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RESUMO

O cancer ¢ um conjunto de mais de cem doencas caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células anormais. Sendo um problema de satide publica global, é a principal
causa de morte entre individuos com menos de 70 anos. Nesse cenario, cancer de pulmao é
0 primeiro em incidéncia e o principal responsavel pelas mortes associadas ao cancer. O
cancer de pulméo é categorizado em cancer de pequenas células (SCLC) e cancer de células
ndo pequenas (NSCLC) que corresponde a maioria dos casos € é 0 tipo menos responsivo a
quimioterapia. Sob essa perspectiva, a busca por novas alternativas terapéuticas se faz
urgente. Os oceanos cobrem grande parte da superficie do planeta Terra e sdo ricos em
biodiversidade, e dada a sua imensiddo, sdo considerados uma fonte ainda pouco explorada
de moléculas biologicamente ativas. Nesse sentido, as lectinas de algas marinhas sdo dotadas
de caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas interessantes que as tornam grandes
candidatas a agentes fundamentais no diagndstico e/ou terapia anticAncer. O presente
trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antiproliferativo in vitro de lectinas isoladas
de organismos marinhos, bem como seu perfil de citotoxicidade frente a células normais.
Para a avaliacdo da atividade anticancer e determinagdo do ICso foi utilizado o método
colorimétrico MTT. Verificou-se também o efeito das lectinas sobre a morfologia das
células, utilizando a coloracdo de pandtico rapido, e também, foi avaliada a interferéncia
sobre a adeséo celular. Além disso, avaliou-se a toxicidade in vivo utilizando o modelo de
Artemia salina. Dentre as lectinas estudadas, as extraidas das algas vermelhas Solieria
filiformis (SfL, ICso= 65,6 pg/mL), Amansia multifida (AML, ICso= 52,4 pg/mL) ¢
Meristiella echinocarpa (MEL, 1Cso= 134,8 pg/mL) obtiveram os melhores resultados,
mostrando-se mais seletivas para a linhagem tumoral A549 e apresentando toxicidade
reduzida para a linhagem de fibroblastos murinos saudaveis L929. Além do efeito citotoxico,
as trés lectinas também promoveram alteracdes morfoldgicas nas células tratadas, bem como
interferiram na adesdo das células tumorais. O mecanismo de inducdo de morte celular foi
investigado por citometria de fluxo. Também, avaliou-se a atividade de caspases 3/7.
Observou-se, por meio da citometria de fluxo, que SfL, AML e MEL induzem apoptose,
evidenciada pela dupla marcacdo com Anexina V e 7-AAD. No entanto, ndo foi possivel
constatar se a apoptose foi causada via caspase 3/7. Por fim, na avaliagdo da toxicidade in
vivo em de Artemia salina, onde 100% dos individuos mantiveram-se vivos em todas as

concentragdes testadas (500pg/mL - 7,8ug/mL). Assim, evidencia-se que as lectinas testadas



possuem efeito antiproliferativo frente a células de carcinoma de pulméo, induzindo morte

celular por apoptose.

Palavras-chave: Lectinas; Produtos naturais; Cancer; Rhodophyta; neoplasias pulmonares.



ABSTRACT

Cancer is a group of over one hundred diseases characterized by the uncontrolled growth of
abnormal cells. A global public health problem, it is the leading cause of death among
individuals under 70. Lung cancer is the most common and the leading cause of cancer-
related deaths. Lung cancer is categorized into small cell lung cancer (SCLC) and non-small
cell lung cancer (NSCLC), which accounts for the majority of cases and is the type least
responsive to chemotherapy. From this perspective, the search for new therapeutic
alternatives is urgent. The oceans cover a large part of the Earth's surface and are rich in
biodiversity. Given their vastness, they are considered a still largely unexplored source of
biologically active molecules. In this sense, marine algae lectins possess interesting
physicochemical and biological characteristics that make them prime candidates as key
agents in cancer diagnosis and/or therapy. This study aimed to evaluate the in vitro
antiproliferative potential of lectins isolated from marine organisms, as well as their
cytotoxicity profile against normal cells. The MTT colorimetric method was used to assess
anticancer activity and determine the 1C50. The effect of lectins on cell morphology was
also assessed using rapid panoptic staining, and their interference with cell adhesion was
also evaluated. Furthermore, in vivo toxicity was evaluated using the Artemia salina model.
Among the lectins studied, those extracted from the red algae Solieria filiformis (SfL, 1C50
= 65.6 pg/mL), Amansia multifida (AML, IC50 = 52.4 ng/mL), and Meristiella echinocarpa
(MEL, IC50 = 134.8 ng/mL) obtained the best results, proving to be more selective for the
A549 tumor cell line and presenting reduced toxicity for the healthy murine fibroblast cell
line L929. In addition to the cytotoxic effect, the three lectins also promoted morphological
changes in the treated cells, as well as interfering with tumor cell adhesion. The mechanism
of cell death induction was investigated by flow cytometry. Caspase 3/7 activity was also
evaluated. Flow cytometry demonstrated that SfL, AML, and MEL induce apoptosis, as
evidenced by double labeling with Annexin V and 7-AAD. However, it was not possible to
determine whether apoptosis was caused by caspase 3/7. Finally, in the in vivo toxicity
evaluation of Artemia salina, 100% of individuals remained alive at all concentrations tested
(500pg/mL - 7.8pug/mL). Thus, it is evident that the tested lectins have an antiproliferative
effect against lung carcinoma cells, inducing cell death by apoptosis.

Keywords: Lectins; Natural products; Cancer; Rhodophyta; Lung neoplasms.
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1 INTRODUCAO

O cancer pode ser definido como um conjunto de mais de cem doengas que tém como
caracteristicas o crescimento desordenado de células e a capacidade de invadir tecidos
adjacentes (INCA, 2022b; Kumar, 2018). As células cancerosas sdo dotadas de outras
caracteristicas complexas que Ihes conferem malignidade, como a evasao de mecanismos de
controle de crescimento, resisténcia a apoptose, a presenca de glicosilacdes aberrantes,
metastase e angiogénese (Hanahan, 2022; Munkley; Elliott, 2016). Estudiosos colocam que
uma em cada cinco pessoas poderéo ter cancer durante a vida (Ferlay et al., 2021; Sung et
al., 2021).

Sendo um problema de satde publica global, é o segundo maior causador de
mortalidade e morbidade de individuos abaixo dos 70 anos, ficando atras, apenas, das
doencas cardiovasculares (OPAS, 2020). A incidéncia e mortalidade pela doencga, além de
fatores genéticos e ambientais, € também, um reflexo do envelhecimento da populacéo (Sung
et al.,, 2021). Estima-se que no mundo, 20 milhdes de novos casos de cancer foram
diagnosticados no ano de 2022, e para o0 ano de 2050, a previsao é de 35 milhdes de novos
casos da doenca. O cancer de pulmdo segue sendo o cancer mais incidente no mundo
(12,4%), seguido dos canceres de mama feminina (11,6)%, colorretal (9,6%) e de préstata
(7,3%) (Bray et al., 2024).

Nesse contexto, 0s principais tratamentos para o0 cancer sdo cirurgias, uso de
quimioterapia, radioterapia e imunoterapias (Huang et al., 2021). Apesar dessas tecnologias
existentes, os tratamentos possuem limitagcbes, como a baixa seletividade aos tumores,
efeitos colaterais, e a resisténcia aos medicamentos (Aung et al., 2017). Além disso, o
tratamento cirurgico, por muitas vezes é mutilador, como nos casos de canceres de mama e
oral. Essa situacdo acaba por afetar também a salde psicoldgica e 0s papeis sociais dos
pacientes oncoldgicos (Carneiro et al., 2020; Fernandes et al., 2021; Koch et al., 2024).

Com a pandemia de COVID-19, as taxas de incidéncia do cancer entraram em queda,
dada a reducdo nos atendimentos médicos e procedimentos diagnosticos, influenciando
diretamente na subnotificacdo dos casos. Estima-se que no ano de 2020, no territdrio
brasileiro ao menos 15 mil casos de cancer ficaram sem diagnostico a cada més. Os dados
mais alarmantes séo da regido nordeste do pais, onde a reducéo nos diagnosticos foi de mais
de 40% a cada més (Marques et al., 2021).

Vale ressaltar que o cancer também gera impactos no cenario econémico de varias

maneiras, seja na reducao da produtividade da populacao, ou no investimento em diagnostico
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e tratamento. Os gastos mundiais com medicamentos contra 0 cancer aumentaram para
US$223 bilhdes em 2023 e devem chegar a US$409 bilhdes até 2028 (IQVIA, 2024). Tendo
uma visdo geral, no periodo de 2020 a 2050, estima-se que o 6nus financeiro global
relacionado aos canceres, sera de 25,2 trilhdes de dolares (Chen et al., 2023).

No cenario nacional, no ano de 2022, os tratamentos oncoldgicos custaram ao Sistema
Unico de Saude (SUS) R$3,9 bilhdes. Aproximadamente 77% desses gastos, cerca de 3
bilhdes de reais, estdo relacionados a tratamentos ambulatoriais (quimioterapia, radioterapia
e hormonioterapia). Outros procedimentos, como cirurgias e internacfes, representaram
23% desses gastos, somando quase 900 milhdes de reais (Simao, 2024). Este cenario denota
a urgéncia da busca de novas alternativas diagndsticas e terapéuticas contra o cancer.

A utilizacdo de produtos naturais emerge como uma alternativa promissora para o
tratamento de neoplasias malignas, haja vista o0 menor indice de efeitos colaterais, menor
custo, e a menor possibilidade de resisténcia aos tratamentos (Ciftci et al., 2020; Fonseca et
al., 2022; Talib et al., 2021). Tendo isso em vista, considerando que o desenvolvimento de
mutacOes celulares é uma estratégia de sobrevivéncia das células cancerosas, vale ressaltar
que a resisténcia aos quimioterapicos é associada de forma direta ou indireta a cerca de 90%
dos dbitos de pacientes oncoldgicos, sendo um grande desafio para a comunidade médica e
pacientes (Si et al., 2019).

Nessa perspectiva, 0s oceanos cobrem 71% da superficie da Terra, correspondem a
91% da biosfera do planeta, sdo ricos em biodiversidade e desempenham papel essencial
para a saude do planeta e dos seres humanos (Cario; Oliver, Rogers, 2019; Fauville et al.,
2019). Por sua grandiosidade, representam uma fonte ainda pouco explorada, sendo um
ambiente que apresenta grande potencial para a obtencdo de novas biomoléculas com
potencial farmacologico (Ciftci et al., 2020; Han et al., 2019).

Muitos organismos marinhos como os pertencentes aos filos Porifera, Mollusca, e
Rhodophyta, j& sdo descritos como fonte de moléculas biologicamente ativas. Algumas das
aplicacOes ja descritas para estes e outros organismos sao atividade antibacteriana (Swarna
et al., 2021), pro-cicatrizante (Premarathna et al., 2021), antioxidante (Hapsari; Yasman,
2019) e efeito anticancer (Hung, Trinh, 2021).

Dentre esses compostos, existem as lectinas, que sdo proteinas com capacidade de
ligacdo especifica e reversivel a carboidratos e podem ser encontradas em vegetais,
microrganismos e animais vertebrados e invertebrados (Ahmmed et al., 2022). As lectinas

de organismos marinhos possuem propriedade anticancer descrita em modelos
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experimentais in vitro e in vivo, evitando o crescimento tumoral, bem como levando a morte
por apoptose ou outras vias de morte (Catanzaro et al., 2019).

Nesse cenario, as lectinas podem ser encontradas em VAarios organismos e Sao
compostos naturais promissores para o tratamento de neoplasias, tendo em vista sua
especificidade por agucares (Bektas; Kaptan, 2023). Assim como os glicanos, essas proteinas
sdo onipresentes na natureza e fazem parte de muitos processos bioldgicos, e desde sua
descoberta tém sido bastante estudadas na area médica. Tendo em vista que 0s canceres
apresentam padrdes aberrantes de glicosilagdo que favorecem a prevaléncia dos tumores, as
lectinas possuem grande potencial para o tratamento de neoplasias, visto sua capacidade de
identificacdo desses padrdes de glicosilacdo anormais (Fontenelle et al., 2018).

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O cancer

A cada ano, séo diagnosticados cerca de 24 milhdes de novos casos de cancer em todo
0 mundo, levando mais de 10 milhdes de pessoas a Obito (Andrade, 2023). Para cada 10
pessoas que morrem prematuramente de doencas ndo transmissiveis, quatro morrem de
doencas cardiovasculares e trés de cancer. Estima-se que ao longo deste século, a
mortalidade por cancer pode ultrapassar as doencas cardiovasculares, além de gerar uma
sobrecarga aos sistemas de saude em relagdo aos cuidados relacionados ao cancer (Bray et
al., 2021; Bray et al., 2024). Ressalta-se que em paises com alto IDH (indice de
desenvolvimento humano), foi observada ao longo dos ultimos anos uma diminui¢do nas
taxas de incidéncia e mortalidade pela doenca, por conta das estratégias para prevencao,
diagnostico precoce e tratamento. Entretanto, nos paises em transicdo, essas taxas seguem
estaveis ou em crescimento (Santos et al., 2023).

Cerca de 50% dos casos de cancer sdo detectados em individuos a partir dos 65 anos
e geralmente, o diagndstico de pessoas nessa faixa etaria costuma ser tardio, o que contribui
para o insucesso dos tratamentos. Assim, ressalta-se que a idade € um fator de risco para o
cancer (Van Herck et al., 2021). Além da idade, incluem-se também como fatores de risco
a obesidade, dieta, sedentarismo, exposi¢do a radiacdo, tabagismo e o consumo de alcool.
Ademais, fatores genéticos como mutac6es nos genes BRCA 1 e 2, que acabam por deixar
0s pacientes mais suscetiveis a formas graves de canceres de mama, ovarios, pancreas e

esodfago e individuos portadores da Sindrome de Li-Fraumeni, devido a muta¢Ges no gene
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TP53 que também é um grande fator de risco para o surgimento de diversos tipos de tumores
(Garutti et al., 2023; Schneider et al., 2024).

Para o Brasil, € estimado que para o periodo de 2023 a 2025 ocorram 704 mil novos
casos de cancer, incluindo o cancer de pele ndo melanoma. Ressalta-se que 70% desses
NOVOS €asos, Sao previstos para a regido Sudeste. Dentre os canceres mais diagnosticados
em territorio nacional, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, estdo o de mama feminina
(10,5%), prostata (10,2%), cblon e reto (6,5%), pulmao (4,6%) e estbmago, representando
3,1% dos casos. Voltando os olhos para a regido Nordeste do pais, os canceres de prostata
(73,2/100 mil), seguido do cancer de mama feminino (52,2/100 mil) e de colo uterino
(17,5/100 mil) sdo os mais incidentes (INCA, 2022a).

Nesse sentido, o processo de formacédo dos canceres é chamado de carcinogénese, que
geralmente ocorre de forma lenta, podendo levar até mesmo anos para que de fato uma célula
se multiplique a ponto de se tornar um tumor. A carcinogénese é dividida em trés estagios,
o0 primeiro, chamado de inicia¢do, onde as células sofrem agdo de agentes cancerigenos. Em
seguida, se tem o estagio de promocéo, onde as células passam pela a¢do de oncopromotores.
E nesse estagio que as células ja iniciadas podem de fato se tornarem malignas dado o contato
constante com os oncopromotores. Por fim, o0 estagio da progressdo que é caracterizado pela
multiplicacdo desordenada dessas células geneticamente alteradas (INCA, 2022c).

O microambiente tumoral configura um ecossistema muito complexo, que é essencial
para a carcinogénese. Sendo composto por células estromais, citocinas e fatores de
crescimento, rede vascular, macrofagos e fibroblastos associados a tumores, o
microambiente tumoral regula muitas caracteristicas do cancer como a angiogénese,
imunossupressdao e inflamacdo. Ademais, dada sua composicdo heterogénea, o
microambiente tumoral também contribui para processos como a invasdo e a metastase
(Yang et al., 2021).

Além disso, o cancer também tem como caracteristica a expressao de glicosilacGes
aberrantes, que sdo um fator importante para o desenvolvimento dos tumores. Alteracdes na
composicdo dos glicanos auxiliam em diversas etapas da progressdo tumoral, pois
influenciam na proliferacdo, na resisténcia a morte celular, angiogénese, adesdo celular,
instabilidade gen6mica e metastase (Munkley; Elliott, 2016).

Sabe-se que padrdes de glicosilagdo anormais como a N-glicosilagdo (high mannose),
O-glicosilacdo (antigeno Tn), sdo expressos de forma frequente na superficie de celulas de
canceres de pulméo, mama, bexiga, dentre outros. Isso faz com que sejam alvos promissores

das terapias atualmente desenvolvidas. Ademais, as lectinas possuem especificidade fina
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diversa, com sitios de ligagdo que podem reconhecer agucares simples e complexos como
galactose, acido sialico e manose (Neis, 2024). Diante disso, dada a heterogeneidade do
cancer, se faz necessario o estudo e a busca acerca de alternativas terapéuticas que atuem de

forma mais assertiva frente aos principais mecanismos da doenca.

2.2 O cancer de pulmao

Mundialmente, o cancer de pulmao é a principal causa de morte por cancer (Figura 1),
sendo que a incidéncia e mortalidade por esse tipo de neoplasia é duas vezes maior em
homens do que em mulheres (WHO, 2022). Geralmente, é diagnosticado depois dos 50 anos
(90% dos casos), especialmente entre os 60 e 70 anos (AC. CAMARGO, 2024). A doenca
possui alguns fatores de risco como o tabagismo, a poluicdo do ar e a hereditariedade,
entretanto, o tabagismo se destaca. A poluigdo do ar é relacionada a apenas 5% das mortes
relacionadas as neoplasias pulmonares (Chen et al., 2022).

Figura 1 - Incidéncia e mortalidade do cancer de pulméo a nivel global

International Agency for Research on Cancer @ G I-o BA I- CA N C E R CA N C E R
OBSERVATORY TODAY

GLOBOCAN 2022

PULMAO

Incidéncia Mortalidade

Classificacdo Casos ASR (Mundo) Classificacao Mortes ASR (Mundo)

1 2 480 675 23.6 L 1817 469 16.8

Fonte: WHO, 2022 (traduzido).

O fumo é considerado um agente carcinogénico completo, haja vista possui
componentes que interferem nos trés estagios da formacao do cancer (INCA, 2022c).Vale
ressaltar que tabagismo é um fator de risco importante para o desenvolvimento da doenca,
sendo associado a 85% dos casos no Brasil (INCA, 2022a). Efeitos como a indugédo da
angiogénese, a proliferacdo celular aumentada e a resisténcia a apoptose ja sdo descritas na
literatura como associados de forma direta a exposi¢do a nicotina (Talib; Al Kury, 2018).
Ademais, em paises emergentes, os indices de incidéncia e mortalidade pela doenca, estdo

relacionados ao desenvolvimento econémico (Leiter; Veluswamy; Wisnivesy, 2023). No



mundo, estima-se gue todos 0s anos mais de 2 milhdes de pessoas sejam diagnosticadas com
cancer de pulmao (Chen, et al., 2022).

No Brasil, o cancer de pulméo € o terceiro cancer mais frequente em homens e o quarto
em mulheres (Figura 2). O nimero estimado de casos novos de cancer de traqueia, brénquios
e pulmado em territorio nacional para cada ano do triénio de 2023 a 2025, é de 32.560.
Nacionalmente, 70% dos casos de cancer de pulméo sdo diagnosticados em estagio avangado

ou em metastase (Mathias et al., 2020).

Figura 2 - Os dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o ano de 2023, com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Calon e reto 21.970 9,2% Calon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, brénquio e pulmao 18.020 7.5% Colo do Utero 17.010 7.0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmao ~ 14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4.6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Esofago 8.200 3,4% Estémago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do Utero 7.840 3.2%
Laringe 6.570 2,7% QOvario 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondados para maltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2022a.

Por manifestar sintomas inespecificos, as neoplasias malignas de pulmé&o geralmente
sdo diagnosticadas de forma tardia, dificultando ou inviabilizando o tratamento (Almeida,
2021). O diagndstico precoce também segue sendo um desafio, pois a maioria das técnicas
disponiveis atualmente, no caso das mais utilizadas, sendo a broncoscopia e biopsia, muitas
vezes conseguem sO detectar a doenca em estagio avangado, e ainda podem trazer
complicagdes para os pacientes (Nooreldeen; Bach, 2021). Diante disso, vale ressaltar que
durante a pandemia de COVID-19, no Brasil, os nimeros de exames diagndsticos como
broncoscopias e bidpsias pulmonares realizadas no Sistema Unico de Satde (SUS) no
periodo entre margco e maio de 2020 diminuiram drasticamente (35% e 13%,
respectivamente), quando comparados com 0 mesmo periodo do ano de 2019 (Caminha et
al., 2022).

Sob esse viés, o cancer de pulméo é categorizado em cancer de pequenas céelulas
(SCLC) e cancer de ndo pequenas células (NSCLC), que corresponde a mais de 80% dos
casos (Ganti et al.,, 2021). Dentro do NSCLC, o tipo histologico mais comum € o
adenocarcinoma, correspondendo a mais de 40% dos casos (Leiter; Veluswamy; Wisnivesy,

2023). Cerca de 40% dos pacientes com NSCLC sdo diagnosticados ja em metastase e
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mesmo com 0s avangos nos tratamentos, a sobrevida de cinco anos de pacientes com NSCLC
é de cerca de 20 a 30%.

Ressalta-se que a quimioterapia € o tratamento padrédo para pacientes com NSCLC,
porém, é 0 menos responsivo ao tratamento. Devido a alta complexidade desse tipo de
neoplasia, a quimiorresisténcia é um problema constante, haja vista os diversos mecanismos
do microambiente tumoral, como a rapida reparacdo do DNA e a reprogramacdo metabolica
(Cincin et al., 2015; Min; Lee, 2021).

Além de tudo, neoplasias pulmonares também geram grandes encargos financeiros. Os
cinco canceres com 0s maiores custos econdémicos sdo cancer de traqueia, brénquios e
pulmao (15,4%) equivalente a U$ 3,5 trilhdes, seguido dos de colon e reto (10,9%), mama
(7,7%), figado (6,5%) e leucemia (6,3%) (Chen et al., 2023). Esse cenario denota a
importancia da busca de estratégias terapéuticas mais eficazes, visando o bem estar dos

pacientes, bem como a reducdo dos custos para tratamentos.

2.3 Produtos naturais com a¢ao anticancer

Os produtos naturais tém desempenhado papel crucial no tratamento de diversas
doencas, dada sua diversidade quimica, estrutural e bioldgica (Huang et al., 2021). Estima-se
que do ano de 1981 até 2019, cerca de 64,9% dos quimioterapicos estudados foram derivados
ou inspirados de fontes naturais, sejam elas plantas, organismos marinhos, entre outras, sendo
todas drogas mais seletivas, que agem sobre proteinas e outros componentes celulares
importantes para a prevaléncia dos tumores (Newman; Cragg, 2020). Esses produtos naturais
podem ser utilizados de forma isolada ou em combina¢do com outros quimioterapicos como a
cisplatina, paclitaxel e a doxorrubicina, 0 que se torna uma estratégia vantajosa, haja vista que
a terapia combinada pode reduzir a toxicidade dos medicamentos de referéncia, potencializar a
atividade farmacoldgica em doses menores, alem de atuarem como adjuvantes no combate a

quimiorresisténcia (Naeem et al., 2022).

Uma das fontes mais importantes na busca de moléculas biologicamente ativas é o
Reino Plantae, de onde se pode obter uma grande variedade de fitoquimicos com potencial
terapéutico, como 6leos essenciais, terpenos e alcaloides (Naeem et al., 2022). Nesse contexto,
a cisplatina quando combinada com a neferina, um alcaloide oriundo das sementes de Nelumbo
nucifera, teve sua atividade anticAncer potencializada frente a células da linhagem A549
(carcinoma de pulméo), parando o ciclo celular na fase G1 e regulando positivamente os niveis

de Bax e p53 (Sivalingam et al., 2017). Ja a doxorrubicina, em combinagdo com a curcumina,
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teve sua atividade anticancer intensificada frente a linhagem SH-SY5Y (neuroblastoma),
suprimindo a migracdo celular, induzindo a apoptose por meio da regulacdo do p53 (Namkaew
et al., 2018).

O paclitaxel, conhecido comercialmente como Taxol®, por sua vez, ja se trata de um
guimioterapico oriundo de fontes naturais. Sendo um diterpeno originalmente obtido da casca
de Taxus brevifolia, uma gimnosperma nativa da América do Norte, foi isolado pela primeira
vez na década de 60, porém, sua estrutura sé foi elucidada em meados dos anos 70. O
mecanismo de acdo desse terpendide foi relatado j& no ano de 1979, onde descobriu-se que 0
paclitaxel atua ligando-se aos microtibulos, interferindo no processo de mitose. Os ensaios
clinicos do farmaco iniciaram em 1984, e somente em 1992, a Food and Drug Administration
permitiu seu uso para tratamento de cancer de ovario. Ao longo do tempo, foram desenvolvidas
novas formulacdes a base de paclitaxel, sendo até hoje utilizadas como tratamento para diversos
tipos de canceres, como o carcinoma de pulméo de ndo pequenas células (NSCLC), mama,

ovarios e pancreas (Gallego-Jara et al., 2020; Huang; Lu; Ding, 2021).

E relatado na literatura que o paclitaxel, quando combinado com o resveratrol, produz
efeito sinérgico por meio do estimulo ao canal TRPM2 da linhagem celular DBTRG
(glioblastoma), resultando em estresse oxidativo e na apoptose (Oztirk et al., 2019). Em
linhagens de tumores ovarianos o paclitaxel, quando utilizado juntamente com a tectorigenina,
um flavonoide, sensibiliza essas células ao farmaco ao ativar as caspases 6, 8 e 9 (Yang et al.,
2012). Além disso, quando em combinagdo com a criptotanshinona, um terpeno isolado das
raizes de Salvia miltiorrhiza, inibiu de forma mais potente a migracdo de células de carcinoma
escamoso de lingua (CAL-27 e SCC), alem de induzir a apoptose por inibir a via de sinalizacdo
JAK/STAT3 (Wang et al., 2017).

Ainda em relacdo as aplicacdes de componentes isolados de plantas terrestres, Liu e
colaboradores (2020), descreveram a atividade indutora de apoptose um diterpeno isolado
Casearia graveolens, uma planta nativa da Asia. O composto demonstrou ser citotoxico para a
linhagem celular A549, interferindo no seu ciclo celular. J& a hesperidina, um flavonoide
presente em frutas citricas, foi citotdxico para as linhagens pulmonares de A549 e NCI-H358,
reduzindo a proliferacdo celular e induzindo o aumento da caspase 3, uma protease importante
para o processo de apoptose (Cincin et al., 2015). O 6leo essencial de Artemisia vulgaris induziu
apoptose em células HL-60 (células leucémicas), estimulando a liberagéo do citocromo C, etapa

crucial para o desenvolvimento do processo apoptético (Saleh et al., 2014).
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Paralelo a isso, muitos compostos isolados de organismos marinhos possuem atividades
citotdxicas e anticancer ja descritas na literatura. Essas propriedades sdo atribuidas ao fato de
gue esses organismos passaram por um longo periodo evolutivo que possibilitou a producao de
moléculas com caracteristicas funcionais e estruturais unicas, suas funcGes ecoldgicas e a
capacidade de defesa no ambiente em que vivem. Os produtos oriundos de organismos
marinhos possuem caracteristicas estruturais que facilitam a ligagdes com sitios ativos, 0s

conferindo especificidade (Barreca et al., 2020).

E importante ressaltar que até 2020, mais de 36 mil compostos foram extraidos de macro
e microrganismos marinhos, incluindo bactérias, fungos, corais, tunicados, algas e varios outros
(Barreca et al., 2020). Ademais, sé em 2017, a Food And Drug Administration aprovou sete
medicamentos oriundos de organismos marinhos com atividade anticancer e outros compostos
estdo em fase de ensaios clinicos. Dados como esse demonstram o grande potencial
farmacologico dos organismos marinhos (Catanzaro et al., 2019). J4 em 2022, haviam dezessete
medicamentos oriundos de organismos marinhos ja aprovados para a fase clinica, onde 71%
deles, eram direcionados para tratamento de diversos tipos de cancer (Dyshlovoy; Honecker,
2022).

Um marco histérico no desenvolvimento de farmacos oriundos de organismos marinhos
ocorreu nos anos 50 com o isolamento de dois componentes da esponja Tethya crypta (hoje
denominada Cryptotethya crypta), a espongouridina e a espongotimidina, que foram base para
0 primeiro antiviral adenina-arabinosideo (ara-A). Atualmente, existem farmacos para o
tratamento de canceres inspirados nos componentes extraidos dessa esponja, sendo um deles a
Citarabina, utilizada no tratamento de leucemias (Varijakzhan et al., 2021). Outro membro do
filo Porifera que apresenta resultados animadores para a terapia anticancer é a Spirastrella
pachyspira, cujo os extratos foram capazes de inibir o crescimento de células de cancer de
mama HER-2 positivo (linhagem SB-BR3). Dentre as quatro formulagdes testadas, o extrato
preparado com acetato de etila obteve ICso de 0,04 pg/ml, tendo efeito comparavel a

doxorrubicina (Morais et al., 2022).

As algas marinhas, sejam elas verdes, marrons ou vermelhas, também sdo ricas fontes
de moléculas biologicamente ativas. Mofeed e colaboradores (2021) realizaram um screening
com extratos das macroalgas verdes Ulva lactuca, Ulva fasciata, das algas vermelhas
Corallina mediterranea, Amphiroa anceps e da alga marrom Sargassum filipendula frente a

linhagens de cancer de mama humano e cancer colorretal. No trabalho, é relatado que todos os
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extratos utilizados foram citotdxicos para as linhagens tumorais de maneira dose-dependente,
porém, mostrando maior seletividade para as células de cancer de mama. Prabakaran et al.
(2020) testaram a ficocianina extraida da microalga Spirulina platensis frente a linhagem Hep-

G2 (cancer de figado), que reduziu a viabilidade celular em 68% na maior concentracéo testada.

2.4 Lectinas de organismos marinhos e sua aplicacdo biotecnologica

A palavra lectina é derivada do latim legere, escolhido. O termo foi utilizado pela
primeira vez em 1954 por Boyd e Shapleigh para identificar a classe de proteinas que
apresentam caracteristicas em comum de seletividade a carboidratos (Santos et al., 2014).
Assim, as lectinas podem ser definidas como proteinas ou glicoproteinas que se ligam de forma
especifica e reversivel a agucares e glicoconjugados sem modificar sua estrutura (Ahmmed et
al., 2022; Allatorre-Cruz et al., 2018). Por essas caracteristicas, lectinas de diversos organismos
vém sendo estudadas, obtendo grande visibilidade nos estudos das interacdes entre proteinas e
carboidratos, haja vista que a presenca de glicanos é essencial para inlmeros processos
bioldgicos (Chettri et al., 2021).

O estudo sobre as lectinas teve inicio ainda no século XIX, onde vegetais foram
utilizados como matéria prima, sendo isoladas das espécies Ricinus communis (mamona) a
proteina ricina e de Abrus precatorius (ervilha-do-rosario) a proteina abrina (Chettri et al.,
2021). Apesar da génese do seu estudo residir nas plantas terrestres, as lectinas de organismos
marinhos vém sendo cada vez mais investigadas, tendo em vista a diversidade de formas de
vida existentes nesse ambiente, e o fato de que as lectinas de organismos marinhos sdo dotadas
de diferentes caracteristicas fisico-quimicas quando comparadas as lectinas de origem vegetal,
devido a sua alta estabilidade, resultante do ambiente onde vivem, que passa por frequentes
variagOes de temperatura, luminosidade e salinidade (Fontenelle et al., 2018).

Nesse sentido, em relacdo a especificidade a acUcares, as lectinas de organismos
marinhos sdo classificadas em lectinas de ligacdo a galactose (GBL), lectinas de ligacdo a
ramnose (RBL), lectinas de ligacao a fucose (FBL), lectinas especificas de GICNAc, de ligacao
a manana (MBL) e lectinas especificas de GalNAc. A afinidade das lectinas oriundas de
organismos marinhos por glicanos simples é bem baixa e pouco especifica, porém, apresentam
alta afinidade por carboidratos mais complexos, como os N-glicanos e os O-glicanos (Ahmmed
et al., 2022; Ferreira et al., 2020).

Uma das aplicacdes das lectinas que é encontrada na literatura € a pro-cicatrizante.

Nascimento-Neto e colaboradores (2012) descreveram a acdo da lectina da alga Bryothamnion
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seaforthii, onde por meio de tratamento topico foi capaz de induzir a cicatrizagdo em modelo
murino. Ainda em relacdo a algas vermelhas, a lectina BTL, de Bryothamnion triquetrum
também demonstrou potencial pro-cicatrizante, induzindo a proliferagdo e migracdo de
fibroblastos em concentragdes abaixo de 250 pg/mL (Pinheiro, 2021).

Paralelo a isso, 0 potencial antibacteriano e antibiofilme das lectinas de organismos
marinhos também é estudado. Carneiro e colaboradores (2017) demonstraram a atividade
antibiofilme da lectina da esponja marinha Aplysina lactuca frente a Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Marques e colaboradores (2018), por sua vez, reportaram o efeito da lectina
da esponja Chondrilla caribensis na reducdo dos biofilmes das bactérias Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli. Ja no ano de 2021, Swarna et al.
avaliaram o potencial antimicrobiano da lectina dos ovos de Aplysia kurodai (lebre-do-mar, um
molusco) frente a Staphylococcus aureus, Shigella sonnei e Bacillus cereus, onde a lectina
inibiu o crescimento das bactérias testadas.

No que diz respeito a atividade anticancer, no ano de 2022, Lee e colaboradores
reportaram o efeito de lectinas da alga verde Bryopsis plumosa sobre linhagens tumorais de
pulmédo (A549, H460 e H1299), sendo capaz de interferir na migracdo celular, reduzir a
formacéo de colonias e induzir apoptose. Ademais, 0 uso da lectina em combinagdo com o
inibidor de EGFR, Gefitinib foi capaz de diminuir ainda mais a viabilidade das células
utilizadas no estudo.

Os compostos derivados de organismos marinhos também apresentam atividade anti-
inflamatoria, conforme descrito por Fontenelle e colaboradores (2018). Os autores testaram a
lectina da alga vermelha Bryothamnion triquetrum (BtL) em modelo murino e foi demonstrado
que BtL foi capaz de reduzir o edema de pata, sendo a dose mais eficaz 10mg/kg, pois diminui

0 edema em mais de 70% apds 1h de administracdo do composto.

2.5 Filo Rhodophyta e atividade anticancer

Outros organismos com grande potencial para atividade anticancer sdo as algas
marinhas, que devido a sua disponibilidade e caracteristicas fisico-quimicas, tém sido cada vez
mais estudadas (Echave et al., 2022). As lectinas de algas, particularmente, possuem baixo peso
molecular e podem apresentar menor antigenicidade quando aplicadas a modelos bioldgicos
(Singh; Walia, 2018; Teixeira et al., 2012).

Pinto e colaboradores (2009) relataram que as lectinas das algas vermelhas

Bryothaminion triquetrum (BTL) e Bryothaminion seafortii (BSL) foram capazes de diferenciar
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variantes de células de cancer de c6lon humano. Sugahara e colaboradores (2001), avaliaram a
atividade antitumoral da lectina de Eucheuma serra, que induziu a morte de células de cancer
cancer cervical (HeLa) e de colon (Colo201) através da inducdo da caspase-3. Ja em 2012,
Hayashi et al. demonstraram que a lectina de Eucheuma serra induziu apoptose em células de
osteossarcoma. Paralelo a isso, Yu e colaboradores (2015) relataram que o porfirano, um
polissacarideo extraido de Porphyra yezoensis apresentou efeito antiproliferativo frente a
linhagem de células de cancer gastrico (SGC7901) e de pulmao (95-D).

No ano de 2017, Ibrahim e colaboradores avaliaram em modelo murino a atividade de
do extrato etandlico da alga Kappaphycus alvarezii, onde foi capaz de aumentar a expressao de
p53, induzindo a apoptose na dose de 150 mg/kg. A lectina de Agardhiella tenera foi citotdxica
para uma linhagem de células leucémicas (Shiomi; Kamiya; Shimizu, 1979). Rifi e
colaboradores (2022), por sua vez, avaliaram o efeito de quatro extratos da alga Jania rubens,
que foram capazes de reduzir a proliferacdo e a migracao de diferentes linhagens de cancer de
célon em concentra¢Bes que variam em 389 - 2603 pg/mL.

2.6 Lectinas das algas marinhas Solieria filiformis, Amansia multifida E Meristiella
echinocarpa

As algas Solieria filiformis (SfL), Amansia multifida (AML) e Meristiella echinocarpa
(MEL) podem ser encontradas no litoral cearense e sdo filogeneticamente préximas,
integrando o0 mesmo reino, filo e classe. S. filiformis e M. echinocarpa também pertencem a
mesma ordem e familia, divergindo a partir da classificacdo de género (Figura 3). As lectinas
de Solieria filiformis, Amansia multifida e Meristiella echinocarpa, sdo pertencentes a
familia OAAH (homdlogas a aglutinina de Oscillatoria agardhii). Dessa maneira, sdo
lectinas que possuem caracteristicas semelhantes entre si, como a afinidade de ligacdo por

manose (Barre et al., 2019).



Figura 3 - Comparacéo filogenética das algas marinhas vermelhas Solieria filiformis,
Meristiella echinocarpa e Amansia multifida
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: As trés espécies possuem similaridade de reino, filo e classe, divergindo a niveis de ordens e
familias.

2.6.1 Solieria filiformis

Solieria filiformis (Kitzing) P.W.Gabrielson (Figura 4) é uma alga vermelha
comumente encontrada no litoral do Nordeste brasileiro. O género Solieria foi descrito pela
primeira vez pelo estudioso sueco Jakob Georg Agardh em 1842 a partir da espécie Solieria

chordalis, e hoje o género Solieria abriga dez espécies (Burlot et al., 2023).

Figura 4 - Solieria filiformis
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Fonte: ALGAEBASE, 2024.




A lectina de S. filiformis (SfL) é uma proteina de aproximadamente 28 kDa, e na
literatura, ja é descrita sua atividade anticancer in vitro frente a linhagem MCF-7 (cancer de
mama metastatico), onde SfL induziu apoptose ap0s 24h de exposicao das celulas a proteina,
na concentracdo de 125ug/mL (Chaves et al., 2018b). Também ¢ descrito por Abreu e
colaboradores (2016) o efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo in vivo de SfL, e em 2018
e 2022, foi registrado pelos mesmos autores, o efeito antidepressivo da lectina em modelo
murino. No ano de 2023, Chaves et al. reportaram o efeito prd-cicatrizante da lectina de
Solieria filiformis (SfL) em modelo murino, onde a lectina foi capaz de reduzir a inflamagéo,

além de induzir a proliferacdo de fibroblastos.

2.6.2 Amansia multifida

Amansia multifida (J.V.Lamouroux) 1809 (Figura 5) é uma alga vermelha da ordem
Ceramiales, a qual abriga cerca de um terco de todas as espécies de algas vermelhas
existentes (Diaz-Tapia et al., 2019). A lectina de Amansia multifida (AML) é uma proteina
monomérica de aproximadamente 30 kDa e possui atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva descritas na literatura (Costa et al., 1999; Mesquita et al., 2021; Neves et
al., 2007).

Figura 5 - Amansia multifida

Fonte: Menezes, 2024.

2.6.3 Meristiella echinocarpa

Meristiella echinocarpa (Figura 6) é atualmente denominada Meristotheca gelidium
(J. Agardh) Faye & Masuda (2004). A lectina de M. echinocarpa (MEL) é uma proteina
monomérica de 28 kDa. Na literatura, é descrito que a MEL foi capaz de reconhecer e

aglutinar cepas resistentes de Salmonella (Chaves et al., 2018a).
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Figura 6 - Meristiella echinocarpa

Fonte: Menezes, 2024
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antiproliferativo de lectinas isoladas de organismos marinhos

(algas e invertebrados) frente a células da linhagem A549 de carcinoma de pulméo humano.
3.2 Objetivos especificos

e Analisar o efeito de lectinas de organismos marinhos sobre a viabilidade de células
tumorais (A549) e células normais (L929);

e Avaliar o efeito das lectinas sobre morfologia e adesdo das células neoplasicas;

e Verificar o efeito das lectinas na deflagracdo de eventos apoptoticos em células
tumorais;

e Auvaliar a toxicidade aguda das lectinas em modelo de Artemia salina;

e Analisar a ativacdo das caspases executoras envolvidas no processo apoptético em

linhagens celulares tratadas com as lectinas propostas.



4 METODOLOGIA
4.1 Isolamento e purificacao das lectinas

As lectinas foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Biotecnologia Marinha,
localizado no Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara. As
espécies para a purificacdo das lectinas foram coletadas de praias do litoral cearense. O
quadro 1 apresenta as lectinas utilizadas nos ensaios, o Filo a qual pertencem, especificidade
e a referéncia metodoldgica para o isolamento e purificagéo.

Quadro 1 - Lista de espécies das lectinas estudadas com especificacbes
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Espécie Filo Especificidade Referéncia
Amansia multifida Rhodophyta Manose Costa et al., 1999
Aplysina lactuca Porifera Galactosideos Carneiro et al., 2017
Codium Chlorophyta Carboidratos Carneiro et al., 2020.
isthmocladum complexos
Haliclona caerulea Porifera Galactosideos Carneiro et al.,
(H-2) 2013a
Haliclona caerulea Porifera Galactosideos Carneiro et al.,
(H-3) 2013b
Meristiella Rhodophyta Manana de levedura | Chaves et al., 2018a
echinocarpa
Solieria filiformis Rhodophyta Manopentose Chaves et al., 2018b
Tedania ignis Porifera Dados nao Dados nédo
publicados publicados

Fonte: Elaborado pela autora.
4.2 Linhagens celulares e condigdes de cultivo

As linhagens foram mantidas no Laboratorio Integrado de Biomoléculas (LIBS),
localizado no Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara. As
células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (GIBCO®
- life Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Bio Nutrientes),
10.000 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina (Cytiva - HyClone™) e incubadas
em estufa 37 °C e 5% de CO, e 95% de umidade. As linhagens utilizadas foram A549




(carcinoma de pulmdo ATCC® CCL-185™) e 1.929 (fibroblastos murinos normais - ATCC
CL929™)_ cultivadas em frascos T25 (Kasvi). As células foram mantidas nas condi¢des
descritas. O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e ao atingirem ao menos 80% de
confluéncia foram tripsinizadas (0,025% tripsina/ 0,1% EDTA) para subcultivo e realizagao

dos experimentos.

4.3 Avaliacéo da viabilidade celular por MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) (Invitrogen™ MTT Thermo Fisher
Scientific). As células (50.000 células/mL) foram semeadas em placas de 96 pocos, de
poliestireno de fundo chato em meio DMEM com 10% de SFB e incubadas por 24h a 37 °C,
a5 % de CO., 95% de umidade. Apds isso, o sobrenadante foi substituido por meio de
cultura com 2% de SFB com variadas concentragdes das lectinas (500; 250; 125; 62,5; 31,2;
15,7; 7,8 pg/mL). O ensaio foi realizado em tempos de 24, 48 ¢ 72 h. Apds cada tempo, o
meio foi retirado e substituido por 100 uL de meio ndo suplementado no qual adicionou-se
20 pL da solugdo de MTT. Apds a adigao do MTT, as placas foram incubadas por 4 h, e apds
isso, foi adicionado 100 pL de DMSO P.A (Dimetilsuféxido, NEON) para solubilizar os
cristais de formazan. Os testes foram realizados em triplicata (n=3) técnicos e experimentais.
A densidade oOptica foi avaliada em comprimento de onda de 570 nm com o leitor de
microplacas SpectraMax i3 (Santiago, 2021, adaptado). A viabilidade celular foi calculada

de acordo com a férmula a seguir e apds, definido o ICso:

Abs570nm (lectina)
Abs570nm (controle)

Viabilidade celular (%) = 100

Para o célculo do 1Cso das moléculas, as porcentagens obtidas em cada repeti¢do foram
tabuladas no software GraphPad Prism® 8, foram normalizadas, aplicadas em regressao nao
linear e obteve-se 0 valor do ICso em uM. A conversdo para pg/mL foi realizada da seguinte

forma:

IC50em ug = IC50 em uM x 1000 x massa molecular da lectina em kDa
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4.4 Avaliacdo da morfologia (pandtico rapido)

As células foram semeadas em placas de 96 pocos de poliestireno de fundo chato
(50.000 células/mL) em meio DMEM com 10% de SFB e incubadas por 24 h a 37 °C, a 5%
de CO2, 95% de umidade. Apds isso, o sobrenadante foi substituido por meio de cultura com
2% de SFB com concentracGes referentes ao dobro do ICsp, 1Cso e metade do 1Cso de cada
lectina testada. As células foram tratadas com as lectinas por 48 h. Apos isso, foi retirado o
sobrenadante e as células foram coradas na propria placa com panético rapido
(LABORCLIN), seguindo as recomendacgdes do fabricante. As imagens foram obtidas por
meio da cAmera acoplada ao microscépio invertido Eclipse TS 100 (Nikon), no aumento de
100x.

4.5 Interferéncia das lectinas na adesao celular

Para o ensaio de adesdo, a linhagem A549 foi semeada (50.000 células/mL) em placas
de 96 pogos em meio de cultura, ja contendo as lectinas na concentracdo do ICso. O
comportamento foi observado no microscépio invertido Eclipse TS100 (Nikon) nos tempos
0,2,4,8,12, 24 e 48 horas (aumento de 100x).

4.6 Avaliacdo de morte celular induzida por SfL, AML e MEL (citometria de fluxo)

As células foram semeadas (200.000 células/mL) em placas de 12 pogos com meio
suplementado com 10% de SFB e cultivadas durante 24 horas para adesdo na placa. Apés
isso, foram adicionadas as lectinas de interesse nas concentrag6es do dobro do ICso e do ICso
por 24 horas. As células do controle negativo foram incubadas com DMEM suplementado
com 2% de SFB. Para o controle positivo de apoptose, foi utilizada a lectina ConA
(Concanavalina A, de Canavalia ensiformis, 32,6 pg/mL). Apés o tratamento, as células
foram tripsinizadas e centrifugadas (1.500 rpm por 5 min) e lavadas por duas vezes com
PBS. As células foram ressuspendidas com o tampdo de ensaio do kit utilizado, na proporcao
indicada pelo fabricante. As células foram marcadas com Anexina V e 7-AAD (BD
Pharmingen™ PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I). A analise foi realizada no BD
FACSCelesta™ Cell Analyzer, do Centro Pasteur-Fiocruz de Imunologia e Imunoterapia.

Os dados foram tratados com auxilio dos softwares, FlowJo e GraphPad Prism 8.
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4.7 Avaliacao da viabilidade, citotoxicidade e ativacéo de caspases 3/7

Para isso, foi utilizado o kit Apotox-Glo Triplex (Promega) seguindo as
recomendacdes do fabricante. As células foram semeadas (50.000 células/mL) em placa de
96 pocos opaca (Corning®) e mantidas por 24 horas nas condi¢6es padréo de cultivo. Apos
isso, foram adicionados 100 puL das lectinas nas concentragdes do dobro do ICso e do 1Cso
por 24 horas. Como controles, foram utilizados meio DMEM com 2% de SFB e
Concanavalina A (32,6 ng/mL). Apds o periodo de incubagdo com as lectinas e controles,
foram adicionados 20ulL/pogo do reagente de citotoxicidade/viabilidade e a placa foi
incubada ao abrigo de luz por 1 hora e realizada a leitura da fluorescéncia no SpectraMax i3
para avaliar a viabilidade (400 nm, excitacdo - 505 nm emissdo) e a citotoxicidade (485 nm,
excitacdo - 520nm, emissdo). Apds isso, foram adicionados 100ul/pogo do reagente
CaspaseGlo 3/7. A placa foi incubada por 1 hora ao abrigo de luz e realizada a leitura da

luminescéncia.

4.8 Toxicidade in vivo (Artemia salina)

Para isto, 100 mg de cistos de Artemia salina foram mantidos em aquéario com
solucéo salina (1020 g/cm?), em temperatura ambiente, sob iluminagdo constante por 24
horas para a eclosdo. Os cistos eclodidos, nesse estagio denominados nauplios, foram
transferidos para uma placa de 6 pocos de fundo plano, com auxilio de uma pipeta de vidro
de bico alongado juntamente com a solucéo salina. No primeiro poco, foram adicionadas 10
mL de solucdo salina com nduplios e nos demais, 3 mL de nduplios e 3 mL de solu¢do salina,
exceto por um dos pogos da placa onde foi adicionado apenas solucdo salina, para auxiliar
na montagem da placa para o experimento em si.

Em uma placa de 24 pocos de fundo plano (TPP®), foram adicionados 10 nauplios
por poco. Apos a distribuicdo, o volume dos pocgos foi ajustado para 200 uL com solugéo
salina ajustada para 1020 g/cm3. Os nduplios foram tratados com concentracgdes variadas das
lectinas Sfl, AML e MEL (500, 250; 125; 62,5; 31,2; 15,7; 7,8 ug/mL) por 24 horas. Como
controle negativo, utilizou-se solucdo salina a 3,5%. O experimento foi realizado em

triplicata.
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4.9 Analise estatistica

Todos os dados foram processados com auxilio do software GraphPad Prism® 8. As
estatisticas sdo apresentadas como média + SD e foram analisadas pelo teste One Way
ANOVA com poés teste de Tukey. Os dados foram considerados estatisticamente

significativos quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS DISCUSSAO

5.1Avaliacéo da viabilidade celular

O potencial citotdxico das lectinas foi avaliado frente as linhagens A549 (carcinoma
de pulmédo ATCC® CCL-185™) ¢ .929 (fibroblastos murinos normais - ATCC CL929™),
submetidas inicialmente aos tratamentos por 48 h. Para isso, foi utilizado o teste
colorimétrico MTT, que consiste na reducdo do sal amarelo tetrazélio pelas desidrogenases
mitocondriais, sendo convertido a cristais de formazan roxos que sdo insollveis em agua
(Anam et al, 2017). Esses testes foram necessarios para avaliar quais lectinas apresentavam

o melhor desempenho frente as linhagens testadas (Figura 7).
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Figura 7 - Screening do efeito das lectinas de organismos marinhos frente a A549 e L929
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Comparativo do efeito de diferentes lectinas oriundas de organismos marinhos frente a linhagem
tumoral A549 e a linhagem saudavel L929. Todos os grupos foram testados nas concentragdes de 500 — 7,5
pg/mL por 48h. C-: Controle negativo (DMEM 2% SFB). p<0,05 £SD.



As lectinas ALL (Aplysina lactuca) e Cil- 1 (Codium isthmocladum) (Figura7 B e C,
respectivamente) foram excluidas dos testes seguintes, pois, apesar de demonstrarem baixa
toxicidade para a linhagem L929, também demonstraram baixa seletividade para A549. N&o
héa registros na literatura da investigacdo da acao antitumoral da ALL, porém, é relatado por
Duarte e colaboradores (2023) que a lectina ALL foi capaz de potencializar o efeito do
antibiotico ampicilina, frente a cepas de Staphylococcus sp. resistentes a meticilina.

A lectina Cil-1, por sua vez, teve seu efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio em
modelo experimental in vivo (Danio rerio) relatado por Alves e colaboradores (2022). No
trabalho, os autores apresentaram que em relacdo a atividade anti-inflamatdria, Cil-1 foi mais
eficaz em reduzir o edema abdominal dos animais do que o Diclofenaco, utilizado como
medicamento de referéncia durante os testes. Alem disso, Senthilkumar e Jayanthi (2016)
avaliaram o efeito citotoxico de uma glicoproteina de  Codium decorticatum frente as
linhagens A549, SiHa e MCF-7, onde foi detectada a indugdo de apoptose apds 24 horas,
com ICsg de 55, 75 e 60 ug/mL, respectivamente.

As lectinas H2 , H3 (ambas de Haliclona caerulea) e Tie (Tedania ignis) (Figura 7 D,
E e H, respectivamente) também foram excluidas dos testes seguintes, pois demonstraram
maior toxicidade para a linhagem normal. Entretanto, Nascimento-Neto e colaboradores
(2018), relataram o efeito anticancer de H3 frente a linhagem MCF-7 (cancer de mama
metastatico) na concentragdo de 100 pg/ml. Apds 24h de tratamento, a lectina interferiu na
fase G1 do ciclo celular, além de interferir na adeséo das células testadas. Paralelo a isso, a
espécie Tedania ignis também possui algumas atividades bioldgicas descritas na literatura.
Denominado Tedanol, é um diterpeno isolado de T. ignis que possui atividade anti-
inflamatoria avaliada em modelo murino, reduzindo o edema de pata induzido por
carragenina (Ehrlich et al., 2008).

Diante do screening realizado, verificou-se que o tratamento com AML, MEL, SfL
(Figura 7, A, F e G, respectivamente) reduziu a viabilidade das células da linhagem A549
em 50% apos 48 h. Além disso, apresentaram menor toxicidade para L929 nas mesmas
concentracOes testadas. Dessa maneira, 0s demais ensaios foram conduzidos apenas com
SfL, AML e MEL. Portanto, realizou-se o teste de MTT com as trés lectinas escolhidas nos
tempos de 24, 48 e 72 h, avaliou-se o0 tempo minimo de melhor acdo (Figura 8) e os testes

seguintes foram realizados apenas com SfL, AML e MEL.
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Figura 8 - Atividade de SfL, AML e MEL sobre a linhagem A549 ao longo dos tempos testados
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: A: SfL; B: AML; C: MEL. Testadas em 24, 48 e 72 horas. C-: Controle negativo (DMEM 2% SFB). n=3. p<0,05 £SD.



Assim, observou-se que o melhor tempo de acdo foi apds 48 h de exposi¢do as
lectinas. A partir disso, foi calculado o 1Cso (Gréficos 1, 2 e 3) e 0s experimentos seguintes
também foram conduzidos considerando o periodo de 48 h.

Para a lectina de S. filiformis, apds 48 horas o percentual de inibicdo nas
concentracBes de 500 a 125ug/mL foi de 72,4%, 65,2% e 60,2%, respectivamente. Assim, 0
ICs0 de SfL foi estabelecido em 65,6 pg/mL (Tabela 1). O efeito de SfL nas demais

concentracOes pode ser visualizado no grafico 1 e na tabela 1.

Gréfico 1 - Efeito da lectina SfL sobre a viabilidade da linhagem A549 (48 h)
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Fonte: Elaborado pela a autora.

Legenda: Efeito de SfL frente a linhagem A549 (carcinoma de pulm&o) em 48 horas. C-: Controle negativo
(DMEM 2% SFB). n= 3; p<0,05 +SD.
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Tabela 1 - Efeito da lectina SfL sobre a viabilidade da linhagem A549 (48h)

Linhagem celular apés Concentracdo Valor da viabilidade +

Inibicéo (%0)

48h de tratamento SfL (ng/mL) SD (%)
500 27,6 £ 2,230 72,4
250 34,8 +£5,104 65,2
A549
125 39,5 + 2,564 60,5
ICs0: 65,6 ug/mL
62,5 61,9 + 9,106 38,1
31,2 85,6 + 2,475 14,4
15,6 87,4+ 3,794 12,6
7,8 88,1 + 5,589 11,9
0 100 0

Fonte: Elaborada pela autora.

Para a lectina de A. multifida, os percentuais de inibigdo nas concentragdes de 500 a
62,5ug/mL foram de 85,9%, 82,4%, 75,3% e 48,3%, respectivamente, apds 48 horas. Assim,
0 ICs0 de AML foi calculado em 52,4 pug/mL (Tabela 2). O efeito de AML nas demais

concentragcOes pode ser visualizado no grafico 2 e na tabela 2.

Gréfico 2 - Efeito da lectina AML sobre a viabilidade da linhagem A549 (48 h)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Efeito de AML frente a linhagem A549 (carcinoma de pulmao) ap6s 48 horas. C-: Controle

negativo (DMEM 2% SFB). n= 3; p<0,05 +SD.
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Tabela 2 - Efeito da lectina AML sobre a viabilidade da linhagem A549 (48 h)

Linhagem celular Concentracdo Valor da viabilidade + Inibicdo (%)
apos 48h de AML (pg/mL) SD (%)
tratamento
500 14,1 + 5,046 85,9
250 17,6 + 5,712 82,4
125 24,7+ 6,977 75,3
A549
ICs0: 52,4 pg/mL 62,5 51,7 + 7,462 48,3
31,2 61,8 £ 8,103 38,2
15,6 77,812,972 22,2
7,8 80,5+ 1,202 19,5
0 100 0

Fonte: Elaborada pela a autora.

Paralelo a isso, a lectina de M. echinocarpa, por sua vez, os percentuais de inibicao
nas concentragdes de 500 a 125ug/mL foram de 71%, 65,9%, e 52,8% ap0ds 48 horas,
respectivamente. O 1Csp da MEL foi determinado em 134,8 pg/mL (Tabela 2). O efeito de

MEL nas demais concentragdes testadas pode ser visualizado no grafico 2 e na tabela 2.



47

Gréfico 3 - Efeito da lectina MEL sobre a viabilidade da linhagem A549 (48 h)
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Fonte: Elaborado pela a autora

Legenda: Efeito de MEL frente a linhagem A549 (carcinoma de pulmao) apds 48 horas. C-: Controle
negativo (DMEM 2% SFB). n= 3; p<0,05 +SD.

Tabela 3 - Efeito da lectina MEL sobre a viabilidade da linhagem A549 (48 h)

Linhagem Concentracdo Valor da viabilidade + Inibicao (%)
celular apés 48h  MEL (pg/mL) SD (%)
de tratamento

500 29,3+7,784 71
250 34,16 + 9,317 65,9
A549

ICoo: 134.8 pg/mL 125 47,2+ 13,18 52,8
62,5 66,2 + 9,805 33,8
31,2 81,5 + 3,942 18,5

15,6 90,6 + 1,258 9,4

78 91,8 + 4,663 8,3

0 100 0

Fonte: Elaborada pela a autora.

Nesse contexto, Kappaphycus alvarezii é uma alga vermelha pertencente a familia
Solieriaceae, assim como S. filiformis e M. echinocapa. Uma nova lectina extraida de K.



alvarezii denominada Siye foi avaliada quanto ao seu potencial anticancer frente as
linhagens HCC1937, A549, HepG2, HeLa e HL60. A lectina demonstrou resultados
promissores para todas as linhagens testadas, ressaltando sua atividade frente a A549, com
um ICso de 0,7786 ng/mL apds 24 horas de exposicao, a lectina promoveu apoptose inicial
e taxa de apoptose tardia nove vezes maior do que o grupo controle. Os niveis de expressao
de caspase 9 e TP53 também foram significativamente aumentados (Xu et al., 2024).

Paralelo a isso, fitoconstituintes isolados de Acanthophora spicifera, uma alga
vermelha da ordem Ceramiales e familia Rodomelaceae, assim como A. multifida,
demonstraram potencial citotoxico para células HeLa e A549. As células foram tratadas em
concentragdes de 12,5 a 200 uM. Para A549 especificamente, o denominado cetosterol, foi
capaz de diminuir a viabilidade celular em 50% na concentracao de 10,01 pM apos 24 horas
de exposicdo. O mesmo componente, na concentracdo do seu ICso foi capaz de induzir a
apoptose além de parada do ciclo celular na fase G1 (Sali et al., 2018).

Foi relatado por Alkhalaf (2021) os efeitos anti-inflamatério, antioxidante e
anticancer do extrato etanodlico da alga vermelha Chondrus crispus, uma alga vermelha da
ordem Gigartinales, assim como M. echinocarpa e S. filiformis. Os extrato foi testado contra
as linhagens A549, HepG2, MCF-7 e Caco-2 (canceres de pulméo, figado, mama e célon,
respectivamente), demonstrando ser citotoxico e agindo de maneira mais eficaz do que o
medicamento de referéncia Sorafenibe no caso das linhagens A549 e HepG2 apds 24 horas
de exposi¢do na concentracdao de 100 pg/mkL.

Paralelamente, realizou-se o ensaio de MTT também com a lectina ConA, conhecida
por induzir apoptose em linhagens tumorais, e com especificidade para N-glicanos ricos em
manose (Correia, 2022; Neis, 2024). O objetivo foi definir o 1Cso da lectina no tempo de 48
h. Estabelecendo assim um controle positivo para 0s ensaios de investigacao de mecanismo
de inducédo de morte celular.

Os percentuais de inibicdo de Concanavalina A em relacdo a A549, nas
concentragOes de 500 - 62,5ug/mL foram de 90,3%, 86,8%, 80,9% ¢ 77,1% respectivamente
(Grafico 4, tabela 4).
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Gréfico 4 — Efeito de ConA sobre a viabilidade da linhagem A549 (48 h)
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda:Legenda: Efeito de ConA frente a linhagem A549 (carcinoma de pulméo) apds 48 horas. C-:
Controle negativo (DMEM 2% SFB). n= 3; p<0,05 +SD.

Viabilidade celular (%)

Tabela 4 - Efeito da lectina ConA sobre a viabilidade da linhagem A549 (48 h)

Linhagem Concentracdo Valor da viabilidade + Inibicao (%)
celular apds 48h  ConA (ng/mL) SD (%)
de tratamento
500 9,7 £1545 90,3
250 13,2 +2,331 86,8
125 19,1+ 2,289 80,9
A549

ICs0: 32,6 pg/mL 62,5 22,9 +3,203 771
31,2 62,8 £ 9,575 37,2
15,6 72,2+9,718 27,8
7,8 85,5 + 7,603 14,5

0 100 0

Fonte: Elaborada pela a autora.
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5.2 Avaliacéo de morfologia (Panético)

O processo de morte celular ¢ marcado também por alteragdes morfoldgicas. Nesse
sentido, para avaliar a influéncia de SfL, AML e MEL sobre a morfologia da linhagem A549
foi utilizada a coloragdo de pandético rapido. As células foram observadas em microscopio
optico. As linhagens A549 e 1929 foram tratadas por 48h com as trés lectinas supracitadas,

nas concentragdes referentes ao dobro do 1Cso, 1Cs0 e metade do 1Cso (Figuras 9 e 10).

Figura 9 - Efeito das lectinas na morfologia de A549

IC50 X 2 I1C50 MEIO IC50

o N L . .
g o~y
4 P »

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Efeito de SfL, AML e MEL sobre a morfologia da linhagem A549 (carcinoma de pulmao) ap6s 48h
de exposicdo. Concentracdes utilizadas: Dobro do 1Csp SfL (131,2pg/mL); AML (104,8ug/mL); MEL
(269,6pg/mL), 1Csop SfL (65,6pug/mL); AML (52,4pug/mL); MEL (134,8ug/mL) e metade do ICso SfL
(32,8ug/mL); AML (26,2pg/mL); MEL(67,4pug/mL). C-: Controle negativo (DMEM com 2% de SFB).
Aumento: 100x.
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Figura 10 - Efeito das lectinas na morfologia de L929
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Efeito de SfL, AML e MEL sobre a morfologia da linhagem L929 (fibroblastos murinos normais)
apds 48h de exposicao. Concentragdes utilizadas: Dobro do 1Cso STL (131,2pg/mL); AML (104,8pug/mL); MEL
(269,6pg/mL), ICso SfL (65,6pg/mL); AML (52,4pg/mL); MEL (134,8ug/mL) e metade do ICso SfL
(32,8ug/mL); AML (26,2ug/mL); MEL(67,4pug/mL). C-: Controle negativo (DMEM com 2% de SFB).
Aumento: 100x.

Em A549 foram observadas alterac6es morfoldgicas como tamanho celular reduzido,
afilamento nos prolongamentos citoplasmaticos, bem como sua retracéo, além da diminuicao
da densidade celular quando comparada ao controle. Em L929, também foram notadas
alteragcdes semelhantes, entretanto, percebe-se que em relacdo a diminui¢do da densidade
celular, L929 manteve-se em maior nimero quando comparado a A549 nas mesmas
concentragoes.

Sob essa perspectiva, 0 citoesqueleto possui trés componentes principais, sendo eles
os microtubulos, os filamentos intermediarios e os filamentos de actina. Os microtubulos e
os filamentos de actina sdo amplamente estudados como alvo de moléculas com potencial
antitumoral, haja vista que esses componentes estdo relacionados com a morfologia celular
e a interacdo célula-célula. Assim, alteracdes nessas estruturas interferem na proliferacéo
celular e, consequentemente, induzem a apoptose (Takayasu, 2024).

Exemplos cléassicos de drogas com esse mecanismo de acdo, sdo os chamados
taxanos, como o paclitaxel e o docetaxel, utilizado para o tratamento de diversos canceres,
dentre eles o cancer de pulmao de ndo pequenas células. Esses medicamentos sao 0S

chamados Agentes Alvo de Microtubulos (Gallego-Jara et al., 2020). Paralelo a isso, a
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Citocalasina, um metabdlito fangico, atua ligando-se a rede de actina, induzindo a
despolimerizacdo das fibras e interferindo na divisdo celular, resultando na apoptose (Santos,
2022).

5.3 SfL, AML E MEL interferem na adesao celular

A adesdo é um processo fundamental para a proliferacdo de células aderentes. A
adesdo celular ocorre através de forcas eletrostaticas e das interacdes dessas cargas com
glicoproteinas de adesdo. Essa interacdo desencadeia um processo de sinalizacdo intracelular
que resulta na producéo e liberagdo de proteinas da matriz extracelular, onde a célula ird se
aderir e iniciar seu processo de replicagéo (Alves; Guimarées, 2010).

Como pode ser observado na figura 11, as células tratadas com SfL, AML e MEL,
apresentam, em sua maioria, formato esférico até o periodo de 8h de exposi¢ado no caso de
AML, 12h de exposicédo para SfL e MEL. O grupo controle, comeca a apresentar morfologia
caracteristica da linhagem a partir da segunda hora de plaqueamento, onde sua morfologia
passa a apresentar um formato mais proximo do oval e sendo possivel observar o inicio do

aparecimento dos prolongamentos citoplasmaticos, caracteristicos da linhagem A549.
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Figura 11 - Adeséo de A549 frente as lectinas testadas
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Linha 1: Células tratadas com SfL (65,6pug/mL); Linha 2: Células tratadas com AML( 52,4 pug/mL); Linha 3: Células tratadas com MEL (134,8 ug/mL); Linha 4:
Controle (DMEM 2% de SFB). Aumento: 100x.



Além disso, ao observar o tempo maximo de exposicdo as lectinas, é possivel
perceber que muitas células ainda apresentam formato arredondado, e as poucas células que
se encontram totalmente aderidas, estdo com os prolongamentos celulares mais finos quando
comparadas ao controle. Ademais, hd uma acentuada diferenca de densidade celular nos
grupos tratados também em comparacao ao controle.

As integrinas e as caderinas sdo grupos de proteinas diretamente relacionadas com a
adesdo célula-célula e celula-matriz extracelular. Nesse sentido, o anoikis - do grego “sem
teto”, ¢ o nome dado a apoptose induzida pela perda da adesao célula-matriz, interrompendo
a ligacdo das integrinas com a matriz extracelular. O anoikis € um processo importante para
a manutencdo da homeostase. Um dos mecanismos de sobrevivéncia tumoral é a fuga da
anoikis, sendo mediada pela ativacdo de vias como a PI3K/AKT, Ras e ERK (Wang et al,.
2022).

Em relacdo ao cancer de pulm&o, muitos produtos naturais vém sendo explorados
visando o favorecimento do anoikis. A imperatorina extraida das raizes de Angelica dahurica
promoveu 0 aumento da expressao de p53 e Bax em células H292 e A549 (Choochuay et
al., 2013). A lupalbigenina, extraida de Derris scandens, uma planta asiatica da familia
Fabaceae foi capaz de inibir as vias AKT e ERK nas células H460, uma linhagem de cancer

de ndo pequenas células (Ausawasamrit et al., 2015).

5.4 Inducéo de apoptose/necrose por SfL, AML e MEL

O potencial indutor de apoptose de SfL, AML e MEL foi investigado por meio de
citometria de fluxo. A linhagem A549 foi avaliada ap6s 24 horas de tratamento nas
concentragOes do 1Csp e do dobro do 1Csp visando captar os momentos iniciais do processo
de morte celular. A lectina de S. filiformis foi capaz de induzir 19,8% e 5,8% de apoptose
inicial, 20% e 10,3% de apoptose tardia nas concentracdes do dobro do ICso e do ICsy,
respectivamente. A porcentagem de células viaveis foi de 58,5% e 81,3% nas mesmas

concentracdes (Gréafico 5).
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Gréfico 5 - Indugéo de apoptose por SfL
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: Avaliagdo do efeito de SfL sobre A549. ICso X 2 (131,2pug/mL) ICsp (65,6p1g/mL) Controle positivo:

ConA (Concanavalina A, 32,6pg/mL ); C-: DMEM 2% SFB. n=1.

A lectina de A. multifida, por sua vez, induziu 2,6% e 2,2% de apoptose inicial, 5,1%

e 2,9% de apoptose tardia nas concentracdes do dobro do ICsg e do 1Cso, respectivamente. O

percentual de células viaveis nos tratamentos com AML foi de 89,8% e 93,5% nas mesmas

concentracdes (Gréafico 6).

Grafico 6 - Inducdo de apoptose por AML
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: Avaliacdo do efeito de AML sobre A549. I1Csp X 2 (104,8ug/mL), ICso (52,4ug/mL) Controle

positivo: ConA (Concanavalina A, 32,6pg/mL); C-: DMEM 2% SFB. n=1.
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Por fim, M. echinocarpa apresentou 14,1% e 13,8% de células em apoptose inicial,
21,3% e 24,3% de apoptose tardia nas concentracfes do dobro do ICso € do ICs,
respectivamente. Além disso, os valores de células viaveis obtidos foram de 14,1% e 13,8%.
Como controle positivo de apoptose, foi utilizada a lectina ConA (Concanavalina A), que
apresentou 0s seguintes percentuais de 9,7% e 37,1% para apoptose inicial e tardia,
respectivamente. O controle negativo (DMEM 2% SFB), apresentou 1,73% de células em

apoptose inicial, 1,77% em apoptose tardia, e 96,2% de células viaveis (Grafico 7).

Gréfico 7 - Inducédo de apoptose por MEL
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Avaliagdo do efeito de AML sobre A549. I1Csy X 2 (269,6pg/mL), 1Cs (134,8ug/mL). Controle
positivo: ConA (Concanavalina A, 32,6ug/mL); C-: DMEM 2% SFB. N=1.

O potencial indutor de apoptose de outras algas marinhas vermelhas também é
relatado na literatura. Chaves e colaboradores (2018) relataram a inducdo de apoptose em
células da linhagem MCF-7 pela lectina Solieria filiformis ap6s 24 horas de tratamento, na
concentragdo de 125 ug/mL. Kazlowska e colaboradores (2013), testaram in vitro e in vivo
um extrato da alga vermelha Porphyra dentata frente a células 4T1, uma linhagem de cancer
de mama. O extrato induziu apoptose apds 48 horas de tratamento. Extratos de Amphiroa
anceps induziram apoptose e necrose em células da linhagem A549 apds 24 horas de
tratamento na concentracdo de 100 pg/mL (Janani et al., 2024). Um componente isolado da
alga vermelha Gelidiella acerosa, induziu apoptose mediada por caspase em células A549

apos 6 horas de exposicdo a 1,5 mg/ml do composto (SM et al., 2018).



Componentes extraidos de outros organismos marinhos também sdo relatados como
indutores de apoptose. A lectina da esponja Cinachyrella apion, induziu apoptose inicial em
células HeLa na concentracao de 10 ug/mL apds 24 horas de tratamento. Nesse estudo, além
dos ensaios de citometria de fluxo, ao realizarem western blotting observaram uma
expressao aumentada da proteina pro-apoptética Bax (Rabelo et al.,, 2012). Dois
polissacarideos da alga marrom Colpomenia sinuosa, o fuicoidan e o alginato, quando
combinados com vitamina C, causaram em células da linhagem HCT-116 (cancer de c6lon)
alteracGes morfoldgicas tipicas de apoptose, como encolhimento celular e condensacdo do
citoplasma (Al Monla et al., 2022). A lectina do crustaceo Ibacus novemdentatus, induziu a

apoptose de células HeLa via caspase-3, apds 48 horas de tratamento (Fujii et al., 2017).

5.5 Avaliacéo da ativagao das caspases 3/7

Para isto, foi utilizado o kit ApoTox-Glo, que retne trés ensaios que avaliam
simultaneamente a viabilidade, a citotoxicidade e os eventos de ativacdo de caspase. A
primeira parte do ensaio avalia simultaneamente duas atividades de protease, uma
relacionada ao marcador de viabilidade celular (glycyl-phenylalanyl-aminofluorocoumarin;
GF-AFC) e a outra ao marcador de citotoxicidade (bis-alanylalanyl-phenylalanyl-
rhodamine 110; bis-AAF-R110). A segunda parte do ensaio usa a Caspase-Glo® fornecendo
um substrato caspase-3/7 luminogénico, que contém a sequéncia tetrapeptidica DEVD,
formada pelos residuos Aspartato (D), Glutamato (E), Valina (V) e Aspartato (D), um
substrato especifico para a caspase-3. Nesse sentido, os testes foram realizados apds 24 horas
de tratamento com as lectinas, visando adequar ao mesmo tempo do ensaio de citometria de
fluxo.

Nos gréaficos 8, 9 e 10, € possivel visualizar o percentual de viabilidade das células

A549 tratadas com as lectinas SfL, AML e MEL, respectivamente.
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Gréafico 8 - Viabilidade de A549 frente a SfL
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Avaliacdo da viabilidade de A549 ap6s 24 horas de tratamento com SfL.ICsp X 2 (131,2pg/mL)
1Cs0 (65,6pg/mL) Controle positivo: ConA (Concanavalina A, 32,6pug/mL ). C-: DMEM 2% SFB. p<0,05
1SD. n=2.

Gréfico 9 - Viabilidade de A549 frente a AML
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Avaliagdo da viabilidade de A549 ap6s 24 horas de tratamento com AML. [Csp X 2 (104,8ug/mL),
1Cs0 (52,4pg/mL) Controle positivo: ConA (Concanavalina A, 32,6pg/mL); C-: DMEM 2% SFB. p<0,05
+SD.n=2.
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Gréafico 10 - Viabilidade de A549 frente a MEL
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Avaliagdo da viabilidade de A549 ap6s 24 horas de tratamento com MEL. ICsp X 2 (269,6pg/mL),
1Cs0 (134,8pug/mL)Controle positivo: ConA (Concanavalina A, 32,6pg/mL). C-: DMEM 2% SFB. p<0,05

+SD. n=2.

Tanto Sfl, como AML e MEL demonstraram interferir na viabilidade de A549,

apresentando significancia estatistica em relagéo ao controle negativo (DMEM 2% SFB) e

ficando em um valor proximo do resultado obtido para Concanavalina A.

Paralelamente, no grafico 11, é possivel observar uma maior citotoxicidade na

concentragdo de 131,2ug/mL, o dobro do ICso. O que corrobora com a maior porcentagem

de apoptose tardia identificada na citometria de fluxo para a mesma concentracdo de tempo

de exposicao.



Gréafico 11 - Efeito citotdxico de SfL frente a A549
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Avaliagdo do efeito citotdxico de SFL apds 24 horas de tratamento. SfL ICso= 65,6pug/mL ; ICs0 X
2=131,2 pg/mL. ConA: 32,6 pg/mL. C-: DMEM 2% SFB. p<0,05 +SD. n=2.

Grafico 12 - Efeito citotdxico de AML frente a A549
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Avaliacdo do efeito citotoxico de AML frente A549 apds 24 horas de tratamento com AML. AML

ICso= 52,4pg/mL ; ICso X 2= 104,8ug/mL. ConA: 32,6pg/mL. C-: DMEM 2% SFB. p<0,05 +SD. n=2.
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Gréafico 13 - Efeito citotéxico de MEL frente a A549
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Avaliacdo do efeito citotdxico de MEL frente A549 apds 24 horas de tratamento com MEL. MEL

I1Cs0=134,8ug/mL ; ICs0 X 2= 269,6pg/mL. ConA: 32,6ug/mL. C-: DMEM 2% SFB. p<0,05 £SD. n=2.

Os graficos 14, 15 e 16 apresentam os dados referentes a ativacdo das caspases.
N&o houve aumento expressivo da ativacéo das caspases 3/7 para nenhuma das lectinas

testadas no periodo de 24 horas quando comparado aos controles.

Grafico 14 - Ativacdo das caspases 3/7 por SfL
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Avaliagdo da ativacdo das caspases 3/7 por SfL ap6s 24 horas. SfL 1Cso= 65,6pug/mL ; ICsp X 2=
131,2pug/mL. ConA: 32,6pg/mL. C-: DMEM 2% SFB. p<0,05 £SD. n=2.
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Gréfico 15 - Ativacdo das caspases 3/7 por AML
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Avaliagdo da ativacéo das caspases 3/7 por AML ap6s 24 horas. AML ICso= 52,4pug/mL ; ICso X
2=104,8ug/mL. ConA: 32,6pug/mL. C-: DMEM 2% SFB. p<0,05 +SD. n=2.

Gréfico 16 - Ativacdo das caspases 3/7 por MEL
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Avaliacdo da ativacdo das caspases 3/7 por MEL frente A549 apds 24 horas. MEL 1Csp=
134,8pg/mL ; ICs0 X 2= 269,6pg/mL. ConA: 32,6pg/mL. C-: DMEM 2% SFB. p<0,05 +SD. n=2.

Nessa perspectiva, a apoptose € uma via de morte celular onde as células ativam
enzimas que degradam o DNA e demais componentes celulares (Kumar, 2018). Na cascata
apoptotica, um dos pontos chave € a ativacdo da caspase-3. Apesar da presenca da caspase-

3 ser um grande indicativo de apoptose, outras caspases, como as caspases 8 e 9, que nédo



foram avaliadas no presente trabalho, também sdo indicativos de morte celular por apoptose,
diferenciando apenas a via (Carvalho; Recco-Pimentel, 2019). Ademais, o tempo utilizado
para o ensaio pode ter interferido na captura do pico de ativacao das caspases, haja vista que
0 1Cso determinado neste estudo, teve como base o tempo de 48 horas de exposi¢cdo das
células as lectinas. Entretanto, vale ressaltar que o tempo de exposicao adotado neste ensaio
teve como base o ensaio de citometria de fluxo.

Sob essa Otica, Wu e colaboradores (2014) ao investigar 0s possiveis mecanismos de
morte induzidos pelas lectinas de Dicentrarchus labrax (peixe) e Strongylocentrotus
purpuratus (ouri¢co-do-mar) nas linhagens BEL-7404 (cancer hepatico), A549 (carcinoma
de pulmdo) e SW480 (carcinoma colorretal), verificaram que apesar de marcarem
positivamente para Anexina-V e 7-AAD, as lectinas ndo aumentaram a ativacao de caspases,
porém, diminuiram a expressdao de elementos anti-apoptdticos como Bcl-2. Yang e
colaboradores (2014), por sua vez, ao avaliar o efeito citotoxico da lectina do molusco
Haliotis discus discus, mediado por um adenovirus que codifica a lectina de ligacdo ao acido
sidlico, frente a células Hep3B, A549 e H1299, também induziu apoptose, porém nao houve

aumento na ativacdo das caspases e apresentou diminui¢do nos niveis e Bcl-2.

5.6 Influéncia de Sfl, AML e MEL na motilidade e morfologia dos nauplios de Artemia
salina

Visando avaliar a toxicidade in vivo das lectinas, utilizou-se 0 modelo de A. salina,
um microcrustaceo do filo Artropoda. O modelo de toxicidade em nduplios de Artemia
salina é uma opcao versatil, de baixo custo, e que demanda pouco tempo e amostras para a
execucao e obtencéo de resultados, sendo uma opcao interessante para testes de toxicidade
aguda (Martins et al., 2021) e também, uma abordagem segura antes de testes em modelos
bioldgicos mais complexos como o zebrafish (Danio rerio) e modelos murinos.

Para investigar a toxicidade das moléculas, foi realizada uma avaliagdo qualitativa e
quantitativa, levando em consideracdo a quantidade de nauplios vivos e mortos e verificando
aspectos morfolégicos dos mesmos. Foram realizadas duas repeticGes do ensaio, e foi
verificado que 100% dos nauplios utilizados no ensaio mantiveram-se vivos apos 24 horas
de tratamento com as lectinas, ndo sendo possivel determinar uma CLso com base nas
concentracOes testadas, reforcando que as lectinas utilizadas nos ensaios in vitro sdo
consideradas seguras no modelo de analise de toxicidade aguda em nauplios de Artemia
salina (Figura 12). Foram considerados vivos 0s organismos que apresentaram movimento

intenso ao serem expostos a uma fonte luminosa por 10 segundos.
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Figura 12 - Porcentagem de nauplios vivos apds 24 horas de tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A: SfL; B: AML; C: MEL. Testadas em 24h. C-: Controle negativo (Solucéo salina 3,5%). Ensaio
realizado em triplicata (n=2).

Além disso, ndo foi observada alteragdo na motilidade dos nauplios. Manfra e
colaboradores (2016) colocam que alteracbes na motilidade podem ser utilizadas como
parametro para avaliacdo da expressao de toxicidade aguda. Em relagdo a morfologia dos
nauplios (sinais de mé formacdo como deformacgdes no ocelo ou mé formacdo das pernas)

também ndo foram observadas altera¢Ges quando comparados ao controle (Figura 13).



Figura 13 - Morfologia de Artemia salina ap6s 24 horas de tratamento
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Efeito das lectinas frente a A. salina apds 24 horas. Na imagem, a apresentacdo das concentragGes
de 500, 62,5 ¢ 7,8 ug/mL. C-: Controle negativo (solucdo salina 3,5%). Ensaio realizado em triplicata.

Aumento: 10x. n=2.

Parte desses dados corrobora com os achados de Silva (2010), que ao testar a lectina
AML frente a A. salina por 72 horas, nas concentra¢es de 1, 5, 10, 50 e 100 pg/mL, também
ndo se mostrou toxica. Almeida (2023) por sua vez, testou AML frente aos nauplios nas
concentracOes de 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL, por 24 horas. Neste ensaio, a lectina também
ndo demonstrou toxicidade. Em contrapartida, a mesma autora também realizou o ensaio
com SfL nas mesmas concentracdes e tempo de exposicdo de AML, entretanto, SfL. mostrou-
se tdxica para os nauplios, obtendo uma CLso de 55,5 pg/mL. Nao ha na literatura registros

de testes com nauplios de artémia com a lectina MEL.
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6 CONCLUSAO

Os achados apontam que as lectinas de Solieria filiformis, Amansia multifida e
Meristiella echinocarpa possuem efeito citotoxico frente a linhagem A549, e toxicidade
reduzida para L929. Ademais, as lectinas influenciam na morfologia e na adeséo da linhagem
tumoral, e induzem a morte da linhagem A549. Além disso, ndo se mostraram toxicas para
Artemia salina. Apesar disso, estudos adicionais sdo necessarios para definir a
especificidade fina de SfL, AML e MEL em relacdo aos glicanos que sdo reconhecidos, e
elucidar de forma precisa a via de morte celular envolvida, sendo necessarias anélises com
variagdes de tempo de exposic¢ao nos ensaios de citometria de fluxo e avaliacdo de ativacao
das caspase, além de testes adicionais que avaliem o envolvimento de genes e proteinas

reguladores da apoptose.
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