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RESUMO

ArtinM é uma lectina purificada de Artocarpus integrifolia indutora da migracao
de neutréfilos por haptotaxia e ativacdo de macr6fagos com consequente
liberacdo de IL-12. O presente estudo avaliou o efeito imunomodulatério de
ArtinM frente ao crescimento do carcinoma de Walker em dois protocolos:
precoce e tardio. Ratos Wistar foram injetados intraperitonealmente com ArtinM
(50 ug/ml) ou PBS (controle), 24 horas (precoce) ou 7 dias (tardio) apos a
implantacédo tumoral, e eutanasiados 7, 14 e 21 dias (precoce) ou 14 e 21 dias
apos o tratamento (tardio). O sangue dos animais foi coletado para analise de
secrecdo de TNF-a e IFN-y e os tumores foram medidos e processados para
coloracdo com Hematoxilina-Eosina para analise geral da morfologia, e para
imunohistoquimica para marcagdo com CD57, CD14, CD4 e CD8. Os resultados
revelam que ArtinM induz reducdo da massa tumoral e aumento sérico de TNF-a
e IFN-y. Modificagbes na morfologia tumoral foram observadas nos tumores de
animais tratados tais como areas tipicas de necrose, inibicdo da
neoangiogénese e inducdo da migracdo de células inflamatérias. A migracao
dos tipos celulares avaliados foi aproximadamente 1,5 vezes maior no protocolo
tardio quando comparado com o protocolo precoce, e quando comparado com
animais controle foi aproximadamente 2 vezes maior para células expressando
CD14, 10 vezes maior para CD57, 4 vezes maior para CD4 e 15 vezes maior
para CD8. Os resultados indicam que a atividade imunomodulatéria de ArtinM
promove uma inibicdo do crescimento tumoral, provavelmente pela ativagcédo de

respostas imunes importantes contra células tumorais.
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ABSTRACT

ArtinM is a lectin purified from Artocarpus integrifolia that triggers enhanced
immune responses such as induction of neutrophil migration by haptotaxis and
macrophage activation with consequent IL-12 release. Thus, this study evaluated
the antitumor effect of ArtinM in two protocols: premature and delayed. Wistar
Rats were injected intraperitoneally with one high dose of ArtinM (50 pg/ml), or
with PBS (control), 24 hours (premature) or 7 days (delayed) after tumor
implantation. The animals were euthanized 7, 14 and 21 days after the treatment
(premature), and 14 and 21 days (delayed). The animals had their blood
collected for cytokine release analysis (TNF-a and IFN-y), and the tumors were
measured and processed for Hematoxilin-Eosin staining to evaluate tumor
morphology, and for immunohistochemistry for presence of CD57 (NK cells),
CD14 (macrophages), CD4 (TCD4 lymphocytes) and CD8 (TCD8 lymphocytes).
The results showed that ArtinM induced a tumor mass reduction and an increase
of serum TNF-a and IFN-y. ArtinM also induced changes in tumor morphology,
presenting necrosis areas, inhibited neoangiogenesis and induced migration of
all inflammatory cells into the tumor mass. The migration of all inflammatory cells
was approximately 1.5 times higher in the delayed protocol, when compared to
the premature protocol, and when compared to the control animals it was
approximately 2 times higher for CD14+, 10 times higher for CD57+, 4 times
higher for CD4+ and 15 times higher for CD8+. These results indicate that the
immunomodulatory activity of ArtinM promotes a tumor growth inhibition,

probably by activating important immune responses against tumor cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Cancer

1.1.1. Contextualizacéo e defini¢céao

Dentre as doencas mais fatais no mundo, o cancer esta em segundo
lugar, ficando atras de doencas cardiovasculares. No Brasil, segundo o Instituto
Nacional de Cancer (INCA), o cancer de mama € o mais frequente entre as
mulheres e o de prostata entre os homens; porém o mais freqiente em ambito
mundial, sem diferenca entre os sexos, € o de pulmao. Por isso a importancia
de se estudar a fundo as causas desta doenca, a biologia das células tumorais,
0S mecanismos pelos quais estas células conseguem se estabelecer, sobreviver
e se multiplicar e como o sistema imune age contra estas células.

O cancer, também chamado de neoplasia ou tumor maligno, é uma
doenca caracterizada pela proliferacdo descontrolada de células aberrantes,
originadas de uma unica célula anormal, que podem ser restritas a um so tecido
(in situ) ou podem migrar para outros tecidos (invasivo), caracterizando a
metastase. A morte causada por esta doenca se deve majoritariamente a
disseminacado de células tumorais a diferentes locais através de uma série de
cascatas metastaticas (FIDLER, 1991; LIOTTA et al., 1991).

N&o se conhece as causas concretas das ocorréncias de céancer, mas
sabe-se que fatores genéticos e ambientais sdo importantes na causa da
maioria dos canceres, pois € uma doenca multifatorial (LICHTENSTEIN et al.,

2000).



Células normais se transformam em células cancerosas quando 0s proto-
oncogenes (ex.: k-ras), responséveis pela regulacdo da proliferacdo de células
normais, sofrem alguma mutacdo genética e se convertem em oncogenes, que
ocasionam uma proliferacdo excessiva de células indiferenciadas formando uma
massa tumoral. Além disso, genes de antiproliferacdo ou supressores (ex.: pten
e p53) podem sofrer mutacdes ndo sendo, portanto, mais capazes de exercer
sua funcdo apropriadamente, ou seja, parar a proliferagcdo celular indevida.
Essas mutacOes genéticas podem ser herdadas e/ou podem ocorrer atraves de
substancias quimicas (ex.: benzeno, tabaco e/ou nitrosaminas), agentes fisicos
(ex.: radiacdo gama e/ou ultravioleta), e agentes biologicos (ex.: alguns tipos de
virus).

Modificacdes em glicoconjugados de superficie celular ocorrem ao longo
do desenvolvimento normal dos organismos, entretanto, alteracfes na forma de
apresentacdo dos mesmos podem determinar uma anormalidade. Durante o
processo de transformac&o maligna, varias destas moléculas sdo expressas de
forma andmala, podendo ser consideradas como moléculas associadas ao
tumor. Essas alteracdes qualitativas e quantitativas no padrdo de glicosilacao
vém sendo chamadas de glicosilagdo aberrante de tumores (RAZ & LOTAN,
1987; HAKOMORI, 1989), e sdo essenciais para a invasdao tumoral, adesao
celular e metastase (BROCKHAUSEN, 2003). Estes padrdes de glicosilacédo
foram originalmente identificados através de anticorpos monoclonais contra
antigenos carboidrato-dependentes ou com o uso de lectinas vegetais. Esta

constatacao tem gerado um interesse cada vez maior em se procurar lectinas



gue sejam capazes de reconhecer e ligar-se seletivamente a glicoconjugados de
tumores.

O estabelecimento e a disseminacdo de um tumor sao processos
complexos que dependem das interagbes entre as células tumorais e o
microambiente, por isso a biologia tumoral de cada tipo de tumor difere.
Segundo HAKOMORI e colaboradores (2002), essas interagdes ocorrem através
de glicosinapses, que sao interacdes entre glicoproteinas de membrana e
moléculas da superficie celular. Estas glicoproteinas estdo organizadas em
microdominios onde estdo localizados receptores de adeséo, receptores para
fatores de crescimento e transdutores de sinais, facilitando desta maneira a
adesdo de células tumorais ao epitélio, sua invasdao aos tecidos e
consequentemente um posterior crescimento da massa tumoral e formacao de

novos vasos (neoangiogénese).

1.1.2. Neoangiogénese tumoral

Assim que esta massa tumoral comeca a crescer gradativamente, ha a
necessidade das células de se nutrirem, o que ocorre com a formacéao de novos
vasos que levam nutrientes e oxigénio para sustentar as células cancerosas.
Este fenbmeno € chamado de neoangiogénese e sem ele os tumores néao
crescem mais que 2-3 mm?® (FOLKMAN & SHING, 1992). E um processo central
no desenvolvimento de tecidos patologicos (BUSSOLINO et al., 1996;

FOLKMAN et al.,, 2001) e essencial para o crescimento e progressao de

tumores, e por isso o estudo da sua inibicdo consta na linha de frente de



pesquisas relacionadas a terapéutica antitumoral (PARANGI et al., 1996; revisto
por HLATKY et al., 2002; PANIGRAHI et al., 2002.). A integracéo de fatores de
crescimento, moléculas de adesdo, matriz extracelular, proteases e células
acessorias é um processo fundamental para a formacédo de novos vasos (revisto
por BUSSOLINO et al.,1996; revisto por FOLKMAN et al., 2001). Esse
mecanismo envolve uma sequéncia de eventos geneticamente regulados e
coordenados que compreendem mobilizacdo do endotélio numa direcdo
controlada, proliferacdo celular, canalizacdo de um botéo solido e producéo de
estroma peri-endotelial (AUSPRUNK & FOLKMAN, 1977). No processo de
neovascularizacao, as células endoteliais sdo suscetiveis a mudar seu programa
genético, quando estimuladas por moléculas angiogénicas produzidas pelo
tumor, passando a produzir enzimas proteoliticas, migrar, proliferar e se
diferenciar em novos vasos.

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é um fator com
potencial angiogénico para tumores por ser um potente agente mitogénico e
vasodilatador para células endoteliais (THOMAS, 1996). A secrecao deste fator
de crescimento por células de melanoma pode ser inibida com imunoterapia com
duas citocinas antitumorais importantes: IFN-y e IL-12. Neste estudo, pacientes
gue tiveram um decréscimo nos niveis de VEGF demonstraram ter uma
sobrevida mais longa, sem progressao da doenca, do que 0s pacientes que nao
responderam a imunoterapia com uma menor secrecao de VEGF (RAIG et al.,

2008).



1.1.3. Caquexia

Outro fator de grande importancia e relevancia quando se trata do
assunto céancer € a sindrome causada por esta doenca; a caquexia. Os
mecanismos implicados nesta sindrome s&o anormalidades metabdlicas e a
ativacdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6, IL-13 e TNF-a (fator de
necrose tumoral) (TISDALE, 2002; LAVIANO et al., 2000; ROFE et al., 1994;
OPARA et al., 1995; SONTI et al., 1996). A caquexia € manifestada por perda de
tecidos adiposo e muscular esquelético e esta associada com baixos niveis do
fator de crescimento 1 tipo insulina (“insulin-like”), resisténcia a insulina,
imunossupressdo e ativacdo de uma resposta imune de fase aguda
(CHAMBERLAIN, 2004). Ainda, como relatado por TISDALE (2001), tambéem
séo sintomas a fraqueza, anorexia, anemia, perda de peso, intenso catabolismo
periférico com deplecdo de carboidratos, lipideos e reserva de proteinas. A
caquexia se estabelece, pois para que haja crescimento tumoral deve haver
gasto de energia, a qual é proveniente do hospedeiro debilitando o organismo e
diminuindo a qualidade de vida dos pacientes (NEGUS & BALKWILI, 1996).
Mais de 80% dos pacientes com cancer em fase terminal desenvolvem a
caquexia, o que pode ser a causa direta de morte em alguns casos (MALTONI et

al., 1999).

1.1.4. Respostas antitumorais do sistema imune
O sistema imunoldgico é responsavel pela homeostasia e defesa do corpo

humano contra enfermidades. E constituido por um sistema de células



distribuidas numa rede complexa de 6rgéaos linféides e estéo relacionados com o
crescimento, o desenvolvimento e a distribuicdo das células especializadas na
defesa do corpo contra os ataques de “invasores”. As principais células do
sistema imunoldgico envolvidas no combate as células tumorais sé@o os linfocitos
T, os mastocitos, os macréfagos e as células Natural Killer (NK) (PEAKMAN &
VERGANI, 1999).

A resposta antitumoral se da, principalmente, através da primeira linha de
defesa contra invasores: imunidade inata (HICKS et al., 2006; SCHANTZ et al.,
1987). Esta linha de defesa ndo necessita de prévia exposicdo a agentes
invasores (memoria) para ser capaz de, posteriormente, ativar seus mecanismos
de defesa, que ocorrem através de macréfagos, células NK (BARLOZZARI et al.,
1985; ANDREESEN et al., 1990) e neutréfilos. Essas células, quando recrutadas
através de estimulos quimicos (citocinas) ou quando reconhecem um organismo
estranho (através de receptores de superficie), sdo ativadas e destroem os
agentes invasores através da fagocitose (macréfagos e neutrofilos) ou através
da liberacao de granulos liticos (células NK), que lisam o alvo diretamente.

MANTOVANI e colaboradores (1992) e ALEXANDROFF e colaboradores
(1999) demonstraram que macréfagos ativados séo frequentemente
encontrados no local de regressdo de um tumor, portanto, possuem poder de
destruicdo direta de células neoplasicas. Enquanto que as células NK possuem
o poder de destruicdo de células neoplasicas de maneira inespecifica, através
da liberagdo de varios estimulos quimicos (citocinas) (ISHIGAMI et al., 2000;

GENNARI et al., 2001).



Ap6s a fagocitose, outra resposta citotoxica importante € através da
liberacdo de produtos toxicos pelos macrofagos ativados, os quais tém tanto sua
capacidade microbicida como citotoxica aumentadas (ROITT, 1995). ZIVKOVIC
(2005) observou ainda que neutrdéfilos, através da liberagdo destes produtos,
exercem efeito antitumoral contra o carcinoma de Walker, linhagem utilizada
neste estudo. Estes produtos sdo, principalmente, o peréxido de hidrogénio
(H202), o anion superdxido (O2) e o oxido nitrico (NO), e sdo gerados pela
respiracao oxidativa (JANEWAY et al., 2002).

O NO é uma molécula biologica potente que esta envolvida em varias
atividades como vaso-dilatacdo, neurotransmissdo, metabolismo do ferro e
defesa imune (NATHAN, 1992) e também atividades pré ou antitumorais. O
efeito da producao de NO por macréfagos e outras células tem sido avaliado em
varios tipos de cancer (KITO et al., 2003; HAJTO et al., 1998; TMOSHENKO et
al., 2001; XIE & HUANG, 2003), j4 que esta molécula pode ser um carcinégeno
potente podendo causar danos ao DNA (TAMIR & TANNENBAUM, 1996; AMBS
et al., 1997). Por outro lado, de forma a avaliar a participacdo do NO na resposta
de IL-2, conhecida por apresentar propriedades antitumorais, YIM e
colaboradores (1995) administraram IL-2 subcutaneamente em camundongos
portadores de cancer de pele Meth A ascitico e os resultados demonstraram que
a producdo de nitrito por macrofagos era inversamente proporcional a
proliferacdo de células tumorais in vitro confirmando a destruicdo destas células

por NO. A superproducdo de NO endogeno € autocitotdxica através da inducao



da apoptose (XIE & FIDLER, 1998), e por isso suprime o crescimento tumoral e
a metéstase (AMBS et al., 1998).

Além disso, o NO sinaliza uma variedade de informacdes entre células,
incluindo sinais para relaxamento vascular, citotoxicidade e angiogénese (revisto
por JOHN & HIBBS, 2002). A producdo de NO associado ao tumor, que se
origina do tumor ou de células nele infiltradas, pode alterar o suprimento de
sangue a massa tumoral através da mudanca na formacdo vascular,
influenciando assim a neoangiogénese e consequentemente a progressao
tumoral (FUKUMURA & JAIN, 1998; AMBS et al., 1998).

Intermediarios reativos de oxigénio e Oxido nitrico s&o liberados por
macréfagos ativados (DING et al., 1988; PARKINS et al.,, 1998; NATHAN &
SHILOH, 2000; BOGDAN, 2001) que desempenham um papel de extrema
importancia na defesa do organismo contra células tumorais (MANTOVANI et
al., 1992; ALEXANDROFF et al., 1999) por também liberarem citocinas
moduladoras da resposta imune, além do fato de que macrofagos sdo capazes
de agir diretamente contra células tumorais (SOLOSKI, 2001). Macréfagos
ativados foram encontrados infiltrados especificamente no carcinoma de Walker
como visto por MORIOKA (1992) e segundo NISHIMURA e colaboradores
(1999), as células de padrdo Thl (citotoxicas) respondem as células tumorais
produzindo citocinas, as quais recrutam outras células como T CD8+ e células
NK para dentro da massa tumoral, possibilitando assim uma resposta efetiva

contra o tumor.



Citocinas sdo proteinas sinalizadoras intercelulares que regulam
respostas inflamatérias sistémicas ou locais, além de atuarem na cicatrizacao de
feridas e outros processos biologicos importantes (WILLIAMS, JURKOVICH &
MAIER, 1993). As citocinas ndo s6 podem induzir a atividade citotdxica
especifica para tumor, como podem também afetar diretamente mediadores
inflamatoérios e angiogénicos envolvidos no desenvolvimento tumoral (DREDGE
et al., 2002).

Macrofagos secretam citocinas inflamatorias capazes de ativar linfécitos T
e células NK (LI, 2001), inclusive IL-12 e IL-18, vistos como potentes fatores
antitumorais quando em conjunto (LAWERYS et al., 2000; LEITE-DE-MORAES
et al., 1999; HYODO et al., 1999; BEXEVANIS et al., 2003; KITO et al., 2003).
KITO e colaboradores (2003) também demonstraram a citotoxicidade de
macréfagos estimulados com IL-12 e IL-18, in vitro, associada ao aumento da
producédo de IFN-y e NO. IFN-y é importante por inibir o crescimento tumoral e a
metastase através da ativacao de células NK e linfocitos T (OGAWA et al., 1998;
LASEK et al., 1997). As células NK, quando ativadas, tém sua citotoxicidade
aumentada, induzindo a liberacdo de diversas citocinas, como IL-2, IL-12, IL-15
e IFN-y (WALDMANN et al., 2001; BIRON et al., 1999).

A IL-12, produzida por macrofagos ativados e outras células
apresentadoras de antigeno, liga-se a receptores de células T e NK,
promovendo um padrdo de resposta imune do tipo Thl (citotoxico). Citocinas
derivadas de células Thl (IFN-y e IL-2), por sua vez, induzem a ativacao de

macrofagos para producdo de NO. A IL-2 estimula, ainda, a expansédo clonal e



diferenciacdo de linfocitos T CD8, enquanto a acdo do IFN-y (produzido por
linfécitos T ativados e células NK) envolve imunomodulacdo e/ou ativacdo de
macrofagos (McKNIGTH et al., 1994; ABBAS et al., 2003), células NK e linfocitos
T, inibindo a metastase (LASEK et al., 1997; MARKOVIC & MURASKO, 1991).
Camundongos desenvolvidos com maxima resposta inflamatéria aguda sao
resistentes ao aparecimento de neoplasias pelo fato de que ha selecdo de genes
responsaveis pelo controle da atividade de células NK, e também producédo de
citocinas importantes na ativagéo celular e no combate a células tumorais, como
IL-12, TNF-a e IFN-y (CASTOLDI et al., 2006).

O IFN- y € uma citocina liberada por quase todas as células TCD8, por
algumas células TCD4 e por células NK. A maioria das células responde ao IFN-
y através do aumento da expressdo de MHC de classe 1, o que leva a ativacao
celular (JANEWAY et al., 2002). O IFN-y também envolve a modulagdo da
resposta imune e/ou ativa células inflamatorias importantes como macréfagos
(McKNIGTH et al., 1994; ABBAS et al., 2003), linfécitos T e células NK, o que
consequentemente inibe a metastase tumoral, sendo que estas ultimas foram as
células efetoras a inibirem a metastase de melanoma segundo MARKOVIC &
MURASKO (1991). Em estudos anteriores foi observado que IFN-y, quando em
conjunto com BCG (Bacille Calmette-Guerin) promoveu uma potente atividade
antitumoral através da inducdo da migracdo de células inflamatérias, quando no
infiltrado ou nos tecidos adjacentes foi encontrado um acumulo de células
inflamatorias nos animais tratados com essa combinacao de IFN- y com BCG, e

ndo em animais controle (WANG, 2008). IFN-y, em combinacdo com TNF-a, foi
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visto por exercer atividade antitumoral (WATANABE, 1988; LASEK, 1995) por
causar necrose do tumor e a destruicdo de vasos, levando a morte de células
tumorais (WATERSON & BOWER, 2004).

TNF-a é uma citocina que € produzida por macrofagos e outras células
mononucleares, que induz necrose de células tumorais (COTRAN et al., 1994) e
previne infeccdes locais de cairem na circulacdo, o que levaria ao choque
séptico e a morte (STITES et al., 2000). TNF-a é chamado de Fator de Necrose
Tumoral, pois causou necrose em varios tumores murinos in vivo (COTRAN et
al., 1994). Esta citocina é importante por mediar doencas agudas e cronicas e
porque ativa macrofagos/monaocitos, células NK, neutréfilos e linfocitos, com
consequente liberacdo de citocinas (WATERSON & BOWER, 2004), além de
gue ja foi utilizada para controlar o crescimento tumoral (WATANABE, 1994).

Estudos anteriores comprovaram que lectinas como a do Viscum album
induzem a secrecdo de TNF-a em baixas quantidades, levando a um efeito
antitumoral satisfatério. Porém, altos niveis desta citocina podem ter efeito
contrario e podem levar a uma caquexia séria, ou até mesmo ao choque séptico
guando liberada sistemicamente, o que leva a morte (STITES et al., 2000). Além
disso, esta citocina em niveis altos pode induzir a metastase e a angiogénese,
atuando como um fator pré-tumoral e nao antitumoral (WATERSTON & BOWER,
2004). Entretanto, TNF-a foi o primeiro agente descrito para tratamento de
cancer através da melhora do potencial de penetracdo de drogas no tumor e
destréi vasos tumorais, agindo desta forma como um agente antitumoral

(LEJEUNE & RUEGG, 2006).
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A citocina IL-12 pode ser considerada chave quando se fala de células
tumorais, pois leva a um padrdo Thl de resposta celular promovendo a lise
celular direta (citotoxico), além de inibir a angiogénese tumoral (MORINI et al.,
2004) e ativar células T e NK (LI, 2001), importantes na resposta imune celular
(PEAKMAN & VERGANI, 1999). Também foi observado o efeito antitumoral (in
vitro e in vivo) de IL-12 através do aumento da queratinizacdo e apoptose no
tecido tumoral, levando a sua regressao (DUDA et al., 2000) e por aumentar a
citotoxicidade e o numero de células NK em tumores como neuroblastomas,
leucemias e linfomas (LEE et al., 1998). Dessa forma, alguns autores sugerem
fortemente seu uso potencial em imunoterapia para o cancer (LEE et al., 1998;
MAZZOLINI et al., 2003).

WIGGINTON e colaboradores (1996), ao testarem a influéncia da IL-12 na
producédo de NO por macréfagos peritoneais, verificaram que a administracao da
citocina induzia aumento progressivo da producdo de NO, mediante exposicao a
LPS ou IL-2. Tanto em animais saudaveis como em portadores de tumores o
tratamento de macréfagos peritoneais residentes s6 com IL-12 ou com IL-12 em
associacao a varios estimulos falhava em induzir a producdo de NO, indicando
gue os efeitos da IL-12 ocorriam por mecanismos indiretos e ndo somente
procedente de macréfagos. Ao suspender, por longo prazo, a administracdo de
IL-12 a animais portadores de tumor, a producédo de NO foi suprimida, voltando a
subir apds o reinicio do tratamento e retardando o crescimento do tumor. A
administracao conjunta de IL-2 e IL-12 em pulsos semanais aumentou o priming

de macréfagos para a producdo de NO e, ao mesmo tempo, retardou o
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crescimento do tumor. Estes dados revelam a existéncia de um mecanismo
indireto para a IL-12 desencadear a producdo de NO, além de demonstrar a
importancia do NO na regulagéao do crescimento tumoral.

Macrofagos ativados podem lisar células tumorais também através da
liberacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e de IL-1, que ativa linfécitos
(DREDGE et al., 2002). TNF-a é importante por ativar células T e rejeitar células
tumorais (BAXEVANIS et al., 2000; TANIGAWA et al.,, 2000). Além disso,
macréfagos ativados também secretam IL-6, que ativa linfocitos, IL-8, que
recruta neutrofilos e células T, e IL-12 que ativa células NK (JANEWAY et al.,
2002). A ativacao de células NK potencializa a resposta imune do tipo Thl, pois
secretam citocinas como IFN-y (controle de infecgbes), que por sua vez
recrutam células citotoxicas, como células TCD8 e células NK para dentro da
massa tumoral (DREDGE et al., 2002). Deste modo, as células NK possuem o
poder de destruicdo de células neoplasicas de uma maneira inespecifica
(ISHIGAMI et al., 2000; SMYTH et al., 2002).

TSUNG e colaboradores (1997) demonstraram que células Thl sdo as
mediadoras da resposta antitumoral induzida por IL-12, sendo o macrofago a
célula efetora e o NO produzido por macrofagos ativados, a molécula efetora.
Apés tratamento com IL-12 observaram completa regressao de tumores,
reducdo que nao se manteve em presenca de um inibidor da o6xido nitrico-
sintase. A andlise da resposta por células T associadas ao tumor revelou que a
IL-12 induzia a producdo de IFN-y por linfécitos Th1, suprimindo a produgao

local de citocinas Th2. Segundo MORINI e colaboradores (2004) a terapia
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génica com o plasmideo de IL-12 inibe a angiogénese tumoral, e sabe-se que a
neoangiogénese € essencial para o estabelecimento e crescimento tumoral
(FOLKMAN & SHING, 1992). Experimentos realizados por outros autores
também demonstraram que a IL-12 interfere na formacéo de vasos em presenca
ou auséncia de células NK ou CTL (linfocito T citotéxico), por inibir a expressao
de bFGF (fator de crescimento de fibroblasto béasico) ou VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) (DIAS et al., 1995; PEAKMAN & VERGANI,
1999; YAO et al., 1999; DUDA et al., 2000).

Além da imunidade inata, a qual € a mais importante e a primeira no
combate contra células tumorais, a imunidade adaptativa também exerce um
papel importante quando o assunto é cancer. A atividade antitumoral tambéem
envolve a sensibilizacdo de linfocitos TCD4 e TCD8 a partir de antigenos
especificos do tumor (HUNG et al., 1998). A imunidade adaptativa € ativada
guando a resposta imune inata ndo € capaz de eliminar uma nova infeccao, ou
guando o organismo infeccioso consegue romper a linha inicial de defesa
(resposta inata). A imunidade adaptativa est4 baseada na selecdo clonal de um
repertorio de linfocitos portadores de diferentes receptores antigeno-especificos
gue permitem ao sistema imune reconhecer qualquer antigeno estranho. Essas
células efetoras antigeno-especificas irdo interagir com o patdégeno e com
células de memoéria que podem prevenir uma re-infec¢cdo ocasionada por um
mesmo microrganismo (ZEEV et al., 2006).

Estudos mostram que as células TCD4 do tipo Thl induzem a infiltracdo

de linfécitos dentro da massa tumoral levando a erradicacdo do tumor, além de
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gerar antigenos especificos (memaria) para o tumor, e essa resposta foi abolida
na presenca de anticorpos anti-CD4+, anti-CD8+ e anti-IFN-y (NISHIMURA et
al., 1999). Células TCD4, quando estimuladas com IL-12, sdo capazes de
transmitir sinais regulatérios que sensibilizam linfécitos TCD8 levando a
apoptose e consequente morte tumoral (HUNG et al., 1998). Células TCD8 tém
um papel importante na resposta antitumoral, o que foi evidenciado quando
camundongos depletados dessas células, mas ndo de TCD4, ndo foram
capazes de erradicar o tumor permanentemente. Também foi observado que IL-
12 induz regressao tumoral e que esta atividade antitumoral € mediada por
linfocitos TCD8, o que foi provado com o uso de camundogos depletados de
linfocitos TCD4 e TCD8 (BRUNDA et al.,, 1993). A galectina-9, uma lectina
animal que se liga a p-galactosideo, promoveu um efeito antitumoral através da
inducdo de um aumento do numero de células TCD8 que produziram IFN-y,
porém induziu também a apoptose de células TCD4 (NAGAHARA et al., 2008),

assim como células Thl (KASHIO et al., 2003).

1.1.5. Carcinoma de Walker-256

Vérios tipos tumorais séo utilizados experimentalmente, como por
exemplo, o carcinoma 256 de Walker, que surgiu espontaneamente na glandula
mamaria de ratos fémeas albinos prenhes em 1928, e recebeu esse nome em
homenagem ao professor George Walker, que iniciou o seu estudo (EARLE,
1935). Segundo a observacdo de DORNELAS e colaboradores (2006), o estudo

histolégico de bexigas de 5 animais sacrificados mostrou um carcinossarcoma
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encapsulado constituido basicamente de dois padrdes celulares: células
poligonais e células fusiformes com hipercromasia, polimorfismo nuclear e
mitoses atipicas. Vinte (20) animais que foram destinados ao estudo da
sobrevida evoluiram clinicamente com hematuria, diminuicdo da movimentacao
e perda progressiva de peso, interrompendo a ingestdo de alimentos e agua,
evoluindo para o Obito rapidamente entre 24 e 48 horas. Este carcinoma foi
utilizado neste estudo por ser encapsulado e extremamente agressivo quando
comparado com outros, como o0 Sarcoma-180, o qual ja foi utilizado
experimentalmente para testes com a lectina vegetal ArtinM (LOR, 2004), objeto

de estudo deste trabalho.

1.2. Lectinas

1.2.1. Consideracdes gerais e definicao

STILLMARK (1888) foi o primeiro a descrever uma lectina quando,
estudando extratos de sementes de mamona (Ricinus communis), observou sua
propriedade de aglutinar células vermelhas do sangue. Desde entdo varias
outras lectinas vegetais, animais e de microorganismos foram descritas, sempre
com a mesma propriedade: se ligar a carboidratos especificos. Por esta
propriedade, as lectinas tém sido usadas como importantes ferramentas para
estudos em imunologia, isolamento, caracterizacdo, adesdo e glicosilacdo
aberrante em varios tumores, além de possuirem atividade antitumoral.

Devido a habilidade das aglutininas de plantas distinguirem eritrécitos dos

diferentes grupos sanguineos, Boyd e Shapleigh, em 1954 (citado por RUDIGER
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& GABIUS, 2001), propuseram o termo “lectina” (do latim legere, escolher), para
todas as proteinas que reconhecem glicanas de forma especifica, que né&o
correspondam a imunoglobulina ou que tenham atividade enzimética dirigida a
carboidratos (BARONDES, 1988). O conceito classico diz que “Lectinas sao
todas as proteinas que possuem pelo menos um dominio de reconhecimento de
carboidrato e que se ligam especificamente a agucares, de maneira reversivel’
(International Lectin Meeting, 2002). As lectinas, que possuem distribuicdo
ubigua na natureza, reconhecem e se ligam a glicanas localizadas na superficie
celular, modificando deste modo a fisiologia da membrana causando fenémenos
como migracdo, aglutinacdo, adesdo, mitose e muitas outras respostas
bioquimicas (SHARON & LIS, 1989).

Glicanas correspondem aos residuos de carboidratos (mono e
oligossacarideos) presentes nestes glicoconjugados que, por sua grande
heterogeneidade estrutural, podem codificar um vasto repertério de informacéao
biologica (revisto por OPDENAKKER et al., 1993). A decodificacdo desta
informacédo contida em acucares € feita pelas lectinas que reconhecem e ligam
carboidratos de forma especifica, analoga as interacdes antigeno-anticorpo ou
receptor-ligante. Portanto, glicanas funcionam como alvo de reconhecimento
para lectinas e desta interacdo proteina-carboidrato resulta uma variedade de
funcdes bioldgicas, tais como: fertilizacdo, embriogénese e adesao,
diferenciacdo, controle do crescimento e migracdo celular, imunomodulacéo,
recirculagdo de linfocitos, inducdo mitogénica e muitos outros (revisto por

SHARON & LIS, 1989; revisto por GABIUS, 2001). Observa-se, entretanto, que
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estes mesmos processos podem ser fatores determinantes da capacidade
invasora das células, transformacdo maligna, crescimento tumoral e metédstase
(revisto por SHARON & LIS, 1993; revisto por GORELIK et al., 2001). A era
moderna da lectinologia comegou em 1972, com Sharon e sua equipe (revisto
por BIES et al., 2004) que, além de caracterizar extensivamente a aglutinina da
soja (SBA) como glicoproteina ligante de oligomanosideos presentes em
glicoproteinas animais (LOTAN et al., 1974; DORLAND et al., 1981), também
introduziu o uso da lectina no estudo de células normais e malignas, assim como
na investigacao de células para transplante de medula 6ssea (REISNER et al.,
1978; REISNER et al., 1979; revisto por SHARON & LIS, 2002). Desde entéo,
centenas de lectinas tém sido isoladas de plantas, animais e microrganismos. O
isolamento da primeira lectina de um mamifero foi em 1974, tratando-se de um
receptor de asialoproteina hepatico, com especificidade para galactose
(STOCKER et al.,, 1974). No ano seguinte Teichberg, da equipe de Sharon,
descobriu o primeiro membro da familia das galectinas (revisto por SHARON,
1998). Desde entdo, a possibilidade crescente de potenciais aplicacbes das
lectinas aliada ao aperfeicoamento tecnoldgico abriram portas para uma nova e

promissora area da ciéncia — a Glicobiologia.

1.2.2. Aplicacdes
As lectinas foram inicialmente reconhecidas por sua capacidade de
aglutinar células tendo sido, historicamente, utilizadas para a identificagdo dos

grupos sanguineos, por exibir preferéncias especificas por carboidratos na
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superficie de eritrocitos, dentro do sistema ABO (revisto por SHARON & LIS,
2004). Lectinas tém sido usadas para a deteccdo e fracionamento de
populacdes celulares (REISNER et al., 1980), assim como para caracterizagao
de células e tecidos através de estudos histoquimicos e imunocitoquimicos
(DAMJANOQV, 1987). Induzem ativagdo de células efetoras do sistema imune,
desencadeando efeitos biologicos, tais como, adesdo (BARONDES, 1984;
SHARON & LIS, 1989), migracdo, proliferacdo, liberacdo de mediadores
guimicos por células do sistema imune (revisto por WIMER, 1997), regulacéo do
crescimento celular (WELLS, 1991) e inducdo da morte celular programada
(apoptose) (PERILLO et al., 1995). Lectinas sado capazes de promover a morte
de varios tipos de células normais e malignas, por inducdo de necrose ou
apoptose celular. (KROEMER et al., 1998; NUMATA, et al., 1998; WANG et al.,
2000).

Podem ser utilizadas como marcadores tumorais por se encontrarem na
superficie de células malignas de varios tipos tumorais (LOTAN & RAZ, 1988a).
Os tumores que mais metastizam sdo aqueles que possuem maior quantidade
de glicoconjugados em sua superficie, pois facilitam a adesdo célula-célula e
célula-matriz extracelular, a transformacdo de fendtipo e o aumento da
diferenciacdo celular. Por formarem conjugados toxicos quando em altas
concentragfes, algumas lectinas podem ser usadas para induzir morte celular,
selecionando linhagens celulares mutantes com glicosilacdo alterada (KERBEL

et al., 1982; INAI et al., 1987).

19



Algumas lectinas animais ja foram vistas como indutoras de atividade
antitumoral e fazem parte de um importante grupo de moléculas que participam
da imunidade inata e adaptativa. Atuam na primeira linha de defesa do
organismo por terem atividades de aglutininas, opsoninas, moléculas de adeséao,
mediadoras de fagocitose, ativadoras do sistema complemento e indutoras de
ativacdo (transducdo de sinal) de células efetoras da resposta imune,
promovendo eventos, tais como, adesdo e migracdo celular, secrecdo de
mediadores e ativacdo do burst respiratorio (KALTNER & STIERSTORFER,
1998; revisto por KILPATRICK, 2002; MORENO et al., 2005).

As lectinas animais podem ser classificadas de acordo com a homologia
das sequéncias de aminoacidos do(s) seu(s) dominio(s) de reconhecimento de
carboidrato — CRD(s), distinguindo-se cinco classes principais ou familias

(revisto por GABIUS, 1997):

1. lectinas do tipo-C: dependentes de calcio, com CRD conservado e
especificidade de reconhecimento de carboidratos variavel (manose,
galactose, fucose, tetrassacarideo da heparina);

2. lectinas do tipo I: com CRD com dominios semelhantes ao de
imunoglobulina e especifidade de reconhecimento a carboidratos variavel
(4cidos sialicos, Siglects e outros);

3. lectinas do tipo S ou Galectinas: com CRD conservado e especificidade de
reconhecimento para -galactosideos;

4. pentraxinas: subunidade com arranjo pentamérico e ligagdo variavel a

carboidratos (galactose, monossacarideos fosforilados e sulfatados e outros);
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5. lectinas do tipo P: motivo repetitivo Unico, com dependéncia de calcio

variavel, reconhece glicoproteinas contendo manose-6-fosfato.

Células tumorais e tecidos malignos podem conter lectinas que sao
similares em especificidade e tamanho molecular as lectinas encontradas em
células e tecidos normais. As mesmas propriedades de reconhecimento,
adesao, proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular, tém associado as
lectinas endogenas em processos de transformacao tumoral e metastase (RAZ
et al., 1987; LOTAN & RAZ, 1988a; LOTAN & RAZ, 1988b; revisto por LAHM et
al.,, 2004). LOTAN e RAZ (1988b) observaram que lectinas encontram-se na
superficie de células malignas de varios tipos tumorais, em niveis variaveis,
havendo um aumento da sua expressdo na transformacao maligna.

A galectina-3, que além de ser expressa em quantidades elevadas em
varios tipos de células neoplasicas (ZONSTANTINOV et al., 1996; BRESALIER
et al., 1997), tem efeito anti-apoptotico, afeta interacdes célula-célula/ célula-
matriz extracelular e promove neovascularizacdo tumoral (revisto por
TAKENAKA et al.,, 2004), facilitando, portanto, a tumorigénese. Entretanto,
CALIFICE e colaboradores (2004) demontraram que, em tumor de préstata
humano, a galectina-3 pode tanto desempenhar acéo pré quanto antitumoral, em
termos de progressdo e angiogénese, conforme sua localizacdo nuclear ou
citoplasmatica. Ainda em relacdo as galectinas, UEDA e colaboradores (2004)
demonstraram que a expressao ectdpica de galectina-7 em linhagem celular de

carcinoma de colon tornava as células mais sensiveis a estimulos apoptoéticos,
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com reducdo na formagdo ou lentificagdo do crescimento dos tumores e
supresséo da angiogénese.

Galectina-1 e galectina-9 também estdo relacionadas a efeitos
antitumorais por inducdo de apoptose em células de humanos e murinos
(PERILLO et al., 1995; PERILLO et al., 1998). A galectina-9 tem o poder de
induzir um aumento do nimero de células TCD8+ TIM-3+ que produzem IFN-y,
porém esta lectina animal também tem um efeito negativo que seria o de induzir
a apoptose em células TCD4+ TIM-3+ (NAGAHARA et al., 2008). As lectinas do
tipo-C influenciam diretamente a sobrevivéncia de células tumorais por afetar a
adeséo celular ao endotélio ou a matriz extracelular e a vascularizagdo tumoral
(neoangiogénese), processos essenciais para o0 estabelecimento de tumores

(GORELIK et al., 2001).

1.2.3. Lectinas vegetais e suas atividades biologicas

A maioria das lectinas vegetais é proveniente de sementes. Lectinas de
plantas sdo consideradas um grupo heterogéneo de proteinas, quando
comparadas em termos de propriedades bioquimicas e fisico-quimicas, estrutura
molecular, especificidade de ligacdo a carboidratos e atividades bioldgicas.
Apesar destas varias diferencas, através da analise da literatura cientifica com
relacdo a sua ocorréncia, estrutura molecular, sequéncia de aminoacidos,
estrutura tridimensional, biossintese, especificidades de ligacdo e evolugéo
molecular, as lectinas foram agrupadas em sete familias distintas, estrutura e

evolutivamente relacionadas (VAN DAMME et al., 1998):
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1. Lectinas de leguminosas: familia de lectinas vegetais mais bem estudada,
composta de mais de 100 diferentes lectinas, provenientes de 70 diferentes
espécies e pertencentes a diferentes grupos toxondmicos. A grande maioria foi
isolada de sementes. Inclui nesta familia lectinas como concanavalina-A (ConA),
fitohemaglutinina (PHA), lectina de feijdo de soja (SBA), Lens culinaris, Vicia
faba, Canavalia ensiformes, Canavalia brasiliensis, Dolichos biflorus Griffonia
simplifolia e muitas outras.

2. Lectinas ligantes de quitina: por definicdo, esta familia compreende todas
as proteinas que possuem um dominio de heveina, termo que se refere a uma
pequena proteina de 43 aminoacidos, proveniente do latex, extraido da arvore
da borracha (Hevea brasiliensis). A primeira lectina deste grupo a ser isolada e
caracterizada foi a aglutinina do gérmen de trigo (WGA). Foram depois extraidas
do latex da seringueira (Euphorbiaceae), de sementes de Amaranthus caudatus
(Amaranthaceae), de folhas e frutos de Sambucus nigra (Caprifoliaceae), sendo
também abundantes nas familias Gramineae (gérmen de varias sementes) e
Solanaceae, (batata, tomate, tamarindo e outras). Encontram-se ainda, como
proteinas minoritarias, nas familias Phytolaccaceae (raizes e folhas de ervas
daninhas — “pokeweed”), Urticaceae (sementes e rizomas de Urtica dioica —
aglutinina da urtiga), Papaveraceae (sementes de Chelidonium majus) e
Viscaceae (tecidos verdes do visco).

3. Proteinas inativadoras de ribossoma (RIP) tipo 2 e lectinas
relacionadas: estas proteinas subdividem-se em RIP tipo 1, que consistem de

um polipeptideo Unico, com atividade catalitica para RNA ribossémico, e as RIP
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tipo 2 que, além desta unidade (cadeia A) com atividade enzimatica, contém
uma cadeia B, que abriga dois ou mais sitios de ligacdo a carboidrato,
possuindo, portanto, atividade de lectina. Ambas inibem a sintese protéica em
sistemas livres de células. Enquanto as RIP tipo 1 ndo podem entrar nas células,
as RIP tipo 2 podem ser endocitadas ao ligarem-se a receptores de glicanas da
superficie celular e inativarem ribossomas, resultando em morte celular. As RIP
tipo 2 (lectinas) apresentam um grau variavel de citotoxicidade, ndo toxicas a
extremamente toxicas. Fazem parte deste grupo a ricina e a abrina, que estédo
ligadas a historia da descoberta das lectinas. RIPs tipo 2 genuinas tém sido
encontradas em sementes e outros tecidos de plantas, pertencentes as familias
Euphorbiaceae (Ricinus communis e Croton sp.), Leguminoseae (Abrus
precatorius), Viscaceae (Viscum album e Phoradendum californicum),
Passifloraceae (Adenia digitata e A. volkensii), Ranunculaceae (Eranthis
hyemalis), Lauraceae (Cinnamomum canphora) Sambucaceae (Sambucus sp.),
Cucurbitaceae (Momordica charantia) e Iridaceae (Iris sp.).

4. Lectinas de monocotiledéneas (“monocot”) ligantes de manose: esta &
uma superfamilia de lectinas que se liga de forma especifica a manose e tem
sido exclusivamente encontrada em plantas do subgrupo das monocotiledénias.
Todas elas sdo compostas de subunidades com sequéncia e estrutura
tridimensionais que ndo se relacionam evolutiva ou estruturalmente a outras
lectinas ligantes de manose. E uma familia relativamente nova de lectinas, cujo
primeiro componente, isolado em 1987 de Galanthus nivalis (GNA), despertou

atencao, sobretudo, por suas propriedades anti-retrovirais. Foram isoladas de
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seis diferentes familias de monocotiledénias: Alliaceae, Amaryllidaceae,
Araceae, Bromiliaceae, Liliaceae e Orquidaceae. Tém sido encontradas na
maioria dos tecidos vegetais, tais como, folhas, flores, bulbos, tubérculos,
rizomas, raizes e néctar, mas ndo em sementes (com excecdo para Clivia
miniata). S&o compostas por protdmeros com dois dominios de ligacdo a acucar
gue podem formar dimeros ou tetrameros.

5. Lectinas relacionadas a jacalina: jacalina € o nome dado para a lectina
majoritaria extraida de sementes de jaca (Artocarpus integrifolia). O termo
“lectinas relacionadas a jacalina” € usado, coletivamente, para todas as lectinas
gue com ela se relacionam evolutiva e estruturalmente. A familia da jacalina
compreende dois subgrupos. O primeiro € o0 subgrupo Moraceae, com
especificidade para GIcNAc (N-acetil-glucosamina), e o segundo € o
Convolvulaceae, com especificidade para manose/maltose. Lectinas do
subgrupo Moraceae, ao qual pertencem as lectinas derivadas de Maclura
pomifera e Artocarpus, sao tipicamente encontradas em sementes, enquanto as
do subgrupo Convolvulaceae, Calystegia sepium (Calsepa) e Convolvolus
arvensis (Conarva), ocorrem em tecidos de estocagem subterraneos. Os dois
subgrupos apresentam estruturas moleculares diferentes.

6. Lectinas amarantinas: o termo “amarantina” refere-se originalmente a
lectina de sementes de Amaranthus caudatus, sendo hoje usado, coletivamente,
para as lectinas de sementes das varias espécies de Amaranthus (A. caudatus,
A. spinosus, A. leucorpus e A. cruentus), especificas para GalNAc. As

amarantinas séo proteinas homodiméricas, nao glicosiladas.
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7. Lectinas do floema de Cucurbitaceae: pequena familia de aglutininas
ligantes de quitina, derivadas do floema das espécies Cucurbitaceae. Nao sdo
relacionadas com outras lectinas cucurbitaceas (como, por exemplo, a RIP tipo 2
Trichosanthes kirilowii), nem tém dominios de heveina (como outras ligantes de
quitina). Primeiramente foi identificada em Cucurbita maxima (abdbora), tendo
sido posteriormente isolada do floema (também chamado de proteina PP2) de
outras espécies de Cucurbita, Citrulus, Cucumis, Sechium, Luffa, e Coccinea.

8. Outras lectinas: varias lectinas ndo podem ser classificadas por ndo terem
aparente similaridade estrutural com as familias de lectinas acima descritas ou
por ndo haver informacdes disponiveis sobre 0 seu sequenciamento que

possam estabelecer relacdes evolutivas.

As lectinas vegetais possuem funcdes aplicadas nas préprias plantas que
sdo controversas, parecendo estar relacionadas a protecdo contra agentes
patogénicos. Lectinas toxicas, como ricina e PHA, s&do protetoras contra
predadores. As lectinas de Galanthus nivalis, de Griffonia simplicifolia e PHA tém
atividade inseticida e as lectinas ligantes de GIcNAc estdo relacionadas a
protecdo contra fungos. As lectinas de leguminosas possuem a capacidade de
associacdo simbidtica com batérias do solo, do género Rhizobium, fixadoras de
nitrogénio possuem também a funcdo de armazenamento de proteinas e podem
ligar-se a enzimas, alterando o0 seu estado de ativacdo. Embora as plantas
contenham grandes quantidades de lectinas, estas, em geral, ndo apresentam

receptores para as suas proprias lectinas (revisto por PEUMANS & VAN
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DAMME, 1995; KIINE et al., 1997; revisto por RUDIGER & GABIUS, 2001,
revisto por SHARON & LIS, 2004).

Lectinas vegetais, ao promover reconhecimento especifico de
carboidratos expressos de forma anormal na superficie célula animal, podem
induzir migracéo e expansao clonal de células efetoras do sistema imune, gerar
ou aumentar a citotoxicidade de células da imunidade inata e adaptativa e,
ainda, interferir nas interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular
(OGAWARA et al., 1985; CHATWALL et al., 1996; DONG et al., 1996).

Lectinas vegetais também tém a capacidade de aumentar 0s mecanismos
de defesa do sistema imune induzindo resposta imunomodulatéria com
producédo de IL-2 por linfécitos T (MODY et al., 1995). Algumas das lectinas
vegetais ja descritas induzem inUmeras respostas, de relevante importancia, no
sistema imune. NOWELL (1960) observou que a lectina PHA induz resposta
mitogénica em linfécitos humanos, bem como as lectinas Con-A, a lectina de
lentilha, a lectina de “lima bean”, a “pokeweed mitogen” (PWM), a lectina de Ulex
europeus, a de Vicia faba (favina) (revisto por BROWN & HUNT, 1978). A Con-A
injetada em camundongos pode induzir de maneira indireta a ativacéo de células
da imunidade inata, incluindo as células NK (MYIAGI et al., 2004). As células
NK sdo de grande importancia no combate a células tumorais por serem
citotoxicas, e através da ativacdo destas células, e da secrecdo de IFN-y, a
cianobactéria Spirulina, quando administrada oralmente, promoveu uma

atividade antitumoral em uma linhagem do melanoma B-16 (AKAO et al., 2009).
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Uma lectina de grande relevancia sob aspectos imunoldgicos € a lectina
do visco (Viscum album), ligante de galactose, que possui atividade antitumoral
(ELSASSER-BEILE et al., 2001; BEUTH et al., 1991; LAVASTRE et al., 2005;
HOLSTOG et al., 1988; VAN HUYEN et al., 2006) e que, quando em baixas
concentracfes, potencializa o efeito citotdxico de drogas para o tratamento do
cancer (BANTEL et al., 1999). Esta atividade ocorre devido a efeitos
imunomodulatérios como a ativacdo das células NK (HAJTO et al.,, 1998;
MUELLER et al., 1990a; MUELLER et al., 1990b; VAN HUYEN et al., 2006),
estimulacéo de secrecao de citocinas como o0 TNF-a e IL-12 (VAN HUYEN et al.,
2006); assim como a inducao de apoptose de células leucémicas (LAVASTRE et
al., 2005), o aumento da atividade de mondcitos/macrofagos (VAN HUYEN et
al., 2006; KUTTAN et al., 1990; KUTTAN et al., 1992) e do nimero de células T
antigenos especificas (BEUTH et al., 1991; VAN HUYEN et al., 2006).

Devido a alguns destes efeitos imunomodulatorios, a lectina recombinante
do visco possui efeito inibitério no desenvolvimento de tumores, promove
agregacdo de células do sangue na seguinte ordem: neutrofilos, células
mononucleares e eritrocitos (TIMOSHENKO et al.,, 1995). Outra lectina com
poder antitumoral é a do extrato do caule da planta Acanthopanax senticosus, a
gual induziu apoptose em células de cancer de esttmago humano (HIBASAMI et
al., 2000).

Algumas lectinas vegetais possuem atividade de aglutinacdo e
citotoxicidade que aumentam frente a células leucémicas nas quais existam

ligantes especificos para as mesmas, como a lectina do gérmen de trigo (WGA).
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Em alta concentragdo, esta lectina mostrou-se altamente citotxica e promoveu
intensa aglutinacdo de células leucémicas. OGAWARA e colaboradores (1985)
demonstraram que a lectina WGA induz morte de células tumorais por aumentar
a citotoxicidade de mondcitos, ao que se denominou LDMC - citotoxidade
mediada por mondcitos dependente de lectina.

FIK e colaboradores (2001) descreveram o efeito inibitério da lectina
purificada de celidénia (Chelidonium majus) frente ao crescimento de
fibroblastos normais e células tumorais in vitro. Notou-se ainda que a aglutinina
da soja (SBA) também apresenta a propriedade de aglutinar, preferencialmente,
células malignas, indicando que alteracdes de glicanas da superficie celular
poderiam estar associadas ao cancer (AUB et al., 1965; BEVAN & COHN,
1975). Uma lectina ligante de manose, assim como ArtinM, é a lectina extraida
de Parkia glandulosa e Parkia roxburghii, que também tém efeito antitumoral,
sendo que a primeira estimula resposta mitogénica em linfocitos (KAUR et al.,
2005).

Ja foi visto que extratos de plantas podem controlar o crescimento tumoral
(metastase) através da ativacdo de células NK e macréfagos (YOON et al.,
1998; SAIKI, 2000), como por exemplo o extrato aquoso de Acanthopanax
senticosus, que também induziu a liberacdo de IL-12, TNF-a , IFN-y por
macréfagos (YOON et al., 1998). A lectina da banana Del Monte, ligante de
frutose e glucosamina, induz a liberacdo de citocinas como IFN-y a qual
promove supressao tumoral, além de induzir a secrec¢éo de TNF-a (CHEUNG et

al., 2009). Muitas outras lectinas vegetais possuem propriedades antitumorais
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(OGAWARA et al., 1985; CHAI et al., 1992; KIM et al., 1993; MITCHEL et al.,
1999; ANDRADE et al., 2004; WANG et al., 2000; REMMELINK et al., 1999),
como por exemplo a pectina citrica (NANGIA MAKKER et al., 2002; PIENTA et
al.,, 1995), a lectina vegetal ArtinM através da inducdo da necrose das células
tumorais do Sarcoma-180 (LOR, 2004) e a lectina extraida de Abrus abrin que
induziu uma diminuicao do crescimento tumoral através da inducéo da apoptose;
e desta maneira inibiu o crescimento do linfoma de Dalton sem danificar células
saudaveis (BHUTIA et al., 2008). A lectina extraida de Polygonatum odoratum,
ligante de manose, também induziu apoptose de células tumorais de
fibrosarcoma L929 (LIU et al., 2009).

Outra possibilidade de utilizacdo de lectinas vegetais em farmacoterapia
seria a de funcionar como veiculos de farmacos dirigidos a alvos contendo
epitopos de carboidratos altamente especificos, ou ainda, como dispositivos de
bloqueio anti-adesdo em processos infecciosos (RUDIGER et al., 2000; BIES et

al., 2004).

1.2.3.1. Lectinas vegetais ArtinM e jacalina
ArtinM, como recentemente nomeada (PEREIRA-DA-SILVA et al., 2008),
KM" ou artocarpina como chamada antigamente, € uma lectina vegetal, ligante
de D-manose, extraida de sementes de Artocarpus integrifolia (jaca) (SANTOS
DE OLIVEIRA et al., 1994), que desencadeia varios fendmenos de importancia
imunoldgica, quando ligada a sua glicana especifica. E uma proteina n&o

glicosilada, homotetramérica, com um Unico sitio de ligacdo a acucar por
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subunidade e massa molecular aparente de 54 kDa, migrando em SDS-PAGE
como um peptideo de 13 kDa (ROSA et al., 1999). Atua de maneira dependente
da ligacdo com glicanas que possuem D-manose acessivel na superficie de
células ou da matriz extracelular (MISQUITH et al., 1994). Pertence a familia da
jacalina, com a qual apresenta 52% de homologia na seqiiéncia de aminoacidos
(ROSA et al., 1999), indicando uma origem evolutiva em comum. Compartilha,
entretanto, caracteristicas das duas subfamilias deste grupo. Da mesma forma
gue a subfamilia Moraceae, ArtinM apresenta estrutura homotetramérica e é
extraida de sementes. Assemelha-se a subfamilia Convolvulaceae,
particularmente no que se refere a sua especificidade de ligacdo a D-manose.
Enquanto o grupo Moraceae caracteriza-se pela ligacdo de GalNAc, as lectinas
Convolvulaceae, ligam manose/maltose (VAN DAMME et al.,, 1998). Em
algumas regides, apresenta similaridade de sequéncia com a Calsepa
(Calystegia sepium), pertencente a subfamilia Convolvulaceae (ROSA et al.,
1999).

ArtinM é a lectina minoritaria do extrato bruto de sementes de Artocarpus
integrifolia, correspondendo a 0,5 a 1% do total de proteina extraida, sendo a
jacalina a majoritaria (SANTOS DE OLIVEIRA et al., 1994). O extrato bruto foi
inicialmente avaliado quanto a sua capacidade de aglutinar hemécias de diferentes
espécies animais (MOREIRA & AINOUZ, 1978; BUNN-MORENO & CAMPOS-
NETO, 1981), o que sugeriu a presenca de lectina(s) nesse extrato. A purificacdo
da jacalina e sua utilizagdo em ensaios biologicos trouxeram a sugestdo de que,

dentre as atividades desencadeadas pelo extrato bruto de Artocarpus integifolia
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(BUNN-MORENO & CAMPOS-NETO, 1981; ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-
NETO, 1985), pelo menos uma — a atividade mitogénica sobre mondcitos do
sangue periférico humano — ndo parecia ser atribuivel a jacalina (ROQUE-
BARREIRA et al., 1986). A sugestdo era baseada no fato de que jacalina
purificada ndo reproduzia a resposta proliferativa desencadeada pelo extrato bruto.
A existéncia de uma segunda lectina no extrato de Artocarpus integrifolia foi
demonstrada por MIRANDA-SANTOS e colaboradores (1991) e por SANTOS-DE-
OLIVEIRA e colaboradores (1994), que evidenciaram, respectivamente, suas
atividades mitogénica e indutora de migracéo de neutrofilos.

Ambas as lectinas, jacalina e ArtinM, induzem a producgdo de citocinas. A
jacalina estimula a sintese de altos niveis de TGF-B, IL-3/GM-CSF e IL-6, ndo
tendo qualquer efeito sobre a secrecdo de IFN-y, IL-2 ou IL-4 por células
esplénicas de camundongos (BLASCO e DELGADO, 1993). Estudos sobre a acao
adjuvante da jacalina na resposta imune humoral contra Trypanosoma cruzi foram
feitos por ALBUQUERQUE e colaboradores (1999). Os autores relataram que a
jacalina é capaz de estimular resposta humoral tanto para o hapteno TNP
(trinitrofenil) como para T. cruzi, € que a acéo protetora dos anticorpos especificos
para T. cruzi depende do numero de parasitas usados no protocolo de imunizacao.

Uma das primeiras atividades descritas para ArtinM foi a de induzir
neutréfilos por haptotaxia. A migracdo de neutréfilos por haptotaxia foi
possibilitada pela interacdo de ArtinM com componentes glicosilados presentes no
endotélio e no tecido perivascular (GANIKO et al., 1998; GANIKO et al., 2001). A

injecdo de ArtinM radioiodinado na pele de ratos demonstrou haver ligagéo seletiva
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da lectina a componentes do endotélio de pequenos vasos e do tecido conjuntivo
frouxo perivascular. A detec¢éo de ligacdo associou-se a observacao de neutréfilos
transmigrando através do endotélio ou infiltrando o tecido perivascular (GANIKO et
al., 1998).

Para identificar glicoligantes de ArtinM, avaliacdes foram feitas em tecido
pulmonar de rato. Observou-se marcacdo pela lectina biotinilada de vasos,
alvéolos e tecido conjuntivo. Através de microscopia eletrbnica, os ligantes de
ArtinM foram localizados na superficie luminal e no citoplasma de células
endoteliais, na superficie de células epiteliais alveolares, na membrana basal e no
tecido conjuntivo intersticial. Tais interacbes foram invariavelmente inibidas por D-
manose ou peroxidase, demonstrando serem dependentes dos CRDs de ArtinM.
Ensaios histoquimicos de dupla-marcacdo em tecido pulmonar mostraram que a
ligacdo de ArtinM co-localiza-se com a marcacdo de anticorpos anti-laminina na
membrana basal, na ECM e nas regifes de juncdo de vaso com alvéolo. Esse
conjunto de resultados indica que a interacdo da lectina ArtinM com laminina
viabiliza o estabelecimento e a manutencdo de um gradiente de moléculas de
ArtinM, que € necessario para induzir o movimento direcionado de neutrofilos
(GANIKO et al., 2005).

Outra atividade descrita para esta lectina foi a de desgranular mastacitos,
com consequente aumento na migracdo de neutrofilos devido ao
extravasamento do conteddo granular dos mastocitos, além de aumento da
liberacdo de citocinas (MORENO et al., 2003). A desgranulacdo de mastocitos

pode resultar em liberacao acentuada de histamina, que causa vasodilatagéo, o
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que facilita a migracdo de células inflamatérias para o tecido. Além disso,
SOUZA (1998) descreveu a capacidade de ArtinM de induzir a ativagdo de
macrofagos e a secregcdo de citocinas, incluindo a IL-12, a qual exerce
importante papel no combate a tumores, pois direciona um padréo de resposta
imune Th1 (citotéxico). Esta propriedade foi avaliada em camundongos BALB/c
infectados com Leishmania major que, apds serem inoculados com ArtinM,
modificaram seu padrdao de secrecdo de citocinas de Th2 para Thl, conferindo
protecdo contra infeccéo por esse parasita (PANUNTO-CASTELO et al., 2001).
ArtinM também foi descrita por ter efeito inibitério no crescimento e
estabelecimento do Sarcoma-180. Nesse estudo, houve um aumento da area de
necrose e diminuicdo da proliferacdo das células tumorais de animais tratados
com ArtinM, quando comparado com animais que nao receberam tratamento,
nos quais houve crescimento gradativo do tumor e aumento de matriz
extracelular (LOR, 2004; BAREA, 2004). Nido se sabe ao certo o(S)
mecanismo(s) pelo(s) qual(is) este efeito antitumoral ocorre, porém sabe-se que
esta lectina libera IL-12, que por sua vez aumenta a citotoxicidade de células
NK, além de promover o aumento do numero dessas células em tumores como
neuroblastomas, leucemias e linfomas (LEE et al., 1998), podendo deste modo

promover um efeito antitumoral.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

A utilizac&o de lectinas vegetais em estudos na area da Imunologia, incluindo
doencas como o cancer, tem sido cada vez mais estudada devido as variadas
acOes induzidas por estas proteinas. ArtinM possui a capacidade de promover
ativacao de macrofagos e inducdo da liberacédo de IL-12 e esta capacidade tem
sido determinante no uso da lectina como adjuvante em doencas parasitarias
como a Leishmaniose. Por isso, neste trabalho o objetivo foi avaliar o efeito
antitumoral da lectina vegetal ArtinM contra células do Carcinoma de Walker-

256.

2.2. Objetivos Especificos
- Avaliar a atividade antitumoral da lectina ArtinM in vivo, apés injecdo de uma

Unica alta dose da lectina, em dois protocolos (precoce e tardio)

- Identificar o padrdo de necrose induzido pela lectina ArtinM.

- Observar a capacidade da lectina ArtinM em desencadear resposta anti-

angiogénica durante o crescimento da massa tumoral.

- Caracterizar o infiltrado de células inflamatérias como macréfagos, células NK,
linfocitos TCD4+ e linfécitos TCD8+ no interior da massa tumoral de animais

tratados ou ndo com ArtinM.
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- ldentificar o padréo das citocinas TNF-a e IFN-y secretadas utilizando o soro

dos animais tratados ou ndo com ArtinM.
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ABSTRACT

ArtinM is a D-mannose binding lectin from Artocarpus integrifolia that induces
protective effect against infections to Thl-mediated immune response through
macrophages activation with IL-12 p40 release. Therefore, the present study evaluated
the lectin antitumor activity through the evaluation of the tumor size in two different
protocols: premature and delayed. The animals were injected intraperitoneally with
ArtinM (50 pg/ml) or PBS (control animals) 24 hours (premature treatment) or 7 days
(delayed treatment) after tumor implantation. The animals were euthanized 7, 14 and 21
days after the treatment in the premature group, and 14 and 21 days in the delayed group.
The animals had their blood collected for cytokine release analysis (TNF-a and IFN-y)
and the tumors were measured and processed for Hematoxilin-Eosin staining to evaluate
tumor morphology. The tumors were also processed for immunohistochemistry for
CD57, CD14, CD4 and CD8. The results showed that ArtinM induces 1.5 time decrease
in tumor growth for the premature group and 3.0 times for the delayed group, with a
significant increase of necrosis areas and a decrease of neoangiogenesis areas, when
compared with the control group. The lectin also induced an increase of CD57, CD14,
CD4 and CD8 cells in the tumor mass as well as an IFN-y release in both groups, and an
inhibition of the TNF-a release in both groups compared to the control. Together, these
results indicate that the immumodulatory activity of ArtinM could promote an inhibition
of tumor growth, probably through the intense immune response activation against tumor

cells.
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1. INTRODUCTION

Cancer is a term used for diseases in which abnormal cells divide without control
being able to invade other tissues [1,2], and is also characterized by erroneous expression
of most glycoconjugate molecules on the tumor cells surface that diverge from those of
non-transformed progenitor cells. These quantitative and qualitative modifications on the
glycoconjugates, which have been called aberrant glycosylation [3,4], are essential for
tumor invasion, adhesion and metastasis [5]. These glycosylation patterns were first
identified through the use of monoclonal antibodies against carbohydrate-dependent
antigens and also through the use of plant lectins.

Lectins are a diverse group of proteins or glycoproteins that specifically bind to
cell surface carbohydrates inducing various biological effects including blood cell
aggregation, NK cells and T lymphocyte activation. They also induce cytokine release
[6], increase of monocytes and macrophage activities [7-9], necrosis or apoptosis on
tumor cells [10-12] and inhibition of neoangiogenesis [13].

The minority lectin extracted from Artocarpus integrifolia seeds, recently named
ArtinM [14], binds specifically to D-mannose and triggers many biological mechanisms,
such as neutrophil haptotatic migration [15] and mast cell degranulation with cytokines
release [16]. Moreover, ArtinM induces IL-12 p40 in vivo and has a protective Thl
response in Balb/c mice against L. major infection [17]. Although ArtinM induced IFN-y
production, the combination of the lectin with Leishmania amazonensis antigen did not
lead to lesion reduction. However, ArtinM induced dendritic cells (BMDC) maturation
by enhancing the expression of MHC 11, CD80 and CD86. These observations indicate

the modulatory role of plant lectin ArtinM in leishmaniosis vaccination which may be
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related to their action on the initial innate response [18]. ArtinM was described as a
potential immunotherapeutic molecule on the severity of P. brasiliensis infection by
induced higher levels of nitric oxide, IL-12, interferon-y, and tumor necrosis factor-o.
[19]. Although, the authors observed similar levels of IL-10 in the lung homogenates of
the ArtinM-treated compared to non-treated mice [19].

In the present study, we investigated the immune mechanisms activated against
tumor cells, including induction of necrosis, inhibition of neoangiogenesis, immune cell

migration ad cytokine release induced by ArtinM.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Purification of ArtinM

The lectin ArtinM was purified by affinity chromatography as previously
described by Santos-de-Oliveira et al. [20]. The lectin purity was analyzed by sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and protein

concentration was determined by the method of Lowry et al. [21].

2.2 Rats and Tumor cells

Male adult Wistar rats (150-200 g), obtained from the PUCPR, were maintained
under a 12 h light/12 h dark cycle (lights on at 06:00 h), and controlled temperature
conditions (23-18°C), receiving water and food ad libitum. The present study was

approved by the Ethics Committee of PUCPR (Doc. Number: 189). Walker carcinoma
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cells were harvested from ascitic peritoneal fluids of adult male Wistar rats in which the

cells were maintained by serial passage every 5-6 days.

2.3 Volume of the tumor mass

For the evaluation of the antitumor activity, two groups of animals received a
0.2ml subcutaneous injection of Walker tumor cells (5x10° cells/ml) in the left inter-
scapular region. Following, the animals received the intraperitoneal (IP) injection of
ArtinM (50 pg/ml) or only PBS (control group) after 24 h in the premature protocol and
after 7 days in the delayed protocol. The animals (5 from each group and period of time
analyzed) were euthanized with ketamine (Ketalar® Laboratories Parke & Davis) and
xilazin (Xilazina®) 7, 14 and 21 days after the tumor implantation for premature protocol
and 14 and 21 days for delayed protocol. The tumors were removed, weighed and
measured. During laparotomy, the largest (a) and the smallest (b) superficial diameters of
the tumor were measured on the surface of the Walker Carcinoma. The volume from the
extirpated tumor and tumor weight between controls and experimental animals was
calculated according to the formula V=a x b %/2 [22]. After the measurements, the tumors
were fixed in 10% formalin for 24 h and processed by routine histological techniques.
The blood of the animals was collected before the euthanasia for determination of serum

cytokines.

2.4 Analysis of tumor morphology for necrosis and neoangiogenesis

Fixed tissues obtained from the tumors were paraffin embedded, sectioned, and

stained with Hematoxilin-Eosin for analysis of necrosis areas and for the neoangiogenesis
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analysis the count of the number of blood vessels was done in 10 different sections from

tumors.

2.5 Characterization of inflammatory cells in the tumor mass by Immunohistochemistry

For immunohistochemistry, the sections were incubated with anti-CD57, anti-
CD14, anti-CD4 and anti-CD8 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.).
Immunoglobulin conjugated to peroxidase-labeled dextran polymer
(Envision+/Peroxidase, DakoCytomation®) was used as secondary antibody, and liquid
DAB (DakoCytomation®) was used for visualization. The control sections were
incubated without the primary antibody. The image capture was made with microscope
Olympus BX 50 and for morphometric analysis 10 images of 3 tumors of each group

were used on the Image-Pro Plus software (Media Cybernetics).

2.6 Cytokine Quantification (TNF-o and IFN-y)

The serum TNF-a and IFN-y content was measured using ELISA development kit
for Rat TNF-o and Rat IFN-y (PeproTech Inc.,) according to the manufacturer’s

instructions.

2.7 Statistical Analysis

All results are reported as means * Standard Deviation (SD). Analysis of variance

(ANOVA) was used to compare means between treatment groups. Student’s t-test was
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used to determine if the treatment animals was significantly different when compared to

the untreated animals. P values of 0.05 or less were regarded as statistically significance.

3. RESULTS

3.1 ArtinM induces an antitumor activity against Walker-256 tumor cells evidenced by

tumor volume diminishment

In order to investigate if the lectin ArtinM could exert an antitumor activity, we
evaluated the lectin ability to induce the tumor mass size reduction after the treatment.
We observed that the lectin ArtinM is, indeed, efficient against tumor cells growth in
both protocols assayed (Figures 1A and 1B), especially in the delayed group (Figure 1B).
In the premature protocol, the control animals treated only with PBS had the tumor mass
1.5 times larger than the animals that were treated with ArtinM (Figure 1A), although the
tumor mass continued growing gradually in the three periods of time. In the delayed
protocol the tumor reduction was even superior (3 times smaller than the size of control
animals) and, more interestingly, the gradual increase did not happen (Figure 1B). There

was no loss of animals in any of the assays or in any of the groups.

3.2 ArtinM promotes tumor tissue damage (necrosis) and decreased neoangiogenesis

evidenced by morphological analysis

Morphological analysis of tumors obtained from animals that received premature
protocol shows that after 7 days of the treatment with PBS tumor cells begin to organize

in the middle of the extracellular matrix (Figure 2A), a characteristic that persists
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throughout the evaluation of the other periods (14 and 21 days), showing the progression
and establishment of tumor cells (Figures 2B and C, respectively). We can also observe
the increase of the number of blood vessels inside the tumor mass during tumor
progression. On the contrary, in the tumors of animals treated with ArtinM there was a
reduction of the tissue organization, with the less compact cell mass after 7 days of
treatment (Figure 2D). After 14 days of treatment, we can observe that ArtinM induced a
highly toxic environment, since the tumor has larger areas of necrosis, characterized by
anuclear cells, with severe degeneration of the extracellular matrix (Figure 2E). The
tumor progression (21 days after treatment) was similar to 14 days after the treatment.
Tumors from animals treated with PBS were characterized by the tumor organization in
the extracellular matrix (Figure 2C), and this analysis was completely reversed in tumors
from animals treated with ArtinM, which showed necrotic areas and degenerated
extracellular matrix (Figure 4E).

In the delayed protocol, we observed that in animals euthanized 14 and 21 days
after receiving treatment with PBS (Figures 3A and B, respectively), the tumor was richly
vascularized and the cells are displayed in a high degree of organization in the
extracellular matrix. On the other hand, in the tumors of animals treated with ArtinM in
the same period, 14 and 21 days (Figures 3C and D, respectively) we can clearly observe
a poorly vascularized and disorganized tissue with areas of necrosis and loss of integrity

of the components of the extracellular matrix.

In the angiogenesis assay we can observe the gradual increase of new blood
vessels in tumors obtained from control animals (treated with PBS) in both protocols

premature and delayed (Figures 4A and B, respectively). As expected by the morphologic
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analysis, the tumors obtained from animals treated with ArtinM had lower numbers of

blood vessels, mainly in the delayed protocol (Figure 4B).

3.3 ArtinM induces immune cells migration into the tumor mass as evidenced by
immunohistochemistry assays

In the analysis of the immunolabeling for CD14+, we observed a positive labeling
in the tumor mass in both premature and delayed protocols (Figures 5A and B,
respectively), which showed gradual increase of macrophages in the tumor, and when
compared with the control animals, the cells number was over 2 times higher.

The analysis of the immunolabeling for CD57+ showed a positive labeling in both
premature and delayed protocols (Figures 6A and B, respectively), being that the cells
number induced by ArtinM was around 10 times higher, when compared to the control
animals. Although the number of NK cells gradually and significantly decreases during
the periods of time in premature protocol (Figure 6A), the number of NK cells in delayed
was interestingly maintained in both periods of time, and showing that ArtinM was able
to maintain the activation of the immune system stable when injected 7 days after tumor
implantation.

In the analysis of the immunolabeling for CD4+, we also observed a positive
labeling in the tumor mass in both premature and delayed protocols (Figures 7A and B,
respectively). The results showed that while the number of lymphocytes CD4+ decreases,
in the control animals in both protocols, the cells number in the animals treated with
ArtinM was drastically and gradually increase, 3 to 4 times when compared to the control

animals.
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The analysis of the immunolabeling for CD8+ showed a positive labeling in the
tumor mass in both premature and delayed protocols (Figures 8A and B, respectively).
Although the results of the immunolabeling were all quite similar, in the assay for
lymphocytes TCD8+ the results were even more outstanding, since the cells number in
animals treated with ArtinM was 10 to 20 times higher than in the control animals

(Figures 8A and B, respectively).

3.4 ArtinM induces a decrease in the release of TNF- o as evidenced by ELISA assays

Comparing the cytokine quantification of TNF-a in both premature and delayed
protocols (Figures 9A and B, respectively), we observe that the animals treated with the
lectin had lower levels of TNF-a in the serum when compared to the PBS treatment and

higher levels when compared to the control animals, which did not bear a tumor mass.

3.5 ArtinM induces an increase in the release of IFN-y as evidenced by ELISA assays

The results for the IFN-y quantification showed that the lectin ArtinM induced an
IFN-y release in both premature and delayed protocols (Figures 10A and B, respectively).
The level of this cytokine is 1.5 higher in the serum of animals treated with the lectin
when compared with observed in animals treated with PBS. However the level of IFN-y
in negative control animals was much lower than both the control and treated animals,
suggesting the fact that the presence of a tumor naturally induces immune responses, with

consequent release of IFN-y.
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4. DISCUSSION

In this study, the biological effects of the mannose-binding plant lectin ArtinM
were tested on Walker-256 carcinoma cells to evaluate the ability of the
immunomodulatory activity, already described for the lectin, in inducing antitumor
activity. Our results showed the high ability of ArtinM in promoting an antitumor activity
observed by tumor growth decrease mainly 7 days after the tumor inoculation, suggesting
that the lectin activity is most effective when the tumor is already established. This
activity was accompanied by the observation of intense areas of necrosis, in which we
observed many anucleate cells and degenerate extracellular matrix.

Some lectins have already been described as potent antitumor activity inducers,
either through direct binding to tumor cells or systemically through the activation of
immune responses. Abrus abrin, which is a plant lectin that binds specifically to
galactosis, was shown to induce both in vivo [23] and in vitro [24] antitumor properties
through the induction of tumor cell apoptosis. In the in vivo assay the lectin promoted an
inhibition of the growth of different tumor cell lines, including Dalton’s lymphoma,
without damaging healthy cells [23], while in the in vitro assay the lectin induced the
production of cytokines like IL-2, IFN-gamma and TNF-alpha indicating a Thl type of
immune response, an increase in percentage of T and B cell and NK cells activation [24].

In another study, the antitumor effect of the lectin extracted from Abrus abrin was
provided through the diffusion of the protein into the cell membrane, after its binding to
its specific carbohydrate located on the tumor cell surface, and consecutive binding to the
mitochondria, promoting cellular apoptosis [25]. A mannose-binding lectin purified from

Polygonatum odoratum also exerts antitumor activity through cell apoptosis through both

47



death-receptor and mitochondrial apoptotic pathways [26], as well as Parkia glandulosa
and Parkia roxburghii which also induce antitumor activity and bind to mannose [27].

In this study it was observed that ArtinM, which was already shown to be an IL-
12 inducer [17], inhibited neoangiogenesis in the tumor mass. It is known that IL-12 is an
important cytokine for directly affecting inflammatory and angiogenic factors involved in
tumor growth [28]. Gene therapy with IL-12 can inhibit tumor angiogenesis preventing
sarcoma growth [29], since without angiogenesis the tumor mass cannot grow more than
2-3 mm® [30]. IL-12 is also important for increasing NK cells cytotoxicity and for
promoting the increase of the number of these cells inside tumors [31], leading to a Thl
immune response [32]. Importantly, NK cells produce IFN-y [33], which induces
macrophage activation with an increase in tumor antigen presentation and phagocytosis
[34].

The mechanism of antitumor-induced activity of ArtinM is not completely
understood, since we can’t dismiss the lectin direct antitumor activity, ability already
described for many plant lectins. However, in the present study, we can suggest that the
immunomodulatory abilities of this lectin seem to be all closely associated with the
antitumor activity, since intense cellular infiltrate and the increase of the pro-
inflammatory cytokines, like IFN-y and TNF-o were observed. We found that ArtinM
promotes an increase of the migration of important immune cells (macrophages, NK
cells, TCD4+ and TCD8+ lymphocytes) into the tumor tissue. Tumors obtained from
ArtinM treated-animals showed 2 times the cell concentration and a gradual increase of
CD14+ cells, while CD57+ cells was around 10 times higher, when compared to the

control animals. We also observed that the tumors obtained from ArtinM treated-animals
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had the TCD4+ and TCD8+ cell number drastically and gradually increased, 3 to 4 times
and was 10 to 20 times higher, consecutively, when compared to the control animals.
Previous studies have shown that Thl immune response induces a significant lymphocyte
infiltration into the tumor tissue eradicating the tumor via cell immunity and this response
was abolished in the presence of anti-CD4, anti-CD8 or anti-IFN-y antibodies [35].

Antitumor activity also involves both TCD4+ and TCD8+ sensibilization to
tumor-associated antigens. TCD4+ cells, when stimulated by IL-12 are able to transmit
regulatory signals to promote TCD8+ lymphocytes activation, leading to apoptosis and
tumor death [36]. The important antitumor activity role of TCD8+ cells was evidenced by
the fact that mice that were depleted of TCD8+ cells, but not of TCD4+, were not able to
permanently eradicate the tumor. Our results showed a TCD8+ increase in the tumor
obtained from ArtinM treated-animals about 10 to 20 times compared to the control
group. It was also observed that IL-12 induces tumor regression and that this antitumor
activity is mediated by TCD8+ lymphocytes, what was proved with the use of mice
depleted of TCD4+ and TCD8+ lymphocytes [37].

It is not known whether the lectin-carbohydrate binding occurs directly onto
tumor cells surface or systemically, however it is known that ArtinM induces important
biological activities such as neutrophil haptotatic migration [15], mast cell degranulation
with consequent release of cytokines [16], macrophage activation, also with consequent
release of IL-12 p40 [17] and neutrophil activation [38], which can all act in favor of an
antitumor activity. The observation that mice infected with Leishmania major, with a
characteristic Th2 immune response and consequently susceptible to the infection,

restored their specific immunity after administration with ArtinM, which induced the

49



release of IL-12 (Th1l immune response), turning the mice resistant to the infection [17],
leads us to think that the antitumor activity of ArtinM promoted in this study has to do
with systemic activation. This inversion of immune response, from Th2 to Thl, which is
the key to several studies, also promoted protection against Paracoccidioides brasiliensis
infection through IL-12 production, dependent on TRL2 [19].

Interleukin 12 (IL-12) is a heterodimeric cytokine with many functions including
induction of IFN-y by NK cells and generation of Th1l cells producing IFN-y [39]. A lot
of lectins exert an in vitro antitumor effect, such as the Viscum album lectin, which
promotes mitogenesis of tumor-bearing mice lymphocytes, which suppress tumor cells
[40], and the lectin of Agaricus bisporus which is a potent in vitro inhibiter of colon
tumor cells proliferation without being cytotoxic to healthy cells [41].

The lectin of mistletoe (Viscum album), which binds to galactosis, was described
to promote an inhibition of the bladder tumors development in rats [42]. This lectin also
induces NK cells activation, cytokines secretion, such as TNF-a, as well as an increase of
the monocytes/macrophages activity and an increase of T cells number [42,43]. In other
studies, the lectin of mistletoe induced an antitumor activity against melanoma B16 cells,
probably by the induction of IL-12 secretion [7], which promotes macrophages
activation. Due to all these apoptotic and immunomodulatory effects of this lectin, its
extract has been currently used as complementary medication in cancer patients [44].

In vitro antitumor activity has also been previously described for other plant
lectins, such as the WGA, which was shown to augment monocytes/macrophages
cytotoxicity with consequent tumor cell death [45], and to promote intense agglutination

of leukemic cells [46]. The direct cytotoxicity towards tumor cells, observed from
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activated macrophages by tumor-associated antigens, can be beneficial to induce IL-12
secretion and to increase T lymphocytes reaction [47,48]. The negative effect is that
tumor cells are able to release inhibitory cytokines, which induce lower macrophage
infiltration into the tumor mass [49], and the few macrophages present in the tumor tissue
can inhibit T and NK cells response [50, 51].

Oral administration of the cyanobacterium Spirulina (Spirulina platensis) with
BCG, promotes NK cell activation, as well as an increase of IFN-y in the serum of tumor-
bearing mice, leading to a reduction of tumor growth (B16 melanoma cell line) [52].
Together, IFN-y and BCG, were seen to provide an antitumor activity through the
induction of a large number of inflammatory cells inside or surrounding the tumor tissues
[53], and when together with TNF-a it exerts an antitumor activity [54,55], leading to
tumor necrosis, vasculature destruction and consequently the tumor cells’ apoptosis [56].

ArtinM promotes an increase of the release of IFN-y and an inhibition of the
release of TNF-o when compared to the control animals. Studies have shown that high
levels of TNF-a can have an inverse effect promoting tumor metastasis and angiogenesis
[56]. However, between pros and cons, the role of TNF-a appears to be dual due to high
secretion of this cytokine during an inflammatory process. TNF-a was the first agent
described for cancer treatments that enhances the drugs diffusion into the tumor and
destroys angiogenic veins selectively acting as an anti-tumor factor [57]. Lectins as
Viscum album [42] and Gal-9 [58] induced low concentrations of TNF-a secretion as one
of the antitumor effects. However, high levels of this cytokine lead to serious cachexia or
even to septic shock when released systemically, leading to death [59]. The able of the

lectin to inducing secretion of the IL-12 [17], IFN-y and TNF-a (observed in this study),
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combined with increase in the inflammatory cells found into the tumor mass, suggests
that the ArtinM immunomodulatory effect promoted a Thl immune response crucial for
lectin antitumor activity. Moreover, maintaining the levels of IL-10 in animals treated
with ArtinM during the vaccination against P. brasiliensis [19] suggests a control in
modulating pro-inflammatory action of the lectin. Another fructose binding-lectin, DBL

(Del Monte Banana Lectin), also induces the release of cytokines like IFN-y and it also

induces the TNF-a release as antitumor factors [60].

In summary, our study demonstrated that the lectin ArtinM induces significant
antitumor activity, especially when injected seven days after tumor implantation, with
tumor volume decrease and the inhibition of neoangiogenesis. This activity is certainly
the result of immune cells migration and activation, promoted by ArtinM, such as
macrophages, NK cells, TCD4+ and TCD8+ lymphocytes, into the tumor tissue. In
addition, ArtinM induces IFN-y release, a cytokine known to induce a Thl immune
response, and a decrease of the release of TNF-a, which can be damaging when in high
levels. Therefore, these results indicate that ArtinM is a potent immunomodulatory agent
to promote tumor growth failure through tumor cell necrosis, neoangiogenesis inhibition,

extracellular matrix degeneration, inflammatory cells migration and cytokine production.
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Figure 1 — ArtinM induces an antitumor activity against Walker-256 tumor cells
evidenced by tumor mass diminishment. Analysis of the inhibitory effect, induced by
the lectin ArtinM, on the growth of the tumor mass obtained from rats after 7, 14 and 21
days for premature group (A) or 14 and 21 days for delayed group (B) of the IP injection
of ArtinM (50ug/ml) or of PBS (control group) carried through 24 hours after tumor
inoculation. This analysis was based on the comparison with the tumor growth of the

control group in two independent experiments (p<0.05).
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Figure 2 - Photomicrograph for necrosis evaluation of tumors obtained from

Premature Protocol. In A, B and C we observe the tumors obtained following PBS
treatment after 7, 14 and 21days, respectively. In D, E and F we observe the tumors
obtained from animals treatment with ArtinM after 7, 14 and 21days, respectively. There
are areas of necrosis characterized by cells with no nucleus (anucleate - *). We can also
observe the poor vascularization (arrows), as observed in tumors obtained from control

animals. Magnitude 20x.
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Figure 3 - Photomicrograph for necrosis evaluation of tumors obtained from
Delayed Protocol. In A and B we observe the tumors obtained following PBS treatment
after 14 and 21days, respectively. In C and D we observe the tumors obtained from
animals treatment with ArtinM after 14 and 21days, respectively. There are areas of
necrosis characterized by cells with no nucleus (anucleate - *). We can also observe the
poor vascularization (arrows), as observed in tumors obtained from control animals.

Magnitude 20x.
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Figure 4 — Quantification of tumor neoangiogenesis by the count of blood vessels.

The count was done in 10 different sections from tumors and there is a gradual increase

of new blood vessels in tumors obtained from control animals (treated with PBS) in both

Premature (A) and Delayed (B) Protocols. Results are expressed as means + SD for 2

independent experiments (p < 0.05).

64



7000
7000 BPES mPBS
BEArtinM @ ArtinM
6000 o 6000
s )
2 s}
Y 5000 &, 5000
g g
& ]
® £
E £
S 3000 £ 3000 -
2 °
T 5
E 2000 E 2000 -
1000 A 1000
0 0 4
A 7 days 14 days 21days B 14 days 21days

Figure 5 — Animals treated with ArtinM present increase of number of the CD14+
cells into the tumor mass in both Premature (A) and Delayed (b) Protocols. The
tissues were observed and the image capture was made with optical microscope
(Olympus BX-50) after immunohistochemistry. For morphometric analysis of the

positive cells was used the Image-Pro Plus (Media Cybernetics) software (p<0.05).
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Figure 6 — Animals treated with ArtinM present increase of number of the NK cells
(CD57+) into the tumor mass in both Premature (A) and Delayed (b) Protocols. The
tissues were observed and the image capture was made with optical microscope
(Olympus BX-50) after immunohistochemistry. For morphometric analysis of the

positive cells was used the Image-Pro Plus (Media Cybernetics) software (p<0.05).
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Figure 7 — Animals treated with ArtinM present increase of number of the TCD4+
cells into the tumor mass in both Premature (A) and Delayed (b) Protocols. The
tissues were observed and the image capture was made with optical microscope
(Olympus BX-50) after immunohistochemistry. For morphometric analysis of the

positive cells was used the Image-Pro Plus (Media Cybernetics) software (p<0.05).
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Figure 8 — Animals treated with ArtinM present increase of number of the TCD8+
cells into the tumor mass in both Premature (A) and Delayed (B) Protocols. The
tissues were observed and the image capture was made with optical microscope
(Olympus BX-50) after immunohistochemistry. For morphometric analysis of the

positive cells was used the Image-Pro Plus (Media Cybernetics) software (p<0.05).
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Figure 9 — ArtinM induces an increase in the animal serum TNF-a levels in both

Premature (A) and Delayed Protocols (B). Results are expressed as means + SD for 2

independent experiments (p < 0.05).
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Figure 10 — ArtinM induces an increase in the animal serum

IFN-y levels in both

Premature (A) and Delayed Protocols (B). Results are expressed as means + SD for 2

independent experiments (p < 0.05).
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4. CONCLUSAO

A lectina vegetal ArtinM exerce atividade antitumoral contra células do
Carcinoma de Walker-256, tanto com o tratamento precoce quanto com o
tratamento tardio, o que foi evidenciado pela diminuicdo da massa tumoral em
animais tratados com a lectina. Esse efeito antitumoral, que foi mais acentuado
no tratamento tardio, provavelmente é devido a alguns mecanismos ativados

pela lectina como:

1- Inducgéo da necrose no tecido tumoral.

2 - Inibicdo da neoangiogénese na massa tumoral.

3 - Inducédo da migracdo de células inflamatdrias como macréfagos, células NK,
linfocitos T CD4+ e linfocitos T CD8+ para o interior da massa tumoral.

4 - Inducao da liberacéo das citocinas IFN-y e TNF-a.
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