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RESUMO
O glioblastoma multiforme (GBM) ¢ o tipo de glioma mais agressivo. As células de GBM
caracterizam-se por apresentarem habilidade de autorenovagdo e caracteristicas de células
indiferenciadas, conjuntamente com habilidades de ativagao de mecanismos de resisténcia a
temozolomida (TMZ — quimioterapico de escolha frente ao GBM) e a radioterapia. O padrao
de glicosilacdo atipico das células tumorais promove ativacdo de vias de sinalizagdo
envolvidas na migragdo, invasdo e proliferagdo celular. Essas caracteristicas do tumor,
associada a limitada eficiéncia dos quimioterapicos disponiveis e seus efeitos colateriais,
fazem que o prognostico clinico do GBM seja desfavoravel. As lectinas sdo proteinas que
reconhecem e ligam-se reversivelmente a glicanos especificos da superficie celular
apresentando intimeros efeitos biolodgicos. Nos ultimos anos houve um aumento nos estudos
de lectinas obtidas de plantas, com destaque nas propriedades antitumorais. O objetivo desse
trabalho foi demonstrar a capacidade antitumoral das lectinas isoladas de sementes de
leguminosas Dioclea reflexa (DrfL 1) e Canavalia brasiliensis (ConBr) sobre culturas
celulares de glioma. Nossos resultados demostraram que ambas lectinas induziram alteragdes
morfolégicas e efeitos citotoxicos sobre culturas de células de glioma das linhagens C6, U-87
MG e GBMI. A agdo das lectinas foi dependente da interagdao com glicanos, sendo o efeito
citotoxico aparentemente seletivo para as cé€lulas tumorais, ndo alterando a viabilidade e
morfologia de astrocitos mantidos em cultura primaria. DrfLL [ e ConBr causaram inibi¢ao da
migracdo, adesdo, proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais, sendo estes efeitos
acompanhados da ativagdo das MAPKs (p38 e INK (p46/54)), juntamente com inibicdo de
Akt, mMTORCI e a MAPK (ERK1/2). O processo de autofagia foi ativado nas células de
GBM, destacado pelo aumento do nimero de organelas vesiculares acidas e clivagem da LC3
(Cadeia leve 3 da Proteina 1 associada a Microtiubulos, um marcador de carga do
autofagossomo). O inibidor autofagico, 3-methyl-adenine (3-MA), inibiu parcialmente o
efeito citotoxico das lectinas. Notavelmente, os inibidores de caspase-8 (IETF-fmk) e JNK
(SP600125) conseguiram atenuar a morte celular nas células de GBM tratadas com as
lectinas. O tratamento combinado das lectinas com TMZ ndo promoveu incremento da acao
antitumoral quando comparado aos tratamentos individuais. Da mesma forma ndo acarretaram
efeitos aditivos ou sinérgicos sobre a sinalizacdo de MAPKs e Akt. Em sintese, os nossos
resultados indicam que as lectinas requerem um dominio de ligacdo a carboidratos para
exercer sua acdo antiglioma; a citotoxicidade destas proteinas parece estar associada a
ativacdo do processo de autofagia e ser dependente da ativacdo de caspase-8. Além disso,

pode envolver de forma complexa a modulagao das vias de MAPKs e Akt/mTORCI.



Palavras-chaves: cancer, glioma, sistema nervoso central, lectinas de leguminosas, sinalizacao

celular, mecanismo de morte celular.



ABSTRACT
Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive type of glioma. GBM cells are
characterized by their ability to self-renew and have features of undifferentiated cells, together
with the ability to activate mechanisms of resistance to temozolomide (TMZ — the standard
chemotherapy agent used as treatment of GBM) and radiotherapy. The atypical glycosylation
pattern of tumor cells promotes activation of signaling pathways involved in cell migration,
invasion and proliferation. These tumor characteristics, associated with the limited efficiency
of available chemotherapies and their side effects, make the clinical prognosis of GBM
unfavorable. Lectins are proteins that recognize and bind reversibly to specific glycans on the
cell surface, presenting numerous biological effects. In recent years there has been an increase
in the studies of lectins obtained from plants, with emphasis on antitumor properties. The
objective of this work was to demonstrate the antitumor capacity of lectins isolated from the
seeds of the legumes Dioclea reflexa (DrfL 1) and Canavalia brasiliensis (ConBr) on glioma
cell cultures. Our results demonstrated that both lectins induced morphological changes and
cytotoxic effects on glioma cell cultures of C6, U-87 MG and GBM1 cell lines. The action of
the lectins was dependent on the interaction with glycans, and the cytotoxic effect was
apparently selective for tumor cells, not altering the viability and morphology of astrocytes
maintained in primary culture. DrfL. I and ConBr caused inhibition of tumor cell migration,
adhesion, proliferation and survival, and these effects were accompanied by activation of
MAPKSs (p38 and JNK (p46/54)), along with inhibition of Akt, mTORCI1 and the MAPK
(ERK1/2). The autophagy process was activated in GBM cells, highlighted by increased
numbers of acidic vesicular organelles and cleavage of LC3 (Light chain 3 of Microtubule-
associated Protein 1, a marker of autophagosome). The autophagic inhibitor, 3-methyl-
adenine (3-MA), partially inhibited the cytotoxic effect of lectins. Notably, the caspase-8
(IETF-fmk) and JNK (SP600125) inhibitors were able to attenuate cell death in GBM cells
treated with the lectins. The combined treatment of lectins with TMZ did not promote
increased antitumor action when compared to individual treatments. Moreover, they did not
entail additive or synergistic effects on MAPKs and Akt signaling. In summary, our results
indicate that lectins require a carbohydrate-binding domain to exert their antiglioma action;
the cytotoxicity of these proteins seems to be associated with the activation of the autophagy
process and to be dependent on the activation of caspase-8. In addition, it may involve in a

complex way the modulation of MAPKs and Akt/mTORCI pathways.
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1 INTRODUCAO

Os tumores primarios do sistema nervoso central (SNC) representam de 1,4 a 1,8%
dos tumores malignos no mundo, sendo que 88% destes tumores ocorrem no encéfalo. A
Sociedade Americana do Cancer (American Cancer Society, 2021) estima que para o ano
2021 pode-se esperar, nos Estados Unidos, 24.530 tumores malignos diagnosticados e 18.600
obitos, tanto em adultos como em criangas. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA,
2021) indicou que no ano 2019 ocorreram 9.712 dbitos e estimou 11.090 novos casos em
2020.

O glioblastoma multiforme (GBM) ¢ o tipo de glioma mais agressivo ¢ de maior
ocorréncia dentre os tumores do SNC, representando 14,6% de todos os tumores ¢ 48,3% dos
tumores malignos (OSTROM et al., 2019). As células de GBM caracterizam-se por apresentar
mutagdes genéticas que afetam vias de sinalizagdo celular que concernem a proliferacao
celular, sobrevivéncia, invasdo e angiogénese (BATASH et al., 2017). A massa tumoral
destaca-se por apresentar resisténcia a quimioterapia e radioterapia, conjuntamente com a
presenca de células tronco de glioma (“glioma stem-like cells”-GSC-) que apresentam a
habilidade de autorenovacdo e caracteristicas indiferenciadas (CHALMERS et al., 2009;
CHEN, LONG et al., 2017; HEYNCKES et al., 2019). Essas caracteristicas fazem que o
prognostico clinico seja desfavoravel, nao ultrapassando os 15 meses de vida com terapia,
concomitantemente aos devastadores declineos neurocognitivos (ACHARYA et al., 2010,
2011).

Nos ultimos anos se observa um aumento nos estudos de lectinas obtidas de plantas,
considerando a evidéncia de que estas proteinas desencadeiam diversos efeitos bioldgicos,
com destaque nas propriedades antitumorais (AKLA; PRATT; ANNABI, 2012; BHUTIA et
al., 2019; DE OLIVEIRA FIGUEIROA et al., 2017; MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020;
NANNI et al., 2016; PRASANNA; VENKATESH, 2015; PRATT; ANNABI, 2014; XIAO,
XIUQING et al., 2015). O fato ¢ relacionado a capacidade das lectinas de reconhecerem e
ligarem-se de maneira reversivel aos glicanos especificos da superficie celular tumoral
(DAWSON; MOSKAL; DAWSON, 2004; HAKOMORI, 2002; LICHTENSTEIN;
RABINOVICH, 2013; MOSKAL; KROES; DAWSON, 2009; PINHO; REIS, 2015).

Alteragdes no padrao de glicosilagdo das células cancerigenas tém se tornado um
novo horizonte fArmaco-terapéutico. Dessa forma buscou-se investigar se as lectinas ConBr e
DrfL I, isoladas de sementes de leguminosas brasileiras, seriam capazes de interagir

especificamente com as células de GBM e ativar processos de morte celular reduzindo as
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concentragdes utilizadas pelos farmacos atuais ou se possuem capacidade adjuvante no
tratamento com Temozolomida (TMZ).

Para uma melhor compreensao, esta Tese foi organizada em trés capitulos:

Capitulo I: Mecanismo de agdo bioldgica da lectina ConBr em modelos celulares de
glioma.

Capitulo II: Mecanismo de agdo bioldgica da lectina Drfl. I em modelos celulares
de glioma.

Capitulo III: Acdo antitumoral do agente alquilante Temozolomida e seu efeito

combinado com as lectinas ConBr e DrfL 1.

2 ESTADO DA ARTE

2.1 Cancer

O Cancer ¢ uma das principais causas de Obitos e considerado uma das maiores
barreiras para aumentar a expectativa de vida em todos os paises do mundo. De acordo com as
estimativas da Agéncia Internacional de Pesquisa no Cancer (International Agency for
Research on Cancer - IARC) no ano de 2018 foi diagnosticado 17 milhdes de novos casos de
cancer € 9,5 milhdes de mortes no mundo. Nao obstante, diante da epidemia de COVID-19,
declarada pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) como uma emergéncia de saude
publica e preocupagdo internacional em 30 de janeiro de 2020 e a seguir, em 11 de marco de
2020 como pandemia mundial, a atualizacdo da estatistica de dbitos por cancer propriamente
ditas foram dificultadas.

A palavra cancer foi utilizada pela primeira vez por Hipocrates (460-377 a.C) o pai
da medicina, o termo deriva do grego “karkinos” que quer dizer caranguejo. Apesar de ser
considerada uma doenca nova, o fato de ter sido observado em mumias egipcias comprova
que ja comprometia a0 homem muito antes do nascimento de Cristo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

Segundo o INCA, abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas malignas que t€m
em comum o crescimento desordenado de células, sendo que estas podem invadir tecidos
adjacentes ou 6rgaos distantes. De forma geral, os canceres podem ser classificados segundo o
tipo de células e tecidos dos quais se originaram, assim, por exemplo, um tumor originado de
células epiteliais ¢ denominado carcinoma, os originados de tecido mesenquimal sdo
sarcomas, os originados a partir da medula dssea sdo leucemias, a partir das células do sistema
linfatico sdo linfomas, os originados nos melanécitos da pele sdo denominados melanomas.

Porém ainda temos todos os tumores originados do SNC (por sua heterogeneidade celular)
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que podem ser subdivididos em: gliomas, meningiomas, ependimonas, meduloblastomas,
gangliomas, Schwannomas, craniofaringiomas, entre outros, mas que seram abordados com
mais detalhes no item 2.3.1 c.

Apos muitos estudos e avangos na pesquisa do cancer, hoje se sabe que esta doenga
envolve uma série de mutagdes ou alteragdes genéticas produzindo mudangas dinamicas no
genoma das células que portam mutacdes nos oncogenes com ganho de fun¢des dominantes e
nos genes supressores de tumores com perda recessiva de fungado (HANAHAN; WEINBERG,
2000). Tais alteragdes podem ser resultado tanto de fatores intrinsecos, como mutagdes
genéticas herdadas ou erros aleatorios na replicacdo do DNA, ou extrinsecos, como danos e
instabilidade genética produto de radiagdo, estilo de vida, substancias quimicas ou infec¢ao
viral. Uma tnica mutagdo dificilmente leva a formacao de um tumor; sendo o acumulo de
modificacdes genéticas, que irdo progressivamente interferindo nos mecanismos responsaveis
pela proliferagao, diferenciacdo e morte celular e que acabaram levando a formagao do tumor
e sua malignidade (TANNOCK et al., 2013). Desse modo, o processo de carcinogénese, ou
formagdo do tumor (Fig. 1) se d4 em trés etapas:

Iniciacdo: se relaciona a incidéncia de fatores carcinogénicos que provocam
instabilidade gendmica alterando a maquinaria de reparo do DNA e ativando proto-oncogenes
(responsaveis pela proliferacdo e crescimento celular). Presume-se que numa célula normal
ocorra cerca de 20.000 eventos de alteragdo do DNA e perto de 10.000 erros de replicagdo por
divisdo, assim as mutacdes que ddo lugar ao processo de carcinogénese podem ser inclusive
herdadas.

Promociao: nesta etapa as células passam por um processo de transformacdo lenta e
gradual de célula normal para célula maligna ou tumoral. As células caracterizam-se por uma
taxa elevada de dano oxidativo, reordenamento cromossomico e alteracdes enzimaticas.

Progressao: nesta etapa hd um ganho de mutagdes nos proto-oncogenes que sdo
convertidos em oncogenes (sendo um alelo tipo dominante) e que se traduz num aumento da
sobrevivéncia e proliferagao celular, ndo respondendo aos genes supressores do tumor (genes
responsaveis de controlar a proliferacdo, reparo celular e processos de morte celular
programada). A fase de progressio do tumor pode ser dividida em duas etapas
fisiopatologicas. Neste sentido as neoplasias podem ser divididas em: 1) tumor primario ou
benigno, o qual se inicia com uma célula progenitora (célula tronco cancerosa) que forma
uma massa de células anormais que crescem e proliferam fora de controle, caracteriza-se por
apresentar as mesmas caracteristicas do tecido onde foi originado e ndo possuir propriedade

invasiva, pelo que pode ser romovido com ressec¢do cirurgica (se sua localizagdo nao for
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critica) tendo, em geral, um progndstico favoravel; 2) tumor maligno ou céancer
propriamente dito, no qual as suas células adquiriram capacidade de invadir tecidos
adjacentes tornando-se difuso e quase impossivel sua erradicagdo (COOPER, GM (BOSTON
UNIVERSITY), 2000; TANNOCK et al., 2013; WEL Q. et al., 2017).

Figura 1. Etapas do processo de carcinogénese. O diagrama mostra como a exposi¢io a diversos
agentes carcinogénicos as células normais ganham mutagdes transformando-se numa célula cancerigena, que a
partir de repetidos ciclos de mutag@o e proliferacdo originam clones de células cancerosas malignas. Em cada
etapa, as c€lulas do clone continuam sofrendo muta¢des que potencializam a proliferagdo celular ou diminuem
os mecanismos de morte celular programada. A etapa final mostra a invasdo de células cancerigenas em tecidos
adjacentes ¢ a etapa inicial da metastase. Esta figura foi produzida utilizando Servier Medical Art
(http://www.servier.com).
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Hanahan e Weinberg (2000) propuseram seis alteracdes fisiopatologicas
fundamentais que governariam a transformacdo de uma célula normal em cancerigena e que
podem ser consideradas como marcadores do cincer, sendo elas: autossuficiéncia em sinais de
proliferacdo, insensibilidade as sinais inibitdrios de crescimento, evasdo a morte celular,
potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invasdo tecidual e metastase.
Entretanto, na sua seguinte revisao enfatizam que as andlises que se limitam simplesmente aos
distarbios genéticos das células tumorais, sdo visdes reduzidas ou incompletas, mas que sao
importantes para a compressao da biologia do cancer. Ressaltam que o cancer deve ser
observado como um microambiente tumoral onde interagem células geneticamente alteradas,
vasos sanguineos, c¢lulas normais (como células do sistema imune, células endoteliais,
fibroblastos) e fatores de sinalizagdo celular do microambiente, produzidos localmente ou

provenientes da irrigagdo sanguinea (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Fouad ef al. em 2017 (FOUAD; AANEI, 2017) fizeram uma revisdo dos marcadores
de cancer propostos por Hanahan e Weinberg subdividindo os marcadores de cancer em sete.
O primeiro seria o crescimento permissivo e a vantagem proliferativa dada pela ativacao dos
oncogenes ¢ a falta de resposta a inibi¢ao do crescimento dada pela inativagdo dos genes
supressore de tumor. O segundo esta relacionado a adaptagdo e alteragdo da resposta ao
estresse como hipoxia, escassez de nutrientes e alteragdes no DNA que favorecem a
sobrevivéncia e propagacao tumoral. Umas das enzimas que vem ganhando interesse nesse
sentido sdao as GSTs (do inglés Glutatione S-transferases), que cumplem diversas fungdes na
desintoxicacdo e protecdo celular frente a espécies reativas de oxigénio (ROS) e agentes
quimioterapicos (DI PIETRO; MAGNO; RIOS-SANTOS, 2010).

O terceiro marcamor proposto por Fouad et al. estaria relacionado com o aumento da
vascularizacdo e processo de angiogénese relacionada ao crescimento de novos vasos
sanguineos que ajudam no suprimento de oxigénio e nutrientes (FOUAD; AANEI, 2017). A
hipdxia ativa o suprimento de sangue pelo aumento do nivel do fator induzivel de hipoxia
(HIF-1a) (CHEN, CHU; LOU, 2017; LE MERCIER et al., 2010; ZHU, LEI; QI; HOU, 2019)
que ativa a transcri¢do de genes que codificam fatores pré-angiogénicos como o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF)(CHEN, WEN-LIANG et al., 2015; GOFFART;
KROONEN; ROGISTER, 2013), envolvido na brota¢do, divisdo celular, migragdo e
montagem das células endoteliais (ECs) de vasos pré-existentes para irrigar o tumor
(BENDAS; BORSIG, 2012; ROY, DEBARUN et al., 2016).

A quarta caracteristica mais conhecida e relacionada com o processo de angiogénese
¢ a capacidade de espalhar-se e invadir tecidos circundantes, processo conhecido como
metastase. A metdstase € a etapa responsavel por 90% dos dbitos associadas a tumores sélidos
(JIANG, W.G. et al., 2015; TALMADGE; FIDLER, 2010). O desenvolvimento deste
processo envolve vdrias etapas: invasdo da matriz extracelular (MEC), membrana basal (MB)
e as células do estroma; atrevssar a vasculatura tumoral; sobreviver ao transporte na
circulacdo, extravasar no parénquima de 6rgdos distantes; aderir-se a uma MEC diferente,
sobreviver e manipular o novo microambiente para formar primeiramente, micrometastases
podendo se transformar em macrometastases (OH, YOU-TAKE; SUN, 2021; RESENDE et
al.,2016). Esta migragdo e invagao das células tumorais sao consequéncia da a¢ao de enzimas
proteoliticas ou proteases que degradam a MEC, sendo as mais estudadas as metaloproteases
de matriz extracelular (MMPs) (AROUI et al., 2016, PROULX-BONNEAU; PRATT;
ANNABI, 2011; RESENDE et al., 2016).
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As metaloproteases de matriz (MMPs, do inglés Matrix metalloproteinases)
representam uma familia de 23 enzimas, endoproteases, dependentes de zinco que atuam
sobre a MEC e proteinas de superficie celular promovendo a remodelagdo da matriz,
regulacdo da atividade enzimatica, liberagdo de fatores de crescimento mitogénicos e
moléculas bioativas. Por isso, as MMPs representam proteinas reguladoras chaves no controle
da proliferagdo, migragio e diferenciacdo celular (AGREN; AUF DEM KELLER, 2020; CUI;
HU; KHALIL, 2017; LEVIN et al., 2017). Diversos membros da familia das MMPs tém sido
demonstrados envolvidos na progressao e invasao tumoral. Como por exemplo, as MMP-1,
MMP-2, MMP-9 ¢ a MMP de membrana tipo 1 (MT1-MMP ou também conhecida como
MMP-14) as quais tém sido envolvidas nas propriedades de migragdo e invasdo das células
cancerigenas, bem como no maior grau de malignidade e piores resultados na clinica
(HAGEMANN, 2012; STOJIC et al., 2008; TUNG et al., 2016).

A quinta carateristica das células cancerigenas esté relacionada com a reprogramagao
metabolica a fim de superar estas restrigdes nutricionais, envolvendo adaptacdes metabolicas
que conferem vantagem de absorcdo de nutrientes a partir de glicose e aminoacidos, mediante
a utilizacdo de intermediarios da glicolise e do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA),
favorecendo a sobrevivéncia, proliferagcdo e agressividade das células tumorais (DARD et al.,
2018; MORI et al., 2016; OGUNRINU; SONTHEIMER, 2010; TANNOCK et al., 2013).

As sexta e sétima caracteristicas encontram-se relacionadas com as alteragdes do
microambiente e a modulacdo da resposta imune. Assim, o microambiente de tumores sélidos
¢ um meio complexo que inclui pH acido, flutuagdes dos niveis de nutrientes, de fatores de
crescimento e oxigénio, estimulando uma comunicacdo paracrina entre as células
cancerigenas e o estroma para criar um ambiente dindmico em todos os estagios (BIRBRAIR,
2017; DEBERARDINIS; CHANDEL, 2016). Conjuntamente com isso, ocorre uma
modulacdo na resposta imune, permitindo a fuga e adaptacdo de alguns clones (com
alteragdes genéticas e epigenéticas) que conseguem evitar a detec¢ao e eliminagdo imune. Por
outro lado, as células tumorais podem exercer um efeito citotdxico sobre as células do sistema
imune, por secretar fatores imunossupressores ou recrutar células imunossupressoras no
microambiente tumortal (MALLADI et al., 2016; WELTE et al., 2016).

Entre os principais tratamentos utilizados na atualidade frente as neoplasias estdo a
ressecdo cirurgica, radioterapia, quimioterapia, hormoénio terapia, terapia de fotorradiagdo e
imunoterapia (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012; LIU, JINSHA; PANDYA;
AFSHAR, 2021; MARSHALL, 2017). Contudo, apesar dos grandes avangos tanto na

compreensdo da doenca quanto na sua terapia, o cancer continua sendo uma das principais
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causas de obitos e considerado uma das maiores barreiras para aumentar a expectativa de vida
em todos os paises do mundo.

A partir dessas consideragdes iniciais, a seguir serdo apresentadas e descritas
brevemente algumas das vias de sinalizagcdo relacionadas ao processo de carcinogénese, bem

como sua importancia como alvo terapéutico.

2.2 Proteinas cinases na progressao tumoral
2.2.1 AKT ou Akt

A proteina Akt, também conhecida como proteina cinase B ou RAC-PK, foi
descoberta e classificada como um oncogene traduzido pelo retrovirus transformador murino
(AKT-8), isolado originalmente de linhagens de células tumorais estabelecidas a partir de
tumores espontaneos, oriundos de camundongos AKR, uma linhagem altamente suscetivel a
leucemia (HENNESSY et al., 2005; STAAL, 1987; YAP et al., 2008).

Akt ¢ uma serina/treonina proteina cinase localizada no apice de uma cascata de
sinalizagdo envolvida no crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia das células. Pertence a
uma familia de proteinas constituida por trés isoformas denominadas AKT1 (PKBa), AKT2
(PKBpB) e AKT 3 (PKBy), que apresentam 80% de homologia na sua estrutura primaria. Cada
1soforma ¢ cmposta por trés dominios: um dominio de homologia a pleckstin (PH) na regido
N-terminal, que contém aproximadamente 100 aminoacidos e que interage com fosfoinostol
lipideos fosfatados na posi¢cdo 3 do inostol (PIP3); um dominio central de cinase, que contem
o residuo treonina 308 (Thr308); um dominio regulador na regido C-terminal, com o motivo
hidrofobico que contém o segundo sitio de fosforilacdo no residuo de serina 473 (Ser473),
fundamental na atividade de Akt (HENNESSY et al., 2005; MANNING; TOKER, 2017;
MURTHY et al., 2000; YANG, Z.-Z et al., 2004; YAP et al., 2008).

A fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) ¢ uma enzima ativada via receptores tirosina
cinase (RTKs) em resposta a varios fatores de crescimento, gerando o segundo mensageiro
fosfatidilinositil 3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir do substrato fosfatidilinositol 3,4-bifosfato
(PIP2). Uma vez formado, PIP3 funciona como um ligante de alta afinidade as proteinas com
dominio PH, como PDKI1 (proteina cinase dependente de fosfoinisitol cinase 1) e Akt, para
recruta-las a superficie interna da membrana celular. Este processo permite a ativacao de
PDK1 e mTORC?2, que fosforilam e ativam Akt (ERSAHIN; TUNCBAG; CETIN-ATALAY,
2015; HENNESSY et al., 2005; MANNING; TOKER, 2017; YAP et al., 2008).

Portanto, a liga¢ao da proteina Akt ao PIP3 ¢ a etapa chave na taxa de ativacdo de

Akt, provocando uma mudanga conformacional na proteina que propicia a fosforilagdo de
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Thr308 no dominio catalitico da enzima, pela PDK1. Apds a fosforilagdo do seu sitio ativo,
para ser ativada Akt precisa da fosforilagdo na sua cauda hidrofobica C-terminal (Ser473)
mediada pela mTORC2. Uma vez ativada, Akt ¢ translocada ao citosol e nucleo fosforilando
varios substratos, entre cles factores de transcri¢ao da familia FOXO, bem como as enzimas
GSK3 (glicogénio sintase cinase 3) ¢ mTORCI, envolvidos na regulacdo do crescimento
celular, proliferacdo e sobrevivéncia (GUERRERO-ZOTANO; MAYER; ARTEAGA, 2016;
LIEN; DIBBLE; TOKER, 2017; MARSHALL, 2017, chap. 1).

Akt ¢ regulada negativamente por uma enzima fosfatase que reverte a reagao da
PI3K. Esta enzima, conhecida como PTEN (fosfatase homologa a tensina; que degrada PIP3,
sendo um gene supressor tumoral, do inglés phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10), ¢ um supressor tumoral mediante a desfosforilagdo de PIP3. Muitas células
cancerigenas caracterizam-se por apresentar perda da funcdo de PTEN e consequentemente
uma hiperativacao da via PI3K/Akt levando a uma sobrevivéncia e proliferacdo descontrolada
das células e tornando esta via um importante alvo terapéutico canceigeno (FAN et al., 2007;
GALLIA et al., 2009; HAYASHI et al., 2016; KOGEL; FULDA; MITTELBRONN, 2010;
LIEN; DIBBLE; TOKER, 2017; MARSHALL, 2017, chap. 1; MUNDI et al., 2016).

2.2.2 mTOR

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) € uma serina-treonina cinase
com peso molecular de 290 KDa e cuja via de sinaliza¢do ¢ conservada evolutivamente. Sua
principal fun¢do ¢ de interagir com o microambiente celular regulando o crescimento,
sobrevivéncia, senescéncia, metabolismo celular e sistema de traducdo de proteinas,
orquestrando a atividade celular dos sistemas em geral, incluindodo o sistema imune e o
sistema nervoso (KIM, L C; COOK; CHEN, 2017; LINKE et al., 2017; WULLSCHLEGER;
LOEWITH; HALL, 2006).

A via mTOR pode ser ativada na falta de nutrientes segundo a razao ATP:AMP
mediada pela proteina cinase ativada por AMP (AMPK), na resposta de fatores de
crescimento via ativacdo de PI3K/Akt (HUANG; MANNING, 2009; MANNING; TOKER,
2017).

A proteina mTOR representa o nulcleo catalitico de dois complexos proteicos
mTORC1 e mTORC2, que possuem diferentes componentes estruturais € que cumprem
funcdes diferentes. O complexo 1 de mTOR (mTORCI1) ¢ sensivel a rapamicina, sendo
formado pelas proteinas Raptor (uma proteina reguladora associada a mTOR), a proteina

adaptadora mLST8 (do inglés mammalian lethal with SECI13 protein 8), o substrato de Akt
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rico em prolina de 40 KDa (PRAS40) e a proteina de interagdo a mTOR contendo o dominio
DEP (Deptor) estes ultimos atuam como reguladores negativos do complexo (CHEN, J.,
2004; ZHOU, HONGYU; HUANG, 2010). Raptor ¢ fundamental para a atividade de
mTORCI1 ja que regula a sua formagao e localizagdo (HARA et al., 2002; KIM, DO-HYUNG
et al., 2002). Este complexo ¢ sensivel a falta de nutrientes sendo sua principal fun¢do regular
a sintese proteica e o crescimento celular mediado por 4E-BP1 e S6K (JHANWAR-UNIYAL
etal.,2019).

O complexo 2 de mTOR (mTORC?2) nao ¢ inibido por rapamicina, sendo constituido
pela proteina mTOR, DEPTOR, mLSTS8 ¢ a subunidade Rictor (insensivel a rapamicina),
mSIN1, PROTOR, PRRS5 e Hsp70 (DAN; ANTONIA; BALDWIN, 2016). Rictor ¢ necessaria
para a ativagdo catalitica do complexo que junto com mSINI, que possui um dominio PH,
auxiliam na estabilizacdo estrutural do complexo, localizagdo subcelular, propiciando sua
ativacdo influenciada por PIP3, produzido em resposta a ativacdo de PI3K, enquanto Deptor
possui efeito inibidor neste complexo (JHANWAR-UNIYAL et al., 2019; KIM, L C; COOK;
CHEN, 2017).

A regulagdos dos complexos mTORCI e mTORC2 pode se inter-relacionar em
diversos niveis. Um exemplo disso ¢ o fato de que Akt pode fosforilar PRAS40 minimizando
seu efeito inibitério sobre mTORCI, enquanto S6K1 fosforila Rictor ¢ SIN1 inibindo
mTORC?2 e consequentemente a fosforilacao ativadora de Akt (Serd473) (FU; CHENG; LIU,
2013; JHANWAR-UNIYAL et al., 2019; MANNING; TOKER, 2017). A desregulagdo desta
via foi observada em varias doengas entre elas diabetes, neurodegeneracdo e cancer. Sendo
importante ressaltar que estas alteracdes frequentemente sao observadas em astrocitomas € no
glioblastoma (FAN et al., 2007; GUERTIN; SABATINI, 2007; JHANWAR-UNIYAL et al.,
2019; KIM, L C; COOK; CHEN, 2017; MIYATA et al., 2017; XU, GUANG et al., 2004)

2.2.3 MAPKs

As proteinas cinases ativadas por mitogeno (MAPKSs) constituem uma familia de
proteinas ativadas por fatores de crescimento e estresse, desempenhando func¢des chaves na
transmissdo de sinais extracelulares em intracelulares permitindo a célula interagir com
diferentes estimulos.

Para a sua ativacido as MAPKs precisam da dupla fosforilagdo nos residuos
conservados treonina (Thr) e tirosina (Tyr), produto de uma cascata de sinalizacdo que
depende do alinhamento de pelo menos trés elementos, como: MAPK efetora propriamente

dita (ERK, p38MAP¥ INK); MAPKK (cinase ativadora de MAPK) responsavel por fosforilar e
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ativar uma das MAPKs (ex. MEK, MKK); MAPKKK (cinase ativadora da MAPKK) que
fosforila e ativa a MAPKK (Ex. Raf, MEKK, TAK, ASK) (KARRA; COBB, 2016;
MARSHALL, 2017). Assim, estimulos extracelulares ou mitdgenos ao interagirem com 0s
receptores tirosina cinases (RK) ativam GTPases, desencadeando ativagdo de proteinas
cinases que fosforilam e ativam MEK, que por sua vez ira fosforilar uma MAPK efetora,
provendo sua ativacdo (PEARSON et al., 2001). Deste modo, as proteinas MAPK podem
regular processos envolvidos na divisao celular, alteragdes nos padroes de expressdao génica,
migracao celular, metabolismo, ativacdo de mecanismos de morte celular programada,
proliferacdo e diferenciagcdo celular, entre outros processos implicados na homeostase do
organismo. Portanto, anomalias na sua sinalizac¢do interferem em todos estes processos sendo
essencial no desenvolvimento e progressdo tumoral e, por conseguinte, importantes alvos
terapéuticos (LI, ZHIYUAN; ZHANG, 2017, MARSHALL, 2017, WAGNER, ERWIN F.;
NEBREDA, 2009).

A desativacdo das MAPKSs ¢ mediada por varias classes de proteinas fosfatases, que
incluem p-Thr fosfatases (ex. PP2A), p-Tyr fosfatases e as MKPs (MAPKSs fosfatases). Estas
ultimas sdo proteinas fosfatases de especificidade dupla (DSPs) que desfosforilam tanto
residuos de p-Thr como p-Tyr das MAPKs. As MKPs podem ser agrupadas em véarios grupos
e incluem: MKP do tipo I, localizadas no nticleo, MKP do tipo II no citoplasma e MKP do
tipo III, localizados tanto no nucleo quanto no citoplasma, sendo que estas diferentes
localizagdes estariam envolvidas com diferentes funcdes que essas fosfatases poderiam
desenvolver (DICKINSON; KEYSE, 2006; KONDOH; NISHIDA, 2007).

Em geral cada membro da familia ¢ ativado por um estimulo diferente assim, por
exemplo, ERK1 e ERK?2 sdo preferencialmente ativadas em resposta a fatores de crescimento
e estimulos de sobrevivéncia, sendo superexpressadas nos tumores ou inibidas no tratamento
de alguns anticancerigeno (MAIK-RACHLINE; SEGER, 2016). Os outros dois membras

MAPK
as

importantes das MAPKSs sdo as proteinas da via Jun N-terminal Cinase (JNK) e p38
quais sao ativadas em condi¢des de estresse produto de um choque osmotico, radiagdo
ionizante ou pela estimulacdo de citocinas, estando suas fun¢des envolvidas na antoginizagao
da proliferacdo e diferenciacdo celular, assim podem encontrarem-se inibidas nas células
cancerigenas e ativadas frente ao tratamento (WAGNER, ERWIN F.; NEBREDA, 2009). A

seguir, detalharemos melhor o papel destas proteinas.
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2.2.3.1 Membros da familia p38M4**

A p38MAP% em mamiferos foi reportada pela primeira vez em quatro estudos
diferentes, que identificaram originalmente essa proteina como: uma proteina de 38 KDa
fosforilada em tirosina, produto da estimulagdo com lipopolisacaridos (LPS); como RK, uma
proteina cinase ativada em resposta ao arsénico, choque térmico ou estresse osmotico; como
p40, ativada em resposta a IL-10; como CSBP2, sendo alvo de um composto de piridinil
imidazol (SB203580) com propriedades anti-inflamatorias. Essa identificagdo original de fato
corresponde a uma das isoformas da enzima, p38a, sendo que posteriormente foram
identificadas outras isoformas com alta homologia que incluem p38B, p38y e p38d
(CANOVAS; NEBREDA, 2021; HAN; WU; SILKE, 2020).

Diversos estudos na literatura tém implicado a p38a na resposta celular frente a
condigdes de estresse, como por exemplo, periodos de estresse intra ou extracelular produto
de hiperosmolaridade, estresse oxidativo ou danos no DNA (CANOVAS; NEBREDA, 2021).
Baseados na habilidade da p38a de inibir in vitro a transformacao (induzidas por RAS) das
células epiteliais normais em células malignas, foi descrita como uma possivel proteina
supressora tumoral (MARTfNEZ—LIMON et al., 2020; SHEN, YING H. et al, 2006;
WAGNER, ERWIN F.; NEBREDA, 2009; ZHOU, YUAN-YUAN et al., 2015).

Do mesmo modo as outras proteinas da sua familia, a p38™*™* ¢ ativada mediante a
dupla fosforilagdo nos residuos Thr e Tyr na sequéncia de aminoéacidos Thr-Gly-Tyr
localizada na al¢a de ativacdo. Esta dupla fosforilagdo, mediada principalmente por MKK3 e

MAPK
8

MKKS6, altera a conformacao de p3 , permitindo o acesso e reconhecimento do substrado

pelo sitio ativo da enzima e dessa forma promovendo o aumento da atividade cinase

(CANOVAS; NEBREDA, 2021; MARTINEZ-LIMON et al., 2020). Cabe destacar que

diversos estudos de protedmica demostraram que p38™4F¢

traducionais (MPTs) (ZOU; BLANK, 2017).

¢ regulada por modificagdes pos-

Com respeito ao papel da p38a como supressor tumoral foi demonstrado que frente a
uma hiperativacdo de RAS, p38a exerce um ciclo de feedback negativo inibindo a sinaliza¢ao
de RAS e o cliclo celular, indicando que um bloqueio ou perda da funcionalidade de p38a
poderia favorecer processos de tumorogénese (MARSHALL, 2017; MARTINEZ-LIMON et
al., 2020; PAE et al., 2001; WAGNER, ERWIN F.; NEBREDA, 2009; ZARUBIN; HAN,
2005). Com respeito a este ultimo ponto, também foi indicado que a ativagdo de p38™A™X,
mediada por espécies reativas de oxigénio (ERO), pode desencadear degradacao da proteina

Bmil e ativagdo de FoxO3 em células iniciadoras de glioma (GICs), promovendo perda de

sua capacidade de autorenovagao e diferenciac¢ao, sendo considerado como um possivel alvo
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terapéutico no eixo ERO-p38M*™® em gliomas (SATO et al., 2014). Por outro lado, foi

reportado que a perda da funcionalidade da p38y induz morte celular e alteragdoes na mitose

(KUKKONEN-MACCHI et al., 2011).

gMAPK ¢ desfosforilada tanto por DUSP (familia de fosfatase de dupla

p3
especificidade) quanto por WIP1 (membro da familia das p-Ser/p-Thr proteinas fosfatase C
que possui fungio na progressdo tumoral). Assim, a desfosforilagio da p38™**™ por WIP1 é
considerado um mecanismo importante na progressao tumoral dependente de p38/16Ink4a
(MARSHALL, 2017, chap. 71). Portanto, p38V*"™ pode ser empregada pelas células
cancerigenas para detectar e adaptar-se as condi¢des do microambiente tumoral, sugerindo um
papel duplo em suprimir ou promover o crescimento tumoral, metastase e quimiorresisténcia
(ZOU; BLANK, 2017).

Hé evidéncias na literatura que demonstra um crosstalk positivo entre ERK e
p38M4PK ativando processos de migragdo e proliferacio de células de melanoma (ESTRADA;
DONG; OSSOWSKI, 2009). Por outro lado, em fibroblastos embrionarios de camundongos
(MEFs) foi demonstrado um crosstalk entre p38™4™® ¢ JNK 1/2, no qual o estimulo da
expressio de MAPK fosfatase 1 (DUSP1/MKP1) por p38™*PX podia manter as MEFs mais
resistente a morte celular frente a radiacdo UV por mecanismo dependente da inibicao da
fosforilagdo de JNK1/2 por MKP1 (STAPLES et al., 2010). Contudo também foi observado
um crosstalk entre p38MAPK e a via de sinalizagao PI3K/Akt envolvidos na diferenciacao e
ancoragem das células cancerigenas no processo de carcinogénese e resisténcia ao tratamento

(ZARUBIN; HAN, 2005).

2.2.3.2 JNK

c-Jun N-terminal cinase (JNK) ¢ uma proteina cinase ativada por estresse que possui
uma fun¢do chave na resposta de processos fisiolégicos como proliferacdo celular,
diferenciagdo, morte, sobrevivéncia ou processos inflamatorios. Assim, a desregulagdao de
JNK pode contribuir na progressdo de varias doencas como a diabetes tipo 2, obesidade,
asma, inflamagdo, doencas cardiacas, doencas neurodegenerativas, doengas autoimunes e
cancer (KUMAR, ANKIT et al., 2015; MARSHALL, 2017, chap. 66; WU, QINGHUA et al.,
2019).

JNKSs sdo codificadas por trés diferentes genes (jnk1, jnk2 e jnk3) a partir dos quais
sdo geradas, por splice alternativo, 10 isoformas. Em mamiferos a isoforma JNK3 ¢ restrita ao
tecido nervoso central, coragdo e testiculos, enquanto as isoformas JNKI1 e JNK2 sdo

expressas em todos os tecidos (KUMAR, ANKIT et al., 2015; MIELKE; HERDEGEN,
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2000). A ativagdo de JNK ¢ mediada pela dupla fosforilagdo das MAPKK MKK4 ¢ MKK7
(GANCZ; DONIN; FISHELSON, 2009)

A modulagdo da via JNK ¢ fundamental na regulagdo de varios processos
fisiologicos que no SNC incluem desenvolvimento, reparo e formacao da memoria, bem
como podem ser potentes efetores de morte celular e inflamagdo (HAEUSGEN et al., 2009).
Além de mediar os processos de proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular,
concomitantemente processos de apoptose e respostas imunologicas. JNK tem demostrado
desempenhar fungdes na progressao e supressao tumoral, mediante complexos mecanismos de
crosstalk com o microambiente tumoral (TAM; LAW, 2021). Muitos estudos tém implicado
JNK na ativagdo de mecanismos de morte celular pelo mecanismo de apoptose (STAPLES et
al., 2010). Nao obstante, varios trabalhos na literatura relatam sua fun¢do em modular
processos autofagicos por duas vias, uma implicada na fosforilagdo de Bcl-2/Bcl-xL
permitindo a dissociacdo do complexo Bcl-2/Beclin-1 e consequente liberagdo da Beclin-1
(um estimulador essencial na ativagao do processo autofagico) (JUNG et al., 2012; LI, D-D et
al., 2009; WU, QINGHUA et al., 2019), a segunda via de ativa¢do pode ocorrer mediante a
estimulacdo do gene DRAM (modulador de autofagia regulado por danos) que estimula o
acimulo de autofagossomos regulando a fusdo autofagossomo-lissosomo e gerando o
autofagolisossomo que conclui o processo de autofagia (LORIN et al., 2010; WANG,
YONGJUN et al., 2010; ZHANG, XIAO-YUE et al., 2013).

2.2.3.3 ERK

As proteinas da familia ERK sd3o as proteinas efetoras da via de sinalizagdo
RAS/Raf, que abrange uma cascata altamente conservada de interagdo proteina-proteina e
fosforilacdo, envolvidas em processos como proliferacdo celular, diferenciagdo, migragao,
como também nos processos de senescéncia e apoptose. Desempenhando fungdes chaves em
diversos sistemas bioldgicos (CHEN, ZHU et al., 2001; DARD et al., 2018; SUN, YU ef al.,
2015).

Desse modo, quando uma molécula de GTP liga-se a RAS ativa Raf que por sua vez
fosforila e ativa MAPK cinase (MAPKK) MEKs (MEK1 e/ou MEK2) finalizando na
fosforilagdo e ativagdo de ERKs (ERK1 e/ou ERK2) (DARD et al., 2018). Uma vez ativada
ERKSs desempenham fun¢des no nucleo celular, ativando fatores de transcricdo como FOS,
ELK1, MEF, Pax6, como também podem modular proteinas de membrana e proteinas
citosolicas como PDE (Fosfodiesterase), Syk, paxilin, além de outras proteinas cinases,

conhecidas como proteinas cinases ativadas por MAPK, como RSK e MNK, controlando



46 INTRODUGAO

fungdes vitais na regulacdo do ciclo celular (transi¢ao da fase G1 a S e da fase G2 a fase M)
(DARD et al., 2018; MARSHALL, 2017; TANG et al., 2011).

Ademais, foi observado que as proteinas da familia ERK estdo envolvidas na
regulagao de processos autofagicos, como metabolismo de lipidios (importantes na fase de
elongacdo do processo), contribuindo na sobrevivéncia das células cancerigenas (BRAVO-
SAN PEDRO et al., 2012; HOUEL-RENAULT et al., 2013; LI, ZHIYUAN; ZHANG, 2017,
XIAO, YUZHONG et al., 2016).

2.3 Mecanismos de morte celular

No passado pensava-se a morte celular como produto de processos passivos de
carater degenerativo produto de infeccdo, auséncia de fatores de crescimento ou lesdo celular
(GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007). Atualmente os mecanismos de morte celular
sdo vistos como processos de vital importancia na homeostase de tecidos e/ou organismo, ja
que mediante estes processos sao eliminadas células supérfluas ou defeituosas, tanto durante o
desenvolvimento quanto na vida adulta (CHEN, YANZHAO et al., 2017; LIN;
BAEHRECKE, 2015). Assim, as células podem desencadear respostas de morte celular
programada ou controlada, iniciadas e executadas por diferentes vias bioquimicas frente a
estimulos intracelulares ou extracelulares (CHEN, QI; KANG; FU, 2018).

A importancia de estudar os diversos tipos de morte celular reside no fato que as
estratégias terapéuticas contra o cancer baseiam sua eficacia na ativagcdo dos mecanismos de
morte celular programada ou regulada (GUDIPATY et al, 2018), dos quais os mais
importantes ou desejados, seriam a ativacdo de morte celular por processos apoptoticos ou
autofagicos (CASTEDO et al., 2004; LIN; BAEHRECKE, 2015; OKADA; MAK, 2004;
SCHWEICHEL; MERKER, 1973). Sendo bem conhecido que a perda de respostas
apoptdticas da célula pode ser responsdvel pelo desenvolvimento do tumor (CHEN,
DONGSHI; YU; ZHANG, 2016; GALLUZZI, LORENZO et al., 2015, 2017; HANAHAN;
WEINBERG, 2011; LIN; BAEHRECKE, 2015; RICCI; ZONG, 2006). Perante o exposto, o
estudo detalhado do mecanismo de ativacdo destes processos torna-se de destaque nas
pesquisas de terapias cancerigenas.

Tanto o inicio como a execu¢do da morte celular sdo processos complexos, que
envolvem critérios morfoldgicos e podem ser classificadas, de uma forma geral, como morte

celular apoptdtica, autofagica ou por necroptose.
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2.3.1 Morte celular apoptotica

No processo apoptotico, geralmente considerado como a morte celular programada
mediada por caspases, as cé€lulas apresentam caracteristicas morfologicas diferentes como
arredondamento, retragdo dos pseuddpodos, reducao do volume nuclear e celular (picnose),
condensacdo e fragmentacdo da cromatina (kariorrexis), protuberdncias na membrana
plasmatica (blebbing), formagao de corpos apoptoticos, e alteragdes bioquimicas como, por
exemplo, a exposi¢ao da fosfatidilserina (PS) na superficie da membrana plasmatica o que
leva a invaginagdo das células pelos fagdcitos em condicoes in vivo (GALLUZZI, L et al.,
2008; GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007; LOCKSHIN; ZAKERI, 2001).

Geralmente sdo descritos dois mecanismos de indu¢do de apoptose (Fig. 2). Um
desencadeado mediante ativagdo de receptores de morte celular, denominada via extrinseca de
apoptose; e o outro dependente da mitocondria e do estresse do reticulo endoplasmatico (RE),
denominada via intrinseca de apoptose (CHEN, QI; KANG; FU, 2018). Além disso,
recentemente o processo denominado Anoikis vem ganhando muito interesse na comunidade
cientifica por ser a morte celular programada induzida pelo descolamento das células

aderentes a MEC (PAOLI; GIANNONI; CHIARUGI, 2013).
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Figura 2. Mecanismos bioquimico do processo de apoptose. A via extrinseca do processo de
apoptose se da durante a ligagdo de FASL, TNF-a ou TRAIL aos seus correspondentes receptores de morte
celular que podem clivar procaspase-8 a caspase-8, que ainda pode se autohidrolisar. Nos receptores Tipo I, a
ativagdo de caspase-8 pode ativar caspase-3 e levar a apoptose. Entretanto, nos receptores Tipo II, a ativagdo de
caspase-8 cliva Bid em tBid, que interage com o complexo Bax/Bak na mitocondria, induzindo a liberagdo de
citocromo ¢, consequentemente ativando a apoptose. Porém, a via intrinseca da apoptose é resultado de privagdo
de fatores de crescimento, danos no DNA, estresse oxidativo entre outros, que podem induzir alteragdes na
homeostase da mitocondria, tipicamente controlada pelos membras da familia Bcl-2. Estes eventos levam a
perda da integridade mitocondrial, com aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e consequente
liberacdo de citocromo c. Adicionalmente, o citocromo ¢ no citosol pode interagir com Apaf-1 e caspase-9, para
ativar caspase-3 e induzir apoptose. Assim como estresse do RER produto do incremento de proteinas
danificadas e a concentragio de Ca'? intracelular induz a ativagdo de apoptose mediada pela caspase-12; sendo a
caspase-12 translocada do RER para o citosol onde cliva caspase-9 e caspase-3. Esta figura foi produzida
utilizando Servier Medical Art (http://www.servier.com).
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2.3.1 a) Via intrinseca
A via intrinseca ¢ regulada por proteinas encarregadas de manter a integridade
mitocondrial. Estas proteinas pertencem a familia de proteinas Bcl-2 (do inglés B cell

lymphoma 2) e sao compostas por 25 membros que constituem o ponto chave na ativagao da
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via intrinseca da apoptose celular (CORY; ADAMS, 2002; MARZO; NAVAL, 2008; TAN,
TING-TING; WHITE, 2008).

Pesquisas ao longo dos anos demonstraram que a familia de proteinas Bcl-2 pode ser
dividida em subfamilias, baseado na presen¢a de determinados dominios de homologia Bcl-2
(BH) e seu envolvimento na regulagdo de apoptose.

Os dominios BH facilitam as interagdes dos membros das familias e podem indicar
fungdes pro ou anti-apoptoéticas. Tradicionalmente, essas proteinas sdo categorizadas em uma
das trés subfamilias: proteinas anti-apoptoticas, apenas BH3 (pro-apoptoticas) e formadoras
de poro ou “executoras” (pro-apoptoticas). Essa categorizagdo tem sido principalmente
baseada na presenca dos dominios BH, domimio transmembrana, func¢do anti ou pro-
apoptotica, bem como capacidade de formagao de poros. Assim a subfamilia anti-apoptotica
inclui as proteinas Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, MCL-1, BCL2A1 e BCL-B (também chamadas de
proteinas pro-sobrevivéncia) que contém quatro dominios BH (BH1-4). A subfamilia Bax
(pro-apoptdtica) ou executora inclui as proteinas Bax, Bak e Bok que contém multiplos
dominios BH (BH1-3). Por fim, a subfamilia BH3 ou BH3-only (pr6-apoptotica) formada
pelas proteinas Bim, Puma, Bid, Bad, NOXA, Bik, HRK ¢ BMF que s6 apresenta o dominio
BH3, dominio de morte celular (CORY; ADAMS, 2002; MARZO; NAVAL, 2008; SINGH,
RUMANI; LETAIL SAROSIEK, 2019; WARREN; WONG-BROWN; BOWDEN, 2019)

Foi observado que mediante os dominios BH1, BH2 e BH3, as proteinas da
subfamilia anti-apoptdtica formam uma regido hidrofobica de interacdo com os dominios BH3
das proteinas pro-apoptdticas, inibindo sua acdo e dessa forma a liberagdo do citocromo ¢
(BHAT et al., 2018; CORY; ADAMS, 2002; RIKKA et al., 2011; WESTPHAL et al., 2011).

Nas células sadias, Bax e Bak aparecem como mondmeros, estando Bax ancorada na
face citoplasmatica de varias organelas e Bak no interior da mitocondria. Frente a sinais de
morte celular, Bax insere-se na membrana externa da mitocondria em forma de oligdmeros e
Bak sofre uma mudanga conformacional (oligomerizacao) que leva a permeabilizagdo da
membrana externa mitocondrial e liberagdao do citocromo c. Por outro lado, as proteinas Bad,
Bik, Bid, Bim, Puma e NOXA, sensores de estresse € de dano celular (GOMEZ-
FERNANDEZ, 2014), podem ser ativadas como consequéncia da auséncia ou deficiéncia de
fatores de sobrevivéncia, danos ao DNA, altas concentracdes de Ca" intracelular entre outros
eventos. Estas proteinas pro-apoptoticas BH3-only ligam-se e inativam as proteinas pro-
sobrevivéncia, tais como Bcl-2 e Bel-XL, ou podem ligar-se diretamente a Bax e Bak,
aumentando a permeabilidade da membrana externa da mitocondria com subsequente

liberagcdo do citocromo ¢ (proteina pequena que funciona como transportador eletronico
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mitocondrial entre os complexos respiratorios III e IV) e SMAC/DIABLO (proteina
mitocondrial localizada no especo intermembrana mitocondria). Uma vez liberadas ao citosol,
enquanto o citocromo c¢ se liga a um fator ativador de protease apoptotica (Apaf-1) e a
caspase-9, SMAC/DIABLO liga-se ao inibidor de proteinas de apoptose (IAP), removendo
sua atividade de inibidor, e permitindo a formagdo do apoptossomo que ativa a caspase-3
(BHAT et al., 2018; CORY; ADAMS, 2002; RIKKA et al., 2011; WESTPHAL et al., 2011).

Além disso, a proteina BNIP3 (siglas do inglés Bcl-2/adenovirus EIB 19-KDa-
interacting protein) uma proteina pro-apoptotica atipica com dominio BH3-only, em
condig¢des de estresse celular pode translocar-se do nucleo ao citosol onde pode induzir danos
na membrana mitocondrial e perturbar a sua fun¢do (PRATT; ANNABI, 2014). A
dimerizacao da BNIP3 na membrana mitocondrial externa em resposta ao estresse celular tem
sido associada a morte celular, assim como os heterodimeros BNIP3/Bax podem promover a
modificacdo conformacional de Bak resultando na ativagdo da via intrinseca de apoptose
(HENDGEN-COTTA et al., 2017; RIKKA et al., 2011).

Adicionalmente, o estresse do RE que pode ocorrer em consequéncia de desbalango
na homeostase de Ca’" intracelular, acimulo de proteinas desdobradas ou desancoradas do
RE, bem como pela deplecdo de nutrientes ou condi¢des de hipdxia, pode induzir a ativagdo
de apoptose mediada pela caspase-12; sendo a caspase-12 translocada do RE para o citosol
onde cliva caspase-9 e ativa caspase-3 (CHEN, QI; KANG; FU, 2018; MOREIRA, ANDREA
JANZ et al., 2015).

A ativagdo da via apoptotica tem sido explorada nos tratamentos do céncer por
quimioterapia e radioterapia atraveés da produ¢do de danos no DNA ou nos microtibulos, bem
como mediante a modulacdo da proteina supressora de tumores pS3 (MARZO; NAVAL,
2008; MOLLINEDO; GAJATE, 2003; TAN, TING-TING; WHITE, 2008) e de proteinas
anti-apoptoticas da familia Bcl-2 e proteinas pro-apoptotica como Bax e Bak (GOMEZ-
FERNANDEZ, 2014; JIANG, W.G. et al., 2015; VAUX; CORY; ADAMS, 1988).

Por outro lado, as células tumorais podem evadir de apoptose mediante mutacdes
inativadoras de p53 ou pela amplificagdo do regulador negativo de p53, o HDM2 (do inglés
murine doble minute2), que atua como uma ubiquitina ligase E3 reconhecendo o dominio de
trans-ativacdo N-terminal (TAD) da p53 ou como um inibidor da ativacao de p53, conferido
resisténcia as células tumorais frente as terapias convencionais (FREDERIK H. IGNEY &
PETER H. KRAMMER, 2002). Adicionalmente, em diversos tipos de tumores, a

sobreexpressdo de Bcl-2 ou a reducdo da expressdo de Bax, assim como uma diminui¢do na
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expressaode SMAC/DIABLO, associam-se em geral a um pior prognostico (BAEKELANDT
et al.,2000; FIDLER et al., 2002; MIZUTANI et al., 2005).

2.3.1 b) Via extrinseca

A via extrinseca ¢ independente de p53, sendo ativada por sinalizacdo extracelular
mediante ligacdo de agonistas dos receptores pro-apoptoticos (PARAs), como Apo2L/TRAIL
ou FasL, que fazem um clusters com os receptores de morte celular DR4 e DRS5 ou Fas (ITOH
et al., 1991; TRAUTH et al., 1989). Apds esta ligagdo, os dominios intracelulares dos
receptores interagem com o dominio de morte associado a Fas, resultando na associacdo de
uma complexa cascata de sinalizagdo de morte e recrutamento das caspase-8/caspase-10
iniciadoras (CHEN, QI; KANG; FU, 2018; JIANG, W.G. et al., 2015). Algumas vezes,
Apo2/TRAIL podem ativar a via intrinseca mediante clivagem e ativacdo de Bid, uma
proteina da familia Bcl-2. Apo2/TRAIL podem induzir morte apoptdtica seletivamente em
alguns tipos de células cancerigenas, podendo estar relacionado a maior sensibilidade das
células tumorais ao PARAs (GAZITT, 1999), esse aspecto pode estar relacionado ao fato de
que oncogenes como Myc ou Ras aumentam a sensibilidade da via extrinseca, em parte
facilitando o crosstalk com a via intrinseca (ASHKENAZI, 2008).

Porém, as respostas das células tumorais ao PARAs podem ser afetadas por mutagoes
em Bax ou capase-8, assim como alteragdes na expressdo de proteinas anti-apoptoticas (ex.
Bcel-2 ou cFLIP), proteinas pro-apoptoticas, ou ainda pela menor expressdo da proteina
inibidora de Raf-1 cinase e de Myc que diminue a resposta dos receptores de morte celular

(ASHKENAZI, 2008).

2.3.1 ¢) Anoikis

O termo anoikis foi empregado para definir ao processo de morte celular programada
produto da perda de contato celular ou pelo contato inadequado das células aos elementos da
MEC. Este processo pode ser mediado por diferentes vias de sinalizagdo, convergindo na
ativacdo de caspase e de endonucleases, promovendo fragmentagdo do DNA e morte celular;
envolvendo as vias extrinsecas e intrinsecas do processo de apoptose (PAOLI; GIANNONI;

CHIARUG]I, 2013), resumidas na figura 3.
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Figura 3. Ativacao do processo de Anoikis pelas vias apoptdéticas extrinseca e intrinseca.
A perda de contato com a Matriz Extracelular (MEC), ou degradacao dela, ativa o processo de morte celular por
anoikis. Isto ocorre mediante a estimulagdo dos receptores de morte (via extrinseca) ou prejuizos no potencial de
membrana mitocondrial (via intrinseca). Na via extrinseca haveria uma ativagdo da caspase-8 pela estimulagdo
dos receptores de morte (por exemplo, Fas ou TNFR1) com consequente ativagdo das caspases efetuadoras do
processo. Na via intrinseca a ativagdo do complexo Bak/Bax ¢ mediada pelas proteinas BH3-only. Como Bik,
Bad, Bik, Puma, Hrk, Bmf e Noxa, como também mediante a ativagdo de Bid ¢ Bim, que podem promover a
oligomerizacdo do complexo Bak/Bax. Por fim, ambos os mecanismos levariam ao bloqueio de Bcl-2 e Bel-XL
induzindo a liberagdo do citocromo ¢ com a conseguinte formag¢do do apoptossomo e ativacdo das caspases
efetoras. Esta figura foi produzida utilizando Servier Medical Art (http://www.servier.com).
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Caspase-6
Caspase-7
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As proteinas transmembrana integrinas, constituiem nos vertebrados uma familia de
glicoproteinas composta por 18 subunidade o e 8 subunidades f que se associam em 24
diferentes heterodimeros (ex. a5B1, avPp3, alfl e a6B1) que participam na ancoragem das
células a MEC e na unido célula-célula (BARCZYK; CARRACEDO; GULLBERG, 2010).
As integrinas proporcionam protecdo frente a apoptose e anoikis, ativando cascatas de
sinalizacdo envolvidas na sobrevivéncia celular incluindo FAK, Src, ILK (cinase ligada a
integrinas do inglés, integrin-linked kinase), PI3K/Akt e MAPKs. Porém, na perda de adesao
celular foi observado que seu efeito protetor ¢ perdido (PAOLI; GIANNONI; CHIARUG]I,

2013).
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As proteinas da subfamilia pro-apoptdtica (BH3), especificamente Bim e Bid, sdo
essenciais na ativagdo da cascata programada de anoikis pela sua sensibilidade ao estresse
provocado durante a perda de adesao a MEC, que promove rapidamente a associagdo e
oligomerizacdo do complexo Bax-Bak, com consequentemente alteragao do potencial de
membrana mitocondrial (SOSA et al., 2013). A perda de adesao celular provoca um aciimulo
de Bim no citosol, mediante a inibi¢cao da degradacdo proteasomal, processo que normalmente
esta ativado via fosforilagdo de Bim por ERK e PI3K/Akt. Além disso, a perda de adesdo
também pormove a liberagao de Bim do citoesqueleto, a partir de complexos com dineina,
proporcionando sua translocagdo para a mitocondria (PAOLI; GIANNONI; CHIARUGI,
2013). Outras proteinas da subfamilia BH3, como por exemplo Noxa ¢ Puma, reguladas pela
ativacdo de p53, também podem participar na execucao de anoikis (NAKANO; VOUSDEN,
2001; PAOLI; GIANNONI; CHIARUGI, 2013). O fator modificador de Bcl-2 (BMF)
interage intracelularmente com a cadeia leve de dineina 2 (DLC2), que faz parte do complexo
motor miosina V, ¢ capaz de detectar danos no citoesqueleto e se translocar a mitocondria
para induzir a liberagdo do citocromo c, ativando a cascata de sinalizacdo de morte celular
(AKHTER et al., 2018; TAN, B S et al., 2015; WHELAN et al., 2010). Em modelo 3D de
tumoresferas de células de carcinomatose peritoneal e sarcomatose, foi observado que o
complexo BNIP3/BNIP3L podia ativar o processo autofagico via Beclin-1, resultando na
resisténcia de anoikis, no entanto os parametros de sobrevivéncia e morfologia das
tumoresferas foram afetadas (CHEN, JAMES L et al., 2017).

A perda de adesdo celular envolve a ativagdo da via de sinalizagdo dependentes de
Fas e FasL, assim como inibi¢cdo de FLIP [“FADD-like IL-1B-converting enzyme” (FLICE)
inhibitory protein], ativando a via extrinseca para induzir anoikis (PAOLI; GIANNONI;
CHIARUGI, 2013). Adicionalmente, existem estudos reportando que a perda de adesdo
celular 8 MEC poderia induzir a liberacdo da proteina Bitl da mitocondria para o citosol
mediando a ativacao de apoptose independente de caspase (JAN et al., 2004; JANES; WATT,
2004). No entanto, foi observado que a perda de caspase-8 e/ou a sua fosforilagdo no seu
residuo Tyr380 poderiam contribuir na transformagdo neoplasica das células cancerigenas
conferindo resisténcia a ativagdo de anoikis, favorecendo processos de migragdo, invasao e

metastase (FIANCO; CENCI; BARILA, 2016; OH, YOU-TAKE; SUN, 2021).

2.3.2 Morte celular autofagica
A palavra autofagia vem do grego e significa auto degradagdo, ¢ um processo

adaptativo conservado evolutivamente, que ocorre em resposta a estresse metabodlico como
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deficiéncia de nutrientes, organelas danificadas, hipoxia, ERO, estresse do reticulo
endoplasmatico (RE) ou como resposta frente a farmacos (DANIAL; KORSMEYER, 2004;
DEGTYAREV; REICHELT; LIN, 2014, LEVINE; KLIONSKY, 2017; LUM;
DEBERARDINIS; THOMPSON, 2005; OHSUMI, 2014).

Pode ser descrito como um processo de autodegradacdo e reciclagem dos
componentes celulares mediante a formagdo de complexos lisossomais, cumprindo
importantes fungdes na manutencao, diferenciacao e defesa celular, remodelacao de tecidos,
controle do crescimento e adaptacdo metabdlica (OHSUMI, 2014). Porém, nas células
cancerigenas, a autofagia pode atuar mediando mecanismos fisiologicos de sobrevivéncia
temporal, e/ou levar a morte quando o estresse se apresenta continuo ou como produto de uma
autofagia excessiva (BHUTIA et al., 2019; JIANG, Q.-L. et al, 2015; LIU, B.; WEN;
CHENG, 2013; LIU, HE; SONG, 2016; SCHNEIDER; CUERVO, 2014).

Podemos subdividir o processo em trés tipos de autofagia, dependendo do
mecanismo de entrega da carga citoplasmatica: macroautofagia, que envolve a formacao do
autofagossomo que se funde aos lisossomos; microautofagia, que se refere ao processo onde
as proteinas citosolicas sdo diretamente englobadas pelos lisossomos; autofagia mediada por
chaperonas, que utiliza as chaperonas citoplasmaticas para entregar as proteinas as superficies
dos lisossomos (COOPER, KATRINA F., 2018; DEGTYAREV; REICHELT; LIN, 2014).

O processo de autofagia, pode ser dividido em 5 etapas: iniciagdo da formagdo do
autofagdéforo ou autofagossomo, elongacao, maturagdo e fusdao. De forma simplificada, o que
ocorre basicamente ¢ a formacdo inicial do autofagossomo, também chamado de estrutura
pré-autofagossomal, esta estrutura se elonga, engloba as organelas, proteinas ou outros
materiais que serdo degradados e se funde para a formacdo do autofagossomo. Este
autofagossomo, por sua vez, primeiramente se funde com o endossomo e posteriormente se
funde com o lisossomo para iniciar a degradagdo propriamente (DIKIC; ELAZAR, 2018;
RAVIKUMAR et al., 2010; WEN et al., 2013).

Conforme pode ser visto na figura 4, bioquimicamente a iniciagdo da autofagia se da
pela formacdo do complexo ULK, composto por ULK1/2, ATG13 e ATG101, o qual em
condicdes fisioldgicas encontra-se inibido pelo complexo mTORCI (OHSUMI, 2014;
TSAPRAS; NEZIS, 2017). Em contraste, em condi¢des de estresse como, por exemplo,
deficiéncia de nutrientes, as proteinas AMPK (sensoras do nivel de energia) fosforilam o
complexo mTORC1 promovendo sua dissociagdo do complexo ULK; estas modificagdes pds-
traducionais deixam o complexo ULK completamente livre (ativo) para ligar-se ao complexo

fosfatidilinositol (PI)-3-cinase de clases III (PI3K-III), que auxilia no alongamento e
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maturacdo do fagoforo, produzindo fosfatidilinsitol-3-fosfato (PIP3) (TSAPRAS; NEZIS,
2017).

Subsequentemente, proteinas e lipideos sdo recrutados pela membrana do
autofagossoma para a etapa de nucleagdo vesicular, incluindo a ativagdo do complexo
PI3K/Beclin-1 (DIKIC; ELAZAR, 2018; HE; LEVINE, 2010; OHSUMI, 2014). A formacao
do autofagossomo e o alongamento da vesicula sdo realizados mediante uma conjugagao
dependente de ATP e ativacdo de ATG7 e ATG10 que estimulam a formagdo do dimero
ATGS5-ATGI12 que entdao liga ATGI6LI1, para criar o complexo ATG16L1 (TSAPRAS;
NEZIS, 2017; YU, LI, 2004). Seguido das etapas de elongagdo e conclusdo das vesiculas, que
envolve formacdo de dois sistemas conjugados semelhantes a ubiquitinacdo, a primeira via
inclui a conjugacdo covalente de ATG5-ATG12; enquanto a segunda via inclui a ativagdo de
LC3/ATG4 (DIKIC; ELAZAR, 2018; JIANG, LI-CHENG et al., 2015; OHSUMI, 2014).
ATG7 também ¢é responsavel de supervisionar junto com ATG4B e ATG3 a clivagem e
lipidacdo da LC3 para LC3I e LC3II, esta tltima se ligard a membrana interna e externa do
fagoforo em formagdo (TSAPRAS; NEZIS, 2017). LC3II atua como um marcador da carga de
autofagossomos encaminhados para serem degradados. Apds o fechamento do autofagossomo
carregado, ha remocdao da LC3II da membrana externa, para o autofagossomo completo
fusionar-se ao lisossomo, mediante um processo que envolve sintaxina e as proteinas
lisossomicas LAMP1 e LAMP 2, criando o autofagolisossomo que promovera a degradagao
do contetido para distribuigdo intracelular dos produtos e dessa forma eventualmente atender
as demandas metabolicas celulares (NAGELKERKE et al, 2015; OHSUMI, 2014;
TSAPRAS; NEZIS, 2017).
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Figura 4. Mecanismo bioquimico do processo de autofagia. As proteinas foram agrupadas
segundo sua posi¢do na cascada de sinalizagdo. Cada complexo contém as proteinas chaves. A. Iniciacdo: o
complexo mTORCI pode ser fosforilado pelas AMPK frente & deficiéncia de nutrientes e/ou pela via PI3K/Akt
mediado pela estimulagdo de receptores tirosinacinase (RTK), ativando o complexo ULK. Uma vez que as
proteinas do complexo ULK séo fosforiladas, AMBRA-1 libera a Beclin-1 das Bcl-2 facilitando a interagdo de
Beclin-1 com p152 ¢ VPS34 no Complexo PI3K-III. Sendo o complexo PI3K-III estabilizado pelas proteinas
UVRAG ¢ ATG14L AMBRA-1. B. Nucleagdo: Os complexos ULK e PI3K-III translocam-se para o local de
formacdo do autofagossomo com ajuda das proteinas ATG9 ¢ VMP1. C. Elongacdo: Pouco tempo depois do
comego da nucleagdo do autofagossomo, as proteinas ATG7 ¢ ATG10 sdo ativadas e instigam a formacdo do
dimero ATG5-ATG12 que depois liga o ATG16L1 para criar o complexo de alongamento ATG16L1. A proteina
ATG7 também supervisiona juntamente com ATG4B e ATG3 a clivagem e lipidacdo de LC3 para LC3-I e
depois LC3-II, que estd ligada & membrana interna e externa do autofagossomo. A proteina LC3-II atua como
um marcador de degradagdo da carga autofagica. D. Maturacdo: encerramento do autofagossomo carregado e
remocao da fracdo exterior da LC3-II. E. Fusdo e Degradacdo: agora o autofagossomo pode entdo fundir-se com
um lisossomo, através de um processo de ancoragem que envolve as proteinas lisossomicas sintranxina ¢ LAMP-
1 E LAMP-2, entre outras, para criar o autofagolisossomo, no qual o seu contetdo ¢ degradado por hidrolases
lisossomicas, ¢ reciclado de volta para o espago intracelular (efeito ndo mostrado). Esta figura foi produzida
utilizando Servier Medical Art (http://www.servier.com).

@ Receptor Tirosina cinase

‘'omplexo ULK
@ ATGI13

- 3 Complexo Pk
C FP200 A1G101 A
\ Beclin-1 |P150
@

( AMPK_~| WTORC H
A. Iniciacao

C. El()ngagﬁ() Complexo

/ ATGI16L1
Qo)

‘Organelas membranosas qué
podem ser autofagocitadas

H Inibigio -» Estimulagio —LC3Il <2 Hidrolases lisossomais |

A morte celular associada ao excesso de autofagia ¢ conhecida como morte celular
autofagica, atuando como um supressor tumoral (BHUTIA ef al., 2019; MUKHOPADHYAY
etal.,2016; YE, JING et al., 2018).

Notavelmente, os processos autofagicos e apoptoticos podem estar interconectados
mediante um crosstalk, onde muitas ATGs podem ser reconhecidas e clivadas por caspases,

ativando um processo autofagico ou pelo contrario, deslocando todo processo a favor de um
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perfil apoptotico (BOOTH et al., 2014; HOU et al., 2010; LALAOUI et al., 2015; OKADA;
MAK, 2004; TREJO-SOLIS et al., 2018; WU, HAUIAN et al., 2014). Uma exemplifica¢do

destes eventos ¢ apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Efeitos das caspase na ativacido do processo autofagico.
Interacido com

Efeito reportado em

Caspase Funcio na Apoptose o efetor da .
] Autofagia
Autofagia
Caspase-1
Iniciadora
Caspase-2
Caspase-8 Caspase apical da via extrinseca ATG3 $Autofagia por clivar ATG3,
Cliva as proteinas alvo e ativa as ATGS ATGS e Beclin-1. (KANG et al.,
proteinas efetoras Beclin-1 2011); (YOUNG et al., 2012)
LC3 T Mitofagia, aumentando
LAMP2 LC3II e LAMP2 (HOU et al,
2010)
Caspase-9
Efetora
Caspase-3

Tabela modificada de (TSAPRAS; NEZIS, 2017)
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Tem sido amplamente demonstrando que vérias proteinas que apresentam o motivo
linear de interagdo com LC3, conhecido como LIR (do inglés “LC3-interacting region”)
podem se ligar a proteina LC3 (ASHRAFI; SCHWARZ, 2013; YOULE; NARENDRA,
2011). LIR apresenta a sequéncia consenso W/F/Y-xx-L/I e representa uma regido de
interacdo de diversas proteinas envolvidas na via da mitofagia. Entre as proteinas que
apresentam o motivo LIR podemos mencionar BNIP3, Nix, Puma, FUNDCI1, VDACI,
PINK1, BCLILI13 e p62 (CHINNADURAI; VIJAYALINGAM; GIBSON, 2008; PANDA et
al., 2018; PRATT; ANNABI, 2014). BNIP3, por exemplo, pode ativar a autofagia em
condig¢des de hipoxia, através de um processo mediado pelo fator indutor de hipoxia (HIF)-1a,
e promover resisténcia ao estresse (CHINNADURAI; VIJAYALINGAM; GIBSON, 2008).
Entreatnto, em outras situacdoes BNIP3 pode promover morte celular por autofagia (PRATT;
ANNABI, 2014). Adicionalmente Puma pode ativar o processo de mitofagia, como resultado
do incremento do nivel de ERO e estresse do RE (PANDA et al., 2018).

Foi observado que Beclin-1 possui dominios de homologia Bcl-2 (BH3), mediante o
qual as proteinas anti-apoptoticas Bcel-2 ou Bel-XL ligam-se formando o complexo Beclin-
1/Bcl-2 inibindo a autofagia (DJAVAHERI-MERGNY; MAIURI; KROEMER, 2010).
Alternativamente, a clivagem de Beclin-1, ATGS, ATG4D associada ao processo de apoptose
resulta na abolicdio da autofagia citoprotetora (DJAVAHERI-MERGNY; MAIURI;
KROEMER, 2010).

2.3.3 Necroptose

Os processos de necrose caracterizam-se pelas células sofrerem um insulto celular,
agregacao da cromatina, desorganizagdo do citoplasma, perda da integridade da membrana
plasmatica e consequente ruptura celular, com libera¢do do contetido, causando um processo
de inflamagao local e danos as células vizinhas (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007;
ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). Ao contrario do processo de apoptose e autofagia, este
processo nao requer gasto de energia podendo se apresentar como uma morte acidental e
pouco regulada (CHEN, QI; KANG; FU, 2018; WANG, KEWEIL 2014). Porém, foram
relatados varios tipos de necrose programada entre elas a necroptose (Fig. 5). Este processo
encontra-se conectado com outros tipos de morte celular programada, sendo que os
mecanismos moleculares envolvidos no processo de necroptose, apresenta similaridade com a
via extrinseca de apoptose. Entretanto, ¢ independente da ativagdo de caspase e ndo envolve
fragmentacdo de DNA (CHEN, DONGSHI; YU; ZHANG, 2016; CHEN, QI; KANG; FU,
2018; WU, NAN-LIN et al., 2011).
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Figura 5. Mecanismo bioquimico da Necroptose. As sinalizagdes do TNFR, do complexo I que
contém TRADD, RIPK1, TRAF2, cIAP1/2 e LUBAC sao instaveis quando RIP1K ¢ desubiquitinada pela
CYLD. RIPK1 ¢ o principal componente da formacdo do necrossomo que se forma da ligacdo de altos niveis de
RIPK3 ¢ MLKL. A fun¢do do necrossomo ¢ inibir a caspase-8. Subsequentemente, RIPK3 no necrossomo
oligomerisa e fosforila MLKL, que vai ser translocada & membrana plasmatica causando danos e
consequentemente ativando o processo de necroptose, ou também pode interagir com PGAMS5 na membrana
mitocondrial ativando o fator de fissdo mitocondrial Drpl que induz o processo de necroptose. Assim, por
exemplo, nas vias de sinaliza¢do de Fas/TRAILR, quando cIAPs estd ausente ¢ a caspase-8 inibida, ativa-se o
processo de necroptose. Esta figura foi produzida utilizando Servier Medical Art (http://www.servier.com).

FasL/TRAIL

O protodtipo deste tipo de morte ¢ representado pela acdo de TNF, que ativa TNFR1
levando a ativag@o da proteina cinase 1 de interagdo ao receptor (RIPK1), uma serina/treonina
cinase que ¢ ativada por fosforilacdo e que recruta e ativa a proteina cinase 3 de interagao ao
receptor (RIPK3) (CHO et al., 2009). RIPK3 promove a ativagdo da proteina cinase de
dominio de linhagem mista (MLKL), que por sua vez se associa a membrana plasmatica
provocando danos e morte da célula (CHEN, QI; KANG; FU, 2018; GALLUZZI, LORENZO
et al., 2017; GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007; NEWTON et al., 2014).

2.4 Sinalizacao celular em Tumores do Sistema Nervoso Central
Os tumores primarios do SNC contribuem significativamente na morbidade de todos
os grupos de idade. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), os tumores do SNC
representam de 1,4 a 1,8% dos tumores malignos no mundo sendo que 88% dos tumores do
SNC tém incidéncia no encéfalo (INCA, 2020). O registro mais utilizado para conhecer a

incidéncia mundial dos tumores cerebrais ¢ o CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the
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United State/Registro dos tumores cerebrais dos Estados Unidos) que recompila dados do
Centro de Controle e Prevencao de Doencas, do Programa Nacional de Registro do Cancer e
do Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos. Segundo seu ultimo informe, periodo
2013-2017 (OSTROM et al., 2020), a taxa média anual de incidéncia dos tumores cerebrais
malignos, ndo malignos e outros tumores do SNC foi de 23,79 pacientes por 100.000
habitantes (Fig. 6). As taxas tiveram variacdes em relagdo ao sexo e etnias, sendo maior no
sexo feminino que no masculino (26,31 vs 21,09), em brancos que em negros (23,88 vs 23,83)
e em nao hispanicos em comparagdo com os hispanicos (24,23 vs 21,24). Aproximadamente
29,7% dos tumores cerebrais e outros tumores do SNC foram malignos enquanto 70,3%
foram nao malignos. O glioblastoma multiforme (GBM) o tumor de maior ocorréncia dentre

os tumores cerebrais € do SNC (14,5% de todos os tumores e 48,8% dos tumores malignos).

Figura 6. Distribuicio dos tumores cerebrais e outros tumores do SNC. Total de 5 anos

= 415.411 por 100.000 habitantes; média anual de casos = 83.082. CBTRUS Statistical Report:
US Cancer Statistical - NPCR and SEER, 2013-2017.
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Fonte: (OSTROM et al., 2020).

Os tumores cerebrais apresentam carateristicas heterogéneas, com grandes variagdes
quanto a sua origem, carateristicas morfologicas, alteragcdes genéticas, crescimento,
capacidade de invasdo, assim como sua resposta frente aos tratamentos e sua propensio a

reincidéncia (LOUIS et al., 2007, 2016; OSTROM et al., 2018). Estes tumores representam
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um tipo de neoplasia de maior desafio em relagio a terapia (RIOS-MARCO et al., 2015),
sendo os gliomas responsaveis por 80% dos tumores primarios no SNC (CHERRY; STELLA,
2014).

Os gliomas s3o tumores intracerebrais derivados das células da glia, classificados
histologicamente de acordo com as semelhangas das células neoplasicas as células gliais
precursoras e os relativos graus de malignidade (BIRK; HAN; BUTOWSKI, 2017). Assim, os
astrocitomas sao derivados de astocitos, oligodendrogliomas derivado de oligodendrocitos,
ependimonas derivados de células ependimais e oligoastrocitoma que representam uma
mistura de astrocitos e oligodendrocitos neoplasicos (LE MERCIER et al., 2010; LOUIS et
al., 2007).

Os gliomas caracterizam-se por serem altamente heterogéneos em relacdo ao seu
perfil genotipico e fenotipico, quanto a sua apresentacdo clinica. Do ponto de vista
epidemioldgico, o glioma ¢ o tumor primdrio intracerebral de maior incidéncia e
agressividade em humanos. Correspondem a 20% dos tumores cerebrais primarios e 80% dos
tumores primdrios malignos localizados no cérebro de humanos adultos (HANIF et al., 2017;
OSTROM et al., 2018). Em decorréncia destas variagdes genéticas, morfologicas e clinicas,
surgiu a necessidade de criagdo de um esquema de estratificacdo para padronizar a
comunicacdo e o plano de tratamento dos subtipos de glioma. Para isso, a OMS desenvolveu
um sistema de classificagdo em quatro graus, baseado na malignidade segundo a histologia,
localizagdo, distribui¢do e comportamento (CAIRNCROSS et al., 2006; D’HAENE et al.,
2014; LOUIS et al., 2007; ROUSSEAU; MOKHTARI; DUYCKAERTS, 2008; SANSON et
al., 2009). Os gliomas de grau I em geral sdo circunscritos € apresentam um comportamento
benigno comparado com os de grau II até IV, classificados como malignos por seu
comportamento invasivo no cérebro (LE MERCIER et al., 2010; LOUIS et al., 2007). Nos
ultimos anos, com o avanco das técnicas de biologia molecular, foi desenvolvido um sistema
de classificagdo tendo em conta também o perfil de expressdao de alguns genes especificos
(PISAPIA, 2017; REIFENBERGER et al., 2017; WESSELING; CAPPER, 2018; YANG, PEI
etal.,2016).

O glioblastoma multiforme (GBM) ¢ o tipo de glioma mais agressivo e frequente
dentre os astrocitomas primarios, representando 57,7% dos casos de tumores cerebrais
malignos (HANIF et al., 2017, OSTROM et al., 2018, 2020). Caracteriza-se por apresentar
alto grau de heterogeneidade inter e intratumoral e instabilidade genética, classificado pela
OMS como grau IV (M. STRIK et al., 2012; NUTT; MATTHEWS; HOCKFIELD, 2001;
PARKER et al., 2016; WOJTON; MEISEN; KAUR, 2016). Importante ressaltar que 90% dos



INTRODUGAO 63

casos de GBM ¢ originado de novo, como um tumor primario caraterizado por varios
aspectos, que incluem: amplificacdo do gene EGFR (receptor do fator de crescimento
epidermal, do inglés epidermal growth fator receptor), perda da heterozigose (LOH) do
cromossomo 10q, inativagao do gene pl16INK4A, conjuntamente com mutagdes e delegdes no
gene supressor do tumor PTEN. Porém, cerca de 5% dos casos o GBM pode ser originado
como tumor secundario a partir de gliomas de grau II ou III, apresentando na maioria das
vezes a enzima NADP+-dependente IDH1/2 (do inglés isocitrate dehydrogenase) mutada e
caraterizando-se por apresentar mutagdes na proteina tumoral 53 (p53), que ndo ¢ habitual de
ser observado nos tumores primarios (SASMITA; WONG; LING, 2018).

A massa tumoral do GBM encontra-se construida por uma populagdo densa de
c¢lulas monomorficas pequenas, arredondadas e ligeiramente alongadas com nucleo grande e
hipercromatico (CHERAY et al., 2011; KHASRAW; LASSMAN, 2010; LOUIS et al., 2007;
M. STRIK et al., 2012). Os fenétipos celulares observados no GBM demonstram uma
conexao entre o gene mutado e a modificacdo das principais vias de sobrevivéncia das células,
incluindo as vias PI3K/PTEN-Akt-mTORC1 ¢ MAPK (BRENNAN et al., 2013; IVANOV;
WU; HEL 2017). Dentro deste contexto, parece que a capacidade de invadir o tecido envolve
principalmente a ativacdo de Akt, refletindo as caracteristicas de invasividade, migracdo e
tumorigénese, enquanto a ativagdo de ERK levaria primariamente a proliferacao celular e
microvascular (AROUI et al.,, 2016; CHEN, WEN-LIANG et al, 2015; JURATLI;
SCHACKERT; KREX, 2013; KANE, 2019; PONTES et al., 2012; THEELER; GILBERT,
2015).

As células do GBM apresentam habilidade de auto-renovagdo e caracteristicas
indiferenciadas pela presenca de subpopulagdo de células-tronco de glioma (GSCs), as quais
sa0 muito similares as células tronco neurais (NSCs) da zona subventricular (ZSV) dos
ventriculos laterais e da zona subgranular (ZSG) do hipocampo. Inclusive, existe a hipotese de
que poderiam dar origem as células tumorais, além do fato de varios genes utilizados no
diagndstico encontram-se altamente expressos nas células tronco, como por exemplo, PPEF1,
ENPP1, PTPNO, PP4C e PPP2R2A (BAGERITZ et al., 2014; LIEBELT et al., 2016; LIM et
al., 2007; LIU, HE; SONG, 2016; MARTINEZ-LOPEZ et al., 2013; SANAIL;, ALVAREZ-
BUYLLA; BERGER, 2005).

Notavelmente, esses tumores apresentam resisténcia a quimioterapia e radioterapia e
consequentemente alta taxa de recorréncia (BAO et al., 2006; LIEBELT et al., 2016),
existindo evidéncia na literatura que a co-expressao das proteinas de membrana CD24, CD44

e CD133, assim como Hes3" (do inglés Hes family bHLH transcription factor 3) e nestina nas
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GSC se relaciona a um prognostico desfavoravel, conferindo as células capacidade de
sobrevivéncia frente aos tratamentos convencionais (MANNINO; CHALMERS, 2011;
STOYANOV et al., 2018; STROJNIK et al., 2007; ZHANG, MINGYU et al., 2008). Além
disso, a expressao de CD133 correlaciona-se com um aumento do nivel de HIF2a (fator
induzivel de hipoxia) (MANNINO; CHALMERS, 2011; ZEPPERNICK et al., 2008) que
ativa a transcricao de genes responsaveis por codificar fatores pro-angiogénicos, como o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) (CHEN, WEN-LIANG et al., 2015; GOFFART;
KROONEN; ROGISTER, 2013; KANE, 2019), estimulando o crescimento de novos vasos
sanguineos que ajudam no suprimento de oxigénio e nutrientes, sendo este processo uma
possivel via de escape de células cancerosas para formarem metastase (BENDAS; BORSIG,
2012; ROY, DEBARUN et al., 2016).

Verhaak e colaboradores em 2010 dividiram o GBM em quatro subtipos. O subtipo
classico, representando 27% desses canceres, caracteriza-se por apresentar delecdes nos genes
PTEN (que degrada PIP3) e um aumento na expressdo do EGFR, juntamente com uma
mutag¢do, originando um receptor constitutivamente ativo, o EGFRVIII, que conduz a ativagao
de vias de sinalizagdo pro-migratorias e proliferativas, exercendo um papel crucial no
desenvolvimento de varias neoplasias (ALDAPE et al., 2004; HANIF et al., 2017; ZHANG,
MINGYU et al., 2008). O subtipo mesenquimal, compreende 29%, caraterizado pela mutacao
e delecao de NF1 (gene supressor do tumor de neurofibromatose 1) um regulador negativo da
proteina Ras e PTEN, ambos importantes na via dowstream dos RTKs, levando a ativagdo de
fosfoinositol-3-cinase (PI3K) (HANIF et al., 2017; VERHAAK et al., 2010). E no subtipo
pro-neural, representando 28% dos GBM, ocorre uma mutacdo no gene supressor de tumor
p53 e uma amplificagdo do receptor A do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFRA), o qual leva a ativagdo de vias de crescimento mitogénicas (CHERRY; STELLA,
2014; HANIF et al., 2017). Por ultimo, o subtipo neural, compreendendo apenas 16% dos
GBM, ¢ definido pela presenca de marcadores neurais como NEFL (polipeptidio de
neurofilamento leve), subunidade al de receptor GABA (GABRA1) e sinaptotagmina 1
(SYT-1) (CHERRY; STELLA, 2014; HANIF et al., 2017). Como podem ser observados, os
diferentes subtipos apresentam desregulacdo na sinalizacdo RTK, representando marcadores
adquiridos de malignidade (CHERRY; STELLA, 2014).

Além das mutagdes nos RTK, foi observado que receptores de quimiocinas do tipo 4
e 7 (CXCR 4 e CXCR7) encontram-se superexpressos em diversas linhagens tumorais
incluindo as de GBM, nas quais medeiam respostas proliferativas e migratorias (CHERRY;

STELLA, 2014; RUBIN et al., 2003). Em tecidos extraidos de pacientes com GBM, CXCR4
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aumenta sua expressao na area de hipoxia favorecendo a angiogénese (CALATOZZOLO et
al.,2011; EHTESHAM et al., 2013).

Estudos prévios demostram, que as enzimas glicosil transferases, glicosil hidrolases e
0s genes que regulam a sua expressao, também apresentam uma significativa alteracdo na
transformagdo oncogénica das GSCs (BURCHELL, 2003; CHAKRABORTY; PAWELEK,
2003; DRINNAN; HALLIDAY; RAMSDALE, 2003; MOSKAL; KROES; DAWSON,
2009). A analise de 119 linhagens de canceres humanos, mostrou que a sintese de mRNA da
enzima de O-glicosilacao, ppGalNacT-12, encontra-se correlacionado com a sensibilidade a
morte celular das células tumorais (p<0,0003; n=87). Imporatante ressaltar que a alteracdo na
O-glicosilagao dos receptores de morte celular nas células tumorais pode modular a
sensibilidade de Apo2L/TRAIL, considerando que este processo pode regular a aglomeragao
dos receptores e consequentemente ativacdo de caspase-8 (WAGNER, KLAUS W. ef al.,
2007). Neste sentido, quando comparadas com células normais do encéfalo, observa-se nas
células tumorais um incremento significativo principalmente -galactose e/ou f-GalNac nas
glicoproteinas do glicocdlix (HE; LEVINE, 2010; MOSKAL; KROES; DAWSON, 2009;
XU, SONGLI et al, 2001). Este padrao de glicosilagdo alterado modula a fungdo de
receptores de morte celular, por dificultar estericamente a unido ao seu ligante
(LICHTENSTEIN; RABINOVICH, 2013; LIU, B.; WEN; CHENG, 2013; MORIWAKI;
SHINZAKI; MIYOSHI, 2011; RODRIGUES et al., 2018; SHATNYEVA et al., 2011).

Porém, ndo sdo somente as carateristicas bioldgicas das células de GBM que
contribuem na progressao do tumor. O microambiente tumoral dos gliomas (Fig. 7), além das
células cancerigenas, também conta com diferentes tipos de células sadias, que participam
ativamente no processo de tumorigénese, progressdo, invasdo, angiogénese e resisténcia ao
tratamento (GUAN et al., 2018; QUAIL; JOYCE, 2017). Varios desses tipos de células
encontram-se aumentadas nos tumores cerebrais, sendo consideradas como importantes
marcadores de diferenciagdo entre um cérebro normal e um tecido cancerigeno. Assim, ¢
muito importante a composi¢do da MEC onde residem diferentes tipos de células que sdo
fisicamente protegidos da circulagdo periférica pela barreira hematoencefalica (BHE).
Durante muitos anos o cérebro foi considerado um 6rgdo “privilegiado imunologicamente”
por estar protegido de diferentes reacdes e/ou a entrada de células imunes (ENGELHARDT;
VAJKOCZY; WELLER, 2017). Entretanto, hoje ¢ bem reconhecido que a atividade das
células imunes produzem fatores inflamatérios que podem atravessar a BHE e serem
citotoxicos e até neurodegenerativos (ENGELHARDT; VAJKOCZY; WELLER, 2017,
WALKER, 2019).
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Em alguns tumores cerebrais, a BHE encontra-se comprometida pela ativacdo de
astrocitos (GUAN et al., 2018) o qual leva a uma robusta infiltragdo de multiplos tipos de
c€lulas imunes da circulagdo periférica (QUAIL; JOYCE, 2017). Assim, 40-50% da massa
tumoral ¢ constituida de astrocitos reativos, micréglia e macrdéfagos infiltrados, sendo
importante ressaltar que num cérebro saudavel a microglia representa de 10 a 15% da massa
cerebral (GRAEBER; SCHEITHAUER; KREUTZBERG, 2002; GUAN et al., 2018).
Diversas evidéncias tém demostram que estes macrofagos infiltrados no interior do tumor
teriam a capacidade de ativar a expressao de genes especificos da microglia como Cx3crl
(BOWMAN et al., 2016; HAMBARDZUMYAN; GUTMANN; KETTENMANN, 2016;
RESENDE et al., 2016). Além disso, estd populacdo de macrofagos associados ao tumor ou
TAMs, podem auxiliar na degradacdo da MEC e da MB pela ativagao e liberagdo
principalmente de MMP-2 ¢ MMP-9 (AROUI et al., 2016; KUMAR, ANUPMA et al., 2010;
M. STRIK et al, 2012; NAMBIAR et al., 2016), processo associado a angiogénese ¢
resisténcia as terapias anti-angiogénicas, contribuindo na colonizagdo ¢ difusdo tumoral
(BUONFIGLIOLI; HAMBARDZUMYAN, 2021; QUAIL; JOYCE, 2017).

Outro dado importante a ressaltar ¢ o papel dos astrdcitos reativos que interagem
com a massa tumoral mediante jungdes comunicantes e integrinas, estimulando a capacidade
de proliferacao através da secrecao de SDF1 (do inglés cell-derived fator-1) que modula a via
NF-xB e a liberacao de IL-6 (interleucina 6, um fator pré-oncogénico), ativando a via STAT3
e as vias PI3K/Akt ou Akt/p38™*P*/ERK nas células de GBM, dessa forma incrementando a
capacidade de migracdo e invasdo por aumentar a expressio de MMP-14, MMP-2 ¢ MMP-9
(BUONFIGLIOLI; HAMBARDZUMYAN, 2021; GUAN et al., 2018). O crescimento da
massa tumoral de GBM também ¢ estimulado pela interagdo com os astrocitos através de
canais i0nicos e transportadores de ions, os quais desempenham um papel importante na
manuten¢do da homeostase idnica, estabelecendo o potencial da membrana, regulando o
volume celular, pressao osmotica, e equilibrio 4cido-base em condigdes fisiologicas. Estudos
recentes mostraram que a expressdo e ativacdo dos canais de Ca’" ¢ K regulam o influxo ou
efluxo destes ions e estdo envolvidos na proliferagdo, migragdo, e sobrevivéncia do glioma

(BUONFIGLIOLL; HAMBARDZUMYAN, 2021; GUAN et al., 2018).
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Figura 7. Representacio esquematica do microambiente tumoral dos gliomas. Os astrocitos
associados aos gliomas interagem de forma complexa com as células da massa tumoral, endotélio e
microambiente tumoral para liberar citocinas que ajudam na proliferacdo, invasdo e resisténcia ao tratamento.
Além das jun¢des comunicantes, canais ionicos e transportadores de ions desempenharem fungdes fundamentais
na progressdo, metastase e tumorigénese do GBM. As células TAM (macréfagos associados ao tumor) e as
cé¢lulas da microglia também segregam citocinas que promovem a invasdo das células de glioma. Tantos os
astrocitos reativos, a microglia e as TAMs segregam TGF-B, que desencadeia a liberagdo de pro-MMP2 pelas
células de glioma. A pro-MMP2 ¢ clivada e ativada a MMP2 pela MMP-14 expressa na membrana da microglia
e astrécitos. Desse modo, os astrocitos ¢ TAM ajudariam na degradacdo da MEC e da membrana basal
segretando MMP-9 ativa. Esta figura foi produzida utilizando Servier Medical Art (http://www.servier.com).
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Considerando todos esses fatos se faz necessario o desenvolvimento de novos
compostos antiglioma capazes de sobrepor as respostas de sobrevivéncia das células
cancerigenas e sua interagdo com o microambiente tumoral (MESSAOUDI; CLAVREUL,;
LAGARCE, 2015; SHI; LI; ZHAN, 2017; WAIT et al., 2015).

2.4.1 Tratamentos

Os pacientes de GBM apresentam disturbios neuroldgicos progressivos e os sintomas
comumente apresentados incluem dor de cabeca, aumento da pressdo intracraniana e crises
epilépticas secundarias (GUAN et al., 2018). Sendo os tratamentos atualmente disponiveis a
cirurgia de ressecdo total ou subtotal, radioterapia padrdo ou de curta duracdo, terapia
antiangiogénica, terapia génica, tratamento com esteroides, além dos agentes alquilantes
utilizados como drogas anticancerigenas sintéticas: carmustatina (BCNU), lomustatina
(CCNU), nimustatina (ACNU) e temozolomida (TMZ) (LANZETTA; MINNITI, 2010;
THEELER; GILBERT, 2015; THUMMA et al., 2012). Sendo o tratamento padrao: a resse¢ao

cirargica, seguido por seis meses de radioterapia e quimioterapia sist€émica concomitante, com
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agente alquilante TMZ, que serd mantido como tratamento adjuvante pelo periodo minimo de
seis meses (6 -12 ciclos) (BIRK; HAN; BUTOWSKI, 2017; BRYUKHOVETSKIY et al.,
2017; KUMAR A; ABRAHAM KOSHY, 2017).

Badke e colaboradores na sua revisao publicada no ano de 2014 sobre tratamentos e
abordagem cirurgica (BADKE et al., 2014) discutem que os objetivos da ressec¢do do tumor
incluem: descompressdo do 6rgao, alivio dos sintomas, redu¢do da massa tumoral, realiza¢ao
do diagnostico histopatoldgico e melhorias nas taxas de sobrevivéncias. Relatos de casos
clinicos tém demonstrado que a ressec¢do de mais de 98% do volume tumoral mostra ser
benéfica, na medida em que aumenta a eficacia das terapias adjuvantes e proporciona maior
amostra para as andlises histopatologicas (HERVEY-JUMPER; BERGER, 2014;
LANZETTA; MINNITI, 2010). Ressec¢des menores parecem em geral proporcionar
sobrevivéncia semelhante a dos pacientes ndo abordados, e tém riscos de exacerbar o edema
tecidual e de levar a sangramento no pos-operatorio (HENTSCHEL; LANG, 2003; PANG et
al., 2007).

Em termos anatomicos o GBM se localiza principalmente na substancia branca
subcortical, sendo que as regides mais frequentemente acometidas sdo os lobulos temporal
(31%), parietal (24%), frontal (23%), occipital (16%) bem como em combinagdo fronto-
temporal. Além de poder atingir mais de um lobo causando assimetria dos hemisférios,
alargamento dos giros e distor¢do dos ventriculos (BADKE et al., 2014; KWON et al., 2012).
A propriedade infiltrativa das células cancerigenas torna impossivel a resseccdo total sem que
haja dano neuroldgico no paciente, aumentando as probabilidade de uma possivel recorréncias
do tumor a cada 6 meses (BIRK; HAN; BUTOWSKI, 2017).

A radioterapia, utilizada pela primeira vez em 1951, baseia-se na incidéncia de
grandes doses de feixes de radiagcdes de alta energia sobre um pequeno local; também tem
sido utilizada como uma opg¢ao terapéutica (BIRK; HAN; BUTOWSKI, 2017; SKEIE ef al.,
2012). Sendo importante ressaltar que apesar de ser um tratamento de primeira linha, foi
observado que a irradiagdo, mesmo em dose baixa (< 10 Gy) pode provocar alteracdes
histopatologicas minimas, mas suficientes para acarretar graus varidveis de disfungdo
cognitiva associada ao esgotamento das células estaminais neurais (ACHARYA et al., 2010;
GREENE-SCHLOESSER et al., 2012; VAN KESSEL et al., 2017). Analises recentes de
retrospectiva mostraram que a radioterapia + TMZ aumenta a sobrevida média dos pacientes
(BADKE et al., 2014; BIRK; HAN; BUTOWSKI, 2017; PERRY ef al., 2008; SKEIE et al.,
2012).
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Entre os anos 1990 e 2000, a TMZ foi considerada a droga mais promissora no
tratamento contra GBM (DRESEMANN, 2010), por observar-se um aumento em
aproximadamente 2,5 meses da sobrevida dos pacientes (STUPP et al., 2009). O farmaco ¢
classificado como um agente alquilante de segunda geracao e com moderada toxicidade, pode
ser administrado via oral e atua como um pro-farmaco estavel em pH écido e que sofre
transformagdo quimica no pH fisioldgico resultando um composto quimicamente ativo
(NEWLANDS et al., 1992). Considerando que ¢ uma substancia lipofilica de baixa massa
molecular (194,15 g/mol), possui a capacidade de atravessar integralmente a BHE,
alcangando os tumores intracerebrais com uma meia vida no plasma de 1,8 horas em pH 7,4
(BADKE et al., 2014; NAGASAWA et al., 2012; NEWLANDS et al., 1992; TSANG et al.,
1990).

Assim, no pH fisiolégico, a TMZ ¢ rapidamente absorvida, sofrendo hidrélise
espontanea para formar o composto ativo: monometil triazeno 5-(3-metiltriazeno-1-il)-
imidazol-4-carboxamida (MTIC). A fun¢do do MTIC ¢ adicionar um grupo metil no DNA nas
posigoes N’ e 0° da guanina e N° da adenina (BADKE et al., 2014; DENNY et al., 1994;
MUTTER; STUPP, 2006; NEWLANDS et al., 1992; ZHANG, JIHONG; F.G. STEVENS; D.
BRADSHAW, 2012). Esta metilagdo do DNA ¢ o mecanismo responsavel pela citotoxicidade
nas células malignas. Nesse sentido, a metilagdo N*-metiladenina (N*-metil-A) leva a uma
lesdo geralmente considerada altamente citotoxica, devido a sua capacidade de bloquear a
duplicagdo do DNA apos sua interagdo com as DNA polimerases induzindo trocas entre
cromatides irmas (SCE — Sister Chromatid Exchanges), quebras e gaps cromossomicos,
bloqueio na fase S do ciclo celular e consequentemente ativacdo dos processos apoptoticos
(ENGELWARD et al., 1998; FRONZA; GOLD, 2004). Em relacdo a base nitrogenada
guanina, embora a maioria das lesdes ocorra na posi¢io N’ (N’-metil-G), o produto de
metilagio O°-metilguanina (O°-metil-G) é a principal responsavel pelos efeitos mutagénicos e
citotoxicos provocados por agentes alquilantes (BERANEK, 1990).

Embora o tratamento com TMZ prolongue significativamente a sobrevida dos
pacientes, esta ndo excede 12 ou 15 meses de vida (BRYUKHOVETSKIY et al., 2017;
KUMAR A; ABRAHAM KOSHY, 2017; RAMALINGAM; BELANI, 2008; STUPP et al.,
2009). O mecanismo de acdo da TMZ acaba ativando diversas vias de sinalizagdo, incluindo:
PI3K/Akt, envolvida na capacidade tumorigénica e invasiva das células cancerigenas;
ERK1/2, envolvida na proliferacdo celular. Em conjunto, algumas destas alteragdes podem
levar por consequéncia a ativagdo de mecanismos de resisténcia das células cancerigenas

frente ao farmaco (BIRK; HAN; BUTOWSKI, 2017; KLEIHUES; SOBIN, 2000).
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Virias vias de reparo do DNA encontram-se envolvidas na resisténcia das células de
GBM frente as lesdes de base induzidas pela TMZ (YOSHIMOTO et al., 2012). Dentre elas,
a mais bem caraterizada ¢ a mediada pela enzima metil-guanina-metil-transferase (MGMT),
uma proteina monomérica de 22 KDa, que desmetila O°-metil-G mediante a transferéncia do
grupo metil para um residuo interno de cisteina (KAINA et al., 2007; MITRA, 2007; SILBER
et al., 2012; TUBBS; PEGG; TAINER, 2007). Entretanto, esta modificagdo do sitio ativo da
enzima pode ser removida, sendo ubiquitinada e degradada apods a remog¢ao do grupo alquilo.
Dessa forma, este mecanismo ‘suicida’ dependera da taxa de sinteses de novo desta enzima, a
qual ¢ relativamente restrita (TUBBS; PEGG; TAINER, 2007). Contudo foi observado
aumento da atividade de MGMT em tumores de colon, pulmao, mama e ovario (KAINA et
al., 2007); enquanto que nas células de GBM foi observada uma correlagdo entre a expressao
aumentada de MGMT com a auséncia de resposta dos gliomas ao tratamento com TMZ
(FRUEHAUF et al., 2006; HERMISSON et al., 2006; KUMAR A; ABRAHAM KOSHY,
2017; MA et al., 2002; VAN NIFTERIK et al., 2010).

Outro mecanismo de reparo de O°-metil-G relacionado com a resisténcia & TMZ
decorre do reparo mismatch (MMR-DNA mismatch repair), que ocorre quando a MGMT nao
chegou a reparar o DNA antes da duplicagdo (YOSHIMOTO et al., 2012). Assim, as lesdes
O°-metil-G ndo reparadas podem parear erroneamente no momento de duplicacio do DNA
com citosina (C) ou timidina (T). As O°-Metil/C ou O°-Metil/T sdo reconhecidas pelo sistema
MMR, gerando uma cisdo na fita recém-sintetizada, mas sendo mantida intacta a lesdo 0°-
Metil-G produzida pelo agente alquilante. Este processo pode acionar outras vias de reparo
e/ou vias apoptoéticas (BIGNAMI et al., 2000; KAINA et al., 2007). Esta funcdo normal da
via de reparo MMR ¢é pré-requisito para a citotoxicidade induzida pela lesdo O°-Metil-G, e
sua inativagdo tem sido associada com a tolerdncia aos efeitos de agentes alquilantes
(KINSELLA, 2009).

As lesdes do tipo N'-metil-G, N’-metil-A compreendem mais de 80% das lesdes
induzidas pela TMZ as quais sdo eficientemente removidas do DNA pela via de reparo por
excisdo de bases (BER — Base Excision Repair), que consiste na substitui¢do de nucleotideos
de base danificada (DIANOV; HUBSCHER, 2013; PARSONS; DIANOV, 2013; TENTORI;
GRAZIANI, 2009). No caso da TMZ, a porcentagem de N°-metil-A gerada ¢ baixa, sendo
eficientemente reparada pela via BER antes de se tornarem letais para a célula cancerigena.
Entretanto, a auséncia do mecanismo de reparo pode aumentar o efeito citotoxico do farmaco

(SOBOL et al., 1996; ZHANG, JIHONG; F.G. STEVENS; D. BRADSHAW, 2012).
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Conjuntamente aos mecanismos de resisténcia das células de GBM frente aos
tratamentos de radioterapia e quimioterapia com TMZ, foi observado que as jungdes
comunicantes gap (GJC, do inglés Gap junction communication), entre as células de glioma e
os astrocitos no microambiente tumoral, s3o importantes na resisténcia frente ao tratamento.
Assim, os astrocitos reativos expressam um aumento de Cx43 modulando os niveis de Bcl-2 e
Bax, inibindo a ativa¢do da via apoptoética intrinseca, por bloquear a liberagdo do citocromo c.
Adicionalmente, podem estimular a expressdo de EGFR na superficie das células tumorais,
com consequente ativagdo das vias JNK e ERK que levam a modulagdo do fator de
transcricdo AP1 (GUAN et al., 2018).

Conforme o exposto, apesar da citotoxicidade dos tratamentos utilizados
convencionalmente  frente ao GBM, os mecanismos que promovem a
sobrevivéncia/resisténcia das células tratadas apresentam um impacto negativo na eficicia do
tratamento, considerando que cerca de 50% dos pacientes com GBM ndo respondem ao
tratamento ou respondem por um curto prazo (AVGEROPOULOS; BATCHELOR, 1999;
BUONFIGLIOLI; HAMBARDZUMYAN, 2021; GUAN et al., 2018; MADHUSUDAN;
HICKSON, 2005; PRADOS, 2001). Assim, se torna necessario a investigacdo de novos
compostos capazes de controlar a quimiorresisténcia caracteristico das células de GBM
(BRYUKHOVETSKIY et al.,, 2017) ou de compostos que possam ser utilizados como
coadjuvantes ao tratamento. Como por exemplo, o estudo “A phase II trial of arsenic trioxide
and temozolomide in combination with radiation therapy for patients with malignant gliomas”
(KUMTHEKAR et al., 2017) que utiliza o triéxido de arsénio como agente sinérgico a
radioterapia ou o estudo “Phase I trial of dimethyl fumarate, temozolomide, and radiation
therapy in glioblastoma” (SHAFER et al., 2020) que utiliza o fumarato de dimetila como
coadjuvante do tratamento.

Dentro desses paradigmas, tém sido investigadas novas moléculas bioativas tais
como as lectinas, um grupo de proteinas amplamente distribuidas na natureza que contém
pelo menos um sitio de reconhecimento a glicanos. Diversos estudos demostraram que as
lectinas podem ser utilizadas como biomarcadores, além de induzir efeitos citotoxicos sobre
células tumorais humanas (AKLA; PRATT; ANNABI, 2012; BHUTIA et al., 2019; DE
OLIVEIRA FIGUEIROA et al., 2017; MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020; NANNI ef al.,
2016; PRASANNA; VENKATESH, 2015; PRATT; ANNABI, 2014; XIAO, XIUQING et
al., 2015). O efeito das lectinas tem sido relacionado a sua capacidade de interagir com o
estado de glicosilacio anormal de glicolipidos e/ou glicoproteinas nas células tumorais

(BHUTIA et al., 2019; DAWSON; MOSKAL; DAWSON, 2004; HAKOMORI, 2002;



72 INTRODUGAO

JIANG, LI-CHENG et al., 2015; PINTO-JUNIOR, VANIR REIS et al., 2017; YAU et al.,
2015; ZHAO et al., 2010).

2.5 Lectinas

As lectinas representam um grupo de proteinas que vem sendo estudadas e
caraterizadas a mais de 40 anos (RYVA et al., 2019). A primeira lectina a ser descrita na
literatura foi em 1888 quando Peter Hermann Stillmark publicou a propriedade
hemaglutinante da ricina, uma lectina toxica presente nas sementes de mamona (Ricinus
communis) (BIES; LEHR; WOODLEY, 2004; VAN DAMME et al., 2003).

As lectinas encontram-se amplamente distribuidas na natureza e contém pelo menos
um dominio ndo catalitico de reconhecimento a carboidratos (CRD), através do qual sdo
capazes de reconhecer e de se ligar reversivelmente, de maneira especifica, a carboidratos de
glicoproteinas, proteoglicanos e glicolipidos, bem como a monossacaridos soliveis ou
glicoconjugados, sem modificar a estrutura do agticar ao qual se ligam (JIANG, Q.-L. ef al.,
2015; LIU, Z. et al., 2013; SINGH, SUSHMA; SINGH, 1999; VAN DAMME et al., 2003).
Conforme essa carateristica, as lectinas sd@o capazes de decodificar a informacdo contida no
glicocalix da superficie celular e podem regular a homeostase celular mediante a modulacdo
de sinais, incluindo trafego e endocitose de receptores (FUSTER; ESKO, 2005;
HERNANDEZ; BAUM, 2002; LICHTENSTEIN; RABINOVICH, 2013).

As lectinas encontradas nos animais sdo classificadas em lectinas tipo C ou tipo R,
galectinas e lectinas intracelulares pertencentes a familia calnexina (tipo M, tipo L e tipo P)
(GUPTA, 2012; ROY, DEBARUN et al., 2016). Estas proteinas estdo envolvidas em diversos
processos, incluindo: interagdes célula-célula e célula- MEC, interagdes entre gametas na
fertilizacdo, desenvolvimento embrionario, crescimento celular, diferenciacdo celular,
sinalizacdo celular, adesdo e migragdo celular, apoptose, imunomodula¢do e inflamagdo,
interacdes de patdgenos, dobramento e rotagao de glicoproteinas, indugdo mitogénica bem
como nos processos de tumorigénese e metastase (D’HAENE et al., 2014; DRICKAMER;
TAYLOR, 1993; JIANG, XIAO NING et al., 2019; ROY, DEBARUN et al., 2016). Ha
muitos dados na literatura mostrando que um aumento particularmente das galectinas-1, -3, -4
e -8 nas c¢lulas de GBM contribuem na migragao e proliferacao celular (LE MERCIER et al.,
2010; M. STRIK et al.,, 2012; RORIVE et al.,, 2001; STRIK et al., 2001; STRIK;
HOFFMANN, 2008).

Nao obstante, as lectinas extraidas de plantas compreendem um grupo de proteinas

homologas, as quais apresentam funcdes que incluem protegdo contra potenciais agentes
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patogénicos ou para evitar predadores (YAU et al, 2015). Segundo a estrutura e
especificidade de seus dominios podem ser classificados em quatro grupos, apresentados na

Tabela 2, e segundo sua estrutura molecular em seis familias de lectinas apresentados na

Tabela 3.

Tabela 2. Classificacao das lectinas vegetais em funcio dos seus domineos.
Tipo de lectina Definicao

Merolectinas Possuem um dominio unico de ligagdo a carboidratos, sio monovalentes, portanto,
ndo podem precipitar glicoconjugados ou aglutinar células.

Hololectinas Contém pelo menos dois dominios de ligagdo a carboidratos homologos ou
estruturalmente semelhantes. Sao di- ou multivalente, dessa forma podem precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células.

Quimerolectinas | Sdo proteinas de fusdo que consistem em um dominio de ligagdo a carboidratos e
um dominio enzimatico bem definido, ou um dominio com atividade biologica que
atua independentemente do dominio de ligagdo a carboidratos. Dependendo do
numero de sitios de ligacdo a carboidratos podem se comportar como merolectinas
ou hololectinas.

Superlectinas Contém pelo menos dois ou mais dominios de ligagdo a carboidratos
estruturalmente ndo relacionados. Também podem ser considerados um grupo
especial de quimerolectinas.

Fonte: (VAN DAMME et al., 1998).
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Familia de lectinas

Tabela 3. Classificacdo das lectinas vegetais com base na sua sequencia estrutural.

Definicao

Lectinas de leguminosas

Lectinas de ligagdo a

quitina

Lectinas de
monocotiledoneas

especificas de manose

Lectinas tipo Jacalina ou

forma de prisma 8

Lectinas associadas com
proteinas  inativadoras

de ribossomo

Lectinas da familia

Amarantina

As lectinas de plantas t€ém sido estudas sob o ponto de vista estrutural bem como em

Representa a familia mais estudada, geralmente constituidas por duas ou
quatro subunidades idénticas de 25 a 30 KDa. Cada subunidade contém um
sitio de unido para fons metalicos Ca®", Mn®" ¢ Mg*". Cada subunidade
contém aproximadamente 250 aminoéacidos e apresenta grande homologia
umas as outras. Sdo constituidas por 12 folhas [} antiparalelas conectadas
mediante dobras, gerando uma estrutura aplanada, com quatro dobras
localizadas nas extremidades do monomero e que formam o sitio de
reconhecimento a carboidratos.

Seus membros geralmente apresentam duas subunidades idénticas ricas em
cistina. Uma subunidade esta constituida por quatro dominios tipo heveina,
contendo quatro pontes dissulfetos. Nao ha estruturas secundarias
regulares, com exce¢do de uma pequena a hélice de cinco residuos. Cada
dominio apresenta um sitio de reconhecimento a carboidratos, que ndo
precisam de ions metalicos.

Pertencem as orquideas, alho e amarilis, com sequéncias de aminoacidos
altamente conservados. S3o lectinas tetraméricas, cada mondmero tem
peso molecular de 12 KDa, assim como uma sequéncia de 36 aminoacidos
repetidos trés vezes. O sitio de reconhecimento a carboidratos ¢ constituido
por quatro folhas [ antiparalelas unidas por dobras. O conjunto se associa
formando uma coroa aplanada, apresentando um grande tunel central.

Sdo lectinas tetraméricas glicosiladas onde cada subunidade contém uma
cadeia pesada (o) e uma leve (B) e trés folhas B antiparalelas arranjados
como num prisma triangular.

Estas proteinas representam um dos venenos mais toxicos. Sua estrutura
molecular ¢ complexa. Sdo constituidas por duas cadeias, A e B, bem
diferentes e unidas por pontes dissulfeto. A cadeia A ¢é responsavel
toxicidade (atividade de N-glucosidase no ribossomo, que leva a inativagdo
da tradug@o), enquanto a cadeia B possui atividade de lectina. A cadeia B é
constituida por dois dominios que apresentam quatro subunidades de o
hélices e folhas .

Estas proteinas se apresentam como dimeros, onde cada monomero
apresenta dois dominios (N e C), unidos por uma pequena hélice, cada
dominio mostra uma conformagdo de tripol B semelhante & conformagao

observada na cadeia B da Ricinus communis.

Fonte: (VAN DAMME et al., 1998).

relagdo as atividades biologicas de importancia biomédica, incluindo: aglutinacao de células,
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modula¢do de mitogenicidade, atividade insulinomimética, avidade antifiingica e inseticida,
acdo anticancerigena e a¢do neuroprotetora (BHUTIA et al., 2019; CAVADA, BENILDO et
al., 2018).

A subtribo Diocleinae da tribo Phaseoleae (Leguminosae, Papilionoidea) de videiras
ou cipds com folhas trifolioladas e nodoso pseudoracemes (FLORES; RODRIGUES, 2017),
inclui aproximadamente 40 espécies distribuidas principalmente no neotrépico, porém no
Brasil sdo encontradas 32 espécies distribuidas nos dominios fitogeograficos Amazdnia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (FLORES; RODRIGUES, 2017;
REFLORA, 2020; SCHRIRE; LEWIS; LAVIN, 2005). As suas sementes t€m mostrado ser
uma fonte importante de diversas lectinas, ja isoladas e caraterizadas (CAVADA, B.S. et al.,
1994; CORREIA et al., 2011; PINTO-JUNIOR, VANIR R. et al., 2016; ROCHA et al.,
2009). Esta subtribo compreende 13 principais géneros, dos quais Canavalia, Cratylia e
Dioclea estao presentes na biodiversidade brasileira. A ConA isolada das sementes da
leguminosa Canavalia ensiformes, foi a primeira lectina isolada, sequenciada e cuja estrutura
foi determinada por cristalografia de raios X, publicada pela primeira vez em 1919
(CAVADA, B. et al., 2001; CAVADA, BENILDO et al., 2018). Apos ela, 22 lectinas com
similaridade na estrutura e propriedades fisicas tém sido purificadas e caraterizadas por
espectrometria de massa e sequenciamento génico (CAVADA, BENILDO SOUSA;
OSTERNE; LOSSIO; et al., 2019). As mesmas compartilham os seguintes padrdes: sdo
compostas de dois ou quatro mondmeros ligados por interacdes ndo covalentes; tém alta
homologia, com massa molecular de 25-30 KDa, onde cada monomero apresenta um CRD
especifico para glicose/manose; exibem um equilibrio dimero-tetramero dependente de pH e
propriedades fisicoquimicas similares (BRINDA et al., 2004). No entanto, apesar da alta
homologia elas diferem marcadamente quanto a atividade bioldgica, sendo algumas delas
metaloproteinas que necessitam dos ions Ca*" e Mn®" para exibir suas atividades (ASSREUY
et al., 2009; BARROSO-NETO et al., 2014; CAVADA, B. et al., 2001; PINTO-JUNIOR,
VANIR R. et al., 2016). As alteragdes nas sequéncias de aminoacidos relacionados com o a
regido do CRD e a oliogomerizacdo dependente do pH podem estar associadas com algumas
das atividades das lectinas (CAVADA, BENILDO SOUSA; OSTERNE; LOSSIO; et al.,
2019). Um exemplo disso ¢ a subtitu¢ao de Ser202 do CRD da Concanavalina A (ConA) por
Pro202 na lectina Canavalia maritima (ConM) a qual muda sua afinidade por dissacarideos

(BARROSO-NETO et al., 2014; BEZERRA et al., 2013).
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2.5.1 Atividade antitumoral das lectinas

As lectinas extraidas de plantas possuem grande interesse farmacologico e bioldgico,
considerando sua alta especificidade pelos glicanos e a capacidade de modular atividades
celulares, como por exemplo, processos de morte celular por apoptose e autofagia
(ALBUQUERQUE et al., 2014; BHUTIA et al., 2019; CAVADA, BENILDO et al., 2018;
JIANG, W.G. et al, 2015; PINTO-JUNIOR, VANIR R. et al, 2016; PRASANNA;
VENKATESH, 2015; RYVA et al., 2019; XIAO, XIUQING et al., 2015). Estes processos se
caracterizam por serem alterados e ou inibidos nas células cancerigenas, e ¢ nesse contexto
que as lectinas vém sendo observadas com grande interesse farmacologico como potencial
aplicagdo terapéutica. O mecanismo detalhado da atividade antitumoral das lectinas de
vegetais ainda ndo foram bem determinadas, porém vdrias lectinas j4 apresentam registros
pré-clinicos e clinicos no tratamento do cancer (BHUTIA et al., 2019).

Recentemente, lectinas de plantas também foram utilizadas para desenvolver
“microarrays” a fim de reconhecer padrdes de glicosilagao especificos de células tumorais
malignas, auxiliando no diagnéstico do cancer (BHUTIA et al., 2019; MAZALOVSKA;
KOUOKAM, 2020). Além disso, foi observado que mediante andlises histoquimicas as
lectinas derivadas de plantas podem servir de ferramenta para determinar a estrutura de
oligossacarideos das glicoproteinas da superficie celular. Com isso, pode ser estimado o
potencial de progressdao, malignidade e poder metastatico de alguns tipos de tumores,
considerando que a alteragdo do padrdo de glicosilagdo representa uma das estratégias
utilizadas pelas células cancerigenas para estimar a progressao tumoral (BHUTIA et al., 2019;
JACQUES et al., 2013; LIU, BO; BIAN; BAO, 2010; MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020;
MILDE-LANGOSCH et al., 2015). Dentro dessa visdo, foram identificadas estruturas de
oligossacarideos associados a tumores cerebrais (RODRIGUES et al., 2018; TANIGUCHI et
al., 2019; VEILLON et al., 2018) e outros tumores (BROOKS; LEATHEM, 1995;
HANDERSON et al., 2005).

Assim por exemplo, lectinas de origem vegetal como a Ricina e lectinas extraidas da
familia Santalaceae demonstraram possuir atividade antiproliferativa e induzir ativa¢do dos
processos apoptoticos em células de carcinoma de colon e adenocarcinoma de pulmao (DE
MEIJ{A; PRISECARU, 2005) como também na inducio de apoptose pela via extrinseca nas
células da linhagem U937 de leucemia (LYU; CHOI; PARK, 2002). Outro exemplo de
lectinas com potencial anticancerigeno ¢ a lectina de Polygonatum cyrtonema (PCL), com
afinidade manose e acido sidlico, e a lectina Polygonatum odoratum (POL), com afinidade

por manose, que tém sido estudadas pela capacidade de induzir processos de morte celular,
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por ser internalizada ou mediante a ligagdo com receptores glicosilados nas células tumorais
(LIU, BO et al., 2009; WANG, SHU-YA et al., 2011).

Uma das lectinas mais estudada em relacao a propriedade anticancerigena ¢ a ConA,
isolada das sementes da leguminosa Canavalia ensiformes. Como ja referido ConA ¢
considerada a primeira lectina isolada, sequenciada e que teve a estrutura cristalografica
determinada (CAVADA, B. et al.,, 2001; CAVADA, BENILDO et al., 2018). Possui
afinidade glicose/manose dependente de Ca’/Mn®’, com uma estrutura tetramérica cujos
mondmeros contem 237 residuos de aminoacidos (LI, WEN WEN et al., 2011). Numerosos
estudos na literatura tém demonstrado que ConA pode induzir morte celular por meio da via
mitocondrial em diversas células tumorais como, por exemplo, na linhagem celular A375 de
melanoma humano, aumentando os niveis de citocromo ¢ citoplasmatico o qual estimula as
caspases-3 ¢ 9 levando a apoptose (JIANG, LI-CHENG et al., 2015; LI, WEN WEN et al.,
2011; LIU, BO; MIN; BAO, 2009). Além disso, na linhagem U-87 MG de glioblastoma
humano, a lectina ConA via modulacdo de metaloproteinase de matriz tipo 1 de membrana
(MT1-MMP), proporcionou aumento de expressdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), via
IKK/NF«xB (fator nuclear kappa B), bem como uma concomitante inibi¢ao da fosforilacao de
Akt, sugestivo de morte celular (PRATT; ANNABI, 2014; SINA et al., 2010). Outros estudos
demostraram que células das linhagens U-87 MG e HepG2 de carcinoma hepatico humano
tratadas com ConA exibiam aumento da expressdao de BNIP-3, Atg3, Atgl2 e Atgl2-L1 o
qual leva a morte celular mediante mitofagia (PRATT; ANNABI, 2014; YAU et al., 2015).
Bem como os estudos realizados em modelo murino de células hepaticas, sugerem que ConA
poderia ser internalizada e ativar a autofagia por induzir dano mitocondrial (CHANG et al.,
2007; ROY, BIBHAS et al., 2014). Trabalhos realizados no nosso laboratorio, demostraram
que além dos efeitos citotoxicos na linhagem de glioma U-87 MG, a lectina ConA provoca
alteragcdes morfologicas e moleculares na linhagem de glioma C6, induzindo morte celular por
autofagia a qual foi detectada pela clivagem da proteina LC3 e em associacdo com efeitos
citostaticos, indicados pela inibicdo da migragdo celular, proliferagdo e capacidade
clonogénica (NASCIMENTO, ANA PAULA M. et al., 2018, 2019).

Recentemente nosso grupo demostrou que as lectinas ConV (Canavalia virosa),
CaBo (Canavalia bonariensis), DLL (Dioclea lasiocarpa) e DIlyL (Dioclea lasiophylla),
lectinas purificadas de leguminosas presentes na biodiversidade brasileira, possuem a
capacidade de reduzir a viabilidade e migragao celular em modelo in vitro da linhagem C6 de
glioblastoma (CAVADA, BENILDO SOUSA et al, 2018; LEAL et al, 2018;
NASCIMENTO, KYRIA SANTIAGO et al., 2017, OSTERNE et al., 2017). Além destas, a
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lectina DvL, isolada da leguminosa Dioclea violocea também da flora brasileira, foi estudada
com mais profundidade e demonstrou efeito citotéxico nas linhagens de glioma C6 e U-87
MG, pormovendo a morte por ativagao do processo autofagico. Inclusive apresentando efeitos
aparentemente mais proeminentes quando comparados com a lectina ConA (NASCIMENTO,
ANA PAULA M. et al., 2018, 2019).

Recentemente também foi demostrado que a lectina de Viscum combinada com
anticancerigenos foi capaz de inibir o crescimento de células de glioma por estimular a fungao
de células T, aumentando a sobrevida média dos camundongos que foram inoculados com o
tumor. Estes dados sugerem um efeito sinérgico e adjuvante da lectina com a
radioquimioterapia (BHUTIA et al., 2019; SCHOTTERL et al., 2018).

Em funcdo dos diversos estudos relatados na literatura e dos trabalhos gerados no
nosso laboratorio, um ponto que continua sendo de grande importancia ¢ a identificacdo dos
mecanismos utilizados pelas lectinas para indugdo de seus efeitos anticancerigenos. Este
aspecto ¢ de grande relevancia, considerando o potencial para a utilizagdo das lectinas como
estratégias terapéuticas, em especial para remissdo dos gliomas, caraterizados por terapias

convencionais pouco eficazes e que apresentam uma alta taxa de mortalidade.

2.5.2 Canavalia brasiliensis (ConBr)

A lectina ConBr (Fig. 8) foi purificada ha 40 anos (16 anos apds a purificagdo da
ConA) a partir de sementes da Canavalia brasiliensis, também conhecido como “Cow Bean”,
uma leguminosa nativa do Brasil e América do Sul, pertencente a subtribo Dioclenae. Uma
Hololectina que possui afinidade especificas para glisose/manose, sendo dependente de
Ca”/Mn** (CAVADA, BENILDO SOUSA; OSTERNE; LOSSIO; et al, 2019;
GRANGEIRO et al., 1997). Em comparacdo a ConA, a sequéncia e estrutura cristalografica
de ConBr revela que ela possui dois residuos de aminoécidos substituidos, e que embora fora
do CRD, esta pequena alteracdo pode ser responsavel pelas diferencas na afinidade de ligagao
a carboidratos e na atividade biologica destas duas lectinas (GRANGEIRO et al., 1997,
SANZ-APARICIO et al., 1997).
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Figura 8. Estrutura cristalografica da lectina isolada de sementes de Canavalia
brasiliensis (ConBr) complexada com o acido alfa-aminobutirico.

Disponivel no PDB como 3JU9

Diversos estudos tem demonstrado uma diversidade de acgdes bioldgicas sobre
células do sistema imune e nervoso (BATISTA et al., 2017, CAVADA, BENILDO SOUSA;
OSTERNE; LOSSIO; et al., 2019; CAVADA, BENILDO SOUSA; OSTERNE; PINTO-
JUNIOR; ef al., 2019), além de ter sido verificado um efeito anti-proliferativo nas linhagens
celulares de leucemia (FAHEINA-MARTINS et al., 2012) e melanoma (SILVA et al., 2014),
porém o mecanismo de agdo envolvido na atividade anticancerigena ndo tenha sido totalmente
desvendado.

Estudos prévios do nosso grupo também demostraram efeitos da ConBr sobre a
neurotransmissao e neuroplasticidade, além de acdo neuroprotetora. Assim, as acdes relatadas
sobre a fun¢do neural, incluem: agdo tipo antidepressivo em modelos animais, que parecem
envolver a inducdo da expressdo do fator neurotdfico derivado do cérebro (BDNF), assim
como respostas neuroprotetoras envolvendo principalmente a transmissao glutamatérgica em
modelos in vivo e in vitro (BARAUNA et al., 2006; JACQUES et al., 2013; RIEGER, D. K.
et al., 2017; RIEGER, DEBORA K.; COSTA; et al., 2014; RIEGER, DEBORA K.; CUNHA;
etal.,2014).

2.5.3 Dioclea reflexa (DrfL I)

A lectina DrfLL I (Fig. 9), purificada das sementes da leguminosa Dioclea reflexa,
também uma hololectina que apresenta afinidade por glicose/manose e dependéncia por
Ca®*"/Mn*", constituida por trés cadeias (a, P e y) com massas de 25.562, 12.874 ¢ 12.706
KDa, respectivamente, sem ligacoes dissulfeto ou glicosilagdes (PINTO-JUNIOR, VANIR R.
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et al., 2016). A sua estrutura cristalografica revela que diferente da ConA esta lectina possui
uma histidina na posi¢ao 131 (PINTO-JUNIOR, VANIR REIS et al., 2017). Na literatura ndo
ha estudos em relagdo ao possivel efeito anti-tumoral da lectina Drfl., mas ha relacionando
sua participa¢dao na resposta inflamatoria, sua capacidade de causar uma inibi¢cdo parcial na
resposta edematogénica e de promover relaxamento de baixa intensidade nos anéis adrticos
em modelos in vivo de rato Wistar (CAVADA, BENILDO et al., 2018; PINTO-JUNIOR,
VANIR R. et al., 2016; PINTO-JUNIOR, VANIR REIS et al., 2017).

Figura 9. Estrutura cristalografica da lectina isolada de sementes de Dioclea reflexa
(DrfL) complexada com X-man.

Disponivel no PDB como 5TG3.

Recentemente, mediante a técnica de simulagdo “docking” demostrou-se que a DrfLL
I possui a habilidade de interagir fortemente com manose e ligar-se em N-glicanos presentes
nos residuos de glicoproteinas e glicocojugados da superficie celular, com a mesma
intensidade ao observado com as lectinas CaBo, DlyL e DLL (CAVADA et al., 2019a), as
quais, como foi demostrado recentemente no nosso laboratorio, apresentaram efeitos
citotoxicos na linhagem C6 (CAVADA, BENILDO SOUSA et al., 2018; LEAL et al., 2018;
NASCIMENTO, KYRIA SANTIAGO et al., 2017).

2.6 Cultura celular e linhagens celulares de cancer
O pilar central dos avangos na saide humana ¢ o desenvolvimento de novos
farmacos, existindo evidéncias que entre 2004 e 2014 os gastos em pesquisas de compostos

anticancerigenos foram duplicados (HAY et al., 2014).
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Um dos modelos de pesquisa pré-clinicos mais utilizados ¢ a cultura de células
derivada diretamente de um paciente ou animal de estudo, chamadas de cultura primaria.
Com exceg¢ao das células derivadas de tumores, as maiorias das cé€lulas de culturas primarias
tém um periodo relativamente pequeno de vida util. Ou seja, depois de um determinado
numero de duplicagdes populacionais as células entram em um estado de senescéncia e param
de se dividir independentemente de ter viabilidade (TANNOCK et al., 2013).

Dessa forma, baseado nas carateristicas e capacidade de proliferagao descontrolada
das células cancerigenas in vivo, foram criadas condi¢des in vitro que permitiram o
desenvolvimento de inumeros modelos de linhagens celulares cancerigenas (CLARK ef al.,
2010; COOPER, GM (BOSTON UNIVERSITY), 2000). A primeira linhagem foi criada em
1951 apos a remocao de um tumor de cancer cervical da paciente Henrietta Lacks. Algumas
células da massa tumoral foram removidas e observou-se que elas se multiplicavam
extremamente rapido - a cada 24h - algo nunca observado antes. Desde entdo suas células,
chamadas células Hela, sdo amplamente cultivadas, sendo posteriormente estabelecidas
outras linhagens a partir dos mais diversos tumores (MASTERS, 2002).

Embora as linhagens celulares sejam utilizadas como modelos pré-clinicos, hd uma
série de aspectos que devem ser considerados e cuidados, sob pena de limitar a validade do
modelo (TANNOCK et al., 2013):

a) O namero de células por volume de meio de cultivo ¢ critico para alguns tipos
de cultura.

b)  Contaminagdo cruzada com outras linhagens celulares que pode ser devido a
proximidade de linhagens celulares de rapida proliferagdo durante a cultura.

c) Como as células continuam a se dividir em cultura, crescem preenchendo a
area ou volume disponivel, o qual pode levar ao esgotamento dos nutrientes no meio de
crescimento, acumulagcdo de células apoptoticas/necrdticas (mortas), alteragdes do contato
celular, levando a inibi¢do ou senescéncia por contato. Além disso, as células tumorais
cultivadas continuamente em culturas podem adquirir outras mutagdes e alteragdes
epigenéticas que podem alterar as suas propriedades e sua capacidade de reiniciar o
crescimento tumoral in vivo.

d) O grau em que as linhagens celulares refletem a neoplasia original da que
derivam ¢ varidvel. Por exemplo, a linhagem celular DU145 de cancer de prostata deriva de
uma metastase cerebral carateristica deste tipo de tumor; porém nao de um tumor na prostata.

Com o avango do entendimento sobre as diferencas genéticas e bioquimicas das

células tumorais foi possivel imortalizar células normais com genes virais, cujos produtos



82 INTRODUGAO

ligam e inibem proteinas-chave, tais como p53 e Rb (proteina de retinoblastoma)
(MASTERS, 2002) ou mediante a expressdo for¢ada da telomerase (TANNOCK et al., 2013),
dando lugar as células de linhagens celulares com a capacidade de proliferar indefinidamente.
E importante ressaltar que as linhagens celulares sdo utilizadas ndo somente em pesquisas
sobre o cancer, mas também em outras analises biomédicas.

Nos ultimos anos, diferentes modelos celulares de glioblastoma foram estabelecidos
e utilizados em numerosas pesquisas (CLARK et al., 2010), das que detalharemos aqui as

linhagens C6 e U-87 MG, foram utilizados como modelo de estudo no presente trabalho.

2.7.1 Linhagem celular C6

A linhagem celular C6 (ATCC CCL-107) de glioma, foi originalmente isolada de um
tumor cerebral de rato Wistar, induzido pela injecdo de N-nitrosometilurea, sendo uma
linhagem celular com carateristica astrocitarias, parcialmente diferenciada, e apresentando
elevada expressao da proteina S100 (BENDA et al., 1968; DONTA, 1973; WOLFF et al.,
1997). As células C6 caracterizam-se por ser uma linhagem homogénea do tipo aderente e de
rapida proliferacio (NAGANO et al., 1993; WHITTLE et al., 1998). Notavelmente, quando
injetadas no cérebro de ratos neonatos estas células reproduzem um tumor que apresenta
similaridades morfologicas com o glioblastoma humano, incluindo: polimorfismo nuclear,
altas taxas mitoticas, focos de necrose, infiltragdo linfocitaria (AUER; MAESTRO;
ANDERSON, 1981; BENDA et al., 1968; GROBBEN; DE DEYN; SLEGERS, 2002) ¢
neovascularizagao (SAN-GALLI et al., 1989; WHITTLE et al., 1998).

Sendo importante ressaltar que as células C6 possuem caracteristicas que as
diferenciam das células provenientes dos gliomas malignos humanos (GROBBEN; DE
DEYN; SLEGERS, 2002; JACOBS et al., 2011). O gene supressor de tumor p53, um dos
genes mais frequentemente mutados nos tumores e também no GBM, s6 se encontra mutado
nas cé€lulas C6 provenientes de células tronco neurais ou “neural stem cells” (BARTH;
KAUR, 2009; ZHANG, P. Y. et al., 2015). Por outro lado, o gene p16, supressor de tumor,
possui uma alta taxa de mutacdo no GBM e também nas células C6 (JACOBS et al., 2011).
Uma caracteristica imunocitoquimica que vale citar ¢ que C6 ndo expressa muito a proteina
acida fibrilar glial (GFAP do inglés Glial fibrillary acidic protein) (GALLAND et al., 2019;
JACOBS et al., 2011).

Na atualidade, esta linhagem celular ¢ utilizada como modelo in vitro de astrocitoma,

em pesquisas do mecanismo de crescimento tumoral, angiogénese, invasdo e como material
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bioldgico no planejamento de terapias anti-GBM (AUER; MAESTRO; ANDERSON, 1981;
CHAO et al., 2015; LIANG, SHUMIN; CHEN; WANG, 2018).

2.7.2 Linhagem celulcar U-87 MG

A linhagem U-87 MG (ATCC HTB-14) ¢ derivada de um tumor maligno de uma
paciente de 44 anos pela técnica de explante (PONTEN; MACINTYRE, 1968), sendo muito
utilizada como modelo de estudo de glioma grau IV ou GBM (CLARK et al., 2010), existindo
(até¢ 17 de agosto de 2021) 3.629 publicacdes no Pubmed, quando utilizada a palavra chave
“U87 cell line”. Esta linhagem se caracteriza por apresentar heterogeneidade de populagdes
celulares, onde algumas sdo aderentes e outras capazes de formar esferdides ou pequenos
aglomerados (PONTEN; MACINTYRE, 1968). Os esferdides sdo ricos em células tronco
neurais ou “neural stem cells”, que conferem ao tumor a resisténcia as terapias convencionais
e consequentemente a recorréncia do tumor (LIEBELT et al., 2016; OH, SE-JEONG JEONG
et al., 2017), além de possuir a capacidade de formar tumores com carateristicas tipicas de
GBM, quando implantadas em camundongos imunocomprometidos (ALLEN et al., 2016;

YU, SUN-NYOUNG et al., 2017).

2.7.3 Tumoresferas

Apesar dos inumeraveis beneficios dos modelos in vitro em monocamada ou 2D,
baseados no cultivo celular em superficies rigidas tratadas para facilitar a adesdo e a
proliferagdo celular, estes modelos limitam as interagdes célula-célula e célula-matriz
extracelular. Sendo estas interacdes determinantes para as células in vivo (HOARAU-
VECHOT et al., 2018; SANTO et al., 2016). Porém, os modelos tumorais pré-clinicos in vivo
em animais baseiam-se em tumores murinos transplantados em ratos singenéticos, modelos
xenograficos ou modelos de ratos geneticamente modificados. Esses modelos ndo se
comportam como os tumores humanos. Além disso, cabe destacar que o local de implantacao
do tumor em geral ndo corresponde a localizacdo natural, assim como o sistema imune € a
taxa de crescimento das células tumorais encontram-se comprometidos (SANT; JOHNSTON,
2017).

Os tumores solidos caracterizam-se por serem constituidos por células tumorais,
células do estroma (células vasculares, imunes e fibroblastos) e por componentes da ECM
onde existe uma alta competicdo pelas interacdes célula-célula, célula-ECM, assim como
pelos gradientes locais de fatores de crescimento, nutrientes e oxigénio (SANT; JOHNSTON,

2017). Em comparagdo com culturas em monocamadas 2D, o modelo 3D pode mimetizar de
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forma mais apropriada o contexto celular e os gradientes patofisioldgicos relevantes de
tumores in vivo, a medida que sdo expostos a forcas topograficas e mecanicas que as células
em monocamada normalmente ndo apresentam (SANT; JOHNSTON, 2017; SANTO et al.,
2016).

As culturas tumorais no formato esferdides ou 3D sdo culturas automontadas de
células tumorais em condi¢cdes em que as interagdes célula-célula predominem sobre as
interacdes célula-ECM (SANT; JOHNSTON, 2017). As tumoresferas multicelulares
apresentam cancer stem-like cells (CSC), ou células tronco cancerigenas, as quais sdo
relacionadas a resisténcia tumoral frente a quimio- e radioterapia, a reincidéncia tumoral, bem
como invasdo e metastase tumoral. Assim, esse modelo celular ¢ interessante para se
investigar novos alvos e regimes terapéuticos para combater as CSC (KRAMER et al., 2013;
PAOLILLO et al., 2019; SANT; JOHNSTON, 2017; SANTO et al., 2016; SLUKVIN;
KUMAR, 2018; SONG, LIQING et al., 2019; VINCI et al., 2012, 2013; WEISWALD;
BELLET; DANGLES-MARIE, 2015).
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3 HIPOTESE
As lectinas DrfL I e ConBr, isoladas de sementes de leguminosas brasileiras, por sua
capacidade de reconhecer o padrao de glicosilagao de células tumorais poderiam ser capazes
de interagir especificamente com as células de GBM e ativar processos de morte celular, com
potencial de serem aplicadas como ferramentas de estudo, agente terapéutico ou adjuvante de

farmacos antitumorais convencionais.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Investigar a capacidade antitumoral das lectinas isoladas de sementes de leguminosas
Dioclea reflexa (DrfL 1) e Canavalia brasiliensis (ConBr) sobre culturas celulares de glioma
em modelos in vitro. Além disso, verificar a seletividade do efeito citotoxico das lectinas
sobre as células tumorais e se possuem capacidade adjuvante no tratamento com

temozolomida (farmaco de escolha para o tratamento convencional do GBM).

4.2 Objetivos Especificos
v Comparar o efeito citotoxico das lectinas DrfL I e ConBr, relativo a diminui¢do da
viabilidade celular em culturas de glioma, com a resposta de células normais (culturas

primarias de astrocitos corticais) frente ao mesmo tratamento.

v' Avaliar a ultraestrutura de células C6 expostas a DrfLL I e ConBr.

v’ Avaliar a modulagdo de vias de sinalizagio intracelular dependentes de MAPKs, Akt,
mTORC, bem como as vias relacionadas a autofagia e apoptose na resposta das

células C6 e U-87 MG expostas a DrfL e ConBr.

v" Comparar o efeito citotoxico das lectinas DrfL I e ConBr, isoladamente ou em
combinagdo com o agente alquilante temozolomida (TMZ), relativo a diminuicdo da

viabilidade celular em culturas de glioma.

v’ Avaliar a modulagdo de vias de sinalizagdo intracelular dependentes de MAPKSs, Akt,
mTORC e LC3 na resposta das células de glioma frente a terapia combinada de TMZ

e as lectinas DrfL I e ConBr.
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5 JUSTIFICATIVA

As estatisticas atuais apontam que a mortalidade relacionada com o cancer tem
aumentado nos ultimos anos (INCA 2020). Dentro desse espectro os gliomas correspondem
ao terceiro tipo de cancer, sendo os mais comuns dos tumores primarios do SNC e
apresentando a maior taxa de mortalidade (OSTROM et al., 2019). Um aspecto que se destaca
¢ que os tratamentos convencionais como a ressec¢do cirurgica e radioterapia oferecem um
beneficio paliativo no controle do GBM (BIRK; HAN; BUTOWSKI, 2017). Além disso, as
drogas anticancerigenas disponiveis e utilizadas no tratamento parecem ter pouca eficiéncia e
baixa especificidade, causando dano celular ndo especifico e devastadores declineos
neurocognitivos (BIRK; HAN; BUTOWSKI, 2017; JURATLI; SCHACKERT; KREX, 2013;
THEELER; GILBERT, 2015). Portanto, estudos de novos compostos que sejam capazes de
interagir com alta especificidade sobre as células tumorais para levar a morte ou inibicdo da
proliferacdo dessas células representam um desafio.

Assim a nossa pergunta de investigacdo foi: as lectinas isoladas de sementes de
leguminosas brasileiras (DrfL I e ConBr) seriam capazes de interagir especificamente com as
células de glioblastoma, levando a morte e/ou inibi¢do da proliferacao celular?

Portanto, o presente trabalho tem como foco pesquisar o mecanismo de agdo
citotoxico desencadeado pelas lectinas DrfLL I e ConBr, sobre linhagens de glioma (C6 e U-87
MG), visando obter uma compreensao basica para uma futura utilizacdao de lectinas como: 1)
agentes anti-tumorais diretos; 2) coadjuvantes de quimioterdpicos; 3) marcadores de
progressdo tumoral e metastase; 4) elementos constituintes de complexos quimioterapicos,
que poderiam dirigir seletivamente agentes anti-tumorais, para uma acao mais restrita sobre as

células neoplésicas.
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Tabela 4- Relacido de reagentes utilizados.
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Reagentes Sigla [] de uso Fabricante Cadigo

3-metiladenine 3-MA 2 mM Sigma-Aldrich® M9281

Acridine Orange LA 3 mg/mL Sigma-Aldrich® A8097

Annexin-V-FITC A 2 uL Thermo Fischer A13199

Scientific

Antibiotic Antimycotic Solution - 100X Sigma-Aldrich® AS5955

bisBenzimide H 33342 H 0,01 Sigma Aldrich® B2261

trihydrochloride - Hoechst mg/mL

Bovine serum albumin BSA 2% INLAB 1870

Bromophenol Blue 40% USB™ US12370

Caspase-8/FLICE Inhibitor, Z- IETD-fmk 2 uM Clontech® S1500

IETD-FMK

Chloroquine diphosphate salt CQ 10 uM ou Sigma-Aldrich C6628
20 uM

Crystal Violet - - Sigma Aldrich® 548-62-9

Dulbecco’s modified Eagle’s DMEM - Sigma-Aldrich® D5523

medium-low glucose

Dulbecco’s Modified Eagle's DMEM- - Sigma-Aldrich® D6421

Medium/Nutrient Mixture F12

F-12 Ham

ECL Select Western Blotting Super - Sigma-Aldrich®  GERPN2235

Detection Reagent ECL

EnzChek® Caspase-3 Assay Kit - - Thermo Fischer ab39401

Scientific

Fetal Bovine Serum FBS 10% Gibco™ 00997

Leite desnatada 5% MOLICO -

Pluronic® F-127 - 2% Sigma Aldrich® P2443

Poly-L-lysine hydrobromide - 0,01 Sigma-Aldrich® P6282
mg/mL

Ponceau S 0,5 mg/mL USB™ 33819

Propidium Iodide IP 0,01 Sigma Aldrich® P4170
mg/mL

Sonda 2',7'-Dichlorofluorescin DCF-DA 10 uM Sigma Aldrich® D6883

diacetate

Sonda JC-1 - 0,01 Sigma Aldrich® T4069
mg/mL

SP600125 10 uM Cell Signaling 8177

Staurosporine - 1 uM MERCK 37095

Temozolomide T™MZ 50 -500 Sigma-Aldrich T2577

uM

Tetrazolio 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]- MTT 0,5 mg/mL Sigma-Aldrich M2128

2,5-difeniltetrazodlio

Trypan Blue Solution 0,02% Gibco™ 15250061

Trypsin-EDTA - 0.05% Gibco™ 03729

U0126 u0126 10 uM Cell Signaling 9903S

B - Mercaptoethanol - 8% VETEC® V000590



https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/m9281?context=product
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A13199
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/c6628?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/548-62-9?focus=products&page=1&perPage=30&sort=relevance&term=548-62-9&type=cas_number
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/p6282?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/s5567?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sial/37095?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/m2003?context=product
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6.1 Isolamento, Diluicdo e Desnaturacio de Lectinas.

As lectinas de interesse foram extraidas de sementes das leguminosas oriundas da
flora brasileira: Dioclea reflexa (DrfL 1) e Canavalia brasiliensis (ConBr). A purificagao das
mesmas foi realizada por cromatografia de afinidade em Sephadex®-G50, conforme descritos
previamente por Moreira e colaboradores (MOREIRA, R. A.; GAVADA, 1984) e Mackler e
colaboradores (MACKLER; WOLSTENCROFT; DUMONDE, 1972). A pureza das lectinas
foi verificada por SDS-PAGE segundo protocolo descrito por Laemmli (LAEMMLI, 1970),
usando um aparelho MiniProtean II (BioRad, Milao, Italia) de placas de gel vertical de 0,75
mm com 15% de acrilamida no gel de separacgao e 4% no gel de entrada.

O processo de purificagdo descrito foi realizado no Laboratério de Moléculas
Biologicamente Ativas (BioMol-Lab) do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Ceard, coordenado pelo Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada.

Apds o isolamento, as lectinas DrfLL I ¢ ConBr foram diluidas em tampao HEPES-
salina sem glicose composto por NaCl 124 mM, KCI 4 mM, MgSO4 1.2 mM, HEPES 25 mM,
CaCl, 1 mM, pH 7.4. Sendo este tampao utilizado como o controle bioldgico do tratamento.

A fim de avaliar se o efeito biologico ¢ dependente da sua estrutura proteica, as
lectinas ja diluidas foram desnaturadas por aquecimento (100°C) em banho seco durante 10
minutos.

Para determinar se a acdo das lectinas ¢ dependente do seu dominio de
reconhecimento a carboidrato (CRD) foi bloqueado, através da dilui¢ao da lectina em tampao
HEPES-salina sem glicose contendo 0,1 M de seu agucar ligante especifico (a-metil-D-

manosideo) e mantida durante 30 minutos a 37°C.

6.2 Cultura Celular e Manutencio.

As células da linhagem C6 (ATCC/CCL-107) oriunda de glioma de rato (Rattus
norvegicus) € U-87 MG (ATCC/HTB-14) referente a glioma humano (Homo sapiens), ambas
linhagens foram fornecidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram
mantidas em cultura em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose)
acrescido de glicose (0,6%), glutamina (2 mM), bicarbonato de sddio (0,06%) e suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina (Antibiotic Antimycotic Solution), a 37 °C em atmosfera umidificada de 95%
0, e 5% CO,. Ao atingir confluéncia de 80% as células foram repicadas utilizando tripsina

0,05%.
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As células GBM-1 foram isoladas a partir da recessdo cirtirgica de um paciente sexo
feminino de 64 anos no Hospital Celso Ramos em Floriandpolis, Santa Catarina-
posteriormente os especialistas confirmaram histopatoldégicamente o diagnostico de GBM
(BITTENCOURT et al., 2016). A amostra foi coletada por neurocirurgides em 15 mL de
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM-F12) contendo
10% de SFB, sendo levada a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) para posteriores
processamentos. No fluxo laminar, as meninges cerebrais € vasos sanguineos foram
removidos, sendo o tecido dissociado mecanicamente com tripsina ¢ com ajuda de uma pipeta
Pasteur. Posteriormente, as células foram lavadas com tampao fosfato-salina (PBS 0,1 M;
composto por 0,14 M de NaCl, 0,003 M de KCl, 0,01 M de Na,HPO4 ¢ 0,002 M KH,POy) e
cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm? contendo DMEM-F12 acrescido de glicose
(0,6%), glutamina (2 mM), bicarbonato de sdédio (0,06%), suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 100 unidades/mL de penicilina ¢ 100 mg/mL de estreptomicina, a 37 °C em
atmosfera umidificada de 95% O, e 5% CO,. Todos os procedimentos ¢ formulérios de
autorizagdo para obtengdo das amostras foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da UFSC (CEPSH nimero de protocolo 108.286).

O cultivo primario de astrocitos corticais foi realizado com a finalidade de que
pudéssemos avaliar o perfil de toxicidade das lectinas nas células saudaveis (DAL-CIM et al.,
2019). Anterior ao cultivo celular, cada poco da placa de 24 pogos foi previamente tratado
com 250 pL Poly-L-lysine hydrobromide (0,01 mg/mL) para promover a adesdo das células,
apos 24 h a placa foi lavada 3X com agua ultrapura autoclavada.

Inicialmente os ratos neonatos de p0 ou pl foram decapitados e as cabecas foram
esterilizadas com alcool 70% e condicionadas em PBS 1X estéril. Posteriormente as estruturas
foram transferidas para outra placa com PBS 1X-glicose (1% de glicose 1 M) e entdo
colocadas na cabine de seguranca bioldgica para a etapa de dissecagdo das estruturas
cerebrais. Com o auxilio da lupa as meninges sao retiradas e o telencéfalo ¢ dissecado sempre
mantendo a estrutura em PBS 1X-glicose no gelo.

Ap0s a disseccdo, as estruturas foram mantidas em 1 mL de tripsina por 20 min em
tubos conicos de 15 mL em banho a 37 °C. Posteriormente foi adicionado 1 mL do inibidor da
tripsina-DNase, e a amostra foi centrifugada a 1500 rpm por 5 min e retirado o sobrenadante
com cuidado para que ndo seja suspendido o precipitado formado pelas estruturas.
Posteriormente foi adicionado 1 mL de meio DMEM-F12 (suplementado com SBF 10% e
Bicarbonato de sodio 2,44 g), e as estruturas foram dissociadas até que uma solucao

homogénea fosse obtida.
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Em seguida 4 mL do mesmo meio de cultura foram adicionados, aguardou-se a
sedimentacdo e entdo o sobrenadante que continha as células oriundas da dissociacdo foi
coletado e centrifugado novamente a 1500 rpm por 5 min, descartado o sobrenadante e
suspendido em 4 mL de meio DMEM-F12 suplementado com 10% de SBF. As células foram
diluidas e submetidas a contagem em camara de Neubauer para estabelecer o ntimero de
células obtidas. O plaqueamento foi realizado na densidade de 35x10* células por pogo.

Uma vez plaqueadas, as células foram condicionadas em meio DMEM-F12, sendo o
meio de cultura substituido no dia seguinte com a finalidade de remocao de debri celular e
c¢lulas mortas ou ndo aderentes e a cada dois dias o meio foi trocado até que a cultura tivesse

entre 7 e 10 dias de cultivo ou até atingir 80% da confluéncia celular.

6.3 Tratamentos Realizados nas Culturas Celulares.

Para a realizagdo dos experimentos nas células de glioma, a densidade celular foi
estabelecida através da contagem em camara de Neubauer, onde a determinagdo das células
viaveis foi realizada através do corante vital azul de tripan (0,02%).

As células da linhagem C6 foram tratadas com veiculo (controle) ou 1, 10, 30 e 50
png/mL de DrfLL T ou ConBr por 3, 6, 12, 24 e 48 h, a fim de analisar a dose-resposta € o tempo
de resposta das lectinas nos modelos testados. Para avaliar a importancia do processo de
autofagia, ativagdo da caspase-8 e modulacdo das MAPKs (ERK e JNK) na viabilidade
celular, foram realizados experimentos com, 3-metiladenine (3-MA) um inibidor da autofagia
que bloqueia a formag¢ao do autofagossomo mediante a inibi¢do de PI3K classe III (ZHANG,
XUDONG et al., 2014) e chloroquine (CQ) um bloqueador da fusdo entre autofagossomo e
lisossomo (YE, HONGXING et al., 2016). 3-MA e CQ foram utilizados na concentracao de 2
mM e 10 pM, respectivamente, sendo adicionados 1 h antes do tratamento com as lectinas.
U0126 ¢ um inibidor seletivo de MEK1/2, que bloqueia a ativagdo de ERK1/2 (MARAMPON
et al., 2009; RAMASWAMY et al., 2019) e foi utilizado na concentragao de 10 uM e
adicionado 30 min antes do tratamento com as lectinas. SP600125 ¢ um inibidor seletivo de
JNK1/2 (BENNETT et al., 2001; HIDESHIMA et al., 2003) e foi adicionado 7 horas antes do
tratamento com as lectinas na concentracdo de 10 uM. O inibidor FLICE (1mM IETD-fmk) ¢
um inibidor de apoptose induzida por Fasl, por bloquear a ativacdo de caspase-8 e
consequentemente caspase-3 (LAWRENCE; CHOW, 2012), foi utilizado na concentracdo de
2 uM sendo adicionado 6 h antes do tratamento com as lectinas.

As células da linhagem U-87 MG foram tratadas com veiculo (controle) ou 10, 30,

50 e 100 pg/mL de DrfL I por 12, 24, 48 ¢ 72 h, a fim de analisar o efeito da lectina na
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linhagem. 3-MA, U0126, SP600125 e IETD-fmk foram utilizados na mesma metodologia que
na linhagem C6, porém o tempo de pré-exposicao a CQ foi de 72 h na concentragdo de 20
uM.

Desenhos experimentais:

Figura 10. Desenho experimental do pré-tratamento com os inibidores a fim de avaliar a
importancia do processo de autofagia, ativacdo da caspase-8 e modulacio das MAPKSs
(ERK e JNK) na viabilidade celular.
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Uma das drogas de escolha, utilizadas no tratamento de gliomas atualmente ¢ a
temozolomida (TMZ), um agente alquilante utilizado no tratamento de gliomas recorrentes de
alto grau (WICK; PLATTEN; WELLER, 2009). Trabalho realizado por Stupp e
colaboradores (STUPP, 2002), apontaram uma taxa de sobrevivéncia promissora em pacientes
submetidos a radioterapia e concomitantemente tratados com TMZ, porém até o momento
esta taxa de sobrevida ainda ¢ muito baixa e a toxicidade do TMZ também ¢ algo a ser
considerado. Para avaliar se poderia haver uma acao sinérgica entre as lectinas ¢ 0 TMZ sobre
as linhagens celulares C6 ¢ U-87 MG, foram realizados tratamentos simultaneos e tratamentos
combinados com este farmaco.

Inicialmente, para avaliar a sensibilidade das linhagens ao farmaco, realizou-se uma
curva de viabilidade na densidade de 10° células, as linhagens foram tratadas com as seguintes
concentragdes: 50, 100, 200, 300, 400 e 500 uM de TMZ por 24 e 48 h de exposi¢do. Sendo
escolhida a concentra¢dao de 200 uM de TMZ para posterior analise.

Desenhos experimentais:

Figura 11. Desenho experimental do pré-tratamento com 200 pM de TMZ a fim de
avaliar acdo sinérgica diminuicio da viabilidade celular.
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As células GBM-1 foram tratadas com veiculo (controle) ou 10, 30, 50 e 100 pg/mL

de DrfL I ou ConBr por 24 h, a fim de realizar uma comparagao do efeito citotoxico das
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lectinas em dois modelos de glioma humano; considerando que 24 h de tratamento foi o
tempo minimo para observar diminui¢do na viabilidade celular nas células U-87 MG.
Por fim, a avaliagdo do perfil de toxicidade das lectinas nas células saudaveis foi

realizada no tempo de 24 h, nas concentragdes de 10, 30 e 50 pg/mL.

6.4 Microscopia de Luz.
As alteracdes morfoldgicas das células frente a cada tratamento foram fotografadas

em microscopia de luz com o auxilio do microscopio invertido NIKON® eclipse T2000-U.

6.5 Determinacio de Viabilidade Celular pelo Método de MTT.

Para avaliar a viabilidade celular apdés o tratamento, foi utilizado o teste
colorimétrico com sal de tetrazolio 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
(MOSMANN, 1983). Para isso, placas de 96 pocos foram semeadas com 0,1 mL de meio
DMEM suplementado com 10% de SFB contendo as células das linhagens C6 e U-87 MG em
uma densidade de 1x10* células/pogo, entanto que as células GBM-1 foram semeadas na
densidade 5x10°. As placas foram incubadas por 24 h, em estufa a 37°C numa atmosfera
umidificada com 95% O, e 5% CO,; até confluéncia de 80%. Apos este periodo, o meio foi
substituido por um novo meio e acrescido de veiculo (controle) ou lectina.

As células da linhagem C6 foram tratadas com lectina nas concentragdes de 1, 10, 30
e 50 pg/mL e incubadas em estufa por 3, 6, 12, 24 ou 48 h. Enquanto as células GBM-1 foram
tratadas com 10, 30, 50 e 100 pg/mL por 24 h. Passado o periodo de tratamento, o contetido
de cada pogo foi substituido por 0,1 mL de uma solugdo de MTT (0,5 mg/mL em tampao
HBSS). As placas foram incubadas por 1 h a 37 °C ao abrigo da luz. Em seguida, foi retirada
a solucdo de MTT e adicionou-se 0,05 mL de dimetilsulféoxido (DMSO) em cada pogo, por 30
min, para a dissolug@o dos cristais de formazan.

As células da linhagem U-87 MG foram tratadas com lectina nas concentragdes de
10, 30, 50 e 100 pg/mL e incubadas em estufa por 12, 24, 48 ou 72 h de acordo com o tempo
de tratamento que se pretendia analisar. Passado o tempo de tratamento, foram acrescentados
0,1 mL da solu¢do de MTT (sem retirar o meio de cultura com o tratamento). A placa foi
incubada por 4 h a 37 °C ao abrigo da luz. Em seguida, foi retirado todo o contetdo existente
na placa e adicionado 0,05 mL de DMSO em cada pogo, permanecendo incubado por 1 h
também ao abrigo da luz a 37°C (HONG et al., 2016).

As células das culturas primarias de astrdcitos, foram expostas as lectinas por 24 h

nas concentragdes de 10, 30 e 50 pg/mL. Apos este periodo, foram incubadas por 2 h com
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MTT na concentragdo de 0,5 mg/mL a 37 °C e posteriormente os cristais de formazan foram
solubilizados com DMSO.

As absorbancias foram medidas em espectrofotometro (Multileitora Infinite M200
TECAN) disponivel no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia
Lameb/CCB/UFSC, no comprimento de onda de 540 nm. Os valores de absorbancia foram
transformados em porcentagens de viabilidade celular, em relacdo a média dos controles
celulares, considerados 100% vidveis. Realizando-se 4 experimentos independentes em

triplicata para cada lectina e tempos testados.

6.6 Ensaio de Microscopia de Fluorescéncia com Iodeto de Propidio.

A fim de elucidar se a morte das células estava associada a danos na membrana
celular, foi realizado um ensaio de microscopia de fluorescéncia com lodeto de Propidio (IP),
seguindo protocolo adaptado de Singh e colaboradores (SINGH, RUBY et al., 2016). Para
isso, as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos e incubadas nas mesmas condig¢des
do item 6.5, os corantes: IP (1 mg/mL) e Hoechst (1 mg/mL) foram acrescentados diretamente
no meio de cultivo, na concentrac¢do final de 0,01 mg/mL. A placa foi mantida ao abrigo da
luz e permaneceu em estufa a 37 °C por 20 minutos. Posteriormente as células foram
visualizadas pela técnica de microscopia de fluorescéncia também com auxilio do
equipamento com Nikon® Eclipse, modelo T2000-U usando o conjunto de filtros: 488 nm

excitacdo e 560 nm emissdo para IP e 353 nm excitagdo e 483 nm emissdo para Hoechst.

6.7 Ensaio de Microscopia de Fluorescéncia com Laranja de Acridina.

O ensaio de Laranja de Acridina (LA) ¢ realizado para determinar a formacao de
organelas vesiculares acidas (OVA), o que pode surgir como consequéncia do aumento do
processo autofagico. Com o intuito de avaliar se o tratamento com as lectinas era capaz de
modular este evento, as células foram submetidas a essa coloracdo seguindo protocolo
adaptado de Singh e colaboradores (SINGH, RUBY et al., 2016).

Para isso, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas nas
mesmas condi¢des do item 6.5, apds o periodo de tratamento as células foram coradas.
Inicialmente 50 pL do meio de cultura foram removidos, acrescentando-se 20 uL. de LA (10
mg/ml), na concentragdo final de 3 mg/mL; a placa foi incubada a 37 °C por 20min ao abrigo
da luz.

As células foram visualizadas pela técnica de microscopia de fluorescéncia através

do aparelho Nikon® Eclipse microscopio invertidos T2000-U usando conjuntos de filtros,
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470 nm excitagdo e 525 nm emissdo para analise da cromatina (Cr), e 350 nm excitagdo e 615

nm emissao para analise da presenca de OVA.

6.8 Microscopio Eletronico de Transmissao.

Foi realizada uma analise das células C6 por microscopia eletronica, com o objetivo
de avaliar as carateristicas morfologicas das células no nivel subcelular, seguindo o protocolo
descrito por De Paul e colaboradores (DE PAUL et al., 2009).

Para realiza¢do do ensaio, foram semeadas 5 x 10° células por pogo em placas de
cultura de 6 pogos e incubadas nas mesmas condigdes do item 6.2 por 24 h. Apds esse
periodo, as células foram tratadas com veiculo ou lectinas na concentracdo de 30 pg/mL por
12 h e posteriormente coletadas com auxilio de 200 pL de tripsina e a cada dois pogos as
células foram unidas, chegando na concentragdo final de 10°, seguidas de lavagens com PBS e
suspendidas em mistura Karnovsky (4% de formaldeido e 2% de glutaraldeido em tampao
cocadilato 0,1 M e 7% de sacarose).

As células fixadas foram centrifugadas e o pellet formado foi tratado com OsO4 a 1%
durante 1 h, seguidamente o pellet foi tratado com acetato de uranilo 1% em tampao acetato
0,1 M a pH 5,2 durante 20 min. Entdo foram feitas uma série de desidratagdes com acetonas
frias graduadas, para posteriormente as células serem embebidas em resina Araldite (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Cortes finos forma realizadas usando ultramicrétomo
JEOL (Nikon, Téquio, Japao) com uma lamina de diamante, que foram corados com acetona
de uranilo/citrato de chumbo e examinados usando um microscopio eletronico Zeiss Leo 906-
E equipado com a camera digital Megaview III (Oberkochen, Alemanha). As amostras foram
enviadas ao Centro de Microscopia Eletronica-FCM da Universidad Nacional de Cordoba
(UNC), onde foram realizados os procedimentos de inclusdo, cortes e visualizagdo no

microscopio.

6.9 Ensaio de Sobrevivéncia Clonogénica.

Para verificar se apds o tratamento as células U-87 MG apresentavam capacidade de
recuperar o seu crescimento, foi realizado um ensaio de sobrevivéncia clonogénica. Para isso
as c¢lulas foram plaqueadas em placas de 96 pogos na mesma densidade e tratamento
descritos no item 6.3. ApoOs os periodos de 24, 48 e 72 h as células foram submetidas ao
processo de clonagem por diluicdo limitante. Onde as células foram contadas e diluidas na
concentragdo final de 0,5 célula/poco com o intuito de que durante o plaqueamento

tivéssemos apenas uma célula por poco.
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Apo6s semear as células, estas foram observadas em microscopia de luz e aquelas que
continham apenas uma célula por pogo foram selecionadas para o ensaio, onde permaneceram
nas condi¢des de cultivo ja descritas no intem 6.2 por um periodo de 10 dias. Posteriormente,
as cé€lulas e as colonias formadas foram contatas e o seguinte calculo foi realizado com o
intuito de obter a eficiéncia clonogénica (CE), de acordo com o que foi descrito por Munshi e

colaboradores (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005):

(CE)= _n° de células contadas x 100.

n°de células semeadas

6.10 Ensaio de Migracao - “Scratch”.

Para que fosse possivel avaliar a capacidade de migragdao e também de proliferacao
das células GBM-1 apos o tratamento com as lectinas, foi realizado o ensaio de migragao
seguindo protocolo adaptado de Liang e colaboradores (LIANG, CHUN-CHI; PARK;
GUAN, 2007). Em resumo: as células foram inicialmente plaqueadas na concentracdo de
5x10* células por poco em placas de 48 pocos. Apds 24 h, o meio de cultura foi removido e
foi realizado um risco com uma ponteira de 200 uL no tapete celular, as células que
permaneceram eram lavadas com PBS, adicionado entdo o meio de cultura novamente
acrescido com veiculo (controle) ou lectinas nas concentracdes de 10, 30 e 50 pg/mL.
Imediatamente apos o tratamento as células foram fotografadas para que tivéssemos um
registro do tempo 0, 24 e 48 h apds o tratamento.

ApOs os registros, as imagens foram analisadas pelo software livre imageJ® com o
intuito de mensurar a area residual apos o tratamento afim de avaliar a capacidade de inibigao

que as lectinas poderiam causar sobre o fechamento do tapete celular.

6.11 Ensaio de migracio - “Transwell”.

Para confirmar os dados obtidos no meu mestrado a respeito do potencial citostatico
das células submetidas ao ensaio de migra¢do por “Scratch”, e também para avaliar se as
células ndo estavam apenas proliferando, foi realizado o ensaio de migragdo com transwell.

Para isso, células C6 e U-87 MG foram plaqueadas no interior dos pogos “transwell”
na densidade de 50x10° por poco, estas células estavam suspensas em 100 uL de seus
respectivos meios de cultivo ja descritos anteriormente e posicionados no interior dos pogos
da placa de 24 pocos. Apos semear as células, estas foram imediatamente submetidas ao

tratamento com veiculo (controle) e com as lectinas nas concentragdes de 30 e 50 pg/mL
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devido ao fato de gerarem prejuizos a célula, porém ainda sendo capazes de manter parte da
viabilidade preservada. Apds a adi¢do do tratamento aguardou-se 10 min e a parte inferior da
placa (abaixo do transwell) foi completada com 600 pL de meio DMEM-F12, suplementado
com 20% de SBF, como fator “quimiotatico”. O tempo de tratamento escolhido foi de 24 h.
Ap6s o periodo de incubacao, os “transwells” foram retirados das placas de 24 pogos
e com o auxilio de um Swab, as células do interior do Transwell que ndo migraram foram
retiradas; enquanto que as células que haviam migrado e ficado na parte externa do Transwell
foram coradas com Cristal Violeta por 20 min, lavadas com PBS 2X e posteriormente
recolocadas nas placas de 24 pocos para os registros fotograficos pela técnica de microscopia

de luz, no mesmo aparelho microscopico mencionado anteriormente.

6.12 Formacio de Tumoresferas e Tratamento.

Previamente ao cultivo celular, cada pogo da placa de 6 pogos foi tratado com 1 mL
de Pluronic F-127 na concentracdo de 2% para inibir a adesdo das células, apds 24 h o
composto foi retirado e os pogos lavado com PBS. Posteriormente foram semeadas 6x10°
células/poco da linhagem U-87 MG, sendo mantidas nas condi¢des citadas no item 6.2 para a
mesma linhagem.

Apds 24 h, as células foram visualizadas com microscopia de luz com o auxilio do
microscopio invertido NIKON® eclipse T2000-U para conferir a formagdo das tumoresferas.
Essas tumoresferas foram transferidas para uma placa de 24 pocos e tratadas com veiculo
(controle) ou lectinas nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL. Imediatamente apods o tratamento
as ce€lulas foram fotografadas para que tivéssemos um registro do tempo 0, 24, 48 ¢ 120 h
apods o tratamento.

Feitos os registros, as imagens foram analisadas com o intuito de mensurar a area
residual apos o tratamento a fim de avaliar a capacidade de inibigdo que as lectinas poderiam

causar sobre a migragao/adesdo das tumoresferas ao substrato do pogo.

6.13 Ensaio de Anexina-V-FITC e Iodeto de Propideo por Citometria de Fluxo.

Com a finalidade de avaliar através de outra metodologia, o potencial das lectinas em
gerar morte celular do tipo apoptose ou necrose, também foi realizado o ensaio Anexina/IP
por citometria de fluxo.

Para isso, as células C6 foram plaqueadas na densidade de 5x10° por poco em placa
de 6 pocos. Apos a confluéncia de 80%, foi realizado o tratamento com 10, 30, 50 ug/mL de

lectinas por 6 h. Posteriormente ao periodo de tratamento, as células eram tripsinizadas e cada
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dois pogos unidos para obter a concentragdo final de 10° células por amostra. A seguir as
células foram lavadas 1X com PBS e entdo suspensas em 200 pL de tampao de ligacdo (10
mM HEPES, 140 mM NacCl and 25 Mm de CaCl, pH 7.4).

Neste tampao de ligagdo, foram adicionados 2 pLL de Anexina-V-FITC e 2 uL de IP
(1Img/mL), onde as células ficaram incubadas por 15 minutos ao abrigo da luz. As amostras
do tratamento foram duplamente marcadas, e foram realizados: um controle negativo para
Anexina-V-FITC, um controle negativo para IP, um controle negativo duplamente marcado,
um controle positivo com Anexina-V-FITC (Staurosporina 1 uM por 3 horas de exposi¢do) e
um controle positivo para IP (células submetidas ao nitrogénio liquido por 20 min) também
foram realizados.

A leitura foi realizada no Aparelho FACS Canto (Becton Dickson®) disponivel no
Laboratdério Multiusuario de Estudos em Biologia (Lameb)/CCB/UFSC. Para cada amostra
foi contabilizado um total de 10.000 eventos. Apds a leitura, os dados foram submetidos a
analise no software livre Flowing 2.5.1®. Utilizando os canais FITC e PE para analise de

Anexina-V-FITC e IP respectivamente.

6.14 Medida do Potencial de Membrana Mitocondrial com a Sonda JC-1.

Com o intuito de avaliar se as lectinas seriam capazes de causar danos no potencial
de membrana mitocondrial nas células C6, optou-se por utilizar a sonda JC-1, um indicador
de alteracdo no potencial de membrana mitocondrial. Para isso, placas de 96 pogos foram
utilizadas para o ensaio, as condi¢des de plaqueamento e tratamento foram as mesmas
descritas anteriormente no item 6.3. O tempo de interagdo com as lectinas foi de 6 h.

Apos este periodo de incubagdo, o meio de cultura foi retirado acrescentando-se 0,1
mL/pogo de JC-1 (Img/mL), na concentracdo final de 0,01 mg/mL, e posteriormente a placa
foi incubada em estufa a 37 °C por 20 min, ao abrigo da luz. Posteriormente, as células eram
lavadas 1 X com PBS, e suspendidas na mesma solucao (0,1 mL/pogo) para leitura e registros
microscopicos.

Realizou-se leitura da fluorescéncia por espectrofotometria (SpectraMax® Molecular
device) disponivel no Laboratorio Multiusuario de Estudos em Biologia Lameb/CCB/UFSC,
utilizando os comprimentos de onda de excitagao de 490 nm e emissao 520 nm para deteccao
da fluorescéncia verde e 525 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo para a detec¢do da
fluorescéncia vermelha. Os valores da fluorescéncia foram transformados em porcentagens,
em relacdo a média dos controles celulares, considerados como 100%. Os ensaios foram

realizados em 4 experimentos independentes em triplicata para cada lectina e tempo testado.



MATERIAIS E METODOS 101

6.15 Analise de Espécies Reativas de Oxigénio.

A fim de analisar se as lectinas seriam capazes de gerar um aumento no estresse
oxidativo celular, foi realizado um ensaio com a sonda Sonda 2',7'-Dichlorofluorescin
diacetate (DCF-DA) para analisar as espécies reativas de oxigénio (ERO). Para isso, 1x10*
células C6 foram plaqueadas por pogo em placas de 96 pogos e apds 24 h tratadas com as
lectinas (1, 10, 30 e 50 pg/mL) por 6 h. Posteriormente o meio de cultura foi removido, as
células foram lavadas com PBS 1X e 100 uL da sonda DCF-DA na concentracao de 10 uM
foi adicionada por pogo e incubada ao abrigo da luz a 37 °C por 20 min.

Ap0s os periodos de incubacgdo, as células foram lavadas com PBS 1X e suspendidas
em 100 pL. da mesma solu¢do. Como controle positivo, utilizou-se perdéxido de hidrogénio
(H20,) 10% por 15 minutos antes de iniciar a lavagem das células. A leitura foi realizada a
485 nm de excitagdo e 520 nm de emissdo (SpectraMax® Molecular device) disponivel no
Laboratério Multiusudrio de Estudos em Biologia (Lameb)/CCB/UFSC. Os valores da
fluorescéncia foram transformados em porcentagens, em relagdo a média dos controles
celulares, considerados como 100%. Os ensaios foram realizados em 4 experimentos

independentes em triplicata para cada lectina e tempo testado.

6.16 Ensaio de Atividade de Caspase-3.

Com o intuito de investigar se as lectinas seriam capazes de induzir morte celular do
tipo apoptotica, foi realizado um ensaio para avaliar a atividade enzimatica de caspase-3. Para
isso foi utilizado o Kit comercial “EnzChek”™ Caspase-3 Assay Kit”.

As células C6 foram plaqueadas na densidade de 5x10° por pogo em placas de 6
pocos e tratadas com ambas as lectinas nas concentragdes de 1, 10, 30 e 50 pug/mL. Foi
realizado um controle positivo com Staurosporina (1 uM) e um controle negativo com as
células tratadas apenas com o veiculo. Dois pogos foram submetidos & mesma concentragao
da lectina e unidos depois do tratamento, para que a concentracao final por reacdo fosse igual
a 10° células, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Foi estabelecido um tempo de tratamento de 6 h, para que as células pudessem sofrer
a acdo da lectina, sem, no entanto, causar alteragdes em relacdo a integridade da membrana
celular, uma vez que a enzima que se pretendia detectar ¢ citoplasmatica. Apos o tratamento,
o meio de cultura foi retirado e as células foram tripsinizadas, coletadas em tubos de 1,5 mL e
posteriormente centrifugadas a 5000 rpm por 5 min, apoés isso elas foram lavadas com PBS e
estocadas a -80 °C overnight para favorecer o processo de lise das células. Posteriormente as

células foram incubadas com um tampao de lise comercial no banho de gelo por 30 min e
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centrifugadas nas mesmas condi¢des descritas acima. O sobrenadante foi transferido para uma
placa de 96 pogos preta (PerkElman®) e adicionado o substrato da reagdo. Uma curva padrao
foi realizada com uma solugdo de AMC (10 mM) para observar a linearidade da reacao.
Imediatamente apds a colocagdo do substrato as células foram submetidas a um ensaio
cinético fechado de 1 h, sendo cada leitura realizada a cada 30 segundos, com as seguintes

condi¢des: 342 nm de excitagdo, 435 nm de Cut-off e 446 nm de emissao.

6.17 Waestern Blot.

O ensaio de Western blot foi realizado para analisar a expressdo de proteinas
relacionadas a apoptose (Bak, Bax, Puma, Bad, Bid, Bim, BNIP3, caspase-3), a autofagia
(Beclin-1, Atg5, Atg7, LC3I/II), bem como a expressdo e fosforilagdo de proteinas de
sinalizagdo intracelular como Akt, nTORC1 ¢ MAPKs (p38™FX, ERK1/2, JNK p46 e p54).
Inicialmente, as células foram plaqueadas na densidade de 2,5x10° células por po¢o em uma
placa de 6 pogos, e apos 24 h de incubagdo, as células foram tratadas por 12 h para a linhagem
C6 e 24 h para a linhagem U-87 MG com as lectinas ou veiculo. Posteriormente, o meio de
cultura foi retirado e as células homogeneizadas em 200 pL de “Stop-solution” (Tris 50 mM,
EDTA 2 mM, SDS 4%, pH 6,8). Para obter um nivel de proteina total mais adequado, cada
dois pogos eram reunidos e as amostras colocadas em tubos de 1,5 mL e imediatamente
aquecidas a 100 °C durante 5 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (13.000
rpm durante 5 min) e mantidas a -20 °C overnight. Passado este periodo, as amostras foram
descongeladas a 100 °C, submetidas ao vortex e entdo centrifugadas novamente sob as
mesmas condigoes.

Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente coletado, e
subsequentemente foi adicionado sobre este uma solugdo de glicerol 40% (40% de glicerol,
100 mM Tris, azul de bromofenol, pH 6,8) na relacdo 25:100 (v/v) e B-mercaptoetanol
(concentragao final 8%). As amostras foram armazenadas a -80 °C até a eletroforese ser
realizada. A mesma quantidade de proteina para cada amostra (30 ug por poco) foi submetida
a eletroforese em minigel de SDS-PAGE a 12, 10 e 6% e transferida para membranas de
nitrocelulose utilizando um aparelho de transferéncia semi-dry (1,2 mA/cmz; 1,5 h). Para
verificar a eficiéncia de transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S.

Para a imunodetec¢dao, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5%
em solucdo salina tamponada com Tris (TBS) (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Os niveis
de expressdo proteica ou fosforilacio foram detectados apds incubacdo “overnight” com

anticorpos especificos diluidos em solucdo salina tamponada com Tris ¢ Tween a 0,01%
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(TBS-T), contendo 2% de albumina (BSA) com as especificacdes descritas na tabela 5 a

seguir:

Tabela 5- Rela¢do de anticorpos utilizados no ensaio de Western blot

Alvo Diluigao Fabricante Caodigo
Akt 1:1000 Cell Signaling 46855
Atg 5 1:1000 Cell Signaling 12994
Atg 7 1:1000 Cell Signaling 8558
Bad 1:1000 Cell Signaling 9239
Bak 1:1000 Cell Signaling 12105
Beclin- 1 1:1000 Cell Signaling 3495
Bid 1:1000 Cell Signaling 2002
Bim 1:1000 Cell Signaling 2933
BNIP3 -Humano 1:1000 Cell Signaling 44060
BNIP3- Murino 1:1000 Cell Signaling 3769
Caspase-3 1:1000 Cell Signaling 9662S
ERK 1/2 1:20000 Sigma M5670
INK (p46/p54) 1:1000 Sigma 559304
LC3 1:1000 Cell Signaling 12741
mTORCI 1:1000 Cell Signaling 2972
p3g MAFK 1:10000 Sigma MO0800
pAkt 1:1000 Cell Signaling 92715
pBad 1:1000 Cell Signaling 5284
pERK 1/2 1:5000 Sigma MS8159
pINK (p46/p54) 1:1000 Cell Signaling 92515
pmTORCI 1:1000 Cell Signaling 2971
pp38 MAPK 1:10000 Millipore 9211
Puma 1:1000 Cell Signaling 12450
B-actina 1:2500 Santa Cruz 47778

Posteriormente, as membranas foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente
com o anticorpo secundario especifico conjugado a peroxidase (HRP) para detec¢dao das

bandas proteicas.



104 MATERIAIS E METODOS

As reagdes reveladas por substrato quimioluminescente (Super ECL). Todos os
passos de bloqueio e incubagdo foram seguidos por lavagens (3X-5 min/lavagem) com TBS-T
(Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 a 0,1%, pH 7,5). Todas as membranas foram
incubadas com anticorpo anti-fB-actina (1:2500) para verificar que quantidades iguais de
proteinas foram aplicadas no gel.

O nivel de fosforilacdo das proteinas ERK1/2, Akt, JNK, p38MAPK e mTORCI1 foi
determinado pela ragao da densidade optica (DO) da forma fosforilada pela DO da forma
total. Os niveis de expressao das proteinas associadas aos eventos autofagicos ou apoptoticos
foram determinados como uma razdo entre a DO de cada proteina testada pela DO de B-
actina. No caso da LC3II foi realizada uma razdo da DO (previamente normalizada pela B-
actina) de LC3II por LC3I. A revelagdo dos imunoblottings foi realizada através de Super
ECL (Cytiva Amersham™ ECL Select™ Western Blotting Detection Reagent), utilizando o
aparelho Fotodocumentador ChemiDoc (BioRad®), disponivel no Laboratério Multiusuario
de Estudos em Biologia (Lameb)/CCB/UFSC. As bandas foram quantificadas usando o

software Image Lab®.

6.18 Analise Estatistica.

Os resultados foram analisados pelo programa Graph Pad Prisma versao 5.0 (La
Jolla, California, EUA). Os dados apresentados possuem distribuicdo normal, de acordo com
o teste Shapiro-Wilk (p > 0,05) e, desta forma, foram avaliados por meio da andlise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias seguido por teste post-hoc de Bonferroni.

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.). Valores

de p menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados estatisticamente significativos.

6.19 Docking e dinimica molecular da interacio entre a lectina ConBr e os glicanos da
MMP-1

O “Molecular docking” foi realizado utilizando o software GOLD V. 5.5 (CDCC,

Cambridge, England). As coordenadas estruturais da lectina ConBr foram obtida da base de

dados PDB com o id: 4H55, enquanto os glicanos da MMP-1 foram desenhados usando o

servidor Carbohydrate Builder (http://glycam.org), usando como referéncias as informagdes

de estrutura de glicanos do trabalho de Saarinen e colaboradores (SAARINEN et al., 1999).
As simulagdes de dindmica molecular foram realizadas utilizando o programa
GROMACS com uso do campo de forca CHARMM 36 m (as coordenadas do Docking forma

consideradas como coordenadas iniciais). Foram escolhidos o centro de cavidade do CRD e


http://glycam.org/
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todos os residuos num raio de 10 A para a realizacdo do algoritmo. Utilizamos a fungio
PLANTSPLP score (KORB; STUTZLE; EXNER, 2009) e os seguintes parimetros: tamanho
da populagdo de 100, pressao de selecao de 1,1, nimero de operagdes de 10.000, nimero de
ilhas de 5, tamanho de nicho de 2, frequéncia de cruzamento de 95, numero de poses de 20.
As poses mais baixas de energia foram escolhidas através da combinagdo da pontuacdo de
acoplagem, ligagdo de hidrogénio, critérios geométricos para avaliar o grau de
complementariedade estereoscopica entre ligante ¢ dominio de ligagdo e as interagdes
hidrofobicas (DE AVILA et al., 2017; HECK et al., 2017; XAVIER et al., 2016).

Foram realizados os seguintes graficos:

Grafico de RMSD (Root-mean-square deviation): Usado para avaliar a trajetoria a
partir do posicionamento de todos os atomos do sistema em cada frame comparado as
coordenadas iniciais da simulagdo. Uma dinadmica ¢ ideal para andlise quando entra em
equilibrio, ou seja, ndo ha variagdes bruscas no posicionamento dos atomos do sistema. Cada
ponto do grafico representa uma média do posicionamento de todos os d&tomos em cada frame
da simulacgdo.

Grafico de RMSF (Root-mean-square fluctuation): Usado para avaliar a
estabilidade dos residuos de aminoacidos ou 4tomos durante a trajetoria. Valores do grafico
representam a média de flutuacdo de um determinado residuo ou 4tomos considerando todos
os frames da dinamica. Quanto maior esse valor mais instavel € aquele residuo naquela
simulacdo e quanto menor o valor mais estavel ¢ aquele residuo.

Ligacdes de Hidrogénio: Avalia a quantidade de liga¢cdes de hidrogénio por frame

da simulacao entre duas entidades selecionadas.
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Capitulo 1

7 Mecanismo de a¢ao bioldogica da lectina ConBr sobre
linhagens de glioma.
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7.1 ConBr induz alteracdes morfologicas nas células de glioma.

A fim de avaliar a capacidade citotdxica da lectina ConBr nas células de glioma,
foram utilizadas trés linhagens celulares diferentes: células C6 uma linhagem comercial de
rato; células U-87 MG uma linhagem comercial de glioma humano; células GBM1 de
glioblastoma, uma cultura primaria a partir de um tumor de GBM.

A figura 12 mostra o efeito da lectina ConBr (10, 30 e 50 pg/mL) sobre a morfologia
e viabilidade das células de glioma e astrocitos normais (obtidos a partir de cultura primaria)
tratados por 24 h.

A figura 12A mostra a retragdo dos prolongamentos citoplasmaticos e perda de
adesdo celular das células de glioma a partir de 30 ug/mL. No entanto, astrocitos primarios
corticais ndo apresentam alteracdes morfologicas evidentes frente ao tratamento com a
lectina. Estas alteracdes morfoldgicas nas células C6 e GBM1 foram acompanhadas por
diminui¢ao da viabilidade celular. A figura 12B mostra que a partir de 30 pg/mL as células da
linhagem C6 apresentam redugdo de mais que 50% da viabilidade celular [F3 2= 3,207; p <
0,001], enquanto que a cultura primaria de GBM1 mostra uma reducdo de mais de 20%
[F3,12)=3,207; p <0,01]; j& a linhagem U-87 MG ndo apresentou uma redug¢do significativa na
viabilidade celular. Esses resultados constatam a sensibilidade da linhagem C6 frente ao
tratamento, considerando que apresentou a maior queda na viabilidade celular frente ao

tratamento com ConBr.
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Figura 12. Comparaciao da perda de adesao celular e diminuicdo da viabilidade celular

em modelos celulares tratados com ConBr. Células de cultura priméaria de um tumor de GBM
(GBM1), linhagens C6 e U-87 MG de glioma e cultura primaria de astrocitos foram expostas a ConBr nas
concentragdes de 10, 30 ¢ 50 pg/mL ou veiculo (Tampdo Hepes-salina, controle) por 24 h. A) Microscopia
optica mostrando o efeito da ConBr sobre a morfologia das células expostas aos diferentes tratamentos. Barra de
escala representa 200 pm. B) Viabilidade celular frente ao tratamento com ConBr medido pelo método da
reducdo do MTT. Os experimentos (N=4) foram realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados como
média + E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100%). ** p < 0,01 e *** p <0,001. ANOVA
de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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Com a finalidade de obter uma melhor compreensdo do mecanismo de agdo da

lectina, as linhagens foram avaliadas separadamente.

7.2 Mecanismos de acao biolégica da lectina ConBr nas células da linhagem Cé6

7.2.1 A perda de adesao celular e reducio da viabilidade celular das células C6 sao
dependentes da concentracio e tempo de tratamento com ConBr.
Para estabelecer uma curva de tempo e concentragdo resposta das células C6 de

glioma frente ao tratamento com ConBr, as células foram incubadas por 3, 6, 12, 24 ¢ 48 h
com veiculo ou lectina (1, 10, 30 e 50 ug/mL), conforme apresentado na figura 13.

A figura 13A demonstra que existe uma dependéncia de concentracdo e tempo nas
repostas morfologicas das células frente ao tratamento com ConBr. Observando-se que as
c¢lulas C6 mostram retragdo dos prolongamentos citoplasmatica a partir de 3 h de exposicao a
50 pg/mL, sendo que apds 6 h de exposicdo estas alteragdes ocorrem a partir de 30 pg/mL.
Porém, a perda de adesdo celular, que envolve a mudanga morfolégica das células de uma
morfologia plana para uma mofologia esférica, s6 foi observada a partir de 12 h de exposicao.

A perda de adesdo celular foi acompanhada por uma queda na viabilidade celular.
Como mostra a figura 13B as concentragdes de 30 e 50 pg/mL induziram uma redug@o na
viabilidade em cerca de 30% [F4,12)= 5,969; p < 0,01] e 40% [F@4,12-~ 5,969; p < 0,01],
respectivamente, apdés 12 h de tratamento. Por outro lado, em 24 h de tratamento foi
observado uma redugdo de mais de 40% [F,12)- 5,969; p < 0,01] da viabilidade celular frente
a ambas concentragdes, enquanto a partir de 48 h a reducdo da viabilidade celular foi de mais

de 80% [F4.12-5,969; p < 0,01].
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Figura 13. Perda de adesdo celular e diminui¢do da viabilidade celular nas células C6 de

glioma pelo tratamento com ConBr. Células da linhagem C6 foram expostas a ConBr nas
concentragdes de 1, 10, 30 e 50 pg/mL ou veiculo (Tampao Hepes-salina, controle) por 3, 6, 12, 24 ¢ 48 h. A)
Microscopia Optica mostrando o efeito da ConBr na morfologia das células expostas aos diferentes tratamentos.
Barra de escala representa 200 um. B) Viabilidade celular frente ao tratamento com ConBr medido pelo método
de reducdo do MTT. Os experimentos (N=4) foram realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados como
média + E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100%). *** p < 0,001. ANOVA de uma via
seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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Para verificar se as alteragdes morfoldgicas poderiam estar associadas a prejuizos na
membrana celular e confirmar a reducdo na viabilidade celular observado pelo método de
MTT, realizou-se a coloragdo com IP, que marca células que perderam a integridade da

membrana plasmatica.
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A figura 14A-E ¢ um representativo das células coradas com IP e Hoescht, em cada
tempo de exposi¢ao a ConBr. Conforme exibido no painel 14F, a marca¢ao com IP foi muito
pouco alterada por ConBr (1-30 pg/mL) independente do tempo de incubagdao avaliado.
Entretanto, a concentragdo de 50 pg/mL de ConBr, promoveu um aumento pronunciado na
marcagdo para IP [F43=0,4756; p < 0,001], mas somente ap6s 24 e 48 h de exposi¢ao.
Assim, como ja demostrado na figura 13, as células da linhagem C6 sdo sensiveis ao
tratamento com 30 e 50 pg/mL de ConBr a partir de 12 h. Porém, um marcado efeito

citotoxico somente foi observado apos tempos de exposi¢ao mais prolongados.

Figura 14. Perda de integridade de membrana plasmatica nas células C6 de glioma

produto do tratamento com ConBr. Células da linhagem C6 foram expostas a ConBr nas
concentragdes de 1, 10, 30 e 50 pg/mL por 3, 6, 12, 24 ¢ 48 h (veiculo: Hepes-buffer salina, controle). Apods o
periodo de tratamento as células foram coradas com Iodeto de Propideo (IP) ¢ Hoechst e visualizadas através de
microscopia de fluorescéncia com auxilio do microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U. A-E) Papineis
representativo da incorporag@o de IP nas células expostas aos diferentes tratamentos. Barra de escala representa
100 um. F) Quantificacdo da fluorescéncia nas células expostas aos diferentes tratamentos. Os experimentos
(N=4) foram realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M., em porcentagem dos
valores absolutos obtidos em cada tratamento. * p < 0,05, *** p <0,001. ANOVA de uma via seguido do teste
post hoc de Bonferroni.



Todeto de Hoechst +

Hoechst Propide

ConBr-3 h
Iodeto de
Propideo

(IP)

Hoechst +

Hoechst P

CAPITULO I 113

Todeto de
Propideo
(IP)

Hoechst+

=
S

Hoechst

Controle

1pg/mL

30pg/mL 10pg/mL

Opg/mL

5

-
=

ConBr-6 h
Todeto de
Propideo

(IP)

Hoechst+
IP

E

Hoechst

Controle

30pg/mL 10pg/mL mL

Opg/mL

S

ConBr-12 h

ConBr-24 h



114 CAPITULO |

Todeto de
Propideo Hoechst+
E) Hoechst (IpP)

Controle

=

1ng/mL

10pg/mL

o
=
)

. e (ontrole

ConBr

- 604 | pe/ml
i_; 10 ug/mL
é 404 xx 30 ug/mL
E I * 50 ug/mL

204 * kA

T T T "
3h 6h 12h 24h 48h

30pn

<

S0pg/mL

—
o~}

ConBr-48 h

Estes dados em conjunto sugerem que o efeito citotoxico da lectina ConBr sobre as
células de glioma da linhagem C6 seja mediado, possivelmente, por mecanismos de morte

celular programada, como por exemplo apoptose ou autofagia.

7.2.2 A ConBr diminui a capacidade de migracao celular nas células C6

As vias de migracdo e motilidade celular sdo processos chaves do comportamento
infiltrativo das células de glioma in vivo. Como ja tinhamos mostrado previamente mediante o
ensaio de migragao por “scratch”, no estudo de mestrado (WOLIN, INGRID ALESSANDRA
VICTORIA, 2017), ap6s 24 h de exposi¢cdo ConBr induz uma diminui¢do significativa na
migracdo celular mesmo em concentragdes menores onde ndo foi apresentado efeito
citotoxico nas células.

Com a finalidade de confirmar que estes resultados prévios, obtidos no ensaio de
migracao por “scratch”, e com o objetivo de mostrar a capacidade da lectina de diminuir a
migracdo e ndo somente a motilidade celular, foi realizado o ensaio de migracdo no
“transwell”.

Na figura 15 se apresenta a resposta das células C6 expostas por 24 h a veiculo ou 30
e 50 ug/mL de ConBr. Como ¢ visivel na figura 15A, as células expostas ao veiculo migraram

muito mais em direcdo ao meio quimioatraente (DMEM F12 + 10% SFB) que as células
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tratadas com a lectina. A figura 15B, mostra uma inibi¢do na migracdo celular das células

expostas a 30 e 50 ug/mL de 50 e 60%, respetivamente [F(» 5=1,628; p <0,001].

Figura 15. O tratamento com ConBr possui efeito citostatico nas células C6 de glioma

diminuindo a capacidade de migracio celular no poco de franswell. Células da linhagem C6
foram expostas a ConBr nas concentracdes de 10, 30 e 50 ug/mL ou veiculo (Tampao Hepes-salina; controle)
por 24 h. Apos o periodo de tratamento as células foram fixadas com paraformaldeido (4 %) e coradas com
Cristal violeta. As células foram visualizadas através do microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U. A)
Representativo da coloragdo das células expostas aos diferentes tratamentos. Barra de escala representa 100 um.
B) Quantificagdo da migragdo. Os experimentos (N=5) foram realizados em quintuplicata. Os dados estdo
apresentados como média + E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100%). *** p < 0,001.

ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
50 pg/mL

A) Controle 30 pg/mL

B) 120~
;ﬂ:‘ 100- BT
=
= 80-
Q e * k%
S 60-
4
& 4
= 20-
0

]
Controle 30 50
ConBr pg/mL

Tendo em conta que as culturas 3D (tumoresferas) da linhagem U-87 possuem
similaridades morfologicas e funcionais com a estrutura do tecido tumoral in vivo, fomos
avaliar a migragdo celular nesse modelo em resposta ao tratamento com ConBr. Um aspecto
importante a ser ressaltado € que a linhagem U-87 MG nao tinha apresentado diminui¢do da

viabilidade celular frente ao tratamento com ConBr, como apresentado na figura 12.
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Como pode ser observado na figura 16B o tratamento com ConBr retardou a
capacidade das tumoresferas de se aderirem a superficie da placa, mostrando que a lectina
pode prejudicar a repopulagao celular. Como pode ser observado as tumoresferas tratadas com
o veiculo (controle), apds 24 h de sua transferéncia para a placa de 24 pocos, sem Pluronic F-
127, conseguiram se fixar ao substrato e comegaram a migrar, aumentando o deslocamento
das células e igualando-se a adesdo e espalhamento celular de uma cultura da linhagem U-87
MG. Dessa forma, pode ser sugerido que, embora ndo tenha mostrado uma capacidade de
diminuir a viabilidade das células U-87 MG, ConBr aparentemente poderia se ligar a alguma

estrutura celular ou da matriz reduzindo a capacidade migratéria das células de glioma.
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Figura 16. O tratamento com ConBr possui efeito citostatico sobre as tumoresferas da
linhagem U-87 MG diminuindo a capacidade de migracio/adesdo celular no poco da

placa. As tumoresferas foram expostas a ConBr nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL ou veiculo (Tampdo
Hepes-salina, controle) por 24, 48 e 120 h. A) Representativo da morfologia das tumoreferas antes do
tratamento. B) Representativo da resposta das tumoresferas ao tratamento. As imagens foram capturadas através
do microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U. Barra de escala representa 200 um.

A) Tumoresferas

B)

Controle 50 pg/mL ConBr 100 pg/mL ConBr

24 h

48 h

120 h

7.2.3 A lectina ConBr modula as vias de sinalizacio dependentes de MAPKSs e Akt
nas células C6 de glioma

Considerando que a queda da viabilidade celular das células C6 frente ao tratamento
com ConBr foi observada a partir de 12 h de tratamento, escolhemos este periodo para avaliar

se o tratamento interferiria na modula¢do da sinalizacdo de MAPKs e Akt. A figura 17A
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representa a resposta na sinalizagdo nas células C6 frente ao tratamento por 12 h com ConBr e
veiculo. Estes resultados demonstram um incremento na fosforilagio de JNKs e p38MATX,
acompanhado de uma diminuic¢ao na fosforilagdo de ERKs e Akt.

Nas figuras 17B-C observa-se que ocorreu um aumento na fosforilagdo de JINK(p54)
e JNK(p46) em resposta a exposi¢ao de 50 pg/mL de ConBr em comparagdo ao controle
[F4.4=3,966; p <0,01] e [F44-6,436; p < 0,001], respetivamente. Entretanto, como mostrado

na figura 17F houve um incremento de 7 vezes na fosforilacio de p38MAT¢

em resposta a
exposicdo de 30 e 50 pg/mL comparado ao controle [F44-7,396; p < 0,01 e p <0,001].

Por outro lado, como exibido nas figuras 17D-E, ConBr diminuiu significativamente
a fosforilagdo das ERKs em todas as concentragdes testadas (ERK1 [F44)- 10,47; p <0,05 e p
<0,01] e ERK2 [F44)- 7,798; p < 0,05 e p < 0,01]). Porém, como evidenciado na figura 17G
somente a concentra¢do de 50 pg/mL de ConBr conseguiu suprimir significativamente a
fosforilagdo de Akt comparado ao controle [F44)- 6,129; p <0,01].

Tomados em conjunto, estes resultados sugerem um padrao de efeitos da ConBr
sobre a fosforilagdo das MAPKs e Akt que pode resultar na indugdo de morte ou
diferenciagdo celular. Com esse intuito, fomos avaliar o que aconteceria com o efeito
citotoxico da lectina ConBr frente aos inibidores de JNKs e ERKs.

Como exposto nas figuras 17H-I, quando as células C6 foram pré-tratadas com
SP600125 (inibidor das JNKs) ou U0126 (inibidor das ERKs), a lectina ndo apresentava
efeito citotoxico nas células [F2=1,870; p < 0,001] e [F¢,12=2,464; p < 0,001],
respectivamente. Sugerindo que a lectina ConBr pode modular, de forma complexa, diversas
vias de sinalizagdo e que seu efeito citotoxico € aparentemente dependente da sinalizacao de

JNKs e ERKSs.

Figura 17. O mecanismo de diminuicio da viabilidade celular da ConBr nas células C6

de glioma ¢é dependente das vias de sinalizacdo JNK e ERK. A) Western blot representativo das
células C6 expostas ao veiculo ou ConBr por 12 h. A quantificagdo das proteinas ¢ apresentada em B) INKp54,
C) JNKp46 D) ERK1, E) ERK2, F) p38M*™ ¢ G) Akt. Efeito dos inibidores de JNK e¢ ERK na viabilidade
celular medido pelo método de MTT. As células da linhagem C6 foram pré-tratadas com H) 10 pM de
SP600125 (inibidor de JNK) por 7 h ou I) 10 uM de U0126 (inibidor de MEK/ERK) por 30 min, apos este
periodo as células foram cotratadas com a lectina por 24 h, sendo realizada uma comparagdo da viabilidade das
células tratadas somente com a lectina. Os dados sdo expressos em relagdo ao controle (100%) e os valores sdo
representados como média = E.P.M. de quatro experimentos realizados em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e
*#* p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni. ## p < 0,01 e ### p < 0,001
ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagdo ao tratamento com s6 lectina na
mesma concentragio.
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6.2.4 A ativacio do processo de autofagia e de caspase-8 promovem a morte das células
C6 tratadas com ConBr
Um proximo ponto avaliado foi a caracterizacdo da possivel via de morte celular

desencadeada pela lectina ConBr.

A figura 18 mostra a classificagdo e contagem celular avaliada por citometria de
fluxo das células C6 expostas por 6 h ao tratamento com ConBr ou veiculo na presenga dos
biomarcadores Anexina-V-FITC (indicativo de morte celular por apoptose) e IP (indicativo de
perda da integridade da membrana plasmatica). Pode-se observar nos graficos de “dot plot”
que somente 50 pg/mL de ConBr causou um incremento de 4,05% na marcagao para anexina-
V-FITC'/IP" e 7,44% na marcagdo para Anexina-V-FITC'/IP", apresentado no grafico de
barra como A" [F3,3=5,873; p < 0,05]. Diferentemente, o incremento da marcagdo para IP*
foi de 23,43% e 48% para 30 e 50 pg/mL de ConBr, respectivamente [F33=5,873; p <
0,001]; enquanto a marcagdo para IP" foi de apenas 3,22% nas células tratadas com o veiculo.
Estes dados de marcacdo de IP concordam com os dados obtidos na microscopia de

fluorescéncia apresentado na figura 14.



CAPITULO I 121

Figura 18. O incremento da incorporac¢io de IP nas células C6 de glioma produto do
tratamento com ConBr nio foi equivalente a marcacio de Anexina-V-FITC. Células da
linhagem C6 foram expostas a ConBr nas concentragdes de 10, 30 e 50 pg/mL por 6 h. Apds o periodo de
tratamento as células foram coradas com lodeto de Propideo (IP) e Anexina-V-FICT (A). Como controle do
experimento (dupla marcacdo negativa para IP e A) as células foram tratadas com o veiculo, como controle IP+
as células foram submetidas por 20 min em nitrogénio liquido e para A+ foram tratadas por 3 h com
Staurosporina (1 uM). O ensaio foi realizado no aparelho FACS Canto (Becton Dickson®), através da contagem
de 10.000 eventos por amostras. Analise dos dados obtidos foi feita através do software livre Flowing 2.5.1®. Os
dados foram analisados através de graficos de pontos “dot plots” segundos os parametros PE-A (eixo y) e FICT-
A (eixo x). O grafico de histograma foi realizado em funcdo das porcentagens obtidas de trés experimentos
realizados em triplicata, os dados sdo expressos em relagdo ao controle (100%) e os valores sdo representados
como média = E.P.M.* p < 0,05 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagdo as diferengas entre

tratamento.
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A figura 19 mostra uma analise da modulacdo de proteinas da via apoptotica nas
células C6 frente ao tratamento com ConBr. Na figura 19A se apresenta um respresentativo da
resposta na sinalizagao celular para Bak e BNIP3 nas células C6 frente ao tratamento por 12 h
com ConBr e veiculo. Como se observa na figura 19B ndo foram demonstradas alteragdes
significativas na expressdo de Bak comparado ao controle. Porém, na figura 19C nota-se um
incremento de 7 vezes na expressao de BNIP3 em resposta a 30 ¢ 50 pg/mL de ConBr
comparado ao controle [F 4=8,340; p < 0,05 e p <0,01, respectivamente].

Notavelmente, também foi observado uma ativacao de caspase-3 (Fig. 19D) com um
incremento de 2 vezes em resposta a 10 pg/mL e de 3 vezes para 30-50 pg/mL de ConBr
[Fs.4=2,787; p <0,001], quando avaliados com o Kit comercial “EnzChek® Caspase-3 Assay
Kit”.

Com a finalidade de explicar o porqué tinhamos um incremento na ativacao de
caspase-3 quando a marcagdo para anexina-V-FITC somente tinha sido significativa na maior
concentragdo, mas nao sendo um incremento marcante; resolvemos avaliar se este resultado
estaria relacionado com a ligacdo da lectina aos residuos glicosidicos dos receptores de morte.
Para isso, fomos avaliar o que aconteceria com o efeito citotoxico da lectina ConBr quando
utilizado o inibidor de Caspase-8 (IETF-fmk). Na figura 19E ¢ mostrado que o efeito
citotoxico da lectina ConBr foi bloqueado nas concentragdes de 30 e 50 pg/mL [F(9.12)= 6,653;

p <0,001 e p <0,05], respectivamente.
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Figura 19. O mecanismo de diminuicio da viabilidade celular da ConBr nas células C6

de glioma é dependente da ativacdo de Caspase-8. A) Western blot representativo das células C6
expostas ao veiculo ou ConBr por 12 h. A quantificagdo das proteinas ¢ apresentada em B) Bak e C) BNIP3. D)
Ensaio da atividade de Caspase-3 das células C6 expostas por 6 h ao tratamento. Foi considerado C- as células
expostas ao veiculo e C+ as células expostas por 3 h a staurosporina (1 uM). E) Efeito do inibidor de Caspase-8
(IETF-fmk) na viabilidade celular medido pelo método de MTT. As células da linhagem C6 foram pré-tratadas
com 2 uM do inibidor de caspase-8 por 6 h, apos este periodo as células foram tratadas com a lectina por 24 h,
sendo realizada uma comparacao da viabilidade das células tratadas s6 com a lectina. Os dados sdo expressos em
relacdo ao controle (considerado como 100%) e os valores sdo representados como média + E.P.M. de quatro
experimentos realizados em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do
teste post hoc de Bonferroni. # p < 0,05 e ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de
Bonferroni em relagdo ao tratamento com so6 lectina na mesma concentragao.
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A figura 20 revela a avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial, pela sonda
JC-1, das células C6 expostas por 6 h a ConBr. Onde pode-se apreciar como ndao houve

alteragdes significativas no potencial de membrana mitocondrial em resposta ao tratamento.
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Estes resultados concordam com os obtidos na figura 19E, descartando-se a possibilidade de

que a lectina ativaria processos de apoptose pela via intrinseca.

Figura 20. O mecanismo de diminui¢io da viabilidade celular da ConBr nas células C6

de glioma nao interfere no potencial de membrana mitocondrial. Células da linhagem C6
foram expostas ao veiculo (Tampao Hepes-salina, controle), 1 pM de FCCP (controle positivo) ou ConBr por 6
h. Apds o periodo de tratamento, as células foram coradas com a sonda JC-1. A) Visualizagdo das células através
de microscopia de fluorescéncia, com o auxilio de microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U. B)
Quantificacdo da leitura de fluorescéncia realizada no multileitor SpectraMax Molecular Device em 490 nm de
emissdo e 520 nm de excitagdo (verde) e 525 nm de emissdo e 590 nm de excitagdo (vermelho). Os dados sdo
expressos em relagdo ao veiculo considerado 100% e os valores representados como média = E.P.M. de quatro
experimentos realizados em triplicata. *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de
Bonferroni
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Uma vez descartado que a lectina fosse capaz de ativar a apoptose pela via intrinseca,
juntamente com o indicativo de que seu mecanismo de a¢dao poderia envolver a ativacdo da
caspase-8, resolvemos investigar se o processo de autofagia estaria também implicado no
efeito citotoxico induzido por ConBr.

A marcagdo por Laranja de Acridina (LA) ¢ uma técnica relativamente facil e
permite detectar a presenca de organelas vesiculares acidas (OVA) presente nas células

durante o processo de autofagia. O painel da figura 21A-E traz uma representagdao da



CAPITULO I 125

coloracdo com LA das células C6 expostas aos diferentes tempos de tratamento. Como
apresentado na figura 21F, o tratamento com ConBr nas células C6 causou um significativo
incremento na marcagao de OVA a partir de 12 h de tratamento com as concentra¢des de 10
até 50 ng/mL [F3=1,718; p <0,001]. Nao obstante, a concentragdo de 10 pg/mL em 12 h de
tratamento ndo apresentou efeito citotoxico (Fig. 13B). Apos 24 h de exposi¢ao, houve um
incremento significativo em todas as concentragdes testadas, porém este incremento sé se

manteve nas concentragoes de 30 e 50 pg/mL no tratamento por 48 h [F43=1,718; p <0,001].

Figura 21. Aumento da marcac¢io de organelas vesiculares acidas (OVA) nas células C6

de glioma pelo tratamento com ConBr. Células da linhagem C6 foram expostas a ConBr nas
concentragdes de 1, 10, 30 e 50 pg/mL e veiculo (Tampao Hepes-salina; controle) por 3, 6, 12, 24 ¢ 48 h. Apds o
tratamento as células foram coradas com Laranja de Acridina e visualizadas através de microscopia de
fluorescéncia utilizando um microscdpio invertido NIKON eclipse T2000-U. A-E) Representativo da coloracao
das células expostas aos diferentes tratamentos. Barra de escala representa 100 pm. F) Quantificacdo da
fluorescéncia nas células expostas aos diferentes tratamentos. Os experimentos (N=4) foram realizados em
triplicata. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M., em porcentagem dos valores absolutos obtidos em
cada tratamento. *** p <0,001. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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Outro ponto muito interessantemente analisado e mostrado na figura 22, mediante a

sonda DCF-DA, foi uma diminui¢do nos niveis de produgdo de ERO a partir de 6 h de
exposi¢ao a 10-50 pg/mL de ConBr [F4,12=4,769; p < 0,01 e p <0,001].

Figura 22. O mecanismo de acdo da ConBr envolve diminuicdo da producao de espécies

reativas de oxigéneo nas células C6. Quantificagdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
mediante a sonda DCF-DA das células tratadas com ConBr por A) 3 h e B) 6 h. Os dados sdo expressos em
relagdo ao controle (considerado como 100%) e os valores s@o representados como média + E.P.M. de quatro
experimentos realizados em triplicata. ** p <0,01 ¢ *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc

de Bonferroni.
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Notavelmente, os resultados da marcacdo de OVA foram confirmados na analise das

carateristicas morfologicas das células no nivel subcelular pela microscopia eletronica de

transmissao (MET). A figura 23 indica a presenca de numerosos vacuolos autofagicos,
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vacuolos vazios e lisossomos secundarios nas células C6, apds o tratamento por 12 h com 30
pg/mL de ConBr. A maioria dos autofagolisossomos continham estruturas lamelares ou
materiais digeridos residuais. Os vactolos maiores, com material degradado nao circundado
por uma dupla membrana, representam vacuolos autofdgicos maduros. A formacgdo persistente
de autofagossomos esta correlacionada com uma redugdo progressiva das organelas
intracelulares em resposta ao tratamento. Assim como os vacuolos autofagicos membranosos

eletrodensos, corpos multivesiculares e o englobamento de organelas inteiras.

Figura 23. Aumento da formacao de organelas vesiculares acidas (OVA) nas células C6

de glioma tratadas com 30 pg/mL de ConBr. Células da linhagem C6 foram expostas a 30 pg/mL de
ConBr ou veiculo (Tampdo Hepes-salina, controle) por 12 h. As imagens foram obtidas no microscopio
eletronico Ziess Leo 906-E equipamento com a cAmera digital Megaview III (Oberkochen, Alemanha). As setas
em branco indicam as organelas vesiculares acidas ou vesiculas autofigicas com membrana tipica de camada
dupla contendo remanescentes de organelas.

Controle

Dando sequéncia ao estudo da inducdo de autofagia pela lectina, foi avaliado o
conteudo de proteinas envolvidas no processo autofagico. Na figura 24A ¢ apresentado um
representativo da modulagdo de proteinas associadas a processos autofagicos nas células C6
frente ao tratamento por 12 h com ConBr.

Notavelmente, a indugdo da formag¢do de OVA, como apreciado anteriormente (Fig.
21), foi acompanhado por uma diminui¢do na fosforilagio de mTORC1 (Fig. 24B) [F4=
5,843; p <0,05] e um incremento de 3 até 6 vezes na clivagem de LC31 para LC3II (Fig. 24E)
nas concentragdes de 30 e 50 pg/mL de ConBr [Fu4= 14,50; p < 0,05 ¢ p < 0,001],
respectivamente. Entretanto, os niveis de Beclin-1 e Atg-7 ndo apresentaram diferencas
estatisticas (Fig. 24C-D).

Finalmente, para identificar o papel do processo autofagico na inducdo de morte
celular induzida pela lectina, as células C6 foram pré-tratadas com inibidores da autofagia, 3-

MA ou CQ.
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A figura 24G indica que o efeito citotoxico induzido por 30 pg/mL de ConBr foi
bloqueado pela inibigdo dos primeiros passos da autofagia com 3-MA [F 2= 1,661; p <
0,001], enquanto o efeito de 50 pg/mL de ConBr foi parcialmente bloqueado [F 9 12= 1,661; p
<0,05].

A figura 24F mostra que o bloqueio da formagao do autofagolisossomo com CQ ndo

ocasiona uma prote¢ao significativa frente ao efeito citotoxico da lectina.

Figura 24. O tratamento das células C6 com ConBr produz um mecanismo de crosstalk

entre a ativaciao de caspase-8 e degradaciao autofagica. A) Western blot representativo das células
C6 expostas ao veiculo ou ConBr por 12 h. A quantificacdo das proteinas ¢ apresentada em B) mTORC, C)
Beclin-1 D) Atg-7 e E) LC3. O efeito dos inibidores de autofagia sobre a viabilidade celular foi medido pelo
método de MTT. As células da linhagem C6 foram pré-tratadas com F) 10 uM de CQ por 24 h ou G) 2 mM de
3-MA por 1 h, apos esse periodo as células foram cotratadas com a lectina por 24 h, sendo realizada uma
comparagdo da viabilidade das células tratadas somente com a lectina. Os dados sdo expressos em relagdo ao
controle (considerado como 100%) e os valores sdo representados como média + E.P.M. de quatro experimentos
realizados em triplicata. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de
Bonferroni. # p < 0,05 e ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagio
ao tratamento com sé lectina na mesma concentragao.
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Com o interesse em corroborar que realmente estaria existindo um mecanismo de
comunicagdo entre a ativagdo da caspase-8 e a degradacdo autofagica, resolvemos analisar a
resposta das células C6 pré-tratadas com os inibidores 3-MA e/ou IETF-fmk e subsequente
co-tratadas com 30 ug/mL de ConBr.

Na figura 25A-B nota-se, pela analise morfoldgica e teste de viabilidade (MTT), que
o efeito citotdxico da lectina ConBr em 24 h foi prevenido pelo pré-tratamento com 3-MA e
IETF-fmk [F6,12=14,89; p < 0,001 e p < 0,01 respectivamente], porém o co-tratamento com
os dois inibidores a0 mesmo tempo e 30 pg/mL de ConBr ndo foi capaz de inibir efeito
citotoxico da lectina [Fs 12)= 14,89; p < 0,05].

Em relacdo a expressdo de proteinas apoptoticas e autofagicas foi observado que
depois de 12 h de tratamento ConBr incrementou a expressdo de Puma (Fig. 25E [F4)=
5,148; p < 0,05]), BNIP3 (Fig. 25G [F4= 7,727; p < 0,01]) e a clivagem de LC3I (Fig. 25H
[Fe4= 11,04; p < 0,001]), mas ndo alterou a expressdo de Bad (Fig. 25F). Notavelmente, os
pré-tratamentos com 3-MA ou IETF-fmk foram capazes de bloquear o efeito citotoxico da
ConBr. Além disso, o pré-tratamento com IETF-fmk em especial, foi capaz de aumentar cerca
de 3 vezes o nivel de fosforilagdo de Akt (Fig. 25D [Fs4)= 66,6; p < 0,001]).

Tomando esta linha de evidéncias sugerimos que ConBr promove autofagia e que
este processo ¢ responsavel pelo mecanismo de agao citotoxica da lectina sobre as células C6.
Além disso, pode ser aventado um mecanismo de comunicagdo entre a ativagcdo da caspase-8

e o processo autofagico induzido pela lectina.

Figura 25. O tratamento das células C6 com ConBr produz um mecanismo de crosstalk

entre a ativacio de caspase-8 e degradaciao autofagica. As células C6 foram pré-tratadas por 6 h
com 2 pM de IETF-fmk ou 1 h com 3-MA, ou ainda com ambos os inibidores; apds esse periodo foram co-
incubadas com 30 pg/mL de ConBr por 12 ou 24 h. A) Microscopia 6ptica mostrando o efeito do tratamento
sobre a morfologia das células expostas a 24 h de tratamentos com auxilio do microscopio invertido NIKON
eclipse T2000-U. Barra de escala representa 100 pm. B) Viabilidade celular frente ao tratamento medido pelo
método da reducdo do MTT. C) Western blot representativo das células C6 expostas ao tratamento por 12 h,
quantificagdo das proteinas D) Akt, E) Puma, F) Bad, G) BNIP3 e H) LC3. Os dados sdo expressos em relagao
ao controle (considerado como 100%) e os valores sdo representados como média = E.P.M. de quatro
experimentos realizados em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do
teste post hoc de Bonferroni em relagdo ao veiculo. # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001 ANOVA de duas
vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagdo ao tratamento com sé lectina na mesma concentragao.
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7.3 Mecanismos de acdo bioldgica da lectina ConBr nas células GBM1 de
glioblastoma humano
7.3.1 Os efeitos citotoxicos da ConBr sobre as células GBM1 estao associadas a
formacio de organelas vesiculares acidas
Com o proposito de verificar se o efeito da ConBr observado sobre as células C6 de

ratos poderia ser reproduzido em um modelo de células humanas, foi testada a capacidade da
ConBr em reduzir a viabilidade celular na linhagem U-87 MG e sobre uma cultura primaria
de glioblastoma multiforme, GBM1. Os resultados apresentados na figura 12, mostraram a
capacidade de ConBr em reduzir a viabilidade das células GBM1, mas ndo mostrou alteragao
da viabilidade sobre as células U-87 MG. Dessa forma, os efeitos de ConBr sobre GBM1
foram avaliados com mais detalhes.

A figura 26 mostra a resposta das células GBM1 expostas a ConBr (10, 30, 50 e 100
ng/mL) por 24 h. Como claramente pode ser observado na figura 26A houve retragdo dos
prolongamentos citoplasmaticos na concentragdo de 30 pg/mL. A partir de 50 ¢ 100 pg/mL
houve perda de adesdo celular envolvendo mudanga das células de uma morfologia planar,
aderente para uma morfologia esférica e em suspensdo. Além disso, as células pareceram
proliferar menos na concentragdo de 10 pg/mL.

As alteragdes morfologicas foram acompanhadas por uma reducdo na viabilidade,
avaliada pelo método colorimétrico do MTT. Como mostra a figura 26B as concentragdes de
10 e 30 pg/mL induziram uma redugdo de 20% [F4,12= 28,48; p < 0,05], entanto que as
concentragdes de 50 e 100 pg/mL reduziram mais de 30% a viabilidade celular [F 4 12)= 28,48;
p <0,001].

Para verificar se as alteragdes morfoldgicas poderiam estar associadas com prejuizos
na membrana celular, realizou-se a coloracdo com IP. Mas, como pode ser notado nas figuras
26C e 26E, ndo houve uma marcacgdo pronunciada e significativa em resposta ao tratamento
com a lectina ConBr.

Por fim, resolvemos investigar se o processo de autofagia estaria sendo ativado
também nas células de GBMI, considerando que foi o mecanismo citotoxico que
identificamos nas células C6. Para isso, as células GBM1 foram coradas com LA para
detectar a presenca de OVA em resposta a ConBr. Como constatado nas figuras 26D e 26F
ocorreu um aumenta na marcagdo de OVA como resposta ao tratamento sendo esta

intensificada mais de 4 vezes nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL [F4 3= 3,679; p <0,001].
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Figura 26. O tratamento com ConBr alterou a viabilidade celular das células GBM1.
Células de GBM1 foram expostas a ConBr nas concentracdes de 10, 30, 50 e 100 pg/mL ou veiculo (Tampao
Hepes-salina, controle) por 24 h. A) Microscopia Optica mostrando o efeito da ConBr sobre a morfologia das
células expostas aos diferentes tratamentos. B) Viabilidade celular frente ao tratamento com ConBr medido pelo
método da redugdo do MTT. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados como
média = E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100%). C) Representativo fotografico ¢ E)
quantificagdo das células coradas com lodeto de Propideo (IP) e Hoechst; D) Representativo fotografico e F)
quantificagdo das células coradas com Laranja de Acridina (LA). As visualizagdes foram realizadas através de
microscopia de fluorescéncia com auxilio do microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U. Barra de escala
representa 100 pm. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados em
porcentagem do valor absoluto de cada tratamento. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p <0,001. ANOVA de uma via
seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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Considerando este conjunto de resultados, pode-se sugerir que o mecanismo de agao
de ConBr sobre as células GBM1 humanas pode também envolver a ativacdo do processo

autofagico, como observado previamente na linhagem C6 de ratos.
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7.3.2 A ConBr diminui a capacidade de migracao celular nas células GBM1
Com a inten¢do de analisar a capacidade da lectina ConBr exercer, além do efeito

citotoxico, um efeito citostatico sobre as células GBM1, foi realizado o ensaio de migragao
utilizando a metodologia do “scratch”.

A figura 27 mostra o efeito citostatico da ConBr sobre as células de GBM1. Como
pode ser apreciado nas fotos representativas de cada tratamento (Fig. 27A), nas células
tratadas com veiculo (controle) ha um aumento da densidade celular chegando ao fechamento
total da fissura ou risco em apenas 24 h apo6s o tratamento. A quantificacdo dos resultados
(Fig. 27B) revelou que as células de GBMI tratadas por 24h com ConBr apresentaram uma
diminuicdo significativa da migracdo celular, apresentando uma redugdo na
migragdo/proliferacdo de 40% na concentragdo de 10 pg/mL [F 5= 3,602; p < 0,001], 70%
na concentragdo de 30 pg/mL [Fi3s5= 3,602; p < 0,001] e aproximadamente 80% na
concentragdo de 50 pg/mL [Fis= 3,602; p < 0,001], comparadas ao controle. Quando
avaliado o periodo de 48 h de tratamento observa-se que as concentragdes de 10 e 30 pg/mL
apresentaram diminuicdo na eficiéncia de inibi¢cdo da migragdo [F3 5= 3,602; p < 0,05 e p <
0,001 respectivamente]. Entretanto, cabe observar que todas as concentragdes de ConBr

testadas continuam exercendo inibi¢do no periodo de 48 h.
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Figura 27. O tratamento com ConBr possui efeito citostatico sobre as células GBMI,

diminuindo a capacidade de migracio celular. Células GBM1 de glioblastoma foram tratadas com
veiculo ou ConBr nas concentragdes 10, 30 ¢ 50 pg/mL, sendo a migragdo analisada nos tempos 0, 24 ¢ 48 h. A)
Representativo do acompanhamento do fechamento do risco mediante o auxilio do microscopio invertido
NOKON eclipse T2000-U. A barra de escala representa 200 um. B) Quantificacdo do fechamento do risco
avaliada com auxilio do software Image J. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados estdo
apresentados como média = E.P.M., em porcentagem dos dados absolutos obtidos em cada tratamento. *** p <
0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni em relacdo ao veiculo. ## p < 0,01 e ### p <
0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relacdo ao tratamento com lectina na

mesma concentragao.
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7.4 Avaliacao da citotoxicidade da lectina ConBr sobre culturas celulares nao
tumorais.
Finalmente, para avaliar um possivel efeito citotoxico da ConBr sobre células sadias

da glia, foram realizadas culturas primarias de astrocitos corticais de ratos e submetidos a
tratamento por 24 h com veiculo ou 10, 30 ¢ 50 ug/mL de ConBr.

A figura 28 mostra a resposta dos astrocitos mantidos em cultura primaria frente ao
tratamento por 24 h com a lectina ConBr.

Como pode ser observado na figura 28A ndo houve alteragdes na morfologia das
células. Assim como apresentado na figura 28B o tratamento ndo afetou a viabilidade celular.

Em concordancia com os resultados mencionados acima, também nao foi detectado
aumento na marcagdo de IP (Fg. 28C), assim como ndo foram detectadas formagdes de OVA
(Fig 28D). Estes dados sugerem que a lectina ConBr possui um efeito citotoxico seletivo
sobre as células de glioma, poupando, aparentemente, os astrocitos normais de danos

significativos.
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Figura 28. O tratamento com ConBr nao alterou a viabilidade de astrécitos em cultura

primaria. Células de cultura primaria de astrocitos sadios foram expostas a ConBr nas concentragdes de 10,
30 e 50 pg/mL ou veiculo (Tampdo Hepes-salina, controle) por 24 h. A) Microscopia Optica mostrando o efeito
da ConBr na morfologia das células expostas aos diferentes tratamentos. B) Viabilidade celular frente ao
tratamento com ConBr medido pelo método da reducdo do MTT. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como
100%). Apos o periodo de tratamento as células foram coradas com C) Iodeto de Propideo e Hoechst ou D)
Laranja de Acridina para posteriormente serem visualizadas através de microscopia de fluorescéncia com auxilio
do microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U. Barra de escala representa 100 pm. Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados em porcentagem do valor absoluto de cada tratamento.
ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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7.5 ConBr pode interagir com MMP-1
Com o intuito de analisar se o efeito citostatico da ConBr estaria relacionado com a

capacidade da lectina de interagir com as MMPs, fomos buscar na literatura estruturas de N-
glicanos presentes nestas enzimas para fazer uma analise de Docking e dinamica molecular.

O trabalho de Saarinen e colaboradores (SAARINEN et al, 1999) apresenta as
estruturas de N-glicanos da MMP-1. Eles indicam que existe um padrao de glicosilagdao
especifico para células normais (Fig. 29), outro padrao de glicosilagao se encontraria somente
em cé¢lulas tumorais (Fig. 30), podendo ainda existir alteracdes simplesmente na frequéncia de
apresentacdo de glicanos quando comparadas com células normais sendo essas alteragdes

carateristicas em células tumorais.

Figura 29. Estrutura de N-glicanos presentes em MMP-1 de células normais.
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Figura 30. Estrutura de N-glicanos presentes em MMP-1 de células tumorais.
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Pode-se observar na Tabela 6 as pontuacdes de ligacdo da lectina ConBr com os
glicanos presentes na MMP-1. Reparando-se que ConBr foi capaz de interagir apenas com 1
glicano exclusivo das células normais (apresentado em verde), 3 glicanos que se apresentam
com frequéncia alterada nas células cancerigenas (apresentado em azul) comparado com as
células normais e com todos os glicanos exclusivos das células tumorais (apresentado em
vermelho). Em todos os casos, a lectina interage com um residuo de manose presente em uma

regido interna dos glicanos, em um dos residuos da primeira ramificagdo. Ndo ocorrem
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interagdes com as extremidades dos glicanos.

Tabela 6. Pontuacodes das energias de ligacdo/interacio otidas no Docking molecular
entre as lectinas ConA, ConBr e os glicanos (ligante) encontrados em MMP-1.

Ligante ConA ConBr
1663.7 -46.78 -48.25
1809.7 -46.88 -48.07

1851.1-1 -60.78 -63.85

1851.1-2 -45.50 -67.14
1892.2 -42.42 -67.41

1955.6-1 -46.90 -58.88

1955.6-2 -52.26 -67.52

1996.9-1 -42.35 -43.24

1996.9-2 -61.83 -42.38

1996.9-3 -51.24 -48.02

1996.9-4 - -

2037.8-1 -44.58 -60.78

2037.8-2 -50.42 -64.09

2100.7-1 - -

2100.7-2 - -
2101.8 -53.93 -61.07
2141.8 -44.40 -55.41

2142.9-1 -53.51 -50.54

2142.9-2 -49.52 -49.99
2182.9 -52.21 -59.65
2183.9 -48.11 -62.11

2246.9-1 - -

2246.9-2 - -

2246.9-3 - -

2246.9-4 - -
2287.8 -48.13 -61.94
2328.8 -46.61 -53.26
2391.8 - -

Em fun¢do de toda esta informacao, foi escolhido o glicano T012 da MMP-1 (Fig.
30), presente exclusivamente em células tumorais, para fazer uma andlise de Docking com o
CRD da ConBr. A figura 31 mostra a interagdo da ConBr (verde) com o glicano T012

(amarelo) que emerge da superficie de MMP-1 (marrom).
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Figura 31. A lectina ConBr interage com MMP-1 via glicanos de superficie. Considerando
que a MMP-1 ¢ uma metaloproteinase de matriz glicosilada foi realizado um ensaio de docking a fim de avaliar a
interacdo com a ConBr. A) Glicano (T012) de MMP-1 presente em células tumorais. B) Interacdo entre ConBr
(verde) e MMP-1 (marrdo), via glicano T012 (amarelo) da MMP-1.

A) A

14B 12B

As simulagdes de dinamica molecular também foram realizadas com o glicano T012
(Fig. 31A). A lectina ConA (Canavalia ensiformes) foi utilizada como controle positivo do
experimento por existir trabalhos na literatura mostrando interacdes com as MMP realizando-
se comparagdes do comportamento entre, € a lectina ConA e ConBr. Utilizou-se as
coordenadas do Docking entre o glicanos e a ConBr como coordenadas iniciais. Foram

realizadas simulagdes de 10000 ns dos seguintes sistemas:

»  ConBr

»  ConA

>  MMP-1

»  ConBr ligada ao MMP-1 (ConBr-MMP1)
»  ConA ligada ao MMP-1 (ConBr-MMP1)
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Na figura 32 h4d uma comparacdo direta do comportamento dos sistemas ConA-
MMP1 com ConBr-MMP1. Neste grafico estao sendo considerados os atomos das lectinas, do
glicano que intermedia a interagdo entres as lectinas e de MMP-1. O sistema ConB-MMP1
entra em equilibrio a partir de 10000 ns e ConA-MMP1 a partir de 30000 ns, com poucas
variag0es bruscas a partir desses valores. Podemos notar que de modo geral o sistema de
ConA-MMPI1 teve um desvio maior que o sistema ConBr-MMP1, o que demonstra um

comportando diferenciado dependendo da lectina que se ligue a0 MMP-1.

Figura 32. Grafico RMSD dos sistemas MMP1-ConA e MMP1-ConBr.
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Na figura 33 foi comparado o comportamento apenas dos atomos das lectinas em
todas as simulacdes realizadas. Podemos notar que em todos os sistemas, as lectinas entraram
em equilibrio a partir de 5000 ns, sem variagdes bruscas a partir disso. O comportamento

molecular de ConA e ConBr nao se alterou muito ao comparar as simulagdes das lectinas

livres com as ligadas ao MMP-1.
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Grafico RMSD dos sistemas ConA, MMP1-ConA, ConBr e MMP1-ConBr.
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Na figura 34 foi comparando o comportamento apenas dos dtomos de MMP-1 em
todas as simulagdes realizadas. O comportamento de MMP-1 foi semelhante em todos os
sistemas até cerca de 8000 ns. Entretanto, MMP-1 livre a partir de 90000 ns apresenta um
aumento brusco do desvio, demonstrando uma maior liberdade da dinamica dos residuos de

MMP-1 livre, comparado com ela interagindo com as lectinas. O comportamento molecular

de MMP-1 interagindo com as lectinas foi bem semelhante.

Figura 34. Grafico RMSD do sistema MMP-1, MMP1-ConA e MMP1-ConBr.
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A figura 34 mostra a comparacdo do comportamento apenas dos dtomos de glicano

de MMP-1 em todas as simulagdes realizadas. Aqui ¢ possivel notar que de modo geral, o
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glicano T012 em MMP-1 livre tem maiores desvios de posicionamento do que quando

interage com as lectinas.

Figura 35. Grafico RMSD referente ao glicanos de MMP1 nas simulagdes.
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Na figura 36 podemos observar o grafico de flutuacao dos residuos de ConA em duas
simulagoes, ConA-MMP1 e ConA livre. Nas regides 1-25, 25-50, 150-175 e 200-210
podemos notar residuos mais instdveis em ConA livre, quando comparamos com as
flutuagdes desses residuos no sistema que ConA interage com MMP-1. Na regido 110-125
observamos uma instabilidade maior quando ConA interage com MMP-1. Natavelmente, com
excecao das regides 1-25 e 200-210, as demais regides afetadas pela interagdo com MMP-1
ndo possuem residuos que compdem diretamente o dominio de reconhecimento a carboidrato

da lectina.
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Figura 36. Grafico de RMSF referente aos sistemas considerando apenas ConA.
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Na figura 37 podemos observar o grafico de flutuagdo dos residuos de ConBr em
duas simula¢des, ConBr-MMP1 e ConBr livre. As regides 1-25 e 25-50 sdo levemente
estabilizadas com a interagdo com MMP-1, enquanto a regido 110-125 ¢é desestabilizada com
a interacdo. A regido proxima do residuo 225 foi bem estabilizada com a interagdo.
Lembrando que as regides 1-25 e a proxima ao 225 de ConBr possuem os residuos de

aminoacidos que compdem diretamente o CRD.

Figura 37. Grafico de RMSF referente aos sistemas considerando apenas ConBr.
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Na figura 38 podemos observar o grafico comparando a flutuacdo dos residuos de
ConBr e ConA quando interagem com MMP-1. Apesar de notarmos diferengas sutis quando
comparamos as lectinas livres e interagindo com MMP-1 (Fig. 35 e 36), ao comparar ambas
em estado de interacdo ndo ¢ possivel encontrar diferengas de flutuagdo consideraveis.
Podemos deduzir que as lectinas apesar de obterem conformag¢des um pouco diferentes

quando estdo na forma livre, adotam uma conformacgao semelhante ao interagir com MMP-1.

Figura 38. Grafico de RMSF referente aos sistemas envolvendo ConA e ConBr
interagindo com MMP-1.
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Na figura 39 podemos observar o grafico de flutuacdo dos residuos de MMP-1 em
todas as simulacdes. Na regido 50-75 a diferencas em relagdo a estabilizacdo desses residuos
quando as lectinas interagem com o glicano de MMP-1 que esta ancorando nesta regido.

ConBr estabiliza mais essa regido do que ConA.
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Figura 39. Grafico de RMSF referente aos sistemas considerando apenas MMP1.
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Na figura 40 podemos observar o grafico de flutuagdo do glicanos de MMP-1 em

todas as simulagdes. ConA e ConBr estabilizam o glicanos de forma semelhante.
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Figura 40. RMSF do Glicano de MMP1 em todas as simulagdes.
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Ao observar os graficos de ligacdes de hidrogénio entre ConA (Fig. 41)/ConBr (Fig.
42) e MMP-1, podemos notar que as lectinas permaneceram ligadas ao MMP-1 durante toda a
simulagdo. Apesar de ter uma varia¢do brusca em 80000 ns, ConBr manteve um niimero mais
alto de ligagdes de hidrogénio por mais tempo que ConA, conseguindo chegar a um maximo

de 15 ligacdes simultaneas enquanto ConA o méaximo foi 12 em poucos frames.
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Figura 41. Numero de ligacées de hidrogénio entre ConA e MMP1 durante a simulagao.
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Figura 42. Numero de ligacoes de hidrogénio entre ConBr e MMP1 durante a
simulacio.
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De um modo geral podemos concluir que a lectina ConBr interagiu mais

favoravelmente com os glicanos da MMP-1 que a lectina ConA. Dessa forma, pode ser
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sugerido que a interacdo lectina/MMP-1 poderia estar relacionado com o efeito citostatico
observado nas células de glioma tratadas com ConBr. Entretanto, essa possibilidade necessita

futura investigacao.
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8 Discussio e conclusiao dos resultados obtido no Capitulo I:
“Mecanismo de acio bioldgica da lectina ConBr sobre linhagens de gliomas”

Apesar dos avangos na oncogendmica e na terapia direcionada para uma variedade
de canceres, o tratamento contra GBM continua sendo um grande desafio na clinica. Mesmo
os estudos pré-clinicos de compostos promissores, como os inibidores dos receptores EGFR e
da via PI3K/Akt, fracassaram em aumentar a sobrevida média dos pacientes (FAN et al.,
2007; HWANG; PARK; KWON, 2019). Sendo necesarias pesquisas de novos compostos que
exibam seletividade tumoral e eficacia na eliminacao destas células. Para atingir esse objetivo
¢ essencial, num primeiro passo, realizar uma busca de novos alvos terapéuticos, melhorar a
compreensdo dos mecanismos de sinalizagdo celular subjacentes a inibi¢do da migracio e
proliferacdo celular, bem como ter meios seletivos e eficientes para indugdo de morte das
células tumorais de glioma. Nas ultimas décadas, lectinas tém sido utilizadas como
ferramentas de diferenciacdo entre tumores malignos e benignos, pela sua capacidade de
reconhecer padrdes de glicosilagdo especificos, alguns dos quais estdo associados a processos
metastaticos (JIANG, Q.-L. ef al., 2015; MAO et al., 2012; MAZALOVSKA; KOUOKAM,
2020; YAU et al., 2015). Além disso, foi amplamente reportado que lectinas de plantas teriam
a capacidade de exercer efeitos antitumorais em diferentes modelos cancerigenos (BHUTIA et
al., 2019; JIANG, Q.-L. et al., 2015; MAO et al., 2012; MAZALOVSKA; KOUOKAM,
2020). Nos ultimos anos, nosso grupo de trabalho vém demostrando efeitos citotoxicos de
diferentes lectinas isoladas de sementes de leguminosas da subtribo Diocleinae, entre elas as
purificadas das leguminosas Canavalia virosa (ConV), Canavalia bonariensis (CaBo),
Canavalia ensiformis (ConA), Dioclea lasiophylla (DlyL), Dioclea lasiocarpa (DLL) e
Dioclea violacea (DvL) nas linhagens celulares C6 ¢ U-87 MG de glioma (CAVADA,
BENILDO SOUSA et al., 2018; NASCIMENTO, ANA PAULA M. et al., 2018, 2019;
OSTERNE et al., 2017). Neste capitulo I ampliamos estes estudos prévios mostrando a
citotoxicidade da lectina ConBr em trés linhagens de glioma. Utilizando as células da
linhagem C6, descobrimos que aparentemente o mecanismo citotoxico do tratamento com
ConBr ¢ mediante a potencializacdo das vias de sinalizagdo implicadas na ativa¢ao do
processo de autofagia provocando a morte celular. Os trés tipos celulares de glioma avaliados
(C6, U-87 MG e GBM1) responderam frente ao tratamento com ConBr, alterando as suas
morfologias celulares de plana para esférica, com forma arredondada, sendo este um efeito
acompanhado por uma diminui¢ao na viabilidade celular das células C6 e GBM1, mas ndo na

linhagem U-87 MG. Assim, as células C6 mostraram-se bastante sensiveis ao tratamento, uma
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vez que a lectina diminuiu a viabilidade das células em 60% a partir de 30 pg/mL apds 12 h
de tratamento. Em relacdo a este conjunto de resultados, ¢ importante afirmar que nossos
estudos anteriores demostraram que a ConA promoveu a diminui¢do da viabilidade celular na
linhagem C6 somente depois de 24 h de tratamento (NASCIMENTO, ANA PAULA M. et al.,
2018). Além disso, ConA apresentou-se citotoxica contras as células U-87 MG somente apos
periodo de tratamento prolongado como 48 ¢ 96 h (NASCIMENTO, ANA PAULA M. et al.,
2019).

As lectinas ConBr e ConA exibem alta similaridade tanto na sequéncia de
aminoacidos como na estrutura cristalografica. No entanto, tem sido documentadas diferencas
nas atividades bioldgicas delas em diversos modelos de estudo (CAVADA, BENILDO et al.,
2018; CAVADA, BENILDO SOUSA; OSTERNE; PINTO-JUNIOR; et al., 2019). Outras
lectinas do género Canavalia como por exemplo CaBo e ConV, apresentaram efeitos
semelhantes apds 24 h de tratamento, mas em concentracdes elevadas de 50 e 100 pg/mL
(CAVADA, BENILDO SOUSA et al, 2018; OSTERNE et al.,, 2017). Esses dados
demonstram que aparentemente ConBr ¢ mais citotoxica para as células C6 do que a lectinas
ConA, ConV ou Cabo, apesar de apresentarem homologia estrutural e similaridade na
afinidade por glicose/manose. Essas observagoes reforcam a importancia das relagdes entre
pequenas variagdes estruturais da proteina e a atividade bioldgica de lectinas (BORTUL et al.,
2003).

A diminuicdo da viabilidade celular medida pelo método de MTT pode ser o produto
da morte celular ou da diminuicdo da proliferacdo celular. A coloragdo dupla com
Hoeschst/IP indicou o rompimento da membrana celular das C6 devido ao aumento da
incorporagdo de IP (Fig. 14F) mas nao nas células de GBM1 (Fig. 26E) onde a incorporagdo
de IP nas células tratadas com a lectina ConBr foi similar ao veiculo (controle).
Notavelmente, as concentragcdes mais baixas de ConBr ndo foram citotdxicas, porém foi
observada uma diminui¢do na capacidade de migracao/proliferacao pelo método de “scratch”
nas células de GBM1 (Fig 27B); sendo que estes resultados ja tinham sido observados na
linhagem celular C6 e apresentados na minha dissertagdo de mestrado (WOLIN, INGRID
ALESSANDRA VICTORIA, 2017). Além disso, nesse capitulo mediante o ensaio de
migracao no “transwell”, confirmamos que os resultados obtidos no ensaio de migragao por
“scratch” nas células C6, estavam relacionados a capacidade da lectina de reduzir a migragao
celular e ndo simplesmente um efeito sobre a proliferagdo celular (Fig 15B). Adicionalmente,
no modelo de tumoresferas, ou modelo 3D, que se assemelha a arquitetura e biologia de um

tumor solido (HOARAU-VECHOT et al., 2018; KRAMER et al., 2013; SANT; JOHNSTON,
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2017; VINCI et al., 2012), verifica-se que o tratamento com ConBr tem a capacidade de
retardar a adesdo das células ao substrato; levando a um menor deslocamento das células,
além de promover alteragdes na morfologia das células que conseguem se diferenciar e migrar
(Fig 16B).

As metaloproteases de matriz (MMPs, do inglés Matrix metalloproteinases)
representam uma familia de 23 enzimas, sendo endoproteases dependentes de zinco, que
atuam sobre a matriz extracelular e sobre proteinas de superficie celular, promovendo a
remodelagdo da matriz, regulagao da atividade enzimatica, liberagdo de fatores de crescimento
mitogénicos e outras moléculas bioactivas. Por isso, as MMPs representam proteinas
reguladoras chave no controle da proliferagdo, migracdo e diferenciacio celular (AGREN;
AUF DEM KELLER, 2020; CUI; HU; KHALIL, 2017; LEVIN et al., 2017). Tém sido
demostrado a implicagdo de diversos membros da familia das MMPs na progressdo e invasao
tumoral. Como por exemplo, as MMP-1, MPP-2, MMP-9 ¢ a MMP de membrana tipo 1
(MTI-MMP ou também conhecida como MMP-14), as quais tém sido relatado o
envolvimento nas propriedade de migra¢do e invasdo das células cancerigenas, bem como no
maior grau de malignidade de gliomas e pior resultados na clinica (HAGEMANN, 2012;
STOJIC et al., 2008). Foi demonstrado que a MMP-1, enzima regulada pela sinalizacao
EGF/ERK1/2, é amplamente glicosilada (AGREN; AUF DEM KELLER, 2020; SAARINEN
et al., 1999) e possui um papel importante na migragdo, invasao e malignidade dos tumores
(STOJIC et al., 2008; TUNG et al., 2016). Por conseguinte, pode se postular que a capacidade
da ConBr em inibir a migragao das células de glioma poderia ser um reflexo da ligacdo da
lectina aos glicanos expressos nas MMP-1 (Fig 31B). Estudos prévios demonstraram que a
ConA possui a capacidade de modular a MT1-MMP (AKLA; PRATT; ANNABI, 2012).
Assim, o tratamento das células U-87 MG com ConA promoveu o incremento da expressao
de COX-2, desfosforilacdo de Akt ¢ modulagdo da via de sinalizagdo IKK-NFxB (LI, WEN
WEN et al., 2011), além de promover a ativacao da via JAK/STAT e a transcricdo dos genes
de autofagia sendo estes processos aparentemente dependentes da modulagao de MT1-MMP
(PRATT; ANNABI, 2014). Entretanto, até 0 momento nao tinha sido reportado a interagdo ou
modulacdo da MMP-1 por ConA. Assim, o ensaio de molecular docking realizado no nosso
estudo demonstra pela primeira vez que as lectinas ConA e ConBr interagem favoravelmente
com os glicanos de MMP-1, como se observa na Tabela 6, porém a ConBr obteve melhores
resultados. Embora no presente trabalho seja sugerido a ligagdo preferencial da ConBr com
glicanos da MMP-1, expresso nas células tumorais, serd importante a realizacdo de futuros

estudos para demonstrar a participagdo de MMP-1 no mecanismo de morte celular, ou
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inibicdo da migracdo celular, em resposta ao tratamento com ConBr. Particularmente, as
maiorias das atividades biologicas suscitadas pelas lectinas estdo relacionadas com a sua
capacidade de ligar a glicanos para desencadear um efeito biologico (MARQUES et al.,
2017). Por tanto, a expressdao pronunciada de MMP-1 nas células de glioma de alto grau
(STOIJIC et al., 2008; ZHANG, YAN et al., 2011) juntamente com a ligacdo preferencial da
ConBr aos glicanos expressos sobre MMP-1 das células tumorais, poderia explicar a atividade
seletiva da ConBr contra células de glioma e ndo sobre astrocitos ou neurénios sadios como
se mostra na figura 28.

O tratamento com ConBr por 12 h causou nas células C6 um remarcado incremento

na fosforilagio de p38™ATX

e JNKSs, conjuntamente com uma inibicdo da fosforilacdo de
ERKs e Akt (Fig. 17). Estas vias de sinalizacdo sdo documentadas como associadas a
processos de migracdo celular, morte e sobrevivéncia celular (ERSAHIN; TUNCBAG;
CETIN-ATALAY, 2015; LI, ZHIYUAN; ZHANG, 2017; SHEN, SHUYING et al., 2014;
ZARUBIN; HAN, 2005). Na verdade estas proteinas cinases podem estar envolvidas na
modulacdo e ativagdo de vias apoptdtica e autofagicas (LI, ZHIYUAN; ZHANG, 2017; LIU,
Z. et al., 2013; SONG, FANGLONG et al., 2016). Por exemplo, foi reportado que o
incremento da fosforilagdo de JNK ativa Beclin-1 e inibe Bcl2 (WEIL, YONGIIE ef al., 2008).
Dessa forma, serdo necessérios estudos futuros abordando a participagdo de JNKs e p38MAT«
no mecanismo de morte celular induzido pela lectina. Em conjunto, nossos dados mostram
que a lectina ConBr desencadeia uma série de efeitos antitumorais e modula positivamente as
proteinas cinases associadas ao estresse e a morte celular e modula negativamente as proteinas
cinases associadas a sobrevivéncia e proliferacao celular.

Como mostrado na figura 18, apds 6 h de tratamento somente a concentracao de 50
pg/mL de ConBr causou um pequeno incremento na marcacdo de Anexina-V-FITC nas
células C6, diferente da incorporacdo de IP que ja foi detectada a partir de 30 pg/mL de
ConBr, sendo estes achados acompanhados pela ativagdo de caspase-3 (Fig. 19D). Na
literatura encontra-se bem documentado que a marcagao por IP estd associada a morte celular
por necrose. Contudo, esta coloragdo também poderia estar relacionada com um processo
final de apoptose. Assim, células apoptoticas que ndo sdo fagocitadas, fato comum em
culturas celulares devido a falta de células fagociticas que cumprem esta fung¢do no
microambiente in vivo, podem acabar sofrendo degradacdo semelhante a necrose, esse
processo recebe o nome de necrose secundaria (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). No nosso
protocolo ndo foi observado alteracdes significativas no potencial da membrana mitocondrial

(Fig. 20B), nem na expressao de Bak, proteinas pro-apoptdtica efetora (Fig. 19B). Inclusive a
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producdo de ERO foi diminuida pelo tratamento com ConBr (Fig. 22), efeito diferente do
previamente observado nas células C6 tratadas com ConA (FAHEINA-MARTINS et al.,
2012; LI, WEN WEN et al., 2011; NASCIMENTO, ANA PAULA M. et al., 2018, 2019).

A familia de proteinas Bcl-2 (do inglés B cell lymphoma 2) estao envolvidas na
modulag¢do da sobrevivéncia celular e processo de apoptose, e inclui todas as proteinas que
contenham pelo menos um dos quatro dominios de homologia a Bcl-2 (BH1-4). Dentro da
familia Bcl-2 se encontram as proteinas Bcl-2, Bel-XL e MCL-1, também chamadas de pro-
sobrevivéncia, com quatro dominios BH. As proteinas pro-apoptoticas podem ser divididas
em dois grupos. O primeiro engloba Bak ¢ Bax, capazes de promover a permeabilizagdo
mitocondrial e contém os dominios BH1-3; o segundo ¢ representado pelas proteinas que
contém apenas um dominio BH3 (BH3-only proteins) e envolve as proteinas Bim, Puma, Bid,
Bad, NOXA, Bik, HRK e BMF. As proteinas pro-apoptoticas BH3-only como Bad e Puma
podem atuar como sensores de estresse celular. De fato, elas podem se ligar e inativar
proteinas especificas pro-sobrevivéncia, tais como Bcl-2 e Bcl-XL, ou ligar-se diretamente a
Bax e Bak para desencadear apoptose. Além disso, ¢ importante relembrar que Bcl-2 e Bel-X1
podem inibir o processo de autofagia, sequestrando a proteina autofigica Beclin-1 que
também possui um dominio BH3. Assim, em muitos casos a ativagdo ou aumento da
expressao de proteinas BH3, como por exemplo Puma e Bad, pode induzir autofagia por
perturbagdes competitivas sobre Bcl-2 possibilitando a liberacdo Beclin-1 (BHAT et al.,
2018; CORY; ADAMS, 2002; RIKKA et al., 2011; WESTPHAL et al., 2011). Além disso, a
proteina BNIP3 (siglas do inglés Bcl-2/adenovirus EIB 19-KDa-interacting protein) uma
proteina pro-apoptotica atipica com um sO6 dominio BH3, pode perturbar a funcao
mitocondrial. A dimerizacdo do BNIP3 na membrana mitocondrial externa em resposta ao
estresse celular tem sido associada & morte celular e os heterodimeros BNIP3/Bax podem
promover a modificacdo conformacional de Bak resultando na ativag¢do da via intrinseca de
apoptose (HENDGEN-COTTA et al., 2017; RIKKA et al., 2011). Adicionalmente, BNIP3
citosolico ou na membrana mitocondrial externa (HENDGEN-COTTA et al., 2017) pode
induzir a ativagdo do processo de autofagia mitocondrial por interagdo com a proteina LC3
(RIKKA et al., 2011). No nosso estudo foi bem evidenciado que a ConBr pode induzir a
clivagem da LC3 nas concentragdes de 30 e 50 ug/mL (Fig. 24E), aumentar a formagao de
OVA (Fig. 21 e 23), inibir a fosforilacio de mTORC1 (Fig 24B) e aumentar a expressao e
dimerizacdo da BNIP3 (Fig. 19C), todos estes eventos estdo associados a ativagdo do
processo autofagico. Quando utilizamos o 3-MA (2 mM), um inibidor da iniciagdo da

autofagia, foi verificado que a citotoxicidade da ConBr nas células C6 foi bloqueada,
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conforme avaliado pelo método de MTT (Fig. 24G). Esta descoberta sugere que ConBr pode
desencadear autofagia nas células de glioma como um mecanismo de morte celular
(KANZAWA et al., 2004; YANG, ZHINENG 1J. et al., 2011). Pesquisas utilizando um
modelo de células hepaticas mostraram que a lectina ConA, apo6s a ligagdo a residuos
glicose/manose presentes nas glicoproteinas expressas na membrana extracelular, ela foi
internalizada por endocitose mediada por clatrina e por fim associada a glicanos presentes na
superficie mitocondrial. Este evento foi acompanhado por uma diminui¢do do potencial de
membrana mitocondrial que inicia o processo de autofagia mediado pelas proteinas BNIP3,
Beclin-1 e LC3II (LI, WEN WEN et al., 2011; PRATT; ROY; ANNABI, 2012). Mediante a
microscopia electronica de transmissdo foi observada a presenga de vesiculas de membrana
dupla (Fig. 23), menores que os autofagossomos, contendo material no seu interior que nado
foi observado nas células tratadas com o veiculo. Apesar de nao terem sido caracterizadas,
estas vesiculas poderiam ser produto de endocitose da ConBr. No entanto, esta possibilidade
merece ser investigada em estudo futuro.

Um ponto interessante no nosso estudo foi mostrar que o pré-tratamento com o
IETF-fmk (inibidor de Flice) aboliu a citotoxicidade da ConBr (Fig. 19E). Este resultado
sugere a possibilidade da ConBr modular receptores de morte celular. Notavelmente, os
receptores TRAIL-R1 (DR4) e —R2 (DRS) sdo glicoproteinas que modulam a sinalizacdo
celular para ativar caspase-8/caspase-3 e promover a morte celular (GRIFFITH et al., 2009;
MICHEAU, 2018). Interessantemente a lectina Moringa-G, com especificidade para Gal,
isolada da amora preta (Morus nigra) induz a clivagem das caspases-8, 9 e 3 levando a morte
de células da linhagem Jurkat, sendo que este efeito foi dificultado nas células deficientes em
caspases-8 -10, caspase-9 ou FADD (LICHTENSTEIN; RABINOVICH, 2013). Apesar dos
dados indicarem uma possivel modulagdo do receptor TRAIL pela ConBr, nao foi possivel
demonstrar através de ensaios in silico de docking molecular uma interagdo substancial da
lectina com os glicanos expressos nos receptores TRAIL-DR4 ou DRS (dados ndo
apresentados).

Em conjunto nossos resultados documentam um possivel crosstalk entre ativagao da
via apoptoética e autofagica. Existem estudos na literatura que mostram que caspase-8 clivada
medeia a ativagdo de Atg5 e Beclin-1 liberada da superficie mitocondrial, a partir da ativagao
de proteinas apoptoticas, pode modular positivamente a autofagia. Além disso, a clivagem de
Atg4D resulta num produto truncado com aumento da atividade autofagica e ativagao da LC3
(HOU et al., 2010; PYO et al., 2005). Para avaliar este mecanismo, as células C6 foram pré-
tratadas com 3-MA e IETF-fmk (Fig.25). Os resultados indicam que ambos os inibidores
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neutralizaram a citotoxicidade induzida pela ConBr, avaliado pelo método de MTT, da
mesma forma que anularam a induc¢do do incremento do imunoconteudo de Puma, BNIP3 e
LC3II produto do tratamento por 12 h com ConBr. Existem relatos na literatura
documentando que o IETF-fmk também pode ligar diretamente a Atg3 e impedir a ativagao
do processo autofagico, por impedir que Atg3 ligue-se a LC3 — proteina associada a
microtubos 1A/1B-cadeia leve 3 (LEE et al., 2009; SMYTH et al., 2020). No conjunto nossos
resultados sugerem que: i) ConBr promove autofagia, ii) este processo parece mediar o efeito
citotoxico da ConBr nas células C6, ii1) ConBr promove o aumento de algumas proteinas pro-
apoptdticas, iv) estes eventos sdo parcialmente dependentes da via autofagica e da ativagao de
caspase-38.

Finalmente, pode ser sugerido que a ConBr exibe seletividade citotoxica sobre as
células cancerigenas, uma vez que astrocitos sauddveis ndo mostraram qualquer alteragdo na
resposta frente ao tratamento com ConBr (Fig 28). Tal seletividade pode ser atribuida a
expressdo de alvos glicosilados nas células tumorais, mas nao nas células normais
(LICHTENSTEIN; RABINOVICH, 2013). Por conseguinte, ¢ razoavel hipotetizar que a
seletividade da ConBr nas células de glioma resulta da sua capacidade de reconhecer o padrdo
de glicosilacao alterado na superficie da célula tumoral.

Como conclusdo podemos dizer que os resultados do Capitulo I indicam que o efeito
citotoxico da ConBr contra as células de glioma parece ser dependente da caspase-8 e a
ativacgdo da sinalizagdo para autofagia.

Os efeitos citostaticos/antimigratorios também ocorrem em baixas concentragdes.
Nas células da linhagem C6, que foi o nosso modelo de estudo da sinalizacdo celular (Fig.
43), podemos observar que a ConBr mediante a interagdo com os residuos glicosilados
presentes nos alvos de superficie celular desencadeia a fosforilagio de p38™4FX ¢ JNK
(p46/54), conjuntamente com a desfosforilagdo de ERK1/2, Akt e mTORCI. A diminuicao da
sinalizagdo Akt/mTORCI pela lectina pode estar envolvida na indugdo da autofagia, levando

a morte celular.
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Figura 43. Representagio esquematica dos efeitos da ConBr nas células de glioma Cé6.

A lectina ConBr liga-se aos residuos glicosidicos (glicose/manose) presentes na superficie das células C6 o que
induz uma diminuigio da viabilidade celular conjuntamente com um incremento na fosforilagio de p38M*** e
INK (p46/54). Este efeito ¢ acompanhado pela desfosforilagdo de ERK1/2 e Akt, bem como pela inibigdo da
migracdo e sobrevivéncia celular. Sendo importante ressaltar que a inibicdo da via Akt/mTORC poderia estar
associada a uma intensa ativagdo do processo autofagico, estimulando a clivagem da LC3 para levar a morte
celular. Esta complexa atividade anti-glioma da ConBr, pode envolver mecanismos de comunicagdo entre a
clivagem da caspase-8 ¢ a ativagdo da via autofagica. Esta figura foi produzida utilizando Servier Medical Art
(http://www.servier.com).
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Grande parte dos resultados deste capitulo deu origem ao primeiro artigo desta tese,
intitulado: “ConBr lectin modulates MAPKs and Akt pathways and triggers autophagic

glioma cell death by a mechanism dependent upon caspase-8 activation”.
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Capitulo 2

9 Mecanismos de ac¢ao biologica da lectina DrfL 1
sobre linhagens de glioma.
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9.1 DrfL I induz alteracées morfologicas nas células de glioma.

Com o proposito de analisar o mecanismo de a¢do da lectina DrfL I nas células de
glioma, foram utilizados os mesmos modelos celulares apresentados no Capitulo 1.

A figura 44 mostra o efeito da lectina DrfLL I (10, 30 e 50 pg/mL) sobre a morfologia e
viabilidade das células de glioma e astrocitos sadios de cultura primaria apos 24 h de
tratamento.

A figura 44A mostra a retracao dos prolongamentos citoplasmaticos e perda de adesao
das células de glioma. No entanto, astrocitos primarios corticais nao apresentaram alteracoes
morfologicas aparentes frente ao tratamento com DrfL 1. Na linhagem C6 foi verificada
retracdo dos prolongamentos citoplasmaticos a partir de 10 pg/mL, enquanto a perda de
adesdo celular s6 foi observada a partir de 30 ug/mL. A linhagem U-87 MG e a cultura
primdria de GBM1 apresentaram retragdo dos prolongamentos citoplasmaticos e perda de
adesao celular a partir de 30 pg/mL. Estas alteragdes na morfologia foram acompanhadas por
diminui¢ao da viabilidade celular. A figura 44B mostra que a partir de 30 pg/mL as células da
linhagem C6 apresentaram reducdo de mais que 50% da viabilidade celular [F 12)-3,207; p <
0,001], enquanto que a cultura priméaria d¢ GBM1 mostra uma reducdo acima de 20% [F3 12
3,207; p < 0,001] e a linhagem U-87 MG uma redu¢do de mais de 30% [F3 12)- 3,207; p <
0,001] nessa mesma concentracao. Esses resultados constatam a sensibilidade das células de
glioma avaliadas frente a lectina DrfLL I. Além disso, indica uma maior sensibilidade da
linhagem C6 frente ao tratamento com DrfL I, considerando que a partir da concentragdo de
10 pg/mL estas células ja apresentavam retragdo dos prolongamentos citoplasmaticos, embora

a viabilidade celular ainda nao fosse reduzida.
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Figura 44. Perda de adesio celular e diminuicido da viabilidade celular nas células de

glioma produto do tratamento com DrfL I. Células de cultura priméria de um tumor de GBM,
linhagens C6 ¢ U-87 MG de glioma e cultura primaria de astrocitos sadios foram expostas a DrfL I nas
concentragdes de 10, 30 ¢ 50 pg/mL ou veiculo (Tampdo Hepes-salina, controle) por 24 h. A) Microscopia
optica mostrando o efeito da DrfL I na morfologia das células expostas aos diferentes tratamentos. Barra de
escala representa 200 pm. B) Viabilidade celular frete ao tratamento com DrfL I medido pelo método da reducédo
do MTT. Os experimentos (N=4) foram realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados como média +
E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100%). ** p < 0,01 e *** p <0,001. ANOVA de uma
via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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9.2 Mecanismo de ac¢ido biologica da lectina DrfL I nas células da linhagem Cé6

9.2.1 A perda de adesao celular e reducio da viabilidade celular das células C6 sao
dependentes da concentrac¢io e tempo de tratamento com DrfL I
Seguindo a mesma metodologia utilizada para analisar o efeito da ConBr no Capitulo

I, as células da linhagem celular C6 foram incubadas por 3, 6, 12, 24 ¢ 48 h com veiculo ou
DrfL I (1, 10, 30 e 50 pg/mL). Apresentando-se na figura 45 a resposta das células C6 ao
tratamento.

Como pode ser evidenciado na figura 45A, existe uma dependéncia de concentragio
e tempo nas respostas morfoldgicas das células frente ao tratamento com DrfL I. Assim, as
células C6 apresentam retracdo dos prolongamentos citoplasmaticos a partir de 3 h de
exposicdo a 30 e 50 pg/mL, sendo que na concentracdo de 10 ug/mL as células parecem
proliferar menos em comparagdo ao controle. Apos 6 h de exposi¢do nas concentragdes de 30
e 50 pug/mL, se observa células perdendo adesdo celular e com mudangas morfoldgicas para
um formato esférico; sendo este evento muito mais marcado depois de 12 h de tratamento.

A perda de adesdo celular apos 12 h de tratamento foi acompanhada por uma queda
na viabilidade celular destas células. Como mostra a figura 45B as concentragdes de 30 e 50
ug/mL reduziram mais de 50% a viabilidade celular [F4 12)- 5,969; p < 0,001]. Entretanto, em
24 h de tratamento a viabilidade celular caiu mais de 60% frente a ambas concentracdes
[F4,12)= 5,969; p < 0,001]. Este efeito basicamente se mantém em 48 h de tratamento, apenas
com um acréscimo de reducdo da viabilidade (para cerca de 80%) na concentracdo de 30

ug/mL [F4 12)-5,969; p <0,001].
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Figura 45. A perda de adesio celular e diminui¢io da viabilidade celular nas células C6

de glioma pelo tratamento com DrfL I é dependente do tempo e concentracio. Células da
linhagem C6 foram expostas a DrfL I nas concentragdes de 1, 10, 30 ¢ 50 pg/mL ou veiculo (Tampao Hepes-
salina, controle) por 3, 6, 12, 24 ¢ 48 h. A) Microscopia Optica mostrando o efeito da DrfLL I na morfologia das
células expostas aos diferentes tratamentos. Barra de escala representa 100 pm. B) Viabilidade celular frente ao
tratamento com DrfL I medido pelo método da redugdo do MTT. Os experimentos (N=4) foram realizados em
triplicata. Os dados estdo apresentados como média = E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como
100%). ** p < 0,01 e *** p <0,001. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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9.2.2 DrfL I diminui a capacidade de migracio celular nas células C6
Com a finalidade de confirmar os resultados obtidos no ensaio de migra¢do por

“scratch” apresentados na dissertagdo de mestrado (WOLIN, INGRID ALESSANDRA
VICTORIA, 2017) foi realizado um ensaio de migragao no “transwell”.

Na figura 46 se apresenta a resposta das células C6 expostas por 24 h ao veiculo ou
30 e 50 pg/mL de DrfL I. Como ¢ visivel na figura 46A, as células expostas ao veiculo
migraram muito mais em dire¢do ao meio quimioatraente (DMEM F12 + 10% SFB) que as
células tratadas com a lectina. Na figura 46B ¢ apresentada a quantificacdo do ensaio,
mostrando uma inibi¢do de 50 e 60%, na migragdo celular das células expostas a 30 ¢ 50

ug/mL de DrfL I, respetivamente [F( 5=1,628; p < 0,001].

Figura 46. O tratamento com DrfL I possui efeito citostatico nas células C6 de glioma

diminuindo a capacidade de migracao celular no poco de transwell. Células da linhagem C6
foram expostas a DrfL I nas concentragdes de 30 e 50 pg/mL ou (veiculo: Hepes-buffer salina, controle) por 24
h. Apos o periodo de tratamento as células foram fixadas com paraformaldeido (4 %) e coradas com Cristal
violeta. As células foram visualizadas através do microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U. A)
Representativo da coloragdo das células expostas aos diferentes tratamentos. Barra de escala representa 100 pum.
B) Quantificac@o das células a partir das imagens obtidas. Os experimentos (N=5) foram realizados em triplicata.
Os dados estdo apresentados como média + E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100%). ***
p <0,001. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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9.2.3 A lectina DrfLL I modula as vias de sinalizacio dependentes de MAPKs e Akt
nas células C6 de glioma
As andlises de sinalizacdo celular das MAPKs e Akt na linhagem C6 foram

realizadas depois de 12 h, de forma similar ao estudo com a lectina ConBr apresentado
anteriormente. A figura 47A representa a resposta na sinalizagao celular nas células C6 frente
ao tratamento por 12 h com DrfL I e veiculo. Os resultados indicam um aumento na
fosforilagio de INKs e p38™**™ juntamente com uma diminui¢io na fosforilagio de ERKs e
Akt.

Na figura 47B observa-se que 50 pg/mL de DrfL I promoveu um aumento
significativo, de cerca de 3 vezes, na fosforilacio de JNK(p54) [Fu4)- 5,032; p < 0,01],
enquanto o tratamento com 30 pg/mL, embora tenha causado um aumento aparente (cerca de
2 vezes) na fosforilacdo de JNK(p54), ndo apresentou diferenca estatistica. A figura 47C
mostra que JNK(p46) tem um incremento de fosforilagdo de cerca de 3 vezes em comparacao
ao controle, mas somente em resposta a exposi¢do a 50 pg/mL [Fu 4= 7,254; p < 0,05]. Em

MAPK
8

relacdo a p3 , verifica-se que 30 ¢ 50 pg/mL de DrfLL I promove um incremento de

aproximadamente 6 vezes na fosforilagio de p38MA*%

<0,05¢p<0,01].

comparado ao controle [F4y- 13,41; p

Por outro lado, como exibido nas figuras 47D-E, DrfL I induziu uma diminui¢do
aparente na fosforilagdo de ERKI1 a partir de 30 pg/mL e de ERK2 a partir de 10 pg/mL.
Entretanto, ambas somente apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao controle na
concentragdo de 50 pg/mL (ERK1 [F44)- 5,337; p <0,05] e ERK2 [F44)- 5,964; p <0,05]). A
fosforilacdo de Akt teve um perfil de resposta similar as ERKs (Fig. 47G) ocorrendo uma
aparente diminuicdo na fosforilagdo de Akt a partir de 10 pg/mL de DrfL 1. Entretanto,
somente a concentragdo de 50 ug/mL apresentou diferenca estatistica comparado ao controle
[F3.4= 13,94; p <0,05].

Tomados em conjunto, estes resultados sugerem um padrdo de efeitos da DrfL I
sobre a fosforilagdo das MAPKs e Akt que poderia resultar na indu¢do de morte celular. Com
esse intuito, fomos avaliar o que aconteceria com o efeito citotoéxico da lectina se utilizamos
inibidores das JNKs e de MEK1/2/ERKs.

Como apresentado na figura 47H, quando as células C6 foram pré-tratadas com
SP600125 (inibidor das JNKs), este ndo teve efeito per se sobre a viabilidade, entretanto
preveniu o efeito citotoxico da lectina sobre as células [F 9 12=2,335; p < 0,01 e p <0,001]. O
efeito do pré-tratamento com U0126, inibidor das MEK1/2/ERKs, ¢ apresentado na figura

471. Pode ser verificado que U0126 per se causou uma diminui¢do significativa da viabilidade
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quando comparado ao controle. Adicionalmente, o pré-tratamento com o inibidor seguido do
co-tratamento com a lectina DrfLL T acabou prejudicando o efeito de redugdo de viabilidade
causado pela lectina isoladamente [F(9,12=1,279; p < 0,05 ¢ p <0,001].

Estes resultados sugerem que DrfL I pode modular diversas vias de sinalizagdo
intracelular e seu efeito citotéxico pode ser dependente, pelo menos parcialmente, da

sinalizacdo de JNKs e ERKs.

Figura 47. DrfL I pode modular diversas vias de sinalizacio intracelular em células C6
de glioma e a diminuicdo da viabilidade celular promovida pela lectina pode depender

da sinalizacdo de JNK e ERK. A) Western blot representativo das células C6 expostas ao veiculo ou
DrfL I por 12 h. A quantificagdo das proteinas ¢ apresentada em B) INKp54, C) INKp46 D) ERK1, E) ERK2, F)
p38MATK ¢ G) Akt. Efeito dos inibidores de INK e MEK/ERK sobre a viabilidade celular medido pelo método de
MTT. As células da linhagem C6 foram pré-tratadas com H) 10 uM de SP600125 (inibidor de JNK) por 7 h ou I)
10 uM de U0126 (inibidor de MEK/ERK) por 30 min, apds o periodo as células foram tratadas com a lectina por
24 h, sendo realizada uma comparagdo da viabilidade das células tratadas s6 com a lectina. Os dados sdo
expressos em relagdo ao controle (considerado como 100%) e os valores sdo representados como média + E.P.M.
de quatro experimentos realizados em triplicata. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do
teste post hoc de Bonferroni. # p < 0,05 e ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de
Bonferroni em relagdo ao tratamento com lectina isoladamente e na mesma concentragao.
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9.2.4 A ativacdo de caspase-8 e processos de autofagia promovem a morte das
células C6 tratadas com DrfL I
Com o intuito de desvendar o possivel mecanismo de agdo da lectina DrfLL I para

diminuir a viabilidade celular das células C6, foi realizado um ensaio de citometria de fluxo
com os corantes Anexina-V-FITC (indicador de morte por apoptose), € IP (indicador de morte
por danos na membrana celular).

A figura 48 mostra a classificacdo e contagem celular por citometria de fluxo das
células C6 expostas por 6 h ao tratamento com DrfLL I ou veiculo na presenca dos
biomarcadores Anexina-V-FITC e IP. Pode-se observar nos grafico de “dot plot” que a
concentragdo de 30 pg/mL causou um incremento de 5% na marcacdo para Anexina-V-
FITC'/IP" ¢ 8% na marcagdo para Anexina-V-FITC'/IP", porém a concentragdo de 50 pg/mL
causou um incremento de 4,34% na marcagio para Anexina-V-FITC/IP" e 10,3% na
marcagdo para Anexina-V-FITC'/IP", ambos dados sdo apresentados no grafico de barra
como A" [F;3=7,820; p < 0,01]. Ndo obstante, o incremento da marcagdo para IP" foi de

30% e 44%, respectivamente para ambas concentragdes [F33=7,820; p < 0,001].
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Figura 48. O incremento da incorporacio de lodeto de Propideo nas células C6 de
glioma produto do tratamento com DrfL I nio foi equivalente 2 marcacio de Anexina-

V-FITC. Células da linhagem C6 foram expostas a DrfL I nas concentragdes de 10, 30 e 50 ug/mL por 6 h.
Apds o periodo de tratamento as células foram coradas com lodeto de Propideo (IP) e Anexina-V-FICT (A).
Como controle do experimento (dupla marcagdo negativa para IP e A) as células foram tratadas com o veiculo,
como controle IP+ as células foram submetidas por 20 min em nitrogénio liquido e para A+ as células foram
tratadas por 3 h com staurosporina (1 pM). O ensaio foi realizado utilizando o aparelho FACS Canto (Becton
Dickson®), através da contagem de 10.000 eventos por amostras. Analise dos dados obtidos foi feita através do
software livre Flowing 2.5.1®. Os dados foram analisados através de graficos de pontos “dot plots” segundos os
parametros PE-A (eixo y) e FICT-A (eixo x). O grafico de histograma foi realizado em fung¢@o das porcentagens
obtidas de trés experimentos realizados em triplicata. Os dados sdo expressos em relagdo ao controle
(considerado como 100%) e os valores sdo representados como média = E.P.M. ** p < 0,01 e *** p < 0,001
ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni. ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do
teste post hoc de Bonferroni em relagdo as diferencas entre tratamento.
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Com o proposito de entender a incorporacdo discreta de Anexina-V-FITC nas células
C6 tratadas com DrfL I, analisamos a sinalizagdo celular responsavel pela ativacdo da via
apoptotica; sendo esses dados apresentados na figura 49.

A figura 49A apresenta um representativo da resposta na sinalizagdo celular para Bak
e BNIP3 nas células C6 frente ao tratamento por 12 h com DrfL I e veiculo. Como se observa
na figura 49B ndo foram demostradas alteragdes significativas na expressdo de Bak
comparadas ao controle. Entretanto, como nota-se na figura 49C houve um intenso
incremento na expressao de BNIP3 em resposta a 50 pg/mL de DrfL I comparado ao controle
[Fu4=25,57; p < 0,01]. Simultaneamente, foi observada uma diminui¢do na ativagdo de
caspase-3 frente ao tratamento por 6 h com DrfL I, pelo Kit comercial “EnzChek®™ Caspase-3
Assay Kit” (Fig. 49D) [Fs.4= 3,025; p <0,001].

Considerando que estes achados nao explicam a baixa marcag¢do para anexina-V-
FITC, apresentados na figura 48, resolvemos avaliar se este resultado estaria associado com
uma possivel ativacdo de caspase-8, e assim relacionado com a ativagdo direta ou indireta de
receptores de morte celular pela lectina. Para isso, as células C6 foram pré-tratadas com o
inibidor de Caspase-8 (IETF-fik) e a seguir avaliado o efeito citotoxico da lectina.

A figura 49E mostra que a diminuicdo da viabilidade celular induzida pelo
tratamento com 30 e 50 pg/mL de DrfL I foi bloqueado [F(9,12= 6,054; p < 0,001 e p <0,05],
respectivamente, quando as células foram pré-tratadas com o inibidor de Caspase-8 (IETF-

fmk).
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Figura 49. O mecanismo de diminuicio da viabilidade celular da DrfL I nas células C6

de glioma pode ser dependente da ativacdo de Caspase-8. A) Western blot representativo de
proteinas apoptoticas em células C6 expostas ao veiculo ou DrfL I por 12 h. A quantificagdo das proteinas foi
realizada em B) Bak e C) BNIP3. D) Ensaio da atividade de Caspase-3 das células C6 expostas por 6 h ao
tratamento. Foi considerado grupo controle negativo (C-) as células expostas ao veiculo e como controle positivo
(C+) células expostas por 3 h a staurosporina (1 pM). E) Efeito do inibidor de Caspase-8 (IETF-fmk) sobre a
viabilidade celular medido pelo método de MTT. As células da linhagem C6 foram pré-tratadas com 2 uM do
inibidor de caspase-8 por 6 h, apos este periodo as células foram tratadas com a lectina por 24 h, sendo realizada
uma comparacdo da viabilidade das células tratadas somente com a lectina. Os dados sdo expressos em relagdo
ao controle (considerado como 100%) e os valores sdo representados como média + E.P.M. de quatro
experimentos realizados em triplicata. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc
de Bonferroni. # p < 0,05 e ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em
rela¢@o ao tratamento com lectina somente ¢ na mesma concentragao.
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A figura 50 revela que ndo houve alteracdes no potencial de membrana mitocondrial
das células expostas por 6 h a DrfL I, quando avaliado pela sonda JC-1. Estes resultados
corroboram com os obtidos na figura 49E, na medida que ndo indicam a participacao da
mitocondria na resposta celular a lectina e assim excluem a possibilidade de que a lectina

poderia ativar o processo de apoptose pela via intrinseca.

Figura 50. O mecanismo de diminuicio da viabilidade celular da DrfL I nas células C6

de glioma nao interfere no potencial de membrana mitocondrial. Células da linhagem C6
foram tratadas com veiculo (controle) ou DrfL I por 3 h, sendo utilizado como controle positivo FCCP (1 uM).
Apos o periodo de tratamento, as células foram coradas com a sonda JC-1. A) Visualiza¢do das células, através
de microscopia de fluorescéncia, com o auxilio de microscopio invertido NIKON eclipse T2000-U. B)
Quantificacdo da leitura de fluorescéncia realizada no multileitor SpectraMax Molecular Device, utilizando 490
nm de emissdo e 520 nm de excita¢do (verde) e 525 nm de emissdo ¢ 590 nm de excitagdo (vermelho). Os dados
foram expressos em relagdo ao controle (veiculo) considerado 100%. Os valores representados como média =+
E.P.M. de quatro experimentos realizados em triplicata. ** p < 0,01 ANOVA de uma via seguido do teste post
hoc de Bonferroni.
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Baseado em estudos anteriores da agdo de lectinas leguminosas sobre células de
glioma, e dando continuidade na busca do mecanismo de a¢do de DrfL I sobre as células C6,
foi investigado a modulag@o do processo de autofagia pela lectina.

A analise das caracteristicas morfologicas das células C6 expostas a DrfL I revelou a
presenga de numerosos vacuolos autofagicos, vacuolos vazios e lisossomos secundarios;
sendo estes dados apresentados na figura 51 pela técnica de microscopia eletronica de
transmissdao (MET). Notavelmente, como ja observado anteriormente com o tratamento das
células C6 com ConBr (Fig. 37), o tratamento com 30 pg/mL de DrfL I por 12 h mostrou a
presenga de autofagolisossomos, contendo estruturas lamelares ou materiais digeridos
residuais. Adicionalmente, foi verificada a presenga de vacuolos maiores com material
degradado circundado por uma dupla membrana, representando vactolos autofagicos
maduros. A formagdo persistente de autofagossomos, em resposta ao tratamento com lectina,
esta correlacionada com uma reducgdo progressiva de organelas intracelulares, bem como a
formag¢do de vacuolos autofiagicos membranosos eletrodensos, aparecimento de corpos

multivesiculares e o englobamento de organelas inteiras.

Figura 51. Aumento da formacio de organelas vesiculares acidas (OVA) nas células C6
de glioma tratadas com 30 pg/mL de DrfL I. Células da linhagem C6 foram expostas a 30 pg/mL de
DrfL I ou veiculo (Tampao Hepes-salina, controle) por 12 h. As imagens foram obtidas no microscopio
eletronico Ziess Leo 906-E equipamento com a camera digital Megaview III (Oberkochen, Alemanha). As setas
em branco indicam as organelas vesiculares 4cidas ou vesiculas autofagicas com membrana tipica de camada
dupla contendo remanescentes de organelas.

Controle

Coincidentemente com a formag¢ao de OVA, foi observado uma redugao dos niveis
de espécies reativas de oxigénio (ERO) a partir de 3 h de exposi¢ao a DrfL I como
apresentado na figura 52. Na figura 52A pode-se reparar que ap6s 3 h de tratamento com DrfLL
I houve uma queda na produgdo de ERO a partir de 1 pg/mL [F4,12= 3,232; p < 0,0l e p <
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0,001]. Ap6s 6 h de tratamento, a concentracdo de 1 pg/mL perdeu a capacidade de inibir a
producdo de ERO, enquanto as concentracdes de 10 a 50 pg/mL mantiveram a inibicao (Fig.

52B) [Fia.12= 5,120; p < 0,01 ¢ p < 0,001].

Figura 52. O mecanismo de acio da DrfL I pode envolver a diminuicdo da producio de
espécies reativas de oxigénieo nas células C6. Quantificagio da produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) médiante a sonda DCF-DA apds tratamento das células com veiculo ou DrfL 1 A) 3 h e B) 6 h.
Os dados sdo expressos como porcentagem em relacdo ao controle (considerado 100%). Os valores sdo
representados como média = E.P.M. de quatro experimentos realizados em triplicata. ** p < 0,01 e *** p < 0,001
ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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Com base nos dados ja apresentados, resolvemos avaliar a modulacdo de proteinas
associadas a sinalizacdo do processo autofagico nas células C6 frente ao tratamento por 12 h
com DrfL L.

Na figura 53A ¢ apresentado um representativo de diversas proteinas de sinalizacao
celular e associadas aos mecanismos de autofagia. Nos quadros seguintes (53B-E) ¢ mostrada
a quantidficagdo das proteinas avaliadas. Assim, como se observa na figura 53B a
concentragdo de 50 pg/mL de DrfL I induziu um incremento de cerca de 3 vezes na
fosforilagdo de mTORCI [F4=3,709; p < 0,01]. A expressao de Beclin-1 foi estimulada em
cerca de 4 vezes nas concentragoes de 1 e de 30 pg/mL de DrfL I [F44= 5,672; p < 0,05]
(Fig. 53C). Além disso, ocorreu aumento na ordem de 6 vezes na expressdo de Atg-7, mas
apenas na concentra¢do de 1 pg/mL [Fu 4= 5,885; p < 0,05]. Notavelmente, a clivagem de
LC3I para LC3II, que representa um marcador cldsico de autofagia, foi incrementada em
cerca de 7 vezes (Fig. 53E) na concentragdo de 30 pg/mL [F44= 13,31; p <0,01].

Finalmente, para identificar o papel do processo autofidgico na indugdo de morte
celular induzida pela lectina, as células C6 foram co-tratadas com DrfL I e 3-MA ou CQ.

A figura 53F mostra que o bloqueio da formag¢dao do autofagolisossomo com CQ
pode interferir no mecanismo de acdo da lectina, observando-se que o efeito citotoxico
induzido por 50 pg/mL foi reduzido [F,12= 11,23; p < 0,05]. DrfL I na concentragdo de 10

png/mL isoladamente ndo era capaz de alterar a viabilidade celular. Entretanto, foi observado



CAPITILO Il 177

que na presenca de CQ essa mesma concentragdo promoveu queda significativa da viabilidade
celular. Em conjunto, esses resultados sugerem uma dualidade no papel da autofagia, que
inclui: uma possivel acdo protetora frente a baixas concentragdes de lectina e um papel
associada a morte celular frente as concentragdes mais elevadas de DrfLL 1.

A figura 53G indica que a inibi¢do dos primeiros passos da autofagia com 3-MA ndo

foi capaz de ocasionar alteragdes significativas no efeito citotoxico da lectina.
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Figura 53. O mecanismo de a¢ao da DrfL I para levar a morte nas células C6 de glioma

pode ser dependente do fluxo de formacio do autofagolisosomo. A) Western blot representativo
das células C6 expostas ao veiculo ou DrfLL I por 12 h e quantificag@o das proteinas B) mTORC, C) Beclin-1 D)
Atg-7 e E) LC3. Efeito dos inibidores de autofagia na viabilidade celular medido pelo método de MTT. As
células da linhagem C6 foram pré-tratadas com F) 10 uM de CQ por 24 h ou G) 2 mM de 3-MA por 1 h. Apds
esse periodo as células foram tratadas soamente com lectina por 24 h. Os dados sdo expressos em relagdo ao
controle (considerado 100%). Os valores sdo representados como média + E.P.M. de quatro experimentos
realizados em triplicata. * p < 0,05 ** p < 0,01 e *** p <0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de
Bonferroni. # p < 0,05 e ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagao
ao tratamento com lectina isolada e na mesma concentragao.
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9.3 Mecanismo de aciio biologica da lectina DrfL I sobre as células da linhagem
U-87 MG

9.3.1 O efeito da DrfL I nas células U-87 MG ¢ dependente de integridade da
proteina além da concentracio e tempo de tratamento.
Com o interesse em continuar avaliando o mecanismo de a¢ao da lectina DrfL I nas

células de glioma, fomos estudar o seu efeito nas células da linhagem comercial U-87 MG de
glioblastoma multiforme humano.

A figura 54A mostra que existe uma dependéncia de concentra¢do e tempo na
resposta citotoxica das células frente ao tratamento com DrfL I, observando-se que a perda da
adesdo celular comeca apds 24 h de tratamento na concentracdo de 30 pg/mL. Na
concentragdo de 10 ug/mL este processo ocorre apos 48 h, porém em 72 h as células tratadas
com 10 pg/mL recuperam a sua morfologia. Podendo-se explicar esta melhoria pela presenca
de tumoresferas, sinalizada com as setas brancas, microesferas formadas pelo aglomerado de
células.

As alteracdes na morfologia foram acompanhadas pela perda de viabilidade celular,
como mostra a figura 54B as concentragdes de 30, 50 e 100 pg/mL induziram uma redugdo na
viabilidade de mais de 30% [F4,12)- 4,48; p < 0,001] frente ao tratamento por 24 h. Por outro
lado, em 48 h de tratamento pode observar-se uma redu¢do de mais de 40% [F4,12)-4,48; p <
0,001] da viabilidade celular frente a todas as concentragdes testadas. Entretanto, o efeito

citotoxico da concentracao de 10 pg/mL € perdido depois de 72 h de tratamento.



180 CAPITULO Il

Figura 54. Perda de adesio celular e diminuiciio da viabilidade celular nas células U-87

MG de glioma produto do tratamento com DrfL I. Células da linhagem comercial U-87 MG foram
expostas a DrfLL I nas concentragdes de 10, 30, 50 ¢ 100 pg/mL por 12, 24, 48 ¢ 72 h (veiculo: Hepes-buffer
salina, controle). A) Microscopia optica mostrando o efeito da DrfL. I na morfologia das células expostas aos
diferentes tratamentos. As setas brancas mostram a presenc¢a de tumoresferas. Barra de escala representa 100 pm.
B) Viabilidade celular frete ao tratamento com DrfL I medido pelo método da reducdo do MTT. Foram
realizados quatro experimentos em triplicata. Os dados estdo apresentados como média = E.P.M., em
porcentagem do controle (considerado como 100%). ** p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de uma via seguido
do teste post hoc de Bonferroni.
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A figura 55 mostra que o bloqueio do dominio de ligacdo a carboidratos (CRD) por
a-metil-manosideo, bem como a desnaturagdo térmica da lectina causaram inibi¢dao dos seus
efeitos biologicos relativos a modificacio morfolégica das células e producdo de

citotoxicidade. Assim, as células U-87 MG expostas ao tratamento com DrfL I no seu estado
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nativo apresentam perda de adesdo dos prolongamento citoplasmaticos (Fig. 55A) e uma
reducdo da viabilidade celular de mais de 30 % [F4,12= 2,55; p < 0,01] a partir de 30 ug/mL
(Fig. 55B) . Porém, o tratamento com DrfL I no seu estado desnaturado ou com o CRD
bloqueado ndo apresentou efeitos citotoxicos nas cé€lulas, relativo a perda de adesdo e

diminui¢ao da viabilidade celular (Fig. 55A-B).

Figura 55. A acio citotoxica da lectina DrfLL I nas células U-87 MG de glioma ¢
dependente da integridade da proteina e do seu dominio de ligacio a carboidratos

(CRD). Células da linhagem U-87 MG foram expostas por 24 h ao veiculo (Tampao Hepes-salina, controle) ou
DrfL I nas concentragcdes de 10, 30, 50 e 100 pg/mL nos seus estados nativa, bloqueada e desnaturada. A)
Microscopia Optica mostrando o efeito do tratamento sobre a morfologia das células. Barra de escala representa
100 pm. B) Viabilidade celular frete ao tratamento com DrfL I, medido pelo método da redugdo do MTT. Foram
realizados quantro experimentos em triplicata. Os dados estdo apresentados como média = E.P.M., em
porcentagem do controle (considerado como 100%). ** p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de uma via seguido
do teste post hoc de Bonferroni. ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em
relagdo ao tratamento com lectina somente € na mesma concentragao.
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9.3.2 A DrfL I possui efeito citostatico na capacidade de migracio, adesao e eficacia
clonogénica das células U-87 MG
A figura 56 mostra o efeito citostatico da lectina DrfL I sobre as células U-87 MG.

Assim, o tratamento por 24 h das células U-87 com DrfL I, nas concentragdes de 30 e 50
pg/mL de DrfL I, causou inibi¢do da migra¢do de 30% e 60% [Fp 5= 3,14 ; p < 0,0001],
respectivamente, avaliada no transwell. Estes achados corroboram com dados prévios,
apresentados na dissertacdo de mestrado (WOLIN, INGRID ALESSANDRA VICTORIA,

2017), em que foi utilizado o ensaio de migragao por “scratch”.
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Figura 56. O tratamento com DrfL I possui efeito citostatico nas células U-87 MG de

glioma diminuindo a capacidade de migracio celular no poco de transwell. Células da
linhagem U-87 MG foram expostas ao veiculo (Tampdo Hepes-salina, controle) ou DrfL I nas concentragdes de
30 ¢ 50 pg/mL por 24 h. Apds esse periodo de tratamento as células foram fixadas com paraformaldeido (4 %) e
coradas com Cristal violeta. As células foram visualizadas através do microscopio invertido NIKON eclipse
T2000-U. A) Representativo da coloragdo das células expostas aos diferentes tratamentos. Barra de escala
representa 100 pm. B) Quantificacdo das células apresentadas na imagem. Os experimentos (N=5) foram
realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M., em porcentagem do controle
(considerado como 100%). *** p <0,001. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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A migracdo celular ¢ uma caracteristica chave das células cancerigenas malignas,
sendo importantes na progressao tumoral a partir de uma massa primadria localizada, ou ainda
para no proprio processo metastatico ou infiltrativo no caso dos gliomas. Assim, torna-se
crucial a avalia¢do deste processo e sua modulagdo frente a compostos com possivel atividade
antitumoral. Porém, os métodos até agora apresentados para determinar o efeito citostatico da
DrfL I nas células U-87 MG envolveram culturas homogéneas bidimensionais (2 D) que nao
tém em conta a heterogeneidade da massa tumoral e os contatos celulares de interagdo. Desse

modo, resolvemos realizar uma cultura 3D mediante a formacdo de tumoresferas (Fig. 57A),
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que possuem uma similaridade morfologica e fisiologica a biologia tumoral. Nesse sentido, as
tumoesferas podem reagir com maior precisao as condigdes do microambiente tumoral e
reproduzir, parcialmente, as interacdes célula-célula, célula-matriz extracelular e células
hospedeiras que ocorrem in situ.

Como pode ser observado na figura 57B o tratamento com 50 e 100 pg/mL de DrfL 1
inibiu a capacidade das tumoresferas de aderir a superficie do pogo para permitir a
repopulacao. Ao contrario do observado nas tumoresferas tratadas com o veiculo (controle)
onde, apds 24 h da transferéncia para o pogo (sem Pluronico F-127 em placa de 24 pogos), as
células conseguiram se fixar ao substrato e comecar a migrar, aumentando o deslocamento e
igualando a adesdo e espalhamento celular aquele observado normalmente nas culturas da
linhagem U-87 MG. Cabe destacar que apos 72 h de tratamento com 50 pg/mL de DrfL I, s
foi observada uma pequena populagdo de células que comegaram a diferenciar e migrar, mas
ainda assim com comprometimento na sua morfologia. Além disso, foi observado nos pogos
onde as tumoresferas foram tratados com 100 pg/mL de DrfLl I que a inibi¢do da adesdo
celular foi total e em todos os tempos testados. Nesse caso podia ser observado um grande
comprometimento da matriz extracelular que se apresentou com aspecto de areia no fundo do
poco da placa.

Outro dado interessante a ser ressaltado ¢ a diminui¢do da massa das tumoresferas
tratadas com 50 pg/mL de DrfL I, comparados ao observado no tratamento com veiculo
(controle). As tumoresferas tratados com 100 pg/mL de DrfL I se mostraram sem
translucéncia indicando uma aparente morte das células nessa condigao.

Estes dados sao muito importantes, e apontam a necessidade de estudos futuros que
avaliem a integridade da matriz extracelular das tumoresferas tratados com DrfL I, bem como
a caraterizacdo das células que conseguem se diferenciar e migrar no tratamento com 50

pg/mL de DrfL 1.
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Figura 57. O tratamento com DrfL I possui efeito citostatico sobre as tumoresferas da
linhagem U-87 MG diminuindo a capacidade de migraciao/adesao celular. As tumoresferas
foram expostas ao veiculo (Tampao Hepes-salina, controle) ou DrfL I nas concentragdes de 50 ¢ 100 ug/mL por
24, 48 ¢ 120 h. A) Representativo da morfologia das tumoresferas antes do tratamento. B) Representativo da

resposta das tumoresferas ao tratamento. As imagens foram capturadas através do microscopio invertido NIKON
eclipse T2000-U. Barra de escala representa 200 pum.

A)

Tumoresferas

B)

Controle

48 h

120 h

Outro aspecto importante que limita a eficiéncia dos tratamentos utilizados
atualmente frente ao GBM ¢ a sua eficiéncia clonogénica. Esta caracteristica permite a

regeneragdo ou mesmo a expansdo do tumor, a partir da sobrevivéncia de algumas poucas
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células. Isso faz com que os tratamentos tenham efeito paliativo e ndo sejam capazes de
conter a evolugdo do tumor.

Baseadas neste fato, fomos avaliar se a lectina DrfL I teria a capacidade de inibir a
eficacia clonogénica das células U-87 MG. Nas figuras 58A-B, ¢ mostrado que a
concentragdo de 100 pg/mL causou uma inibi¢do clonogénica de mais de 90% [F4.4)-20,16; p
< 0,001] ap6s 24 h de tratamento. Quando considerado um tratamento mais prolongado de 72
h, foi observado que houve uma diminuicdo de mais de 90% da efic4cia clonogénica a partir

de 30 pg/mL [Fi.4)-20,16; p < 0,001].
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Figura 58. O tratamento com DrfL I possui efeito citostatico nas células U-87 MG de

glioma diminuindo a eficacia clonogénica das células. As células da linhagem U-87 MG foram
expostas ao veiculo (Tampdo Hepes-salina, controle) ou DrfL I nas concentragdes de 10, 30, 50 e 100 pg/mL por
24, 48 e 72 h. Apobs esse periodo de tratamento, as células foram clonadas por diluigdo limitante (0,5
células/poco) e incubadas por 10 dias. A) Microscopia dptica mostrando o efeito da DrfL I na morfologia das
células expostas aos diferentes tratamentos. A figura ¢ um representativo de quatro experimentos realizados em
triplicata. A barra representa 100 um. B) Contagem em camara de Neubauer do numero de células por pogo.
Foram realizados quantro experimentos em triplicata. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M., em
porcentagem do controle (considerado como 100%). * p < 0,05 e *** p <0,001. ANOVA de uma via seguido do
teste post hoc de Bonferroni. # p < 0,05, ## p < 0,01 e ## p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post
hoc de Bonferroni em relagdo ao tratamento com lectina isoladamente e na mesma concentragao.

DrflL I - U87
30 pg/mL 50 pg/mL

100 pg/mL

72 h

Veiculo
DrflL 1

10 pg/mL
30 pg/mL
50 pg/mL
100 pg/mL

BEOOH

Eficiéncia Clonogénica (x10 3) &

24h 48h

9.3.3 A lectina DrfLL I modula as vias de sinalizacio dependentes de MAPKSs e Akt
nas células U-87 MG de glioblastoma multiforme humano
As andlises de sinalizagdo celular das MAPKs e Akt foram realizadas ap6s 24 h de

tratamento. A figura 59A mostra um representativo da resposta na sinalizacdo celular nas

células U-87 MG frente ao tratamento por 24 h com DrfL I e veiculo. Os resultados indicam
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MAPK - . .
8 simultancamente a uma diminuigdo da

um aumento na fosforilagdo de JNKs e p3
fosforilagdo ERKs ¢ Akt.

Na figura 59B observa-se que JNK(p54) apresentou um incremento na sua
fosforilagao de até 2 vezes em resposta ao tratamento quando comparado ao controle, porém
s6 a concentracdo de 100 pg/mL apresentou diferenca estatistica [F 4= 7,710; p < 0,05]. Na
figura 59C pode ser verificado que JNK(p46) apresentou um incremento na sua fosforilagao
em cerca de 3 vezes em resposta a exposi¢do de 100 pg/mL [Fu4- 7,710; p < 0,05] em

MAPK
8

comparagao ao controle. Em relagao a modulagao de p3 , se observa na figura 59F que

. ~ MAPK
houve um aumento exacerbado na fosforilagdo de p38

a partir de 30 pg/mL, porém sé a
concentragdo de 100 pg/mL apresentou diferenca estatistica [F44)- 5,209; p <0,001].

Paralelamente, como exibido na figura 59D, a lectina DrfL I teve a capacidade de
reduzir a fosforilacdo de ERK1 a partir de 10 ng/mL [F44)- 6,857; p < 0,05], enquanto que
ERK2 teve a fosforilagdo reduzida apenas frente a concentragdo de 100 ug/mL (Fig. 59E)
[Faa= 3,348; p < 0,05]. Na figura 59G pode ser observado que houve uma aparente
diminui¢do da fosforilacdo de Akt a partir de 30 pg/mL [F44)- 1,475; p <0,05 e p <0,01].

Com a inten¢cdo de avaliar se as JNKs e ERKs estariam envolvidas no efeito
citotoxico da lectina DrfL I nas células U-87 MG, j& que ambas foram moduladas em resposta
ao tratamento, as células foram pré-tratadas com seus inibidores para posteriormente
comparar a resposta da viabilidade celular.

Nas figuras S9H-I observa-se que o pré-tratamento com SP600125 (inibidor de JNK)
ou U0126 (inibidor de MEK1/2/ERK) limitou a agao citotoxica da lectina nas células U-87
MG. Na figura 59H verifica-se que o pré-tratamento com inibidor de JNK reduziu
significativamente a citotoxicidade de DrfL I 50 pg/mL [F(9 12~ 5,348; p <0,001].

Com respeito as células pré-tratadas com U0126 (Fig. 591) nota-se que o inibidor per
se j4 induz uma queda na viabilidade celular quando comparado ao veiculo [Fg 12)= 47,54; p <
0,01]. Esse fato que pode estar relacionado a inibicdo da proliferagdo celular ocasionada pela
inibicdo da via MEK/ERK pelo U0126. Em relagdo a acdo da lectina nota-se que a
citotoxidade, normalmente observada no tratamento com DrfLL I isolademanete nas
concentragdes de 50 e 100 ng/mL, foi significativamente reduzida pelo pré-tratamento com

U0126 [F(9,12)- 47,54; p < 0,01 e p < 0,05 respectivamente].



CAPITILO I1 189

Figura 59. O tratamento com DrfL I nas células U-87 MG de glioma incrementa a

fosforilacio de JNK e p38™*"X, enquanto diminui a fosforilagio de Akt e ERK. A) Western
blot representativo das células U-87 MG expostas ao veiculo ou DrfL I por 24 h. A quantificagdo das proteinas é
paresnetado em B) JNKp54, C) INKp46 D) ERK1, E) ERK2, F) p38M4*% ¢ G) Akt. Efeito dos inibidores de INK
e MEK1/2/ERK sobre a viabilidade celular medido pelo método de MTT. As células da linhagem U-87 MG
foram pré-tratadas com H) 10 uM de SP600125 (inibidor de JNK) por 7 h ou I) 10 uM de U0126 (inibidor de
ERK) por 30 min, apds este periodo as células foram tratadas com a lectina por 24 h, sendo realizada uma
comparagdo da viabilidade das células tratadas s6 com a lectina. Os dados sdo expressos em relacdo ao controle
(considerado 100%) e os valores sdo representados como média = E.P.M. de quatro experimentos realizados em
triplicata. * p < 0,05, ** p <0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni. #
p <0,05 e ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relag@o ao tratamento
somente com a lectina na mesma concentragao.
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9.3.4 O mecanismo de acdo da DrfL I nas células U-87 MG ¢é dependente de uma
rede interconectada entre a ativacio das proteinas relacionadas com
autofagia e caspases-8.

Uma vez determinado que o tratamento com a DrfL I nas células U-87 MG causava

modulagdo nas proteinas cinases, a seguir foi avaliado se poderiam estar sendo moduladas
vias relacionadas a autofagia e apoptose em resposta ao tratamento.

A figura 60 apresenta os resultados da analise da ativacdo da via apoptdtica nas
células U-87 MG frente ao tratamento com DrfL I. Na figura 60A ¢ mostrado um
representativo da das proteinas da familia Bcl-2 e caspase-3 frente ao tratamento por 24 h com
DrfL I nas concentragdes de 10-100 pg/mL.

Na figura 60B ¢ mostrada a analise quantitativa da clivagem de procaspase-3 para
caspase-3, sendo evidenciado um aumento aparente da clivagem a partir de 30 ug/mL. Porém,
somente a concentragdo de 50 pg/mL apresentou diferenca estatistica com respeito ao
controle [F44y= 7,652; p < 0,05]. Sendo importante ressaltar que ndo foi observada clivagem
da caspase-3, ou seja, aparentemente ela nao estaria sendo ativada nesta linhagem celular. Na
figura 60C ¢ observado um incremento de dimerizacdo e na expressao proteica de BNIP3 em
cerca de ~2 a 3 vezes a partir da concentracdo de 30 pg/mL, sendo que somente a
concentra¢do de 100 pg/mL apresentou diferenga estatistica em relacdo ao controle [F 4=
2,399; p < 0,05]. Nao foi observada alteracao significativa na expressdao de Bak (proteina pro-
apoptotica da familia Bcl-2) comparado ao controle (Fig. 60D).

Com respeito as respostas das proteinas BH3-only da familia Bel-2, foi observado
um incremento significativo da expressao de Puma (Fig 60E) na concentragao de 100 pg/mL
[Fa4=1,551; p <0,01]. Porém, o incremento comega a ser aparente a partir da concentragao
de 30 pg/mL, entretanto, ndo obteve significancia estatistica. Além disso, num perfil similar
foi observado um incremento significativo de ~5 vezes na clivagem de Bid (Fig 60G) nas
concentragdes de 50 e 100 pg/mL [F4 4= 6,255; p < 0,05] e na expressdao de Bim (Fig 60F) na
concentragdo de 100 pg/mL [F44= 6,519 ; p <0,05].

Considerando estes dados, foi avaliado se estas respostas poderiam estar relacionadas
como a ativagdo de caspase-8. Dessa forma, as células U-87 MG foram pré-tratadas com
IETF-fmk, um inibidor de caspase-8. Na figura 60H observa-se que o efeito citotoxico da
lectina DrfL I foi diminuido nas concentracdo de 50 e 100 pg/mL, quando comparado ao
efeito da lectina na respectiva concentragdo sem a presenca do inibidor [F9 12y= 7,29; p < 0,01

e p<0,05].
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Figura 60. O mecanismo de diminuicao da viabilidade celular da DrfL I nas células U-87

MG de glioma ¢ dependente da ativacio de Caspase-8. A) Western blot representativo das células
U-87 MG expostas ao veiculo ou DrfL I por 24 h. A quantificagdo das proteinas ¢ apresentada em B)
procaspase-3/caspase-3, C) BNIP3, D) Bak, E) Puma, F) Bim e G) Bid . H) Efeito do inibidor de Caspase-8
(IETF-fmk) na viabilidade celular medido pelo método de MTT. As células da linhagem U-87 MG foram pré-
tratadas com 2 pM do inibidor de caspase-8 por 6 h, apds o periodo as células foram tratadas com a lectina por
24 h, sendo realizada uma comparagdo da viabilidade das células tratadas s6 com a lectina. Os dados sdo
expressos em relagdo ao controle (considerado como 100%) e os valores sdo representados como média + E.P.M.
de quatro experimentos realizados em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via
seguido do teste post hoc de Bonferroni. # p < 0,05 e ## p < 0,01 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc
de Bonferroni em relag@o ao tratamento com lectina somente na mesma concentragao.
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Ap6s avaliar a modulagdo, pela lectina DrfL I, das proteinas da familia Bcl-2 e de
caspases, bem como o possivel envolvimento destas proteinas na diminui¢do de viabilidade
das células U-87 MG, foi realizado uma investigagao da modulagdo do processo autofagico e
seu possivel envolvimento no mecanismo citotoxico de DrfL 1.

A figura 61 mostra os resultados da anélise da modulacdo de proteinas associadas ao
processo autofagico nas células U-87 MG frente o tratamento com DrfLL 1. A figura 61A
mostra um WB representativo do complexo 1 de mTOR e de diversas proteinas relacionadas
com a autofagia frente ao tratamento por 24 h com DrfL I nas concentra¢des de 10-100
pug/mL.

Como se observa na figura 61B nas células tratadas houve um incremento de ~3
vezes na fosforilagio de mTORCI, porém a diferenca estatistica s6 foi observada na
concentragdo de 10 pg/mL [Fu 4= 1,306; p < 0,05] quando comparado com o controle. Com
respeito as proteinas relacionadas com autofagia ocorreu um aumento na expressao de Beclin-
1 (Fig. 61D) [Fu4= 0,1942; p < 0,05] e de Atg-5 (Fig. 61E) [F44= 5,581; p < 0,05] na
concentracdo de 100 pg/mL. Notavelmente, houve um incremento de 2 até 3 vezes na
clivagem de LC3I para LC3II (Fig. 61F) a partir da concentragdo de 30 ng/mL [F4 4= 6,816;
p <001 ep<0,001]. A expressao de Atg-7 nao foi alterada pelo tratamento com lectina
como mostrado na figura 61C.

Com a finalidade de identificar o papel do processo autofagico na inducao de morte
celular induzida pela lectina, as células foram pré-tratadas com 3-MA ou CQ. A figura 61G
indica que o efeito citotoxico induzido pelas concentragdes de 50 e 100 pg/mL de DrfL I
foram bloqueados pela inibi¢do dos primeiros passos da autofagia com 3-MA [F (9 12y= 1,661;
p < 0,05 e p <0,01], respectivamente. No entanto, a figura 61F mostra que o bloqueio da
formacao do autofagolisossomo com CQ ndo ocasiona uma prote¢do significativa frente ao

efeito citotoxico da lectina.

Figura 61. O mecanismo de a¢do da DrfL I para levar a morte nas células U-87 MG de

glioma é dependente da ativacdo do processo autofagico. A) Western blot representativo das
células U-87 MG expostas ao veiculo ou DrfL I por 24 h, quantificagdo das proteinas B) mTORC, C) Atg-7, D)
Beclin-1, E) Atg-5 e F) LC3. Efeito dos inibidores de autofagia na viabilidade celular medido pelo método de
MTT. As células da linhagem U-87 MG foram pré-tratadas com G) 2 mM de 3-MA por 1 h ou H) 20 uM de CQ
por 72 h, apds o periodo as células foram tratadas com a lectina por 24 h, sendo realizada uma comparagao com
a viabilidade das células tratadas somente com a lectina. Os dados sdo expressos em relacdo ao controle
(considerado como 100%) e os valores sdo representados como média + E.P.M. de quatro experimentos
realizados em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc
de Bonferroni. # p < 0,05 e ## p < 0,01 ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em
relacdo ao tratamento com lectina somente e na mesma concentragao.
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Levando em consideragdo que o efeito citotoxico da lectina era bloqueado quando as

células eram pré-tratadas com 3-MA e IETF-fmk, resolvemos corroborar se poderiam existir
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mecanismos de comunicagdo entre essas vias. Para isso, as células foram previamente tratadas
com estes inibidores e posteriormente co-tratadas com 50 pg/mL de DrfL L.

A figura 62A mostra a modulacio da proteina p38™FX de proteinas associadas a
autofagia (Atg-5 ¢ LC3) e apoptose (Bim, Bid e BNIP3), frente ao tratamento com DrfL I
somente ou juntamente com os inibidores.

Pode ser observado que o tratamento com DrfL I promoveu aumento da fosforilagao
de p38MATK (Fig. 62C), da expressdo de Atg5 (Fig. 62B) e da clivagem de LC3 (Fig. 62G).
Além disso, elevou a expressdo de Bim (Fig. 62E), Bid (Fig. 62F) e BNIP3 (Fig. 62D).
Notavelmente, 3-MA preveniu todos estes efeitos (Fig. 62B-G). O inibidor de caspase 8
(IETF-fmk) também foi capaz de prevenir todos os efeitos de DrfL I, exceto a ativagdo de
p38MAPK que foi apenas parcialmente diminuido (Fig. 62B-G). A combinacdo dos dois
inibidores ndo apresentou nenhum efeito adicional ao ja observado com 3-MA, em relagdo a
prevencao da agao de DrfL I (Fig. 62B-G).

Estes resultados indicam que existe uma comunicagdo entre o processo de autofagia

e a via apOtotica extrinseca no mecanismo de agao da lectina DrfL I.

Figura 62. A DrfL I nas células U87 produz um mecanismo de crosstalk entre a ativacao

de caspase-8 e degradacao autofagica. As células U87 foram pre-tratadas por 6 h com 2 uM de IETF-
fmk, 1 h com 3-MA ou ambos os inibidores. Apds esse periodo foram co-incubadas com 50 pg/mL de DrfL I por
24 h. A) Western blot representativo das células U87 expostas aos tratamentos por 24 h. A quantificagdo das
proteinas ¢ mostrada em B) Atg-5, C) p38™™*, D) BNIP3, E) Bim, F) Bid e G) LC3. Os dados sdo expressos em
relacdo ao controle (considerado 100%) e os valores sdo representados como média + E.P.M. de quatro
experimentos realizados em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p <0,001 ANOVA de uma via seguido do
teste post hoc de Bonferroni. # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001 ANOVA de duas vias seguido do teste post
hoc de Bonferroni em relag@o ao tratamento somente com lectina na mesma concentragao.
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9.4 Mecanismos de a¢do bioldgica da lectina DrfL I sobre as células GBM1 de
glioblastoma humano
9.4.1 A perda de adesao celular e reducao da viabilidade celular das células GBM1
estao associadas a formacao de organelas vesiculares acidas

A figura 63 mostra a resposta das células GBM1 frente ao tratamento com 10, 30, 50
e 100 pg/mL de DrfL I por 24 h.

Pode ser visualizado na figura 63A que a concentragao de 10 ug/mL causou retragdo
dos prolongamentos citoplasmaticos das células. As concentragdes mais elevadas da lectina,
especialmente 50 e 100 pg/mL, promovem perda de adesdo celular, mudanca de uma
morfologia plana, carateristica da linhagem, para uma morfologia esférica, com células de
formato redondo e descoladas do fundo da placa.

As mudangas morfoldgicas, com perda de adesdo celular, foram acompanhadas por
uma reducao da viabilidade celular, medida pelo método do MTT. Como mostra a figura 63B,
DrfL I induziu uma queda significativa na viabilidade das células comparada ao controle a
partir da concentracdo de 30 pg/mL como uma redugdo de 20% [F4 12= 5,336; p < 0,01] e
mais de 30% de redugdo da viabilidade nas concentragdes mais elevadas de 50 e 100 pg/mL
[F4,12=5,336; p <0,001].

Com o proposito de relacionar as alteracdes morfologicas com prejuizos na
membrana celular, realizou-se a coloracdo com IP. Porém como se observa na figura 63C-E
apenas nas concentragdes mais elevadas de 50 e 100 pg/mL de DrfL I ocorre um pequeno
aumento que na marcagao de IP e que ndo ultrapassa 10% [F3=0,2527; p < 0,001].

Finalmente, realizamos a coloragao com LA para investigar se o processo autofagico
poderia estar sendo ativado nas células GBM1 em resposta ao tratamento com DrfLL I. Nas
figuras 63D-F pode se observar que houve um aumento de 80% na marca¢do de OVA na
concentra¢do de 30 pg/mL [F43=0,907; p < 0,01]. As concentra¢des de 50 e 100 pg/mL
promovem um aumento na marcag¢do ainda mais intenso e que se aproxima de 100% [F 3=

0,907; p <0,001].
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Figura 63. O tratamento com DrfL I alterou a viabilidade celular e induziu a formac¢ao

de organelas vesiculares acidas nas células GBM1. Células de cultura priméria de GBM (GBM1)
foram expostas ao veiculo (Tampao Hepes-salina, controle) ou DrfL I nas concentragdes de 10, 30, 50 ¢ 100
pg/mL por 24 h. A) Microscopia optica mostrando o efeito da DrfL I na morfologia das células expostas aos
diferentes tratamentos. B) Viabilidade celular frete ao tratamento com DrfL I medido pelo método da reducédo do
MTT. Foram realizados quatro experimentos em triplicata. Os dados estdo apresentados como média = E.P.M.,
em porcentagem do controle (considerado como 100 %). Ap6s o periodo de tratamento as células foram coradas
com C) lodeto de Propideo e Hoechst ou D) Laranja de Acridina para posteriormente serem visualizadas através
de microscopia de fluorescéncia com auxilio do microscdpio invertido NIKON eclipse T2000-U. Barra de escala
representa 100 um. As fluorescéncias da coloracdo com E) IP/ Hoechst ou F) LA dos diferentes tratamentos
foram quantificados e expressados em porcentagem dos valores absoludos obtidas de cada tratamento (N=3 em
triplicata). ** p < 0,01 e *** p < 0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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9.4.2 A DrfL I diminui a capacidade migratoria das células GBM1
Com o intuito de verificar se a lectina DrfL I nas células GBM1 também possui um

efeito citostatica diminuindo a capacidade migratdria destas células, foi realizado o ensaio de

migracao pela metodologia do “scratch’.
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A figura 64 mostra o efeito da lectina DrfLL I na migracao celular das células GBM1.
Como se aprecia na figura 64A, um representativo do efeito do tratamento em cada tempo
testado, nas células expostas ao veiculo (controle) ha um aumento da densidade celular
chegando ao fechamento da fissura ou risco em 24 h. Na quantificagdo dos resultados,
apresentada na figura 64B, verifica-se que as células GBM1 tratadas com DrfL I tiveram uma
queda na sua capacidade migratoria, apresentando uma redugdo na migragao/proliferacdo de
40% na concentragdo de 10 pg/mL [F3 5= 3,602; p <0,001] e de 80% frente as concentracdes
de 30 e 50 pg/mL [F3 5= 3,602; p < 0,001] comparadas ao controle. A concentra¢do de 10
pug/mL apresentou diminui¢do na sua eficiéncia de inibi¢do da migragao no periodo de 48 h de
tratamento [F3 5= 3,602; p < 0,001]. Ainda assim, cabe destacar que todas as concentragdes

de DrfL I testadas continuam exercendo inibi¢cao no periodo de 48 h.
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Figura 64. O tratamento com DrfL I possui efeito citostatico nas células GBM1. Células
GBMI1 de glioblastoma foram tratadas com veiculo ou DrfL I nas concentragdes 10, 30 ¢ 50 pg/mL, sendo a
migracdo analisada nos tempos 0, 24 e 48 h. Os dados sdo expressos em porcentagem de fechamento do risco.
Os valores sdo representados como média £ E.P.M. de quatro experimentos realizados em triplicata. *** p <
0,001 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagdo ao controle. ### p < 0,001
ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagdo ao mesmo tratamento.
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9.5 Teste de especificidade citotoxica da lectina DrfL I

Por ultimo, para examinar se a lectina DrfL I possuiria efeito citotoxico em células
gliais normais (sadias), foram realizados estudos em cultura primaria de astrécitos corticais de
ratos; estas culturas foram expostas aos tratamentos por 24 h, com veiculo ou 10, 30 e 50
ng/mL de DrfL I, sendo esses dados apresentados na figura 65.

Como se observa nas figuras 65A-B a lectina ndo teve a capacidade de alterar a
morfologia, nem diminuir a viabilidade celular. Assim como nao foi detectada uma marcagao
aumentada para IP e LA (Fig 65C-D).

Este conjunto de dados sugerem que a lectina DrflL I possui um efeito citotoxico

seletivo sobre as células de glioma.

Figura 65. O tratamento com DrfL I nio alterou a viabilidade de astrocitos sadios de

cultura primaria. Células de cultura priméria de astrécitos sadios foram expostas ao veiculo (Tampao
Hepes-salina, controle) ou DrfL I nas concentragdes de 10, 30 e 50 pg/mL por 24 h. A) Microscopia Optica
mostrando o efeito da DrfLL I na morfologia das células expostas aos diferentes tratamentos. B) Viabilidade
celular frete ao tratamento com DrfL I medido pelo método da reducao do MTT. Apods o periodo de tratamento
as células foram coradas com C) lodeto de propideo e Hoechst ou D) Laranja de Acridina para posteriormente
serem visualizadas através de microscopia de fluorescéncia com auxilio do microscopio invertido NIKON
eclipse T2000-U. Barra de escala representa 100 um . Foram realizados quatro experimentos em triplicata. Os
dados estdo apresentados como média = E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100 %).
ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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10 Discussio e conclusdo dos resultados obtido no Capitulo I1:
“Mecanismo de aciio bioldgica da lectina DrfL I em modelos celulares”

Neste Capitulo II demostramos pela primeira vez que a lectina DrfL I mediante o
reconhecimento e ligacdo reversivel a glicanos especificos da superficie celular, promove
inibicdo da migragdo/adesdo celular e da eficicia clonogénica, diminuindo a viabilidade
celular nas células de glioma mediante um mecanismo de comunicagdo que envolve a
ativacao de caspase-8 e o processo de autofagia. Outra vantagem do tratamento com DrfL I,
aqui demonstrada, foi a auséncia de estresse em astrdcitos corticais sadios.

O glioblastoma multiforme (GBM) ¢ o tipo de glioma mais agressivo e de maior
ocorréncia dentre os tumores cerebrais e do sistema nervoso central (14,6% de todos os
tumores e 48,3% dos tumores malignos) (OSTROM et al., 2020, 2019). As células de GBM
caracterizam-se por apresentar mutagdes genéticas que afetam vias de sinalizagdo celular
envolvidas na proliferacdo celular, sobrevivéncia, invasdo e angiogénese (BATASH et al.,
2017). A massa tumoral destaca-se por apresentar resisténcia a quimioterapia e radioterapia,
juntamente com a presenca de células tronco de glioma ou “glioma stem cells” (GSC) que
conferem a capacidade de multipotencialidade e habilidade de autorenovagio (CHALMERS
et al., 2009; CHEN et al., 2017; HEYNCKES et al., 2019). Essas caracteristicas tornam o
progndstico clinico muito desfavoravel, ndo ultrapassando os 15 meses de vida, mesmo com
terapia, sendo ainda acompanhado de devastadores declineos neurocognitivos (ACHARYA et
al., 2010, 2011).

Nos ultimos anos, as lectinas tém sido utilizadas como ferramentas para
diferenciagdo entre tumores malignos e benignos, pela sua capacidade de reconhecer padroes
especificos de glicosilacdo, associados a processos metastaticos (BHUTIA et al., 2019;
JIANG et al., 2015; MAO et al., 2012; MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020).

Com base nesses achados da literatura, nosso grupo tém demostrado efeito citotdoxico
de diferentes lectinas de legumisosas da subtribo Diocleinae, incluindo aquelas purificadas de
Canavalia virosa (ConV), Canavalia bonariensis (CaBo), Canavalia brasiliensis (ConBr),
Canavalia ensiformis (ConA), Dioclea lasiophylla (DlyL), Dioclea lasiocarpa (DLL), e
Dioclea violacea (DVL) nas linhas celulares de glioma C6 ¢ U-87 MG (CAVADA et al.,
2018; LEAL et al, 2018; NASCIMENTO, ANA PAULA M. et al, 2018, 2019;
NASCIMENTO, KYRIA SANTIAGO et al.,, 2017; OSTERNE et al, 2017; WOLIN,
INGRID A.V. et al., 2021). Ao longo destes estudos, foi possivel observar que embora estas

lectinas apresentem uma similaridade estrutural de mais de 80%, seus efeitos em testes
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bioldgicos sdo distintos para alguns parametros. Assim, a DrfL I se apresentou com maior
eficiéncia em inibir a migracdo, adesdo, sobrevivéncia e proliferacdo celular na linhagem U-
87 MG, quando comparada com as lectinas ConA e DVL na mesma linhagem
(NASCIMENTO, ANA PAULA M. et al., 2019). Além disso, DrfLL I também teve maior
capacidade de diminuir a viabilidade das células C6 e GBM1 em comparacdo ao efeito
observado frente ao tratamento com a lectina ConBr (WOLIN, INGRID A.V. et al., 2021).

Os trés modelos celulares de glioma (C6, U-87 MG e GBM1) responderam frente ao
tratamento com DrfL 1. As altera¢des incluiram, perda de aderéncia celular e modificacao das
cé¢lulas de uma morfologia plana para esférica, sendo este evento acompanhado de uma
diminui¢do na viabilidade celular (Fig. 44). As células C6 apresentaram-se mais sensiveis ao
tratamento, considerando a retracdo dos prolongamentos citoplasmaticos a partir de 3 h de
exposicdo a 30 e 50 pg/mL e uma queda de mais de 50% da viabilidade celular ap6s 12 h de
tratamento (Fig. 45). Porém, nas células U-87 MG, que se apresentaram mais resistentes ao
tratamento, foi observada uma perda da adesdo celular a partir de 30 pg/mL apos 24 h de
tratamento, acompanhado de uma queda de viabilidade em mais de 40% (Fig. 54). A vista
disso, ¢ importante ressaltar que ConBr ndo causou uma diminuicdo da viabilidade celular na
linhagem U-87 MG, mesmo em concentragdes mais altas (ver capitulo I). Além disso, nossos
resultados publicados anteriormente demostraram que nas mesmas condi¢des, DvL também
promoveu a diminui¢do da viabilidade celular somente depois de 24 h de tratamento,
enquanto ConA, na concentracdo de 30 ug/mL, somente promoveu agdo citotoxica contra as
células U-87 MG apos periodos maiores (48 e 96 h) de tratamento (NASCIMENTO, ANA
PAULA M. et al., 2019).

A estrutura cristalografica da DrfL I revela que diferente da ConA esta lectina possui
uma histidina na posi¢do 131 (PINTO-JUNIOR et al., 2017). Na literatura ndo ha estudos em
relacdo ao possivel efeito antitumoral da lectina DrfLL I, porém, recentemente mediante a
técnica de simulacdo por “docking” demostrou-se que a DrfLL I possui a habilidade de
interagir fortemente com manose e liga-se a N-glicanos presentes nos residuos de
glicoproteinas e glicoconjugados da superficie celular, com a mesma intensidade ao
observado com as lectinas CaBo, DIyL e DLL (CAVADA et al., 2019a). Nesse sentido, foi
demostrado recentemente por nosso laboratorio que estas lectinas apresentaram efeitos
citotoxicos na linhagem C6 (CAVADA et al., 2018; LEAL et al., 2018; NASCIMENTO,
KYRIA SANTIAGO et al., 2017). No entanto, apesar de essas lectinas apresentarem a mesma

forca de interacdo com os residuos glicosilados, DrfL I ¢ mais citotdxica para as células C6
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quando comparado com os resultados obtidos com CaBo, DIyL e DLL (CAVADA et al.,
2018; LEAL et al., 2018; NASCIMENTO, KYRIA SANTIAGO et al., 2017).

Notavelmente, a concentracdo mais baixa de DrfL I (10 pg/mL) ndo foi citotoxica
nos modelos de glioma estudados, porém ocasionou uma diminui¢do na capacidade de
migragdo/proliferacdo nas células de GBM1, avaliada pelo método de “scratch” (Fig. 64B).
Esse tipo de acdo ja tinha sido observado nas linhagens celulares C6 e U-87 MG, em estudo
anterior apresentado em dissertacdo de mestrado (WOLIN, INGRID ALESSANDRA
VICTORIA, 2017). Além disso, o nosso ensaio de migracao no “transwell” de células das
linhagens C6 (Fig. 46B) e U-87 MG (Fig. 56B), confirmou que os resultados anteriores da
acdo de DrfL I, obtidos no ensaio de migragdo por “scratch”, se relacionam realmente a
capacidade da lectina de reduzir a migracao e ndo simplesmente a proliferacdo celular.

Uma carateristica importante a ser ressaltada das células de GBM ¢ sua frequente
recidiva pds-cirurgia, e sua alta resisténcia a quimioterapia e radioterapia (AROUI et al.,
2016; PONTES et al., 2012; THEELER; GILBERT, 2015). Sendo esta multipotencialidade e
habilidade de auto-renovagdo relacionada a presenga de GSCs (LIU; SONG, 2016; SANAI;
ALVAREZ-BUYLLA; BERGER, 2005).

As culturas tumorais no formato esferoide ou 3D sdo culturas automontadas de
células tumorais, no qual as interagdes células-célula predominam sobre as interagdes célula-
MEC (SANT; JOHNSTON, 2017). Essas culturas caracterizam-se por apresentar varias
camadas, que incluem: células das camadas externas, que possuem acesso aos nutrientes,
oxigénio e capacidade de proliferagdo; camada intermediaria, compostas por células
senescentes; nucleo do esferoide, que ¢ principalmente necrdtico. Notavelmente, essas
diferentes camadas apresentam diferentes gradientes de oxigénio, nutrientes, pH e capacidade
proliferativa (SOUBERAN; TCHOGHANDIJIAN, 2020). Estas tumoresferas apresentam
marcadores de células tronco pré-metastaticas e mesenquimais, tais como: ATXN1, ALCAM,
CD9, ITGA7, CD44 e CHI3L1. Além disso, expressam a enzima MGATS que influencia na
adesdo e migracao celular MARHUENDA et al., 2021).

Utilizando este modelo, demonstramos que o tratamento (24-120 h) com DrfL I (50
ug/mL) retarda a adesdo das células ao substrato, causa diminui¢do do deslocamento celular,
bem como promove alteracdes na morfologia das células proliferativas que conseguem se
diferenciar e migrar (Fig 57B). Nao obstante, as tumoresferas tratados com 100 pg/mL
parecem ndo se recuperar, além de ocorrer um grande comprometimento na integridade da
MEC. Essa observacao difere da agdo de ConBr (Fig. 16B) que nestas mesmas condicdes,

quando comparada ao controle, apenas retardou a capacidade das tumoresferas de aderir ao
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substrato para permitir a repopulagdo, evidenciando assim uma menor eficiéncia de ConBr em
relagdo ao tratamento com DrfL L.

As células no formato 3D produzem uma MEC organizada, mais compacta no
nicleo, composta por fibronectina, coligeno e glicosaminoglicanos (SOUBERAN;
TCHOGHANDIJIAN, 2020). As interagdes célula-MEC sao mediadas pelas integrinas, que da
mesma forma que proteinas do microambiente extracelular sofrem modificacdes pos-
traducionais de glicosilagdo. Dessa forma, elas apresentam estruturas oligossacaridicas
ramificadas (N e O ligadas) e polissacaridos lineares (glicosaminoglicanos) (MARSICO et al.,
2018). Estes glicocomponentes estdo mutuamente envolvidos na regulacdo de processos
fisiologicos e tumorigénicos, favorecendo processos de migragdo, invasdo e metastase
(FIANCO; CENCI; BARILA, 2016; OH; SUN, 2021). Porém, tem sido amplamente relatado
na literatura que a rigidez da MEC pode influenciar as mudangas morfoldgicas e a migragao
celular em varios tipos de tumores, entre eles no GBM (MARHUENDA et al., 2021;
WINKLER et al., 2020).

Nos processos de invasdo e migracao as células estdo fisica e funcionalmente ligadas
mediante as caderinas, que sdo proteinas dependentes de calcio e indispensaveis na
morfogénese e remodelagdo de tecidos. Por outro lado, as integrinas medeiam a adesdo célular
a MEC (JANISZEWSKA; PRIMI; IZARD, 2020). Em func¢do desta organizacdo a MEC ¢
vista como uma rede de sinalizacdo chave no processo tumorigénico e/ou de metastase e estad
ganhando cada vez mais importancia em novas abordagens terapéuticas.

As proteinas transmembrana integrinas, representam uma subfamilia de
glicoproteinas composta por 18 subunidades a e 8 subunidades B que se associam em 24
diferentes heterodimeros, incluindo a5B1, avP3, alfB1 e a6P1. Estas proteinas proporcionam
protecao celular frente a apoptose e anoikis, conferindo as células cancerigenas mecanismos
de quimiorresisténcia, mediante a ativagdo de cascatas de sinalizagdo envolvidas na
sobrevivéncia celular incluindo FAK, Src, ILK (do inglés, integrin-linked kinase), PI3K/Akt e
proteinas cinases ativadas por mitdégenos (MAPKs) (PAOLI; GIANNONI; CHIARUGI,
2013). Porém, quando ocorre perda de adesdo celular este efeito protetor das integrinas pode
ser perdido.

Outro ponto de regulacdo importante da sobrevivéncia celular envolve caspase-8,
onde a desregulacdo de sua ativagdo ou perda de expressao ¢ frequente nas células
cancerigenas de glioblastoma, neuroblastoma e medulablastoma, favorecendo mecanismo de
escape da apoptose e sendo associado a malignidade e a processos de metastase. Porém, foi

observado que a ativacdo de algumas vias como RIPK1/Src/STAT3, Akt/p38M*"™/ERK e
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Racl/PI3K/Akt, de maneira dependente de TRAIL, favorecem a migracdo e invasdo das
células cancerigenas insensiveis ao mecanismo de apoptose dependente de TRAIL
(BUONFIGLIOLL; HAMBARDZUMYAN, 2021; GUAN et al., 2018a; MARSICO et al.,
2018; OH; SUN, 2021).

O tratamento com DrfL I tanto nas células C6 (Fig. 47) quanto nas células U-87 MG

(Fig. 59) causou um aumento na fosforilagio de JINKs e p38MAT%

juntamente com inibi¢do de
ERKs e Akt. Dados da literatura demonstraram que a perda de adesdo celular provoca um
acumulo de Bim no citosol, mediante a inibicdo da degradacdo proteossomal ativada pela
defosforilagdo de ERK e da inibicdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt, responsavel pela
fosforilagdo de Bim para sua liberacdo do complexo do citoesqueleto (PAOLI; GIANNONI;
CHIARUG]I, 2013). Assim, em conjunto com outras proteinas da subfamilia BH3, como por
exemplo Puma (que podem ser reguladas pela ativa¢do de p53 frente ao estresse) Bim poderia
ativar a via apoptotica intrinseca (NAKANO; VOUSDEN, 2001). Adicionalmente, o fator
modificador de Bcl-2 (Bmf), que faz parte do complexo motor miosina V, € capaz de detectar
danos no citoesqueleto e entdo se translocar a mitocondria para induzir a liberacdo do
citocromo c, ativando a cascata de sinalizagao apoptdtica (AKHTER et al., 2018; TAN, B S et
al.,2015; WHELAN et al., 2010).

Porém, os nossos dados tanto no modelo da linhagem C6 (Fig. 49) como na linhagem
U-87 MG, ndo apresentaram ativacao de caspase-3 ou incremento significativo na expressao
de Bak em resposta a lectina. Corrobora com estes achados os dados apresentados na figura
50, que revela que as mitocondrias das células C6, apds serem expostas por 6 h a DrfL I, ndo
tiveram alteracao no potencial mitocondrial, bem como a observacao de queda na producao de
ERO pelo tratamento com DrfL I (Fig. 52). Esses dados concordam com os observados frente
ao tratamento com ConBr (WOLIN, INGRID A.V. et al., 2021), porém sdo diferentes do
observado nas células tratadas com ConA, em que a ¢ observado queda do potencial de
membrana (FAHEINA-MARTINS et al., 2012; LI et al, 2011; NASCIMENTO, ANA
PAULA M. et al., 2018, 2019).

Existem evidéncias na literatura demonstrando que varias proteinas podem se ligar a
proteina LC3 mediante um motivo especifico de interagdo a LC3 (LIR) (ASHRAFI;
SCHWARZ, 2013; YOULE; NARENDRA, 2011). Entre elas podemos mencionar BNIP3,
Nix, Puma, FUNDCI1, VDACI, PINK1, BCL1L13 (CHINNADURAI; VIJAYALINGAM;
GIBSON, 2008; PANDA et al., 2018; PRATT; ANNABI, 2014). BNIP3, por exemplo, pode
ativar autofagia em condig¢des de hipdxia em resposta ao fator indutor de hipoxia (HIF)-1a,

sendo esse processo relacionado a uma forma de resisténcia ao estresse (CHINNADURALI
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VIJAYALINGAM; GIBSON, 2008), ou ainda pela supressdo da sinalizacdo de mTORCI1
pode mediar a morte celular pela via autofagica (PRATT; ANNABI, 2014). Puma, pode ativar
0 processo de mitofagia como resultado do aumento nos niveis de ERO e estresse do RE
(PANDA et al., 2018). Dessa forma, os processos autofagicos e apoptoticos podem estar
interconectados por ATGs que podem ser reconhecidas e clivadas por caspases e dessa forma,
podem ativar o processo autofagico, ou ao contrario, deslocar o perfil na direcdo da apoptose
(BOOTH et al., 2014; HOU et al., 2010; LALAOUI et al., 2015; OKADA; MAK, 2004;
TREJO-SOLIS et al., 2018; WU et al., 2014). Alguns estudos demonstram que a clivagem de
Beclin-1, ATGS, ATG4D associada a apoptose pode resultar na abolicio da autofagia
citoprotetora, associada a reprogramagao metabolica das células cancerigenas (DEVENPORT
etal.,2021; DJAVAHERI-MERGNY; MAIURI; KROEMER, 2010).

No nosso estudo foi evidenciado que DrfL I induz a clivagem da LC3 tanto nas
células C6 (Fig. 53) quanto na U-87 MG (Fig. 61), conjuntamente com a modulagdo das
proteinas relacionados ao processo autofagico, entre elas, Atg-5, Atg-7 e Beclin-1, bem como
causa aumento na formac¢do de OVA nas células C6 (Fig. 51) e nas células GBM-1 (Fig. 63).

Além disso, nossos resultados documentaram uma possivel comunica¢do entre a
ativacdo da caspase-8 e o processo de autofagia, demostrado mediante o pré-tratamento com
3-MA e IETF-fmk nas células U-87 MG (Fig. 62). Os resultados indicam que ambos
inibidores neutralizaram parcialmente a citotoxicidade induzida pela DrfL I, avaliado pelo
método de MTT, da mesma forma que anularam a indu¢do do incremento do imunoconteudo
de Atg-5, p38MAPX Bim, Bid e LC3 produto do tratamento por 24 h com DrfL I. No conjunto
nossos resultados sugerem que: 1) DrfLL [ promove autofagia; ii) este processo parece mediar o
efeito citotoxico da DrfL I nas células de glioma; ii1) DrfLL I promove o aumento de proteinas
da subfamilia pro-apoptotica (BH3), especialmente Bim e Bid, essenciais na ativa¢do da
cascata programada de anoikis (pela perda de adesdao a MEC), bem como Puma e BNIP3
(sensiveis ao estresse citosolico); iv) estes eventos sdo parcialmente dependentes da via
autofagica e da ativagdo de caspase-8.

Finalmente, pode ser sugerido que DrfL I exibe seletividade citotoxicas em células
cancerigenas, uma vez que as culturas primdrias de astrocitos ndo demonstraram alteracdes
aparentes em resposta ao tratamento com a lectina (Fig. 65). Tal seletividade pode ser
atribuida a expressdao de alvos glicosilados nas células cancerigenas, mas ndo nas células
normais (LICHTENSTEIN; RABINOVICH, 2013). Por conseguinte, ¢ razodvel hipotetizar
que a seletividade da DrfLL 1 sobre as células de glioma resulta da sua capacidade de

reconhecer um padrao de glicosilagdo alterado na superficie da célula tumoral, sendo este
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efeito dependente da integridade da estrutura terciaria/quaternaria da lectina e do dominio de
ligacdo a carboidratos (Fig. 55).

De uma maneira geral podemos dizer que os resultados do Capitulo II indicam que o
efeito citotoxico da DrfL I contra as células de glioma parece ser dependente da caspase-8 e
da ativacao da sinalizagdo para autofagia.

Os efeitos citostaticos/antimigratorios também ocorrem em baixas concentragdes da
lectina. Nas células da linhagem U-87 MG, que foi o nosso modelo de estudo da sinalizagao
celular (Fig. 66), podemos indicar que a interacao da lectina com os residuos glicosilados,
possivelmente presentes em alvos da superficie celular, desencadeia a fosforilacdo de
p38MAPK ¢ INK (p46/54), juntamente com a defosforilagio de ERK1/2 e Akt. A diminuigdo
da sinalizacdo PI3K/Akt, junto ao aumento da expressdo de Puma, BNIP3, Atg-5 e liberacdo
da Beclin-1 podem estar envolvidos na clivagem da LC3, levando a autofagia que parece ser o
principal processo envolvido na morte celular induzido pela lectina.

Desse modo, concluimos que a lectina DrfL I poderia ser proposta como um possivel
tratamento antitumoral coadjuvante contra GBM. No entanto, novos estudos devem ser
realizados em modelos in vivo e in vitro a fim de aprofundar a compreensao do mecanismo de

acao da lectina.
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Figura 66. Representacao esquematica dos efeitos da DrfL I nas células de glioma

U-87 MG. A lectina DrfL I liga-se aos residuos glicosidicos (glicose/manose) presentes na superficie das
células U-87 MG induzindo uma diminui¢do da viabilidade celular conjuntamente com um incremento na
fosforilagdo de p38MA™ ¢ INK (p46/54). Este efeito é acompanhado pela defosforilagdo de ERK e Akt, bem
como pela inibicdo da migracdo, adesdo e sobrevivéncia celular. Sendo importante ressaltar que a inibicdo da via
PI3k/Akt poderia estar relacionada a ativacdo do processo autofagico. Como hipétese de acdo sugere-se que o
tratamento com a lectina poderia levar a desintegracdo da matriz extracelular. Esse evento primario poderia
causar uma perda de ancoramento de integrinas e consequentemente defosforilacdo de ERK1/2 e Akt, pode levar
a um incremento de estresse no citoesqueleto e favorecer o desancoramento de Bim, que junto a Bid (clivada
pela caspase-8) podem se associar a Bcl-2, liberando Beclin-1 (proteina associada a promog¢do de autofagia).
Além disso, as proteinas da subfamilia BH3 estimuladas pelo estresse citosolico, Puma, BNIP3, ¢ a proteina Atg-
5 clivada por caspase-8, também estimulam a ativa¢do do processo autofagico. A ativagdo da autofagia, por sua
vez, poderia justificar a inibi¢do da produg¢@o de ERO, bem como sua ocorréncia em elevada taxa causar a morte
celular. Em concluséo, esta complexa atividade antiglioma da DrfL I, envolveria um conjunto de mecanismos,
que incluiriam: desintegragdo da matriz extracelular, comunicag@o entre a ativagdo de caspase-8 ¢ modulagédo de
proteinas autofagicas, levando a forte ativacdo da via autofigica e morte celular. Esta figura foi produzida
utilizando Servier Medical Art (http://www.servier.com).
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Grande parte dos resultados deste capitulo estdo sendo utilizados no manuscrito do
segundo artigo desta tese, intitulado: “DrfL I lectin modulates anoikis pathways and triggers

glioma cell death by a mechanism dependent upon autophagy”.
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Capitulo 3

11 Acao antitumoral do agente alquilante Temozolomida
e seu efeito combinado com as lectinas

ConBr e DrfLL 1.
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Para caracterizar uma possivel interacdo entre o tratamento com TMZ e as lectinas
ConBr e DrfL I, foi primeiramente realizada uma avalia¢do da resposta das células C6 e U-87
MG frente ao tratamento com TMZ nas concentragdes de 50, 100, 200, 300, 400 e 500 uM as
quais foram baseadas em estudos anteriores da literatura (SHI; LI; ZHAN, 2017). A figura 67
apresenta a resposta das linhagens frente a curva concentragdo e tempo.

Como se observa na figura 67A as células C6 apresentaram retragdo dos
prolongamentos citoplasmaticos na concentracao de TMZ 100 uM. A partir de 200 uM, em
24 h de tratamento, foi observado perda de adesao celular com mudangas da morfologia plana
para esférica e descolamento das células do fundo da placa. Ap6s 48 h se observa estes
eventos de forma mais marcante, juntamente com uma menor proliferagdo celular na
concentragao de 50 uM.

Nao obstante, como se apresenta na figura 67D as células U-87 MG se mostraram
mais resistentes frente ao tratamento com TMZ, apresentando alteragdes na morfologia a
partir de 200 uM em 24 h, sendo este efeito mantido ap6s 48 h.

Em relacdo a viabilidade celular, foi observado que as diferengas estatisticas, na
linhagem C6 surgiram a partir de 300 uM apds 24 h de exposicdo [Fs12= 1,978; p < 0,05]
(Fig. 67B) e a partir de 50 uM apds 48 h [Fs 1= 0,6232; p < 0,01] (Fig. 67C). Entretanto, a
viabilidade celular da linhagem U-87 MG foi diminuida a partir 50 pM apds 24 h de
exposi¢do [Fs12= 2,153; p < 0,001] (Fig. 67D), porém este efeito foi perdido em 48 h; ja o
efeito citotoxico das concentragdes a partir de 100 uM se mantém [F 2= 1,856; p < 0,001]
(Fig. 67E). Estes resultados indicam que o efeito citotoxico do TMZ sobre a linhagem U-87,
embora seja mais acentuado para concentragdes mais baixas e periodos de exposicdo mais

curtos, nao ¢ sustentado nessas condigoes.
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Figura 67. Avaliacao do efeito citotoxico da TMZ sobre as células C6 e U-87 MG. As
células foram expostas ao veiculo (Tampdo Hepes-salina, controle) ou TMZ nas concentragdes 50, 100, 200,
300, 400 ou 500 pM. Microscopia Optica mostrando o efeito do tratamento na morfologia celular nas células A)
C6 ¢ D) U87 tratadas por 24 ¢ 48 h. A barra de escala representa 200 pm. O método de redugdo do MTT foi
utilizado para avaliar a viabilidade celular das células C6 frente ao tratamento por B) 24 h C) 48 h ¢ das células
U87 frente ao tratamento por E) 24 h E) 48 h. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados estdo
apresentados como média + E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100%). * p < 0,05, ** p <
0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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Um aspecto importante a ser considerado em este conjunto de resultados esta
relacionado com a poténcias das lectinas nas células C6 de glioma quando comparado com o
medicamente de escolha na clinica, o TMZ.

Assim, estabelecendo uma comparagdo entre o efeito citotoxico das lectinas (ConBr

e DrfL 1) e TMZ nas células C6 tratadas por 24 h, podemos observar que a concentragao de 30
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pg/mL das lectinas, equivalentes a 300 nM, induziram uma queda de mais de 50% da
viabilidade celular (Fig. 68 C-E) siendo que o tratamento com TMZ mostou o mesmo efeito a

partir da concentragdo de 500 uM (Fig. 68 A-B).
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Figura 68. Comparacio do efeito citotoxico da TMZ e as lectinas sobre as células C6.

As células foram expostas ao veiculo (Tampao Hepes-salina, controle) ou TMZ (100, 300 e 500 uM) ou lectinas
(100, 300 e 500 nM). Microscopia Optica mostrando o efeito do tratamento na morfologia celular nas células C6
tratadas A) TMZ e C) ConBr ou DrfL I, por 24 h. A barra de escala representa 200 um. O método de redugéo do
MTT foi utilizado para avaliar a viabilidade celular das células C6 frente ao tratamento com B) TMZ D) ConBr ¢
E) DrfL I. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M.,
em porcentagem do controle (considerado como 100%). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de
uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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Porém, as células U-87 MG se apresentaram mais sensiveis ao tratamento com TMZ
(Fig. 69 A-B) quando comparado a responta frente a ConBr (Fig. 69 C-D) por 24 h. Sendo
importante ressaltar que como apresentado na figura 54, a lectina DrfL I apos 48 h de
tratamento induz uma queda da viabilidade de mais de 40% a partit da concentracdo de 10
png/mL (correspondente a 100 nM), no entanto a concentracao de 100 uM de TMZ perde seu
efeito apds 48 h (Fig. 67).
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Figura 69. Comparacio do efeito citotoxico da TMZ e as lectinas sobre as células

U-87 MG. As células foram expostas ao veiculo (Tampdo Hepes-salina, controle) ou TMZ (100, 300 e 500
uM) ou lectinas (100, 300 ¢ 500 nM). Microscopia optica mostrando o efeito do tratamento na morfologia
celular nas células U-87 MG tratadas A) TMZ e C) ConBr ou DrfL I, por 24 h. A barra de escala representa 200
pm. O método de reducdo do MTT foi utilizado para avaliar a viabilidade celular das células U-87 MG frente ao
tratamento com B) TMZ D) ConBr e E) DrfL 1. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados estdo
apresentados como média + E.P.M., em porcentagem do controle (considerado como 100%). * p < 0,05, ** p <
0,01 e *** p <0,001. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni.
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11.1 O tratamento combinado de TMZ com as lectinas altera a viabilidade
celular na linhagem C6
Apo6s verificarmos a sensibilidade das células C6 frente a TMZ, resolvemos

investigar se poderia haver alguma agdo aditiva ou sinérgica entre o tratamento com as
lectinas e este fA&rmaco.

Para cumprir com esse objetivo, primeiramente realizamos um ensaio controle
utilizando as concentragdes de 100 e 200 uM de TMZ (por serem concentragdes que nao
apresentaram diferencas estatisticas na diminuicdo da viabilidade celular ap6s 24 h de
tratamento (Fig. 67B), juntamente com a lectina nas concentracdes de 10 pg/mL (que nao
apresenta efeitos citotoxicos) e de 30 pg/mL (que apresenta efeitos citotoxicos). Na figura 11
¢ apresentado o desenho experimental dos tratamentos.

A figura 70 apresenta a resposta das células C6 frente ao tratamento simultdneo com
TMZ+lectinas por 24 h e ao pré-tratamento de TMZ por 24 h seguidamente de um co-
tratamento com as lectinas por mais 24 h.

Como pode-se notar na figura 70A o co-tratamento de 100 e 200 uM de TMZ + 10 ¢
30 pg/mL de ConBr nd3o apresentaram diferencas estatisticas comparadas ao veiculo
(controle). Assim, parece ocorrer algum tipo de mecanismo bloqueando o efeito citotoxico da
concentragdo de 200 uM de TMZ e de 30 pg/mL de ConBr. Mas como mostrado na figura
70B o co-tratamento de 200 uM de TMZ + 30 pg/mL de DrfL I apresentou diferenga
estatistica comparada ao veiculo (controle) [F o= 0,2277; p < 0,05], porém esse efeito ndo ¢
estatisticamente diferente daquele apresentado pelo tratamento com 200 puM de TMZ
isoladamente.

A seguir fomos avaliar o que aconteceria se as células C6 fossem pré-tratadas com
TMZ para posteriormente serem co-tratadas com as lectinas.

Como mostrado na figura 70C o pré-tratamento com 200 uM de TMZ e posterior co-
tratamento com 10 e 30 pg/mL de ConBr apresentaram diferencas estatisticas comparadas ao
veiculo (controle) [Fs o= 4,061; p < 0,001], mas ndo apresentam diferengas com 200 uM de
TMZ. O pré-tratamento com 100 ou 200 uM de TMZ e posterior co-tratamento com 10 e 30
pg/mL de DrfL 1 (Fig. 70D) apresentaram diferencas estatisticas comparadas ao veiculo
[Fs9=0,2277; p < 0,01 e p <0,001]. Além disso, o pré-tratamento com 100 uM de TMZ e
posterior co-tratamento com 10 pg/mL de DrfL I apresentou diferenca estatistica comparado
ao controle, sendo que essas concentragdes isoladamente ndo apresentavam efeito sobre a

viabilidade das células C6.
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Figura 70. Avaliacao do efeito na viabilidade celular das células C6 frente ao tratamento

combinado de TMZ com as lectinas. Foi realizado o método de redugdo do MTT para avaliar a
viabilidade celular das células expostas ao co-tratamento de TMZ e A) ConBr B) DrfL I ou ao pré-tratamento
por 24 h com TMZ seguido de um co-tratamento com C) ConBr D) DrfL 1. Os experimentos foram realizados
em triplicata. Os dados estdo apresentados como média £ E.P.M., em porcentagem do controle (considerado
como 100%). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de
Bonferroni.
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Diante deste conjunto de dados, decidimos pesquisar a resposta das células C6 frente

ao pré-tratamento com 200 uM de TMZ e posterior co-tratamento com as lectinas.

11.1.1 Mecanismo de acdo do tratamento combinado de TMZ e ConBr na linhagem
celular Cé
A figura 71 apresenta os resultados obtidos em resposta ao pré-tratamento com 200

uM de TMZ e posterior co-tratamento com a lectina ConBr. Primeiramente, realizamos um
ensaio de MTT a fim de avaliar se a curva de resposta frente as concentracdes utilizadas da
lectina continua se apresentando apos o pré-tratamento com 200 uM de TMZ por 24 h. Como
se observa na figura 71B a curva carateristica da resposta das células C6 frente ao tratamento
com ConBr (1, 10, 30 e 50 ug/mL) foi perdida. Apds o pré-tratamento com 200 uM de TMZ
as células respondem com uma curva em plateau; ou seja, o co-tratamento com a lectina,
independentemente da concentra¢do, ndo conseguiu exacerbar o efeito citotoxico do pré-
tratamento.

Para compreender o que estava acontecendo, nos dispomos a investigar a sinalizagao

celular das células C6 frente ao pré-tratamento com 200 uM de TMZ + co-tratamento com 10
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ou 30 pg/mL de ConBr, sendo apresentado o representativo da expressdo proteica na figura

71E.

Foi observado um incremento na fosforilagio de mTORC! (Fig. 71F) e p38MAFK

(Fig. 71H) nos tratamentos combinados de 200 uM de TMZ + 10 pg/mL de ConBr ¢ 200 uM
de TMZ + 30 pg/mL de ConBr, quando comparados ao efeito da lectina. Entretanto, a
fosforilagdo da mTORC1 ndo apresentou alteragdes quando comparado ao efeito do TMZ
isoladamente. Paralelamente a isso, foi observado uma diminui¢do na clivagem de LC3 (Fig.
711) nos tratamentos combinados de 200 uM de TMZ + 10 pg/mL de ConBr e 200 uM de
TMZ + 30 pg/mL de ConBr quando comparados ao efeito da ConBr. No mesmo sentido
ocorreu uma diminuicdo na fosforilagdo de Akt (Fig. 71G) em resposta ao tratamento
combinado de 200 uM de TMZ + 10 pg/mL de ConBr comparado ao efeito da lectina
isoladamente.

A avaliagdo por microscopia de fluorescéncia revelou uma menor marcagdo para IP
(Fig. 71C-D), sendo interessante destacar que o tratamento combinado de 200 uM de TMZ +
10 pg/mL de ConBr ndo apresenta diferengas com o tratamento de 200 uM de TMZ,
enquanto nessas mesmas condigdes ocorre grande aumento na marcacdo de OVA nos

tratamentos (Fig. 71J-K).

Figura 71. Mecanismo de ac¢io do tratamento combinado de 200 pM e a lectina ConBr

nas células C6. A) Microscopia dptica mostrando o efeito do tratamento combinado de TMZ e ConBr. A
barra de escala representa 200 um. B) Viabilidade celular frete ao tratamento medido pelo método da redugéo do
MTT. C) Quantificacdo ¢ D) Representativo da coloracdo com lodeto de Propideo (IP) e Hoechst. A barra de
escala representa 100 um. E) Western blot representativo das células C6 tratadas com TMZ (200 uM — 24 h),
veiculo (12 h), ou ConBr (10 e 30 ug/mL — 12 h) e pré tratadas com TMZ (200 uM — 24 h) acrescidas de ConBr
(10 ¢ 30 pg/mL — 12 h); quantificagdo das proteinas F) mTORC G) Akt H) p38™*P* ) LC3. J) Representativo e
K) Quantificagdo e da coloragdo com Laranja de Acridina (LA). A barra de escala representa 200 um. Os dados
da microscopia de fluorescéncia estad apresentados como porcentagem do valor absoluto btido de cada
tratamento (N=3 em triplicata.), enquanto os resultados de MTT e WB estdo apresentados como média + E.P.M.,
em porcentagem do controle (considerado como 100%) (N=4 em triplicata). * p < 0,05 e *** p < 0,001.
ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni. # p < 0,05, ## p < 0,01 e ## p < 0,001 ANOVA
de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagdo ao tratamento com sé lectina na mesma
concentragdo ou do efeito da TMZ sozinha.
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11.1.2 Mecanismo de acdo do tratamento combinado de TMZ e DrfL I na linhagem
celular C6
A figura 72 apresenta os resultados obtidos em resposta ao pré-tratamento com 200

uM de TMZ e posterior co-tratamento com a lectina DrfLL I. Primeiramente, realizamos um
ensaio de MTT a fim de avaliar se a curva de resposta frente a lectina isoladamente se
mantém apds o pré-tratamento com 200 uM de TMZ por 24 h. Como se observa na figura
72B o pré-tratamento com 200 pM de TMZ diminuiu um 40% a viabilidade celular. As
concentragdes de 30 e 50 pg/mL de DrfL I promovem diminui¢do adicional de cerca de 20%
[Fo,12= 2,981; p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente]. Entretanto, deve ser destacado que a
concentragdo de 50 pg/mL da lectina sozinha conseguiu diminuir em cerca de 80% a
viabilidade celular, sendo mais efetiva do que o tratamento combinado com TMZ [F 9 12)=
2,981; p <0,01].

Para compreender o que estava acontecendo, nos dispomos a investigar a sinalizagdo
celular das células C6 frente ao pré-tratamento com 200 uM de TMZ + co-tratamento com 10
ou 30 pg/mL de DrfL I, sendo apresentado o representativo da expressao proteica na figura
72E.

Foi observada uma diminuicdo exacerbada na fosforilacio de p38MAFPK (Fig. 72H)
quando comparado ao tratamento com 200 pM de TMZ, e de mTORC1 (Fig. 72F) nos
tratamentos combinados de 200 uM de TMZ + 10 pg/mL de DrfL I e 200 uM de TMZ + 30
pg/mL de DrfLL I, quando comparados ao efeito da lectina e da TMZ isoladamente.
Paralelamente, foi observado um incremento na clivagem de LC3 (Fig. 72I) nos tratamentos
combinados de 200 uM de TMZ + 10 ug/mL de DrfL I e 200 uM de TMZ + 30 pg/mL de
DrfL I quando comparados ao efeito da lectina e da TMZ, e um aumento na fosforilagao de
Akt (Fig. 72G) no tratamento combinado de 200 uM de TMZ + 10 pg/mL de DrfL I
comparado ao efeito independente da lectina e da TMZ.

A avaliagdo por microscopia de fluorescéncia revelou uma menor marcagdo para IP
(Fig. 72C-D), sendo importante destacar que o tratamento combinado de 200 uM de TMZ +
10 pg/mL de DrfL I ndo apresentaram diferengas com o tratamento de 200 uM de TMZ. Estes
achados foram acompanhados de um incremento na marcacdo de OVA no tratamento

combinado de 200 pM de TMZ + 10 pg/mL de DrfL I (Fig. 72J-K).
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Figura 72. Mecanismo de acio do tratamento combinado de 200 pM e a lectina DrfL I

nas células C6. A) Microscopia éptica mostrando o efeito do tratamento combinado de TMZ e DrfL 1. A
barra de escala representa 200 um. B) Viabilidade celular frete ao tratamento medido pelo método da redugdo do
MTT. C) Quantificacdo ¢ D) Representativo da coloracdo com lodeto de Propideo (IP) e Hoechst. A barra de
escala representa 100 um. E) Western blot representativo das células C6 tratadas com TMZ (200 uM — 24 h),
veiculo (12 h), ou DrfL I (10 e 30 pg/mL — 12 h) e pré tratadas com TMZ (200 uM — 24 h) acrescidas de DrfL I
(10 ¢ 30 pg/mL — 12 h); quantificagdo das proteinas F) mTORC G) Akt H) p38™*** 1) LC3. J) Representativo e
K) Quantificac@o e da coloragdo com Laranja de Acridina (LA). A barra de escala representa 200 pm. Os dados
da microscopia de fluorescéncia estad apresentados como porcentagem do valor absoluto btido de cada
tratamento (N=3 em triplicata.), enquanto os resultados de MTT e WB estdo apresentados como média = E.P.M.,
em porcentagem do controle (considerado como 100%) (N=4 em triplicata). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p <
0,001. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni. # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001
ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagdo ao tratamento com sé lectina na
mesma concentrac¢do ou do efeito da TMZ sozinha.
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11.2 Mecanismo de acdo do tratamento combinado de TMZ e DrfLL I na
linhagem celular U-87 MG
A figura 73 apresenta os resultados em resposta ao pré-tratamento com 200 uM de

TMZ e posterior co-tratamento com DrfL I das células da linhagem U-87 MG. O protocolo
foi similar ao realizado com a linhagem C6. Inicialmente realizamos um ensaio de MTT a fim
de avaliar se as respostas frente as concentracdes utilizadas da lectina continuavam efetivas
apos o pré-tratamento com 200 uM de TMZ por 24 h. Como se observa na figura 73A o pré-
tratamento com 200 uM de TMZ leva a uma curva em plateau, no qual o co-tratamento com a
lectina, independentemente da concentragdo, nao conseguiu exacerbar o efeito citotoxico do
pré-tratamento com TMZ.

A seguir foi verificada a sinalizacdo celular das células U87 frente ao pré-tratamento
com 200 uM de TMZ + co-tratamento com 10 ou 30 ug/mL de DrfL I, sendo apresentado o
representativo da expressao proteica na figura 73D.

Foi observado um aumento na fosforilagio de p38™M4F¢ (Fig. 73G) nos tratamentos
combinados de 200 uM de TMZ + 10 ug/mL de DrfL I e 200 uM de TMZ + 30 pg/mL de
DrfL I, quando comparados ao tratamento da lectina nas mesmas concentragdes. Entretanto,
ndo houve diferenga em relagdo ao tratamento com 200 uM de TMZ. Adicionalmente, foi
observado diminuicdo na fosforilagdo de mTORCI1 (Fig. 73E), Akt (Fig. 73F) e na clivagem
de LC3 (Fig. 73H) nos tratamentos combinados de 200 uM de TMZ + 10 pg/mL de DrfL I e
200 uM de TMZ + 30 pg/mL de DrfL 1.

A avaliagdo por microscopia de fluorescéncia revelou uma menor marcagao para IP
no tratamento combinado de 200 uM de TMZ + 30 pg/mL de DrfL I (Fig. 73B-C). Além
disso, verificou-se um incremento na marcag¢do de OVA no tratamento combinado de 200 pM

de TMZ + 30 pg/mL de DrfL I (Fig. 731-J).

Figura 73. Mecanismo de acio do tratamento combinado de 200 pM e a lectina DrfL I

nas células U87. A) Viabilidade celular frete ao tratamento medido pelo método da reducio do MTT. B)
Quantificacdo e C) Representativo da coloragdo com lodeto de Propideo (IP) e Hoechst. A barra de escala
representa 100 um. D) Western blot representativo das células U87 tratadas com TMZ (200 uM — 24 h), veiculo
(24 h), ou DrfL I (10 e 30 pg/mL — 24 h) e pré tratadas com TMZ (200 uM — 24 h) acrescidas de DrfL I (10 e 30
pg/mL — 24 h); quantificagio das proteinas E) mTORC F) Akt G) p38M** H) LC3. I) Representativo e K)
Quantificagao e da coloragdo com Laranja de Acridina (LA). A barra de escala representa 200 um. Os dados da
microscopia de fluorescéncia estad apresentados como porcentagem do valor absoluto btido de cada tratamento
(N=3 em triplicata.), enquanto os resultados de MTT e WB estdo apresentados como média + E.P.M., em
porcentagem do controle (considerado como 100%) (N=4 em triplicata). * p <0,05, ** p < 0,01 e *** p <0,001.
ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Bonferroni. # p < 0,05, ## p < 0,01 e ## p < 0,001 ANOVA
de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni em relagdo ao tratamento com sé lectina na mesma
concentragdo ou do efeito da TMZ sozinha.
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12 Discussao e conclusao dos resultados obtido no Capitulo I11:
“Acdo do agente alquilante Temozolomida e seu efeito combinado com as lectinas
ConBr e DrfLL I”

O tratamento dos subtipos de gliomas consiste em uma das mais delicadas terapias,
pois implica na interferéncia da estrutura parenquimal do tecido mais importante do corpo
humano. Além disso, a caracteristica mais comum destes tumores ¢ a grande capacidade de
infiltracdo o qual carrega um grave problema na remog¢ao completa da massa tumoral. Desse
modo, estratégias adjuvantes sdo utilizadas para garantir uma melhor eficicia na eliminagao
da massa tumoral, como a radiacdo focalizada e a utilizagdo de fdrmacos anticancerigenos.
Sendo a temozolomida (TMZ) o firmaco de escolha amplamente empregado desde o ano
2000 (DRESEMANN, 2010).

Embora o tratamento com TMZ prolongue significativamente a sobrevida dos
pacientes, os mecanismos que promovem a sobrevivéncia/resisténcia das células tratadas
apresentam um impacto negativo na eficacia do tratamento, considerando que cerca de 50%
dos pacientes com GBM ndo respondem ao tratamento ou respondem por um curto prazo
(AVGEROPOULOS; BATCHELOR, 1999; BUONFIGLIOLI; HAMBARDZUMYAN,
2021; GUAN et al., 2018b; MADHUSUDAN; HICKSON, 2005; PRADOS, 2001), tornando
necessaria a investigagdo de novos compostos capazes de controlar a quimiorresisténcia
caracteristica das células de GBM (BRYUKHOVETSKIY et al., 2017) ou de compostos que
possam ser utilizados como coadjuvantes ao tratamento. Como por exemplo, o estudo “A4
phase I trial of arsenic trioxide and temozolomide in combination with radiation therapy for
patients with malignant gliomas” (KUMTHEKAR et al., 2017) que utiliza o trioxido de
arsémio (ATO) como agente sinérgico a radioterapia ou o estudo “Phase I trial of dimethyl
fumarate, temozolomide, and radiation therapy in glioblastoma” (SHAFER et al., 2020) que
utiliza o fumarato de dimetila (DMF) como coadjuvante do tratamento.

Em conjunto, os resultados obtidos neste Capitulo III mostraram que aparentemente
o pré-tratamento com 200 uM de TMZ nio sensibilizou as células frente ao tratamento com
as lectinas, perdendo-se a curva resposta carateristico do tratamento com as lectinas testadas.

Porém, no tratamento combinado com ConBr nas células C6 foi observado um

incremento na fosforilagdo de p38™4F%

juntamente a inibicdo da Akt e da clivagem da LC3
(Fig. 71), sendo estes efeitos também observados nas células U-87 MG tratadas com DrfL I
(Fig. 73). No entanto, observou-se um aumento na clivagem de LC3 no tratamento combinado

de TMZ com DrfL I na linhagem C6 (Fig. 72). Entretanto, ¢ importante apontar que a agdo de
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DrfL I ndo foi bloqueada nas células C6 tratadas com o inibidor de autofagia (3-MA) (Fig.
53). Enquanto, nos tratamentos onde o processo autofagico estava associado ao mecanismo de
morte celular, mediante utilizagdo do inibidor de autofagia 3MA (Fig. 24 ¢ 61), foi observado
uma inibi¢do deste processo pela combinagdo de TMZ e lectina (Fig. 71 e 73).

A deteccdo da conservagdo da LC3 (LC3I para LC3II) por imunobloting ¢
amplamente utilizada no monitoramento da quantidade de autofagossomos, porém o conteudo
de LC3II ¢ degradado pelo processo de autofagia, assim como a quantidade de
autofagolisossomos ¢ dependente do fluxo autofagico (MIZUSHIMA; YOSHIMORI, 2007).
Esses dados correlacionam-se com os observados nos nossos resultados, onde a quantificagao
de OVA e LC3II ndo sdo equivalentes.

Achados da literatura demonstram que o mecanismo de acao da TMZ acaba ativando
as vias de sinalizagdo PI3K/Akt (envolvida na capacidade tumorigénica e invasividade das
células cancerigenas) e a via das ERK (envolvida na prolifera¢ao celular) e consequentemente
ativa os mecanismos de resisténcia das células cancerigenas frente ao farmaco (BIRK; HAN;
BUTOWSKI, 2017; KLEIHUES; SOBIN, 2000). Infelizmente, este mecanismo foi observado
nas células C6 pré-tratadas com 200 uM de TMZ+ co-tratamento com 10 pg/mL de DrfL I,
onde houve um aumento na fosforilagdo de Akt (Fig. 72G), juntamente com um aumento da
quantificagdo de OVA (Fig. 72K). Diferentemente ao demonstrado nas células C6, pré-
tratadas com 200 uM de TMZ+co-tratamento com 30 ug/mL de DrfL I, que apresentaram
maiores alteracdes morfologicas (comparados com os tratamentos sozinhos) (Fig. 72A),
diminui¢do na fosforilagdo de Akt (Fig. 72G), juntamente ao aumento na clivagem de LC3
(Fig. 72I). Esses resultados podem se relacionar com a capacidade da DrfL I em inibir a
adesdo celular das células C6 apos 3 h de tratamento, além de ser observado um grande
comprometimento na integridade da MEC ap6s 24 h de tratamento (Fig. 45A). No conjunto,
esses dados podem ser vistos tomando em conta os efeitos da TMZ e o processo de anoikis,
produzido pela lectina e esta relagdo no desfecho de morte celular. Entretanto, serdo
necessarios estudos adicionais para estabelecer essa possivel inter-relacao.

No desenvolvimento do céancer, o processo de autofagia pode possuir uma dupla
funcdo, contribuir na progressdo do processo de tumorigénese, a medida que auxilia na
reprogramagao metabdlica das células cancerigenas ou no mecanismo supressor tumoral
(DEVENPORT et al., 2021; TAN, QIAN et al., 2016).

Estudos da literatura salientaram que o tratamento com TMZ induz uma diminui¢do
no ciclo celular (GRATAS et al., 2014; KANZAWA et al., 2004), podendo ser o motivo da

interferéncia da agdo posterior da lectina. Como também, varios estudos na literatura
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demostraram que mediante a ativagdo de processos autofagicos, como mecanismos de
adaptacdo ao estresse, as células cancerigenas tornam-se resistentes aos quimioterapicos ou
radioterapia, reforcando a ideia de que a inibigdo da autofagia poderia sensibilizar as células
tumorais frente a irradiagao (JO et al., 2015; PAGLIN et al., 2001) e agentes alquilantes
(PANDA et al., 2015; YAN et al., 2016).

Os nossos resultados demonstraram que houve um incremento na fosforilacdo de
p38MAPK tanto nas células C6 co-tratadas com ConBr (Fig. 71H) quanto nas células U-87 MG
co-tratadas com DrfL I (Fig. 73G). Diversos estudos na literatura t€ém implicado a p38a na
resposta celular frente a condi¢des de estresse, como por exemplo, periodos de estresse intra
ou extracelular produto de hiperosmolaridade, estresse oxidativo ou danos no DNA
(CANOVAS; NEBREDA, 2021). Além disso, foi demonstrado que frente a uma
hiperativacdo de RAS a p38a pode exercer um feedback negativo, inibindo a sinalizagdo de
RAS e assim o cliclo celular. No entanto, o bloqueio ou perda da funcionalidade de p38a pode
favorecer processos de tumorogénese (MARSHALL, 2017, chap. 71; MARTINEZ-LIMON et
al., 2020; PAE et al., 2001; WAGNER; NEBREDA, 2009; ZARUBIN; HAN, 2005).

Viarios estudos da literatura vém salientando a MEC como uma rede de sinalizagao
chave no processo tumorigénico e/ou de metastase, e este elemento esta ganhando
importancia em novas abordagens terapéuticas (FIANCO; CENCI; BARILA, 2016;
MARHUENDA et al., 2021; MARSICO et al., 2018; OH; SUN, 2021; WINKLER ef al.,
2020). Em funcdo disso, futuros experimentos utilizando um pré-tratamento com a lectina e
posterior co-tratamento com TMZ podem ser interessantes, considerando a capacidade de
ambas as lectinas poderem comprometer a integridade da MEC, inibindo a adesao,
diferenciagdo e migragdo celular, associado as alteragdes morfologicas das células

proliferativas (Fig. 16B e 57B).
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS DA TESE

No conjunto nossos resultados sugerem que as lectinas DrfLL I e ConBr nas células de
glioma:
1) promovem ativagdo de autofagia
i1) este processo parece mediar o efeito citotoxico das lectinas
1i1) promovem o aumento das proteinas da subfamilia Bax ou pro-apoptotica
(BH3)
iv) estes eventos sdo parcialmente dependentes da via autofagica e da ativagdo de
caspase-8.

Nossos resultados indicam pela primeira vez que a DrfL I, uma lectina isolada de
sementes da leguminosa Diocleia reflexa presente na flora brasileira, mediante o
reconhecimento e ligacdo reversivel a glicanos especificos da superficie celular, promove
inibi¢do da migracao celular e da eficacia clonogénica, diminuindo a viabilidade celular nas
células de GBM mediante um mecanismo de crosstalk entre a ativacdo da via apoptotica
extrinseca e o processo de autofagia.

Da mesma forma o estudo da a¢do de ConBr, uma letina isolada de sementes da
leguminosa Canavalia brasiliesis e também presente na flora brasileira, que embora ja tivesse
indicacgdo na literatura de atividade antitumoral, nosso trabalho desvendou, pela primeira vez,
que aparentemente a acdo antiglioma de ConBr ocorra mediante um mecanismo de crosstalk
entre a ativagdo da via apoptotica extrinseca e o processo de autofagia.

Apesar de ambas as lectinas serem ConA-like, apresentando alta similaridade na
sequéncia de aminoacidos e na estrutura cristalografica, DrfL [ apresentou maior
citotoxicidade nos modelos de glioma utilizados. Assim como, seu mecanismo de a¢do parece
ser mais conservado e estavel, podendo ser uma consequéncia dos danos na matriz
extracelular e ativagcdo do processo de anoikis.

Claramente, s3o importantes estudos que esclarecam os alvos moleculares
envolvidos na ativagdo destas vias.

Futuros experimentos utilizando um pré-tratamento com a lectina e posterior co-
tratamento com TMZ se fazem necessarios para melhor a compressao dos dados obtidos no
Capitulo 3 da tese.

Em sintese, concluimos que as lectinas DrfL I ¢ ConBr poderiam ser propostas como

um possivel tratamento adjuvante contra GBM considerando que foi demonstrada a auséncia
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de estresse em astrocitos corticais, além disso a lectina ConBr tem sido apresentada, em
varios trabalhos na literatura por um efeito neuroprotetor em diversos modelos neurais nao

tumorais in vivo € in vitro.
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