variabilidade de glicidios presentes na membrana dos
eritrocitos, iniciamos nossa investigacdo realizando o ensaio de marcacdo em
eritrocitos seguindo o método semelhante ao ensaio de hemaglutinacao descrito por
Rego (2000), com algumas modificacdes, dentre elas a realizacdo do esfregaco
sanguineo para determinar a concentracao ideal para uma marcacao eficiente das
lectinas utilizadas no estudo.

Para isso, 4 ml de sangue tipo A+ foi colhido e lavado 3x com PBS, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 100 pl da solucédo de cada
lectina diluida em PBS nas concentracfes de 1mg/ml e 0.5 mg/ml. Na extremidade
de uma lamina foi depositada 1 gota desta solucéo e realizado o esfregaco, todos os
procedimentos foram realizados com protecdo da luz. Posteriormente, as laminas
foram visualizadas e fotografadas em microscoépio de fluorescéncia (Olympus BX51)

revelando a concentracdo ideal de 1mg/ml para os experimentos a seguir.
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3.4 MARCACAO DAS CELULAS C6 DE GLIOMA E ASTROCITOS COM A CPL,
WGA E CON A

Para realizar a marcacéo celular, as placas e garrafas que apresentaram
confluéncia de 80% foram tripsinizadas e as células foram cultivadas em placas de
3,5 cm de diametro (KASVI, Curitiba — Brasil) a uma densidade de 2,5 x 10° células
por cm? em condicdes estéreis, a 37 °C em atmosfera com 5% de CO- por 24 horas.

Posteriormente, o meio foi retirado, as células foram lavadas trés vezes com
PBS e marcadas com as lectinas CpL, WGA e Con A na concentragao de 1 mg/ml.
O controle negativo foi obtido com adicdo do carboidrato inibidor das respectivas
lectinas em estudo (D-galactose, [B-N-acetilglucosamina e  D-glicose,
respectivamente) na concentracdo de 0,1 M. A incubacdo se deu por uma hora em
condicOes estéreis, a 37°C, em atmosfera com 5% de CO, protegida da luz. A
analise foi realizada em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51).

3.5 QUANTIFICACAO DA MARCACAO DAS CELULAS C6 DE GLIOMA E
ASTROCITOS COM A CPL, WGA E CON A

A quantificacdo da marcacdo foi realizada por citometria de fluxo com
protocolo semelhante ao da marcagcdo em microscopia de fluorescéncia. Em
resumo, as ceélulas que atingiram confluéncia de 80% foram tripsinizadas e
marcadas com as lectinas CpL, WGA e Con A na concentracdo de 1 mg/ml. O
controle negativo foi obtido com adicdo do carboidrato inibidor das respectivas
lectinas em estudo (D-galactose e [B-N-acetilglucosamina e D-glicose,
respectivamente) na concentracdo de 0,1 M. A incubacdo se deu por 15 minutos.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas, transferidas para
tubos e ressuspensas em PBS para a realizacdo da leitura em citdmetro
FACSCalibur (BD Biosciences Sdo José — E.U.A)), detector FL — 1 e Software

CellQuest Pro verséo 6.0.

40



3.6 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise comparativa entre os grupos foi realizada pelo teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney através do Software GraphPad Prism (verséo 5.0 para
Windows, San Diego, California — USA).

4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DA MARCACAO POR IMUNOCITOQUIMICA EM CELULAS DE
CULTURA PRIMARIA

A marcacdo por imunocitoquimica com GFAP evidencia a presenca de
astrocitos comprovando a pureza da cultura. A imagem mostra marcacfes positivas
para GFAP, marcador de filamentos do citoesqueleto proprio de astrécitos e DAPI
marcador que se liga fortemente a molécula de DNA, desta forma as células foram
identificadas como astrocitarias ratificadas pela coloracdo verde de seu citoplasma

em contraste com o azul do nucleo.
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Figura 3. A imagem evidencia a presenca de astrocitos na cultura marcados na cor verde com GFAP
em contraste com o nlcleo marcado com DAPI em azul (Microscopia confocal, a barra representa um
aumento de 50 um.

4.2 ANALISE DA CONJUGAGCAO DA LECTINA CPL AO FITC

A andlise da conjugacdo da CpL ao FITC foi realizada pela leitura da
absorbancia a 280 nm das frac6es obtidas pela cromatografia e revelou a presenca
da lectina conjugada na fracdo 4 referente a amostra 5:1, nas fracbes 4 e 5 da
amostra 10:1 e nas fracBes 5, 6 e 7 da amostra 20:1 como mostra 0 cromatograma

na figura 4.
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Figura 4. Os cromatogramas mostram as fragfes que contém a lectina conjugada com leitura de
absorbancia em 280 nm. A purificagao foi realizada em coluna de Sephadex G-25 equilibrada e eluida
em tampdo PBS com pH 7,4. Os cromatogramas A, B e C representam as amostras 5:1, 10:1 e 20:1,
respectivamente.

4.2.1 Estimativa da razdo molar da lectina conjugada ao FITC referente as amostras
5:1;10:1e 20:1

A absorbancia do pool de lectina conjugada CpL/FITC das amostras 5:1; 10:1
e 20:1 também foi mesurada por espectrofotometria, os valores sdo mostrados na
tabela 4.

Tabela 4. Representa a razdo molar de proteinas conjugadas (FITC/CpL) obtidas das
amostras 5:1; 10:1 e 20:1.

FITC/ICpL
Amostra 5:1 14
Amostra 10:1 1,1
Amostra 20:1 4

pY

Conhecendo as raz6es molares do FITC conjugado a proteina (F/P) das

amostras 5:1; 10:1 e 20:1, determinamos a amostra 20:1 como a fracdo molar mais
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adequada para os experimentos de marcagao, pois demonstra uma relagao de 4 mol

de FITC/mol de proteina.

4.3 ANALISE DAS CULTURAS CELULARES MARCADAS COM AS LECTINAS
CPL, WGA E CON A

4.3.1 Ensaio de marcac¢éao dos eritrocitos

O resultado deste ensaio revelou marcacdo mais eficiente diante da
concentracdo de 1mg/ml, assim determinamos o0 uso desta concentracdo para 0s
posteriores ensaios de marcagéao celular.

Analisando as imagens quanto a variagdo na marcacdo das lectinas €
possivel perceber marcacdo mais evidente das lectinas WGA e Con A (Figura5 B e
C) quando comparadas com a marcacéo da lectina CpL (Figura 5 A). E possivel

perceber também o processo de aglutinacdo proveniente da ligacdo das lectinas

CpL e Con A (Figura 5 A e C), respectivamente.

Figura 5. Eritrocitos humanos do tipo A+ aglutinados e marcados com as lectinas CpL, WGA e Con A
em A, B e C, respectivamente. A barra corresponde a 50 pum.
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Além disso, este ensaio permitiu destacar que o conjugado CpL/FITC foi
capaz de induzir a atividade hemaglutinante indicando que a reacéo de ligagdo ao
FITC ocorreu conforme o esperado entre os grupos amina livres da proteina nao
afetando portanto, sitios relacionados ao reconhecimento a carboidratos especificos
da lectina CpL.

4.3.2 Andlise por microscopia de fluorescéncia das culturas celulares marcadas com
as lectinas CpL, WGA e Con A

Os resultados da microscopia de fluorescéncia revelaram a capacidade das
lectinas CpL, WGA e Con A de marcarem glicoconjugados de superficie das
membranas celulares das células de cultura primaria murina (astrocitos) e das
células de linhagem de glioma murino (C6) de modo que as imagens apontam
diferentes graus de marcacao.

A lectina CpL apresentou marcacao tanto para os astrocitos (Figura 7 A)
como para as células C6 (Figura 7 C).

Em contrapartida, os astrocitos marcados com a CpL parecem estar em
processo de aglutinacdo, pois é possivel observar uma forte interacdo entre as
células formando uma espécie de rede celular, caracteristica comum do fenébmeno
de aglutinacédo (Figura 7 A), e no grupo referente ao controle tal fenébmeno nao é
observado, confirmando a inducédo da aglutinacédo pela lectina (Figura 7 B). Ja, as
células C6 marcadas com a CpL demonstram uma morfologia atipica mostrando-se
arredondadas (Figura 7 C), perfil diferente do fenétipo natural destas células (Figura
6 B) e nos grupos em que houve adicdo do carboidrato inibidor (D-galactose) houve
reducdo da fluorescéncia, ndo permitindo mais a visualizacdo da sua morfologia
(Figura 7 D).

A Aglutinina do Gérmen de Trigo (WGA), assim como a lectina CpL também
nao apresentou diferenca na marcacdo e sim marcacado positiva similar nos dois
tipos celulares e ainda, foi capaz de induzir alteracdo na morfologia celular em

ambas as culturas celulares, alterando a morfologia fusiforme natural destas células
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(Figura 6 A) e (Figura 6 B) para uma morfologia arredondada atipica (Figura 8 A) e
(Figura 8 C). Nos grupos em que houve a presenca do carboidrato inibidor (3-N-
acetilglucosamina) houve reducdo da marcacao, tanto nos astrocitos (Figura 8 B)
quanto nas células C6 (Figura 8 D).

A marcacdo com a lectina Con A ndo marcou de forma efetiva os astrécitos
(Figuras 9 A), de modo que esta marcacgao se assemelha com o grupo controle onde
houve a adicdo do carboidrato inibidor, glicose (Figura 9 B). Por outro lado, as
células C6 se apresentaram nitidamente marcadas (Figura 9 C), havendo bloqueio
da marcacao em presenca da glicose (Figura 9 D).

Na marcacao das células C6 (Figura 9 C) é possivel a visualizacdo da forma
celular e das interagcbes que constituem o tapete celular diferente da marcacéo dos
astrocitos (Figura 9 A), indicando que a superficie da membrana das células C6
apresenta maior constituicdo de glicoconjugados derivados da glicose ou manose do
gue a membrana dos astrocitos. Entretanto, quando se avalia 0os grupos em que
houve adicdo do carboidrato inibidor, glicose (Figura 9 D) ndo é mais possivel
observar tais caracteristicas e sim alguns pontos com fluorescéncia indicando que
na presenca deste carboidrato ha uma competicdo aos dominios de ligacdo da
lectina Con A entre os glicoconjugados da membrana celular e a glicose, assim a
Con A ndo mais se liga aos carboidratos presentes na membrana celular e sim ao

seu carboidrato especifico, a glicose.

Figura 6. A imagem exibe a forma celular das culturas. Em A, a imagem representa a cultura primaria
(astrécitos) e em B, a linhagem celular derivada glioma murino (C6). A barra corresponde a 50 um.
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Figura 7. Avaliacdo da marcacdo por microscopia de fluorescéncia. Em A e B: Astrocitos marcados
com a lectina CpL — grupo amostral e grupo bloqueio (D-galactose), respectivamente; a seta em
vermelho indica o processo de aglutinacdo. Em C e D: C6 marcadas com a lectina CpL — grupo
amostral e grupo blogqueio (D-galactose), respectivamente. A barra corresponde a 50 um.




Figura 8. Avaliacdo da marcacdo por microscopia de fluorescéncia. Em A e B: Astrocitos marcados
com a lectina WGA — grupo amostral e grupo blogueio (B-N-acetilglucosamina), respectivamente. Em
C e D: C6 marcadas com a lectina WGA — grupo amostral e grupo bloqueio (3-N-acetilglucosamina),
respectivamente. A barra corresponde a 50 um.



Figura 9. Avaliacdo da marcacao por microscopia de fluorescéncia. Em A e B: Astrocitos marcados
com a lectina Con A — grupo amostral e grupo bloqueio (glicose), respectivamente. Em C e D: C6
marcadas com a lectina Con A — grupo amostral e grupo bloqueio (glicose), respectivamente. A barra
corresponde a 50 pm.

4.4 ANALISE QUANTITATIVA POR CITOMETRIA DE FLUXO DAS CULTURAS
CELULARES MARCADAS COM AS LECTINAS CPL, WGA E CON A

Os resultados da citometria para os experimentos de marcacdo com as
lectinas CpL, WGA e Con A nas células de cultura primaria murina (astrécitos) e de
linhagem celular murina (C6) permitiram a obtencdo do percentual de células
marcadas e da mediana de fluorescéncia referente aos grupos controles e aos
grupos amostrais. Por ser o dado mais importante, destacamos apenas a mediana
de fluorescéncia, como mostra a figura 10.
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Os astrécitos marcados com a lectina CpL (Figura 10 A) apresentaram
significante mediana de emisséo de fluorescéncia de 12,64 (variagéo 12,41 — 12,86;
n=4) comparados com as células C6 que apresentaram mediana de emissdo de
fluorescéncia de 10,00 (variacdo 10,00 — 11,14; n=4).

Os astrocitos marcados com a lectina WGA (Figura 10 B) apresentaram
mediana de emissao de fluorescéncia de 333,82 (variacao 327,81 — 352,27; n=4). Ja
as células C6, também marcadas com a lectina WGA (Figura 10 B), apresentaram
importante diferenca estatistica comparados com os astrocitos com mediana de
emisséao de fluorescéncia de 697,83 (variagdo 697,83 — 723,39; n=4).

O grupo que representa os astrocitos marcados com a lectina Con A (Figura
10 C) exibiu mediana de fluorescéncia de 54,25 (variagdo 52,33 — 54,25; n=4). Em
contrapartida, a marcacao da lectina Con A nas células C6 apresentou valores muito
superiores em relagcdo a marcagdo com os astrocitos (Figura 10 C) com mediana de
fluorescéncia de 5424,69 (variacdo 5232,99 — 5424,69; n=4).

o 14 « 800 * o 6000 *
E " * % e} ?, S
N — i 000 B oo
§ 121 3 3
[ i 400 i
@ 41 g ] S
g s o 2000
£ 1o 320 :
b H K
= < 0 T = 0 T
\, Nl e \s \s
R R & ~ & &
s) © o (8] ©
& © & ¢ & ©
ks ¥ ¥

Figura 10. Avaliacdo por citometria de fluxo da marcacéo de astrécitos e células C6 com as lectinas
(A) CpL, (B) WGA e (C) Con A. A comparacdo entre os grupos foi realizada através do teste ndo
paramétrico Mann-Whitney; os asteriscos representam significancia estatistica (p < 0,05).

Em sintese, o resultado do experimento de marcacdo com a lectina CpL ao
contrario das lectinas WGA e Con A apresentou marcacao com diferenca estatistica

para os astrocitos, com emissdo apenas 1,2 vezes maior em relacdo as células C6.
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Portanto, a CpL mostrou baixo desempenho em diferenciar astrécitos das células C6
guando avaliada pela microscopia de fluorescéncia.

A lectina WGA embora tenha apresentado marcacéo significante em relagcéo
as células C6, onde exibiu o dobro de emissdo quando comparadas com oS
astrocitos, ndo pode ser considerada um bom marcador, pois, assim como a lectina
CpL, ndo diferenciou bem um tipo celular do outo através da microscopia de
fluorescéncia.

Em contrapartida, a lectina Con A revelou marcacgdao eficiente quando avaliada
tanto pela microscopia de fluorescéncia quanto pela citometria de fluxo em relagéo
as células C6, exibindo mediana de fluorescéncia cerca de 99 vezes superior aos
astrocitos. Desta forma, € possivel inferir que as lectinas CpL e WGA diferente da
lectina Con A ndo sdo capazes de reconhecer diferengas importantes no perfil de
glicoconjugados presentes nas membranas das células aqui apresentadas,

diferencgas que sao fundamentais em estudos de diagnostico.

5 DISCUSSAO

Como ja mencionado anteriormente, ndo ha trabalhos na literatura sobre a
lectina CpL com énfase no seu potencial como marcador tumoral, sendo este
portanto, um estudo inédito e original. Mas, lectinas como a Cramoll 3 e a PNA
também especificas para a galactose, mostraram ser marcadores histoquimicos
Uteis para o diagnostico do cancer de prostata, capazes de identificar alteracdes
importantes no tecido neoplasico (LIMA et al., 2010).

Entretanto, a CpL ao contrario das lectinas Cramoll 3 e PNA ndo pode ser
considerada um bom marcador para as linhagens abordadas neste estudo, pois, 0
resultado da microscopia de fluorescéncia exibiu marcacéo positiva para ambas as
células (astrécitos e C6) e, mesmo que o resultado da marcacdo da CpL na
citometria tenha apresentado diferenca estatistica com emissao 1,2 vezes maior em

relacdo aos astrocitos, esta lectina ndo pode ser considerada um marcador imuno-
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citoquimico eficiente, pois € incapaz de diferenciar um tipo celular do outro com uso
apenas da técnica de microscopia de fluorescéncia.

Por outro lado, a CpL assim como a WGA exibiu alteracdes morfolégicas nas
células C6, e com base do que se conhece na literatura, plantas do género
Crotalaria apresentam varios relatos quanto a sua toxicidade. Este género possui
mais de seiscentas espécies distribuidas em todo o globo e mais de quarenta no
Brasil, as variedades toxicas mais conhecidas sdo C. spectabilis, C. crispata, C.
retusa, C. dura e C. globifera (HONORIO JUNIOR et al., 2010), C. incana (QUEIROZ
et al., 2013).

Em adicdo a isto, a literatura estad repleta de estudos que enfatizam a
citotoxicidade de diversas lectinas, como o de Nunes et al. (2011), que mostra o
potencial citotoxico da lectina de Bothrops leucurus (BIL) por inducédo da apoptose
nas linhagens tumorais eritroleucémica Ph+ (K562), de carcinoma laringeo humano
(Hep-2) e carcinoma mucoepidermoide de pulméo (NCI-H292). Com base nisso, &
plausivel inferir que a CpL pode ter atuado como possivel indutora de toxicidade
para as células C6, evidenciada pela alteracdo da morfologia celular atipica.

A lectina de Crotalaria pallida CpL ndo apresenta estudos quanto ao seu
potencial citotoxico, porém existem alguns poucos estudos na literatura com lectinas
do género Crotalaria que podem corroborar com os resultados aqui apresentados, a
exemplo do estudo de Pacheco & Silva-Lépez (2010) que isolaram uma lectina da C.
juncea e a imobilizaram para purificacdo de particulas do virus bovino da diarreia, e
gue mostrou ser uma potente inibidora do receptor do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), um importante mediador na reparacdo do dano vascular.
Pando et al. (2004), com a lectina de C. paulina, demostraram a capacidade desta,
em inibir o crescimento in vitro de bactérias causadoras de infeccbes em culturas de
feijdes e frutas.

Sabe-se que mudancas nos niveis do &cido sialico € uma caracteristica
importante para a deteccdo de algumas enfermidades com uso de lectinas.
Experimentos mostraram 0 aumento na marcacdo pela lectina WGA em células
tumorais e este fendbmeno € decorrente do aumento do teor de &cido sialico na

superficie da membrana destas células (VARKI et al., 2009). Os acidos sialicos séo
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uma familia de nove monossacaridos de carbono derivado de acido neuraminico e ja
foram encontradas na natureza mais de 50 formas (LI e CHEN, 2012).

Residuos de acido sialico tém papel central em muitos processos fisioldgicos
e patoldgicos, incluindo a embriogénese do sistema nervoso, cancer, metastase,
dentre outros (ANGATA e VARKI, 2002). Além disso, tém papel fundamental na
finalizacdo da sintese de glicanos por bloquear a adicdo de outros carboidratos.

Diversos estudos mostram que tecidos cancerigenos contém maior
guantidade de acido sidlico e/ou maior atividade da sialiltransferase, enzima
envolvida na sua biossintese, quando comparados com tecidos normais (BANDEIRA
et al.,, 2011). Porém, os resultados deste estudo com a lectina WGA né&o corrobora
com tais citacbes em relacdo as células investigadas, pois, as imagens exibiram
marcacdo semelhante tanto nas células C6 quanto para o0s astrocitos. Em
contrapartida, mesmo que os resultados decorrentes da citometria tenham revelado
diferenca na mediana de emisséo cerca de 2 vezes superior no grupo amostral das
células C6 em relacdo aos astrocitos, tal diferenca ainda é pequena para que a
lectina WGA seja considerada um marcador confiavel para diferenciar células
normais das células de glioma. Isto sugere que tanto as células C6 quanto os
astrocitos apresentam perfil semelhante de carboidratos da familia dos acidos
sialicos e da 3-N-acetilglucosamina, ambos especificos para a WGA.

As imagens também demonstraram alteracdo na morfologia das células C6 e
dos astrocitos exibindo formato circular atipico. Esta alteracdo pode ser decorrente
da exposicao a lectina, pois algumas lectinas, inclusive a WGA, apresentam estudos
classicos na literatura quanto ao seu potencial citotoxico. Ganguly e Das (1994), por
exemplo, mostraram o potencial citotoxico das lectinas PHA, SBA e WGA em células
de linfoma ascitico murino. Kiss et al. (1997) avaliaram cinco lectinas quanto ao perfil
citotoxico das linhagens celulares de cancer colorretal humano (LoVo, HCT-15 e
SW837), mas apenas a Con A e a WGA foram capazes de inibir o crescimento
celular. Mais recentemente, Dalla Pellegrina et al. (2009) confirmaram a
citotoxicidade da WGA na linhagem Caco-2 (adenocarcinoma caucasiano de colon
humano) através da alteracdo da integridade da camada do epitélio.

Diante disto, e com base no que relata Willingham (1999) em que o dano

celular ndo é caracterizado apenas pela destruicdo da célula, mas também em
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alterac6es morfologicas que servem de indicios da toxicidade de uma substancia, é
possivel sugerir um potencial efeito citotoxico das lectinas WGA e CpL, pois quando
presentes, as células adquiriram um fenétipo atipico.

Levando em consideracdo que modificacdes na morfologia celular é um
indicio de dano, possivelmente as células adquiriram esta forma como modo de
protecdo e manutencdo de sua viabilidade frente & exposicdo a estas lectinas. Isso
corrobora com Goées (2013) que diz que modificagbes relevantes na
constituicdo/estrutura da membrana plasmatica sdo responsaveis por alteracdes
morfoldgicas e a propria morte celular, seja ela por apoptose ou por necrose, mostra
mudancas marcantes na forma, dimensdes, inclus6es citoplasmaticas e estruturas
celulares.

A lectina Con A ao contrario das lectinas CpL e WGA apresentou capacidade
distinta de reconhecimento das células em estudo. Os resultados obtidos na
microscopia de fluorescéncia referentes a marcagédo com a lectina Con A indicam
gue o glioma apresenta um perfil fenotipico em glicoconjugados de superficie celular
modificados para glicose e manose, ou seja, modificados quanto a sintese ou
expressdo destes carboidratos, pois as células derivadas da linhagem de glioma
murino (C6) apresentaram marcacao positiva para a lectina Con A especifica para
estes carboidratos, diferente do que ocorreu em relacdo a marcagdo com as células
de cultura primaria (astrocitos).

Os resultados obtidos na citometria corroboram com as analises da
microscopia, pois ambos apresentaram eficiente marcacdo da Con A em relagcédo as
células C6, indicando que esta lectina possui a habilidade de reconhecer e distinguir
significativamente glicoconjugados presentes na membrana das células C6,
caracteristica essencial para ferramentas Uteis em diagndstico.

A marcacao nas células C6 foi capaz de definir a forma da célula, mostrando
gue ha uma distribuicdo quase uniforme destes carboidratos ao longo de toda a
superficie da membrana celular diferente da marcagdo com os astrécitos, onde nao
se observa a forma celular e sim uma marcacdo semelhante a uma mancha
indicando que a membrana das células de cultura primaria ndo apresenta uma
distribuicdo importante de porcdes de carboidratos especificos para a Con A em sua

superficie.
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Em resumo, a Con A mostrou ser um marcador capaz de diferenciar as

células da linhagem C6 de glioma murino das células de cultura primaria murina, o

gue corrobora com Padhiar et al. (2015) que exibiram forte marcacéo da lectina Con

A em tecidos de astrocitoma humano, além disso, a marcacdo com a lectina Con A

permitiu a investigacdo da presenca da ramificagdo do B1-6-GIcNAc e sua enzima

GnT-V que desempenham papel crucial na gliomagénese em células de linhagem
humana (U-87 e U-251).

6 CONCLUSAO

O presente trabalho analisou o potencial de marcacgéo das lectinas CpL, WGA

e Con A e os resultados permitem concluir que:

A lectina CpL foi conjugada com sucesso ao fluoréforo isotiocianato de
fluoresceina — FITC e a andlise da reacéo permitiu definir o rendimento molar

adequado para 0s experimentos;

As lectinas CpL e WGA foram capazes de marcar tanto as células de cultura
primaria quanto as células de glioma murino. Em contrapartida, a lectina Con

A apresentou marcacao apenas para as células de glioma murino;

Dentre as lectinas analisadas, a Con A foi a Unica que apresentou potencial
como marcador para diferenciar as células de cultura primaria das células de
glioma murino, exibindo mediana de fluorescéncia de 99 vezes superior em
relacdo aos astrécitos. Assim, podemos concluir que as células da linhagem
C6 apresentam maior expressdo dos carboidratos glicose e manose, que
promovem o reconhecimento pela lectina Con A, fazendo desta um marcador
importante para diferenciar estas células das células de cultura priméaria

murina.
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7 PERSPECTIVA

Outros trabalhos serdo necessarios para verificar a alteragdo morfoldgica
apresentada pelas células apés a incubacdo com as lectinas CpL e WGA e ainda
pretendemos realizar a marcagdo nas demais células da glia e numa linhagem
humana, a fim de obter mais um resultado para corroborar com os achados aqui

apresentados.
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