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INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido muito utilizados na medicina popular
para tratamento de doencas em humanos ou outros animais (PANG
et al., 2014). Como consequéncia, a utilizacdo popular desses
produtos tem aumentado o interesse cientifico que visa a
comprovacao da sua eficacia e seguranca, bem como a substituicdo
de farmacos de elevada toxicidade e custo utilizados atualmente.
As plantas sao importantes fontes de produtos naturais cuja
utilizagdo popular é amplamente difundida. Suas propriedades
medicinais tém sido atribuidas a produtos do seu metabolismo
primario ou secundario (RATES, 2001; GARCIA et al., 2009). Dentre
esses produtos biologicamente ativos, destacam-se as lectinas,
proteinas amplamente encontradas na natureza e descritas em
microrganismos, plantas e animais.

As lectinas compdem uma classe diversificada de proteinas com
afinidade por carboidratos livres ou conjugados, cuja expressao
nao esta ligada a uma reacdo do sistema imune e cujo potencial
farmacoldgico tem sido fortemente explorado (PROCOPIO et al.,
2017). As lactinas apresentam pelo menos um dominio nao
catalitico de reconhecimento de caroidratos (CDR; carohydrate-
recognizing domain), apresentando a capacidade de se ligar a
aclcares de forma reversivel e com alta especificidade. A
especificidade da lectina é determinada pelo arranjo espacial
decorrente da conformagao dos aminoacidos que compdem o CRD e
daqueles aminoacidos na sua microvizinhanga (PROCOPIO et al.,
2017). Adicionalmente, ions metalicos podem ser requeridos para o
correto posicionamento do carboidrato a ser ligado (PAIVA et al.,
2010). A ligacao entre os CRDs das lectinas e carboidratos simples
(monossacarideos e dissacarideos) ou complexos (polissacarideos,
glicoproteinas e glicolipidios) ocorre através de ligagbes fracas,
incluindo pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals e
interagdes hidrofobicas (PROCOPIO et al., 2017)

Tumores malignos, também referidos como neoplasmas ou
canceres, resultam de uma rapida multiplicacdo de células
anormais que podem invadir os tecidos adjacentes e se espalhar
para outros orgaos, causando as metastases. Os tumores malignos
representam um grave problema de salde publica, pois estima-se
que 9,6 milhdes de pessoas morreram em decorréncia das
complicagdes do cancer em 2018 (OMS, 2018).

Em vegetais, as lectinas podem ser extraidas de diferentes partes
como folhas, flores, sementes, raizes, caule (cerne ou casca) e tém
demonstrado possuir uma variedade de atividades bioldgicas
incluindo atividade antitumoral, anti-inflamatoria, anticoagulante,

hipoglicémica, entre outras (BRUSTEIN et al., 2012; ALBUQUERQUE
et al., 2014).

Durante o desenvolvimento embrionario dos vertebrados, o sistema
cardiovascular é um dos primeiros sistemas funcionais a se
desenvolver, sendo formado por uma complexa rede de artérias,
veias, capilares e vasos linfaticos. Este sistema vai atuar no
transporte de gases, nutrientes, e metabdlitos por todo o corpo e
desempenha um importante papel na regulacao da homeostasia do
embridao em desenvolvimento (DIAS et al., 2002; CARMELIET, 2003;
CZIROK & LITTLE, 2012). Os constituintes basicos do sistema
vascular sanguineo desenvolvem-se a partir da membrana do saco
vitelinico (MSV), incluindo as células endoteliais e as sanguineas
(globulo brancos e globulos vermelhos) que sao diferenciadas
respectivamente a partir das células angioblasticas e
hematopoiéticas. Na MSV também se formam células tronco
muitipotentes e o préprio hemangioblasto, precursor comum para
estas células, que se formam durante a vasculogénese. Os
hemangioblastos migram em direcao ao espaco entre o epiblasto e
o hipolasto, chegando ao mesoderma lateral do saco vitelinico
(SV), onde irdo se agrupar formando ilhotas sanguineas (KENNEDY
et al., 2007; WENG & SHENG, 2014; LI et al., 2014).

A formacdo das ilhotas sanguineas e posteriormente dos plexos
vasculares primarios, se da a partir dos hemangioblastos, em um
processo chamado de vasculogénese, que é a formacdo de novos
vasos sanguineos (CZIROK & LITTLE, 2012; LIU et al., 2014).
Diferente da vasculogénese, a angiogénese esta relacionada ao
brotamento de novos vasos a partir dos vasos sanguineos
preexistentes. A angiogénese aumenta o suprimento sanguineo
para os tecidos, resultando no surgimento de microvasos e até
reparo de feridas, sendo de suma importancia para o tratamento
de feridas, doencas cardiovasculares, diabetes, cancer, obesidade,
entre outras patologias (OTROCK et al., 2007). A angiogénese é um
dos mais importantes fatores necessarios para o desenvolvimento
de células tumorais, fornecendo oxigénio e nutrientes, além de
remover dioxido de carbono (CO2) (ZHANG, et al., 2018).

Coturnix japonica (Figura 3A), popularmente conhecida como
codorna japonesa, pertence a familia Fasianidae. A espécie é
organizada em dois grupos principais, as codornas comerciais e as
experimentais. A codorna japonesa apresenta uma grande
rusticidade, se adaptando a regides com climas adversos, quente
ou frio, tendo como condicao ideal de conforto temperaturas entre
21 a 25° C (ALBINO & NEME, 1998). O desenvolvimento morfologico
dos embrides de codorna se da de forma bastante rapida. No
primeiro dia de incubacao, se inicia o crescimento dos primordios
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da traquéia, no segundo dia os primordios dos vasos sanguineos
comecam a aparecer na superficie do ovo, e é possivel visualizar
sangue na regiao central ou em torno do blastoderma. Ja no
terceiro dia surge o globo ocular e é possivel visualizar o embriao
(BAl et al., 2016).

0 saco vitelinico (SV) é uma membrana extraembrionaria
encontrada em todos os vertebrados, sendo rapidamente
substituida pela placenta. Apresentando fungdes imunologicas,
hematopoiética, secretora, nutricional, e metabdlica. Diferente
dos mamiferos a membrana do saco vitelinico (MSV) de aves
permanece durante toda sua embriologica (SPEAKE et al., 1998;
HYTTEL, et al., 2010).

A geometria fractal ou geometria da natureza é utilizada
corriqueiramente para descricao de formas irregulares enconradas
na natureza, como a rede vascular sanguinea, por exemplo
(MANDELBROT, 1991). Deentre os métodos de andlise fractal
destecam-se a Dimensao de conagem por caixas Dcc e Dimensao de
Informacdo Dinf. Na Dcc o objeto é coberto por uma grade
formada por um nimero de caixas, esse procedimento é repetido
varias vezes com varias grades contendo um nimero maior de
caixas em cada etapa. Na dimensao de informacao Dinf, a imagem
também é coberta por varias caixas de diferentes tamanhos, no
entanto a contagem é realizada com base na probabilidade de
ocupacdo das caixas pelo objeto fractal. O procedimento é
repetido 34 vezes com varias grades contendo, a cada etapa, um
numero maior de caixas N(r) a medida que os lados de caixas r vao
reduzindo seu tamanho (COSTA et al., 2013).

Atualmente sdo conhecidos varios tipos de canceres sdao muitas
vezes referidos também como tumores malignos ou neoplasias.
Uma caracteristica comum aos diversos tipos de cancer é o rapido
surgimento de células anormais que se multiplicam
desordenadamente e crescem para além dos seus limites normais,
podendo invadir regides adjacentes do corpo e se espalhar para
outros orgdos. Este é o processo conhecido como metastase, a
principal causa de morte por cancer (Organizacdo Mundial de
Salde, 2018). Por ser uma doenca multifatorial o tratamento dos
varios tipos de cancer apresenta sérias limitagdes, incluindo o
desenvolvimento de resisténcia medicamentosa pelo paciente e a
alta citotoxicidade para células normais, acarretando em severos
efeitos colaterais, podendo ocasionar a morte de importantes
células de defesa como monodcitos, neutrofilos e linfocitos
(MICHELLE et al., 2012; HOLOHAN, et al., 2013; LIU et al., 2013).
As lectinas podem atuar como agente antitumoral por possuirem a
capacidade de ligacdo a carboidratos de forma especifica e através
de dominio proprio, o CDR. A especificidade dessa interacao é
favorecida pela reconhecida expressao alterada de carboidratos da
superficie das células tumorais em relagdo aquela observada em
células nao transformadas. Nesse sentido, o perfil das lectinas tem
sido estudado no que tange novas abordagens terapéuticas de
tumores (COELHO et al., 2017).

Conhecida popularmente no Brasil por aroeira, aroeira-da-praia,
aroeira-vermelha, entre outros, a Schinus terebintifolia Raddi é
uma planta de porte variado, podendo ser encontrada nos portes
arboreo ou arbustivo, que pertence a familia Anacardiaceae. S.
terebinthifolia é amplamente utilizada na medicina popular e
possui principios ativos potentes para producdo de diversos
farmacos. Possui efeitos benéficos por via oral e tdpica e, a isto se
deve a necessidade de identificacao e caracterizacao de seus reais
efeitos terapéuticos e toxicoldgicos em vias de administracdo
invasivas (FALCAO et al., 2015). Suas folhas sdo popularmente
utilizadas para cicatrizacdo de feridas, para combater candidiase
em criancas, e para produzir infusbes que se acredita terem
propriedades anti-reumatcas (BALBACHAS, 1959). Alguns dos
compostos das folhas de S. terebinthifolia com atividades
bioldgicas comprovadas sdo terpenos, os quais induzem apoptose
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em melanoma e protegem contra metastase (MATSUO et al., 2011).
O extrato de folhas atrasou o desenvolvimento das larvas e
promoveu intensa desorganizacdo do epitélio intestinal, incluindo
deformacdo e hipertrofia das células, desorganizacdo das
microvilosidades e vacuolizacdo do citoplasma, afetando as células
digestivas, enteroenddcrinas regenerativas e proliferativas.

Este trabalho relata os efeitos da lectina de folhas de Schinus
terebinthifolia Raddi (StelLL) sobre a formacao de novos vasos
sanguineos em modelo experimental de membrana do saco
vielinico (MSV) de Coturnix japonica.

MATERIAIS E METODOS

0 acesso ao material vegetal foi registrado so o nUmero de acesso
(A04F306) no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
do Conhecimento Tradicional (SisGen). A lectina StelLL foi isolada
usando o procedimento previamente relatado por Gomes et al.
(2013). As folhas de S. terebinthifolia foram coletadas na cidade de
Recife (Pernambuco, Brasil) e secas ao ar a 28 ° C por 15 dias. As
folhas secas foram trituradas e a farinha (10 g) foi misturada com
NaCl 0,15 M (100 mL) durante 16 h a 28 °C sob agitacdo magnética.
Apos filtragao através de gaze e centrifugacdo (12.000 x g, 15 min,
4 ° C) o sobrenadante claro foi coletado e correspondeu ao extrato
da folha. Em seguida, o extrato da folha foi carregado em uma
coluna de quitina (Sigma-Aldrich, EUA) (7,5 x 1,5 cm) equilibrada
com NaCl 0,15 M. A eluicao de StellL foi realizada com 1,0 M de
acido acético (LOWRY et al., 1951).

A atividade hemaglutinante (AH) de StellL foi determinada com o
objetivo de verificar se seu dominio de reconhecimento de
carboidratos estava preservado. A coleta de eritrocitos foi
aprovada pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade
Federal de Pernambuco, UFPE (processo 23076.033782 / 2015-70).
0 ensaio de AH foi realizado em placas de microtitulacdo de acordo
com Procopio et al. (2017), usando uma suspenséao (2,5%, v/v) de
eritrocitos de coelho tratados com glutaraldeido (Bing et al., 1967)
em NaCl 0,15 M. O AH correspondeu ao reciproco da maior diluicao
de StelL capaz de promover a aglutinacdo total dos eritrocitos. O
AH especifico foi definidlo como a razdo entre o AH e a
concentracao de proteina (mg / mL).

Em seguida, os ensaios in vivo foram realizados de acordo com
Costa et al. (2013), utilizando uma incubadora (Chocmaster,
Parana, Brasil) montada no Laboratorio de Biofisica Teorica-
Experimental e Computacional (LABTEC) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). O aparelho foi utilizado para
permitir o desenvolvimento dos embrides de C. japonica sob
temperatura e umidade controladas (37,5 ° C e 60%,
respectivamente). A temperatura foi controlada através de uma
resisténcia monitorada por um termostato e medida através de um
termometro acoplado a incubadora. A experimentacao com os
embrides foi aprovada pelo Comité de Etica em Uso Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE (processo
23082.008841 / 2016; licenca 067/2016). Foram utilizados 150 ovos
de C. japonica fertilizados, com aproximadamente dois dias,
obtidos da Estacao Experimental de Pequenas Animais da UFRPE
(Carpina, Pernambuco).

Os ovos foram distribuidos randomicamente em 03 grupos,
contendo 30 ovos cada (G1 - grupo controle; G2 - grupo tratado
com StelLL 0,65 mg/mL; G3- grupo tratado com StelLL - 1,35
mg/mL) e mantidos na incubadora por 72 h para formacao da
membrana do saco vitelino.

Ap0s as primeiras 48 h, cortes (janelas) foram realizados nas cascas
dos ovos (colocar as dimensdes), a fim de permitir o acesso a
membrana do saco vitelino, sendo removidos 2,5 mL de albumen
(Kirchner et al., 1996). Os tratamentos foram administrados usando
discos de metilcelulose dispostos em contato com a membrana do
saco vitelino através das janelas feitas nas cascas dos ovos. Os
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discos foram preparados de acordo com Dias et al. (2008a) com
uma aliquota de 10 pL de uma solucdo de metilcelulose (10
mg/ml). Para os grupos tratados com Stell, os discos foram
embebidos com solucao de lectina (6,5 pL) a 0,65 ou 1,35 mg/mL,
enquanto o grupo controle recebeu discos embebidos em NaCl 0,15
M. Apos completar 72 h de incubacao, imagens da rede vascular
das membranas do saco vitelino foram capturadas através de uma
camera digital (Sony DSC-W130 de 8.1 megapixels) e transferidas
para um computador para posterior analise das dimensdes fractais.
As imagens das membranas do saco vitelino foram segmentadas
para analise da geometria fractal de sua rede vascular. A
segmentacao da imagem foi redimensionada no programa Microsoft
Paint, onde a rede vascular foi coberta usando o icone do pincel.
Foi realizada a esqueletizacdo das imagens, um tipo de
segmentacdo que confere uma Unica dimensdao a toda a rede
vascular, desconsiderando os diferentes tamanhos de vasos. Para
determinar a atividade de StelL foram utilizadas duas analises, a
dimensao de contagem por caixas (Dcc) e dimensao de informacao
(Dinf).

A andlise da dimensdao de contagem de caixas foi realizada de
acordo com Costa et al. (2013). Onde o objeto foi coberto por uma
grade formada por um nUmero de caixas N (r). As caixas
(dimensées de r x r) continham pelo menos um ponto do objeto
fractal. O procedimento foi repetido com varias grades contendo,
em cada etapa, um ndmero maior de caixas N (r) enquanto o
tamanho dos lados das caixas r estavam reduzindo.
Posteriormente, um grafico logaritmo duplo de N (r) foi plotado
como uma funcao dos lados das caixas r. A dimensao de contagem
por caixas correspondia a inclinacdo do grafico de logaritmo duplo
de N (r) x r com sinal invertido.

Na dimenséo de informacao, a imagem foi coberta por varias caixas
com tamanhos diferentes; entretanto, a contagem foi realizada
com base na probabilidade de ocupacao das caixas pelo objeto
fractal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A StelL foi capaz de aglutinar eritrocitos com alta atividade
hemaglutinante especifica (18,161), este dado corrobora com
aqueles publicados por Gomes et al. (2013) e Procépio e al. (2017).
Devido a conhecida importancia dos processos de angiogénese /
vasculogénese para o progresso do cancer, nos perguntamos se a
formacao da rede vascular na regiao do tumor. Com isso
observamos que a analise fractal da MSV através dos métodos de
dimensao de contagem por caixas e dimensao de informacao
revelou que o tratamento com StellL a 1,35 mg/mL foi capaz de
reduzir significativamente (p = 0,004) a angiogénese (Figura 1). Em
contra partida, na concenracao de 0,65mg/mL, StelLL nao causou
alteracao significativa no padrdao de angiogénese da MSV de C.
Jjaponica em relacao ao grupo controle.
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Figura 1. Efeito de StelL sobre a angiogénese em MSV de ovos de C. japonica; Foi
realizada analise fractal pelos métodos de A - dimensao de contagem por caixas (Dcc); e
B - Dimensao de Informacao (Dinf).
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Nossos resultados corroboram com os encontrados por Castanheira
et al. (2017), onde foi demonstrado que a lectina isolada de
Bothrops pauloensis inibiu a angiogénese em um ensaio em
Matrigel através da estimulacdo do fator de crescimento de
fibrolastos (bFGF). Shivamadu et al. (2017) observou em seus
estudos que a lectina isolada de frutos de Praecitrullus fistulosus
também reduziu a angiogénese in vivo quando aplicada em
camundongos com ascite de Ehrlich (EAC), através da inibicao do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é um fator
essencial para o desenvolvimento de novos vasos sanguineos, e
consequentemente para o desenvolviemento e crescimento de
tumores. A lectina isolada do tuérculo da Remusatia vivipara, foi
capaz de inibir a angiogénese e vasulogénese da Membrana
Corioalantdide (MCA) de ovos de galinha, como efeito sinérgico
também promoveu a diminuido da densidade dos novos vasos
formados (SINDHURA at al., 2017).

CONCLUSOES

A partir dos resultads encontrados podemos concluir que StelLL
(1,35 mg/ML) é um agente antiangiogénico, uma vez que inibiu a
formacdo de novos vasos sanguineos em MSV de ovos de C.
japonica.
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