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RESUMO 

 

Lectinas, proteínas que reconhecem carboidratos, têm sido relatadas como 
potenciais agentes imunomoduladores e antiangiogênicos. O câncer, 
importante problema de saúde pública, é um exemplo de doença cujo 
progresso está associado aos processos de inflamação e angiogênese. A alta 
toxicidade dos agentes quimioterápicos atualmente disponíveis tem estimulado 
a busca por novos compostos que sejam menos tóxicos e mais eficazes no 
tratamento de tumores. Folhas de Schinus terebinthifolia Raddi 
(Anacardiaceae), a aroeira vermelha, contém uma lectina (SteLL) 
antimicrobiana. A presente Tese avaliou os efeitos de SteLL na viabilidade de 
esplenócitos de camundongos e sua capacidade de alterar a produção de 
citocinas e óxido nítrico por essas células. O efeito da lectina no processo de 
angiogênese utilizando como modelo embriões de Coturnix japonica foi 
também investigado. SteLL não foi tóxica para os esplenócitos até a 
concentração de 50 µg/mL, uma vez que não foi observada indução de 
apoptose ou necrose em relação ao controle. Não foi detectada alteração 
significativa nos níveis de espécies reativas de oxigênio citosólicas e 
mitocondriais e nos níveis de cálcio citosólico em presença de SteLL (12,5 
µg/mL); dados que corroboram com a ausência de citotoxicidade. Por outro 
lado, uma pequena redução no potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) foi 
registrada. O tratamento dos esplenócitos com SteLL (12,5 µg/mL) resultou em 
aumento na liberação das citocinas IL-17A, TNF-α, IFN-γ, IL-4 e IL-2, indicando 
uma resposta predominantemente pró-inflamatória (Th1 e Th17). Foi detectada 
ainda uma pequena redução na produção de óxido nítrico. A análise pelos 
métodos da Contagem por Caixas e Dimensão de Informação revelou que 
SteLL (1,35 mg/ml) é um agente anti-angiogênico, uma vez que inibe a 
formação de novos vasos sanguíneos a partir de outros pré-existentes. O 
tratamento com a lectina também provocou a redução do percentual de 
comprimento cefálico dos embriões de C. japonica, bem como de sua área total 
e de seu perímetro, indicando alterações morfológicas que corroboram o efeito 
antiangiogênico. Em conclusão, SteLL apresentou ação imunomoduladora e 
interferiu na neovascularização de embriões de C. japonica. Estes resultados 
estimulam futuras investigações desta lectina como um agente terapêutico para 
atuar em condições patológicas que envolvam os processos de inflamação e 
angiogênese, tais como o câncer. 

 

Palavras-chave: Angiogênese, Schinus terebinthifolia, SteLL, citocinas, 

imunomodulação, vasculogênese. 
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ABSTRACT 

 

Lectins, proteins that recognize carbohydrates, have been reported as potential 
immunomodulatory and antiangiogenic agents. Cancer, an important public 
health problem, is an example of a disease whose progress is associated with 
the processes of inflammation and angiogenesis. The high toxicity of currently 
available chemotherapeutic agents has stimulated the search for new 
compounds that are less toxic and more effective in treating tumors. Leaves of 
Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae), the Brazilian peppertree, 
contains an antimicrobial lectin (SteLL). The present Thesis evaluated the 
effects of SteLL on the viability of mouse splenocytes and their ability to alter 
the production of cytokines and nitric oxide by these cells. The effect of the 
lectin on the angiogenesis process using as a model the Coturnix japonica 
embryos was also investigated. SteLL was not toxic to the splenocytes up to the 
concentration of 50 μg/mL, since no induction of apoptosis or necrosis was 
observed regarding the control. No significant changes were detected in the 
levels of cytosolic and mitochondrial oxygen reactive species and in the level of 
cytosolic calcium in the presence of SteLL (12.5 μg/mL); data that corroborate 
with the absence of cytotoxicity. On the other hand, a slight reduction in 
mitochondrial membrane potential (ΔΨm) was recorded. Treatment of 
splenocytes with SteLL (12.5 μg/mL) resulted in increased release of IL-17A, 
TNF-α, IFN-γ, IL-4 and IL-2 cytokines, indicating a predominantly 
proinflammatory response (Th1 and Th17). A small reduction in the nitric oxide 
production was also detected. Analysis by the Box Counting and Information 
Dimension methods revealed that SteLL (1.35 mg/mL) is an anti-angiogenic 
agent, since it inhibits the formation of new blood vessels from other pre-
existing ones. The treatment with the lectin also reduced the percentage of 
cephalic length of C. japonica embryos, as well as their total area and 
perimeter, indicating morphological changes that corroborate the antiangiogenic 
effect. In conclusion, SteLL presented immunomodulatory action and interfered 
in the neovascularization of C. japonica embryos. These results stimulate future 
investigations of this lectin as a therapeutic agent to act in pathological 
conditions that involve the processes of inflammation and angiogenesis, such 
as cancer. 

 

Key words: Angiogenesis, Schinus terebinthifolia, SteLL, cytocines, 
immunomodulation, vasculogenesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os produtos naturais têm sido muito utilizados na medicina popular para 

tratamento de várias doenças em humanos ou outros animais desde os 

primórdios da humanidade (PANG et al., 2014). A utilização popular desses 

produtos aumenta o interesse científico visando a comprovação da sua eficácia 

e segurança, bem como a substituição de fármacos de elevada toxicidade e 

custo utilizados atualmente. Essa comprovação resulta no desenvolvimento de 

tecnologias para disponibilização desses produtos como medicamentos. E 

assim os produtos naturais movimentam fatia considerável do mercado de 

fármacos, o que estimula a busca pela compreensão mais apurada de suas 

propriedades químicas e de suas funções com vista em aplicações 

farmacológicas (KHAN, 2018).  

As plantas são importantes fontes de produtos naturais cuja utilização 

popular é amplamente difundida. Suas propriedades medicinais têm sido 

atribuídas a produtos do seu metabolismo primário ou secundário 

(KOROLKOVAS, 1996; RATES, 2001; GARCIA et al., 2009). Dentre esses 

produtos biologicamente ativos, destacam-se as lectinas, proteínas 

amplamente encontradas na natureza e descritas em microrganismos, plantas 

e animais. Elas reconhecem carboidratos e sua ligação a glicoconjugados 

presentes em superfícies celulares resulta em uma gama de propriedades 

biológicas (DIAS et al., 2015).  

O câncer é uma grande preocupação em saúde pública no cenário 

mundial, sendo estimadas cerca de 9,6 milhões de mortes por câncer em 2018, 

o que o coloca como a segunda principal causa de morte no mundo (OMS, 

2018). Os processos inflamatórios contribuem para a iniciação e aumento da 

proliferação celular desordenada que caracteriza a doença, podendo evoluir 

para formação e crescimento tumoral. Em outras palavras, os processos 

inflamatórios fornecem as condições ideais para o crescimento da massa 

tumoral, que também pode estar associado a infecções microbianas ou 

doenças autoimunes (MANTOVANI, 2018). A angiogênese é um evento 

necessário ao crescimento de tumores sólidos, que garante o suprimento de 

oxigênio, nutrientes essenciais e vários fatores de crescimento necessários 
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para a proliferação de células cancerígenas e para a formação de metástases 

(RONCA et al., 2017).  

Os efeitos adversos e complicações associados aos agentes 

quimioterápicos atualmente disponíveis representam as limitações dos 

tratamentos anticâncer convencionais (SHIVAMADHU et al., 2017). Nesse 

sentido, novos agentes que apresentem capacidade de modular a atividade do 

sistema imune e/ou interferir no processo de angiogênese podem ser 

potenciais agentes antitumorais. 

Há relatos na literatura que lectinas vegetais podem apresentar atividade 

antitumoral, inclusive in vivo, sendo indicadas como potenciais agentes 

terapêuticos contra o câncer (YAU et al., 2015; SINGH et al., 2016). Também 

tem sido amplamente reportado que as lectinas podem exercer efeito 

imunomodulador, o qual está relacionado com a interação com porções de 

glicano da superfície das células imunitárias (MACIEL et al., 2004; 

CORIOLANO et al., 2018). Essa interação pode desencadear a produção de 

mediadores inflamatórios (fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas) no 

microambiente tumoral e contribuir, dependendo do estágio da vigilância 

imunológica, para a referida inibição da tumorigênese (SOUZA et al., 2013). 

Relatos recentes de lectinas que apresentam efeito antiangiogênico também 

podem ser encontrados. Este efeito tem sido relacionado com a inibição de 

metaloproteinases e pode resultar em redução drástica na neovasculatura 

tumoral (SHIVAMADHU et al., 2017). 

A ação imunomoduladora das lectinas vegetais pode resultar na sua 

capacidade de modificar positivamente a resposta imune sob certas condições 

patológicas além do câncer (BRITO et al., 2017), incluindo infecções por 

microrganismos e doenças do sistema imune como a diabetes tipo 1, artrite 

reumatoide, psoríase ou artrite psoriática, esclerose múltipla, lúpus eritematoso 

sistêmico, doença inflamatória intestinal, doença de Addison, anemia 

perniciosa, doença celíaca, dentre outras. 

Schinus terebinthfolia Raddi (Anacardiaceae), a pimenta rosa, é uma 

planta medicinal cujas folhas são muito utilizadas, em especial no Brasil, para o 

tratamento e reparo tecidual de feridas na pele. Também são bastante 

utilizadas infusões das folhas para tratamento de infecções respiratórias, do 

trato digestivo e urinário, bem como no reumatismo e candidíase oral (RIBAS et 
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al., 2006; LINDENMAIER, 2008). As folhas dessa planta contêm uma lectina 

(SteLL) ligadora de quitina termoestável, resistente à variação de pH na faixa 

de 5,0 a 8,0 e tóxica para microorganismos de importância médica (GOMES et 

al., 2013).  

A presente Tese foi norteada pela hipótese que SteLL pode representar 

um novo bioproduto base para formulação de novos medicamentos ou atuar 

como adjuvante em estratégias terapêuticas para tratamento de condições 

patológicas que envolvam processos de inflamação e angiogênese. Este 

trabalho avaliou os efeitos de SteLL na viabilidade de esplenócitos de 

camundongos e sua capacidade de alterar a produção de citocinas e óxido 

nítrico (atividade imunomoduladora) por essas células. O efeito da lectina no 

processo de angiogênese utilizando como modelo embriões de Coturnix 

japonica foi também investigado. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Lectinas 

  

 Lectinas são uma classe diversificada de proteínas ou glicoproteínas 

com afinidade por carboidratos livres ou conjugados, cuja expressão não está 

ligada a uma reação do sistema imune. Essas proteínas possuem pelo menos 

um domínio não catalítico de reconhecimento de carboidratos (CRD; do inglês 

carbohydrate-recognizing domain), o qual tem a propriedade de ligar açúcares 

de forma reversível e com alta especificidade, sem modificar a estrutura 

covalente do ligante (MACEDO et al., 2015; PROCÓPIO et al., 2017).  

A especificidade da lectina é determinada pelo arranjo espacial 

decorrente da conformação dos aminoácidos que compõem o CRD e daqueles 

aminoácidos na sua microvizinhança (PROCÓPIO et al., 2017). 

Adicionalmente, íons metálicos podem ser requeridos para o correto 

posicionamento do carboidrato a ser ligado (PAIVA et al., 2010). A ligação 

entre os CRDs das lectinas e carboidratos simples (monossacarídeos e 

dissacarídeos) ou complexos (polissacarídeos, glicoproteínas e glicolipídios) 

ocorre através de ligações fracas, incluindo pontes de hidrogênio, forças de van 

der Waals e interações hidrofóbicas (PROCÓPIO et al., 2017). 

As lectinas, quando possuem em sua molécula pelo menos dois CRDs, 

podem ser detectadas através de um ensaio simples, utilizando eritrócitos 

humanos ou de outros animais, que tem como fundamento a capacidade 

dessas proteínas em reconhecer carboidratos da superfície de células e causar 

sua aglutinação. A ligação cruzada entre as moléculas de lectina e os 

carboidratos da superfície de diferentes eritrócitos forma uma malha ou rede de 

aglutinação (LIMA et al., 2018), como representado na Figura 1A. Contudo, 

outros compostos que eventualmente estão presentes em amostras vegetais, 

como os taninos, podem causar dispersão dos eritrócitos ou hemólise, 

acarretando em um resultado falso positivo para a hemaglutinação. Nesse 

sentido, para confirmar a atividade de lectina, realiza-se o ensaio de inibição da 

atividade hemaglutinante em presença de uma solução concentrada de 

carboidratos livres ou conjugados (figura 1B). Neste ensaio, os carboidratos 

ocupam os CRDs na molécula de lectina inibindo a aglutinação dos eritrócitos 
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(PAIVA et al., 2012). Adicionalmente, este ensaio de inibição da atividade 

hemaglutinante define a especificidade de ligação da lectina. 

 

 

 

 

Figura 1. Ensaio de atividade hemaglutinante utilizando eritrócitos humanos ou de outros 

animais, empregado para detecção da presença de lectinas (A). Ensaio de inibição da atividade 

hemaglutinante realizado em presença de carboidratos livres ou conjugados (B). Fonte: Lima et 

al. (2018). 

 

 Em vegetais, as lectinas podem ser extraídas de diferentes partes como 

folhas, flores, sementes, raízes, caule (cerne ou casca) e têm demonstrado 

possuir uma variedade de atividades biológicas incluindo atividade antitumoral, 

anti-inflamatória, anticoagulante, hipoglicêmica, entre outras (BRUSTEIN et al, 

2012; ALBUQUERQUE et al, 2014).  

 

2.2 O sistema imunológico 

 

O sistema imune é responsável por combater microorganismos 

invasores, remover células mortas e renovar estruturas, bem como é ativo 

contra células alteradas que surgem como resultado de mitoses anormais e, se 

não forem destruídas, podem dar origem a tumores. O sistema de defesa 

humano constituído de três níveis: o primeiro é formado pelas barreiras 

anatômicas e fisiológicas; o segundo nível pela imunidade inata; o terceiro e 

último pela imunidade adaptativa (DEMPSEY et al., 2003; TURVEY & BROIDE, 

2010; SCHENTEN & MEDZHITOV, 2011). 
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 As barreiras anatômicas e fisiológicas do corpo humano constituem a 

primeira linha de defesa do organismo contra os patógenos, tendo como 

principais elementos a pele saudável, movimentos protetores como espirro, e o 

baixo pH estomacal (TURVEY & BROIDE, 2010). A imunidade inata vai 

aumentar a proteção do organismo, ocorrendo através da identificação de 

padrões moleculares associados a patógenos invariantes, atuando nos 

componentes microbianos conservados que são compartilhados por grandes 

grupos de patógenos. A sua velocidade de ação é uma das características 

marcantes da imunidade inata. Após alguns minutos de exposição ao 

patógeno, o sistema imune inato começa a gerar uma resposta inflamatória 

protetora (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002; FRANK, 2010; SCHENTEN & 

MEDZHITOV, 2011). 

 A imunidade inata é realizada por células hematopoiéticas e não 

hematopoiéticas. Entre as células hematopoiéticas tem-se os macrófagos, 

células dendríticas, neutrófilos, eosinófilos, mastócitos, células Natural Killer 

(NK), células da pele e células de revestimento das mucosas respiratórias, 

gástricas e do trato geniturinário. Os cílios epiteliais que participam no 

transporte de muco favorecendo sua renovação após ser contaminado por 

partículas estranhas também participam da imunidade inata (TURVEY & 

BROIDE, 2010). Além desses componentes, o as células do sistema imune 

inato também possuem um grupo de receptores de membrana que participam 

da transdução de sinal na comunicação entre as células e proteínas 

citoplasmáticas que se ligam a receptores específicos na superfície dos 

patógenos causando sua inativação (CHAPLIN, 2010). 

 A imunidade adaptativa é caracterizada pelo reconhecimento específico 

de patógenos, sendo os linfócitos B (que se originam da medula óssea) e T 

(que se originam do timo) os principais componentes do sistema imune 

adaptativo. O sistema imune adaptativo possui uma grande variedade de 

receptores, sendo responsáveis pelo reconhecimento específico de uma 

grande variedade de antígenos (PANCER & COOPER, 2006; BONILLA & 

OETTGEN, 2010). 

 A resposta inflamatória a estímulos nocivos tais como agentes 

infecciosos, fisiológicos ou químicos, libera vários mediadores inflamatórios 
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através de células imunes (neutrófilos, macrófagos e linfócitos), dentre os quais 

se destacam as citocinas. 

As citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas hidrossolúveis 

extracelulares com massa molecular variando de 8 a 30 kDa. São liberadas no 

local da lesão pelas células imunitárias (monócitos, macrófagos, linfócitos), em 

resposta a proteínas quinases ativadas por mitógenos e fazem parte de um 

grupo de fatores extra-celulares, mediadores de comunicação no sistema 

imunológico que são fundamentais para a defesa contra patógenos. Podem 

também ser produzidas por células que não sejam linfoides, em resposta a 

uma infecção, como é o caso dos interferons, ou ainda, podem ser produzidas 

ou liberadas por células em resposta a danos, quando a integridade destas 

células está comprometida (O’SHEA et al., 2019). 

As citocinas constituem sinais de comunicação entre as células durante 

o desencadeamento das respostas imunes e controlam muitos aspectos do 

crescimento celular, desenvolvimento e sobrevivência e também podem 

reprogramar células no ambiente tecidual local para, desta forma, melhorar a 

resposta imune, atuando através de várias vias de sinalização que modulam o 

metabolismo celular e a programação transcricional (O’SHEA et al., 2019). Elas 

se ligam a receptores específicos, ativando mensageiros intracelulares que 

regulam a transcrição gênica e influenciam a atividade, diferenciação e 

proliferação das células imunes, bem como regulam a produção e atividade de 

outras citocinas que podem aumentar (pró-inflamatórias) ou diminuir (anti-

inflamatórias) a resposta inflamatória. Entre as citocinas pró-inflamatórias 

(resposta Th1) podemos citar as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF (fator de 

necrose tumoral) (OLIVEIRA et al., 2011)). As citocinas anti-inflamatórias 

(resposta Th2) incluem IL-4, IL-10, IL-13 e TGFβ (fator de crescimento 

transformador). Nesta Tese será dada ênfase às citocinas pró-inflamatórias IL-

2, IL-4, IL-17A, TNF-α e IFN-γ. 

A administração de certas combinações de citocinas no microambiente 

tumoral, dependendo do estágio de progressão do tumor, induz uma forte 

resposta antitumoral sinérgica, incluindo o recrutamento de grande quantidade 

de células imunes e a geração de imunidade antitumoral sistêmica. Este pode 

ser um método versátil para a imunoterapia de neoplasmas malignos 

intratáveis (ZHANG et al., 2018). 
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De um modo geral, as interleucinas (ILs) são secretadas por leucócitos e 

macrófagos e estão envolvidas na comunicação entre leucócitos que regulam 

numerosos processos biológicos e respostas imunes. As interações de ILs e 

seus receptores em células endoteliais modulam a angiogênese, tanto em 

estado fisiológico quanto patológico, bem como atividade antitumoral por 

exemplo, configurando uma nova abordagem para o tratamento de diferentes 

tipos de tumor (RIBATTI, 2017).  

A intercleucina 2 (IL-2) é uma proteína de 15 kDa produzida 

principalmente por células T CD4 e, em menores quantidades por células T 

CD8+. Ela exerce suas ações por interação com os receptores IL-2Rα, IL-2Rβ, 

e IL-2Rγ através da via intracelular JAK/STAT (família Janus de tirosina 

cinases / fatores de transcrição) que estimula o crescimento e a proliferação de 

linfócitos T e B. Ela também induz a produção de outras citocinas como IFNγ e 

TNFβ, resultando na ativação de monócitos, neutrófilos e células NK. A IL-2 

tem sido amplamente utilizada em terapias oncológicas, por exemplo para 

tratamento de melanoma metastático, carcinoma de células renais e leucemia 

mielogênica (BRUNE et al., 2006; ROSENBERG, 2014; MITRA & LEONARD, 

2018). 

A interleucina 4 (IL-4) é uma glicoproteína de 15 kDa com propriedades 

anti-inflamatórias que é produzida por linfócitos T CD4, mastócitos, eosinófilos, 

e basófilos. Ela atua sobre linfócitos T e B, células NK, mastócitos, sinoviócitos 

e células endoteliais, também utilizando a via JAK/STAT. A IL-4 induz a 

diferenciação dos linfócitos B para produzir IgG e IgE, importantes 

imunoglobulinas em alergias e respostas contra helmintos. A IL-4 afeta os 

macrófagos ativados reduzindo os efeitos de IL-1, TNFα, IL-6, e IL-8 e inibindo 

a produção de EROS. Adicionalmente, ela aumenta a susceptibilidade dos 

macrófagos ao efeito de glicocorticóides. IL-4 tem potencial terapêutico em 

muitas situações clínicas incluindo psoríase, osteoartrite, linfoma e asma 

(ROSENBERG, 2014; MITRA & LEONARD, 2018).  

A interleucina 17 (IL-17) é uma proteína homodimérica com 155 

aminoácidos predominantemente produzida por linfócitos T CD4. A IL -17A tem 

atividade pró-inflamatória por estimular a produção de IL-6, IL-8 (quimiocina) e 

moléculas de adesão intercelular em fibroblastos humanos. A atividade 

antitumoral da citocina IL-17 depende da produção de IFNγ por células T 
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CD8+, recrutadas pela quimiocina CCR6. As células T CD4 diferenciam-se 

preferencialmente no subconjunto de células T Th17 por sinais de IL-6 e TGF-β 

mediados pela ativação de STAT-3. A IL-17 é ativada por IL-23, que é o fator 

chave para a expansão e manutenção da população inflamatória Th17. A IL-23 

está intimamente associada à IL-12 e compartilha a subunidade IL-12 P40 com 

a IL-23, que está envolvida na produção de IFNγ pela Th1 e atividade 

imunológica antitumoral (ROSENBERG, 2014; SHRIHARI, 2017; MITRA & 

LEONARD, 2018). 

Outras citocinas de resposta Th1 também têm sido relatadas como 

inibidoras da tumorigênese. Por exemplo, o TNF-α juntamente com MIP-1α, 

H202, e NO, que são citotóxicos para células tumorais, sinalizam junto com as 

quimiocinas CXCL8, CXCL1, CXCL2 para que sejam recrutados e ativados 

neutrófilos fenotípicos N1, os quais apresentam atividade antitumoral. 

Adicionalmente, a indução de apoptose por ligantes de TNF e a liberação de 

IFNγ inibem a proliferação de células tumorais (SHRIHARI, 2017). 

Diversas síndromes de imunodeficiência primária são originadas por 

mutações germinativas em genes que codificam citocinas, receptores de 

citocinas ou mediadores de transdução de sinal.  Sendo assim, doenças auto-

imunes e inflamatórias podem ser resultado da superexpressão ou da atividade 

aumentada de citocinas. Como principais mediadores, as citocinas, seus 

receptores e vias de transdução de sinal se tornam alvos terapêuticos (O’SHEA 

et al., 2019). 

 A capacidade das lectinas de modular (estimular ou inibir) a produção de 

citocinas em culturas de células ou in vivo tem sido amplamente reportada e, 

por isso, essas proteínas têm sido apontadas como agentes 

imunomoduladores promissores. Esse efeito está relacionado com a interação 

dessas proteínas com porções de glicano presentes na superfície das células 

imunitárias. Essa interação pode desencadear ou inibir a produção de citocinas 

e induzir uma resposta do sistema imune contra tumores ou agentes 

infecciosos (SOUSA et al., 2013). 

Em estudo recente, foi demonstrado que a lectina purificada de 

Aspergillus gorakhpurensis impediu a reação de Arthus induzida por BSA e 

anafilaxia sistêmica em ratos. Em culturas de esplenócitos, a capacidade 

funcional aumentada de macrófagos foi evidente a partir do aumento da 
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atividade de explosão respiratória e produção de óxido nítrico. Em adição, os 

níveis de interferon-γ e interleucina-6 foram significativamente supra-regulados 

nos grupos tratados com a lectina. O efeito imunomodulatório máximo foi 

observado no tratamento com a lectina a 3,0 mg/kg de peso corporal (SINGH et 

al., 2017). 

A lectina solúvel em água de sementes de Moringa oleifera (WSMoL) 

induziu a liberação das citocinas TNF-α, IL-2, IL-6, IL-10, bem como de óxido 

nítrico por células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC). A 

incubação de PBMC com WSMoL também causou ativação de linfócitos T 

CD8+ (CORIOLANO et al., 2018). 

 

2.3 Vasculogênese e angiogênese 

 

Durante o desenvolvimento embrionário 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 linfáticos. 

Este sistema vai atuar no transporte de gases, nutrientes, e metabólitos por 

todo o corpo e desempenha um importante papel na regulação da homeostasia 

do embrião em desenvolvimento (DIAS et al., 2002; CARMELIET, 2003; 

CZIROK & LITTLE, 2012).  

Os constituintes básicos do sistema vascular sanguíneo desenvolvem-se 

a partir da membrana do saco vitelínico (MSV), incluindo as células endoteliais 

e as sanguíneas (glóbulo brancos e glóbulos vermelhos) que são diferenciadas 

respectivamente a partir das células angioblásticas e hematopoiéticas. Na MSV 

também se formam células tronco muitipotentes e o próprio hemangioblasto, 

precursor comum para estas células, que se formam durante a vasculogênese. 

Os hemangioblastos migram em direção ao espaço entre o epiblasto e o 

hipolasto, chegando ao mesoderma lateral do saco vitelínico (SV), onde irão se 

agrupar formando ilhotas sanguíneas (Figura 2 A). As ilhotas sanguíneas são 

formadas por células sanguíneas primitivas (hematopoiéticas) localizadas 

internamente, e células endoteliais localizadas mais na periferia formando as 

primeiras estruturas tubulares, constituindo uma pequena porção do sistema 

vascular da MSV (GARCIA-PORRERO et al., 1995; FLAMME et al., 1997; 

KENNEDY et al., 2007; WENG & SHENG, 2014; LI et al., 2014).  
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Figura 2 - Imagem sumarizada da vasculogênese (A) e angiogênese (B). Fonte: Lamalice et al. 

(2007). 

 

A MSV é o primeiro local onde os angioblastos dão origem aos vasos 

sanguíneos e alguns estudos mostram que os capilares presentes na MSV 

apresentam características estruturais e de crescimento semelhantes às 

encontradas em vascularizações tumorais. A vasculogênese ocorre 

primeiramente que a angiogênese na MSV. Nos embriões de aves a 

vasculogênese ocorre a partir da diferenciação e migração das células 

mesodérmicas para formar as ilhotas sanguíneas durante o período da 

gastrulação, e ocorre a formação dos plexos capilares primários nos locais das 

ilhotas sanguíneas a partir dos angioblastos (HARRIS & NELSON, 2010).  

O plexo capilar primário é formado pela união de diferentes ilhotas 

sanguíneas localizadas próximas umas das outras (Figura 2) (FERGUSON et 

al., 2005). O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), é o principal 

responsável pela união das ilhotas sanguíneas e consequente formação do 

plexo capilar primário, promovendo migração da matriz extracelular (MEC) das 
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células endoteliais e angiolastos recentemente formados (BALDWIN, 1996; 

LAMALICE et al., 2007; CZIROK & LITTLE, 2012).       

A formação das ilhotas sanguíneas e posteriormente dos plexos 

vasculares primários, se dá a partir dos hemangioblastos, em um processo 

chamado de vasculogênese, que é a formação de novos vasos sanguíneos 

(BUSCHMANN & SCHAPPER, 1999; CZIROK & LITTLE, 2012; LIU et al., 

2014). As células progenitoras endoteliais (CPE) que podem ser derivadas da 

medula óssea (a partir de célula tronco hematopoiética) ou das células troncos 

de tecidos não hematopoiéticos, no individuo adulto são responsáveis pela 

neovasculariação, exercendo um papel crítico na manutenção da homeostase 

dos tecidos e atuando no tratamento de lesões endoteliais (URBICH & 

DIMMELER, 2004; ASAHARA et al., 2011).  

Diferente da vasculogênese, a angiogênese está relacionada ao 

brotamento de novos vasos a partir dos vasos sanguíneos preexistentes 

(Figura 2 B) ocorrendo a remodelação e expansão do plexo vascular através do 

brotamento das células endoteliais para formar os vasos sanguíneos maduros 

(ARORA & PAPAIOANNOU, 2012; RIVAS et al., 2013). A angiogênese 

aumenta o suprimento sanguíneo para os tecidos, resultando no surgimento de 

microvasos e até reparo de feridas, sendo de suma importância para o 

tratamento de feridas, doenças cardiovasculares, diabetes, câncer, obesidade, 

entre outras patologias (OTROCK et al., 2007). 

Os fatores mecânicos, químicos e moleculares podem ser considerados 

principais mecanismos de indução da angiogênese. Dentre os fatores 

quimícos, temos os mecanismos de hipóxia e gradiente de tensão de oxigênio. 

A hipóxia excita os macrófagos a liberarem fatores incluindo o PDGF (fator de 

crescimento derivado de plaquetas) e FGF-1 e FGF-2 (fator de crescimento 

fibroblástico 1 e 2); a hipóxia também está envolvida na autorregulação do 

VEGF. Quanto a influência molecular as citocinas liberadas pelas células 

inflamatórias (macrófagos, monócitos e plaquetas) são capazes de estimular a 

expressão de FGF e de VEGF (TABIBIAZAR & ROCKSON, 2001; BERARDI et 

al., 2013; MARUOTTI et al., 2013; ZHANG et al., 2013). 

 Um dos mecanismos de estimulação do VEGF ocorre em situação de 

hipóxia, em resposta o HIF-1 (fator induzido por hipóxia – 1) e aciona centenas 
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de genes das células submetidas à baixa concentração de oxigênio, sendo um 

desses genes o que expressa a proteína VEGF, sendo estes um dos principais 

mecanismos para proliferação celular, em especial em células cancerígenas, 

que se multiplicam desordenadamente e necessitam de um aumento da 

quantidade de nutrientes (QUTUB & POPEL, 2009; KROCK et al., 2011; 

MADANECKI et al., 2013).  

A redução do fluxo sanguíneo no tecido isquêmico, leva ao acúmulo dos 

produtos do gene induzido por hipóxia, em especial o VEGF-A havendo um 

aumento da proliferação de células endoteliais. Ocorrendo o processo de 

angiogênese haverá maior aporte sanguíneo e assim o aumento da quantidade 

de oxigênio local que leva à ativação de PHDs (domínios de prolil-hidroxilase) 

que irá suprimir a atividade das células endoteliais (TAKEDA & FONG, 2007).        

Apesar de ser um fator inerente a embriogênese, a angiogênese 

também pode ocorrer no individuo adulto, tanto em algumas condições 

fisiológicas como nas enfermidades. A neovascularização ocorre no adulto em 

algumas situações, como, crescimento do cabelo, no ciclo menstrual feminino, 

inflamação e cicatrização de feridas. Em algumas enfermidades graves a 

neovascularização vai desempenhar um papel essencial, como ocorre nas 

condições inflamatórias sistêmicas, doenças oculares, aterosclerose, isquemia 

miocárdica, crescimento e sobrevivência tumoral como a metástase (DIAS et 

al., 2002; SCHWARTZ et al., 2008; MELO-REIS et al., 2010; CHUNG & 

FERRARA, 2011). 

A literatura internacional tem demonstrado que as lectinas podem 

interferir nos processos de vasculogênese e angiogênese. Shivamadu et al. 

(2017), por exemplo, observaram que a lectina da Praecitrullus fistulosus 

(PfLP) inibiu a formação de novos vasos a partir dos vasos pré-existentes em 

membrana corioalantóide de embriões de aves. Em modelo in vivo utilizando 

tumores de roedores, a lectina apresentou uma marcante atividade antitumoral 

e reduziu significativamente a angiogênese, sem causar efeitos nos animais do 

grupo controle. Os autores demonstraram que PfLP também promoveu uma 

diminuição na produção de VEGF.  

A lectina isolada da Remusatia vivipara (RVL) também foi agente 

antiangiogênico por inibir a formação de novos vasos assim como o número de 

ramificações ou bifurcações dos vasos secundários e terciários a partir de um 



 

28 
 

vaso pré-existente, sem afetar os vasos já formados em membrana 

corioalantóide de aves. Por ser a neoangiogênese um evento essencial para o 

desenvolvimento tumoral, inibindo a angiogênese consequentemente o 

desenvolvimento das células tumorais também foi comprometido (SINDHURA 

et al., 2017). 

Silva et al., 2014 descreveram que a lectina isolada da semente da 

Canavalia brasiliensis (ConBr) apresentou um efeito anti-angiogênico in vitro e 

um efeito pró-angiogênico in vivo, sugerindo que esta lectina pode ser usada 

em células alvos envolvidas na estimulação ou inibição da angiogênese. 

Os embriões de aves têm sido apontados como modelos interessantes 

para avaliar atividade antiangiogênica e antivasculogênica devido ao 

relativamente rápido desenvolvimento embrionário, à maior praticidade de 

manipulação e à facilidade de visualização dos resultados. Por outro lado, a 

interpretação destes resultados com acurácia não é tarefa fácil. Nesse sentido, 

a utilização de modelos matemáticos pode ser útil (COSTA et al., 2013). Neste 

trabalho de Tese, embriões de codorna japonesa foram utilizados como modelo 

para investigação de atividade antiangiogênica e antivasculogênica, sendo os 

resultados tratados por análise fractal. Por este motivo, estes temas serão 

brevemente tratados nos itens a seguir.     

 

2.3.1 Codornas japonesas como modelo para avaliar angiogênese e 

vasculogênese 

  

Coturnix japonica (Figura 3A), popularmente conhecida como codorna 

japonesa, pertence à familia Fasianidae. A espécie é organizada em dois 

grupos principais, as codornas comerciais e as experimentais (AINSWORTH et 

al., 2010; BAI et al., 2016). Nessa espécie de codornas, a maturidade sexual 

nas fêmeas se dá aos quarenta e dois dias e nos machos aos quarenta e oito 

dias. A codorna japonesa apresenta uma grande rusticidade, se adaptando a 

regiões com climas adversos, quente ou frio, tendo como condição ideal de 

conforto temperaturas entre 21 a 25° C (ALBINO & NEME, 1998). 

 Os ovos de codorna quando comparados aos ovos de galinha são 

pequenos (Figura 3B), medindo em torno de 30 mm de comprimento e pesando 
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em torno de 10 g, contudo podem sofrer variações. O período de incubação da 

codorna japonesa é de aproximadamente 16,5 dias (AINSWORTH et al., 2010). 

O desenvolvimento morfológico dos embriões de codorna se dá de 

forma bastante rápida. No primeiro dia de incubação, se inicia o crescimento 

dos primórdios da traquéia, no segundo dia os primórdios dos vasos 

sanguíneos começam a aparecer na superfície do ovo, e é possível visualizar 

sangue na região central ou em torno do blastoderma. Já no terceiro dia surge 

o globo ocular e é possível visualizar o embrião. No décimo sexto dia seu 

desenvolvimento está completo, e por volta do décimo sétimo dia se dá o 

nascimento (BAI et al., 2016). Baixo peso, tamanho reduzido e curto intervalo 

de tempo entre as gerações são algumas características que fazem das 

codornas japonesas valiosos modelos experimentais que se destacam nas 

áreas da Epidemiologia, Fisiologia, Histologia, Reprodução animal, Embriologia 

e Farmacologia (BAI et al., 2016). 

 

 Figura 3. (A) Exemplar adulto de codorna japonesa (Couturnix japonica, Fasianidae). (B) 

Comparação entre o ovo de codorna e o ovo de galinha. Fonte: https://www.istockphoto.com. 

 

O ovo é uma estrutura bastante complexa tanto química quanto 

fisicamente, apresentando em seu interior substâncias essenciais para a 

proteção e o completo desenvolvimento do embrião. É formado basicamente 

por três componentes, a casca (cutícula, membrana externa da casca, câmara 

de ar e membrana interna da casca), a clara, também conhecida como albume 

(ligamentos do albume, calazas, camada cacazífera, clara fina interna, clara 

média de espessura, clara fina externa) e o óvulo que compreende a gema 
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(blastocisto “não fertilizado” ou blastoderma “fertilizado”, membrana vitelina e 

vitelo) (REIZIS et al., 2005; GILBERT 1988). As figuras abaixo mostram o saco 

vitelínico (SV) do embrião de C. japonica com 3 dias de incubação (Figura 4 A) 

e sua localização (Figura 3B). 

 

 

 

Figura 4. (A) Localização do saco vitelínico, estruturas extraembrionárias e o embrião. (B) 

Membrana do saco vitelínico com sua área vasculosa, embrião de codorna (Coturnix japonica) 

com 72 hora de incubação. Fonte: (A) https://medium.com/@lawisaktf_/embriologia-

a6a1431be043     

 

Na formação do ovo estão envolvidas uma série de atividades 

metabólicas, transportando grandes quantidades de nutrientes entre as 

membranas, além de formar proteínas e lípidios, essenciais para o 

densenvolvimento embrionário. Podendo este processo ser alterado por fatores 

externos e internos, entre os fatores externos de grande importância tem-se os 

ambientais e entre os internos, os fatores genéticos e fisiológicos são os 

principais (REIS, 1980). 

O saco vitelínico (SV) é uma membrana extraembrionária encontrada em 

todos os vertebrados, sendo rapidamente substituída pela placenta. 

Apresentando funções imunológicas, hematopoiética, secretora, nutricional, e 

metabólica. Diferente dos mamíferos a membrana do saco vitelínico (MSV) de 

aves permanece durante toda sua embriológica (SPEAKE et al., 1998; 

HYTTEL, et al., 2010). Nas primeiras horas de desenvolvimento das aves a 

MSV se forma a partir do intestino em do embrião, uma camada do ectoderma 

se projeta sobre a gema cobrindo-a completamente, em seguida ocorre uma 

rápida proliferação de células endodérmicas que se espalha entre a gema do 
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ovo e o ectoderma. Por fim as células de origem mesodérmica localizadas 

entre as camadas endodérmica e ectodérmica, começa a se diferenciar 

formando os primórdios dos sanguíneos, células sanguíneas e tecido 

conjuntivo (MORAN, 2007; BAUER et al., 2013). 

A MSV de embriões de C. japonica é uma estrutura extraembrionária 

que se forma pela fusão de duas estruturas distintas, o epitélio ectodermal 

(cório) e o epitélio endodermal (alantoide). A MSA é responsável por realizar as 

trocas gasosas entre os poros da casa e sua rede de capilares subjacente. 

Tendo um importante papel na mobilização do cálcio presente na casca, 

regulação do transporte de água e eletrólitos e na manutenção do controle 

ácido-básico do embrião (BORGES et al., 2003; LENG et al., 2004; GABRIELLI 

& ACCILI, 2010). 

Após serem reabsorvidos pela MSV os lipídios chegam ao embrião, 

através da circulação, ou através de um processo de fagocitose. Através do 

processo de pinocitose realizado pelas células endodérmicas as proteínas 

chegam ao embrião através da MSV. Além disso a MSV também fornece 

aminoácidos ao embrião (GERHARTZ et al., 1997 e 1999). No momento da 

postura, o ovo passará pelo processo de clivagem, e formação do blastoderme. 

Dessa forma, a incubação é uma etapa necessária para que ocorra a 

gastrulação, ocorrendo o surgimento dos anexos embrionários, modelagem do 

embrião e formação da linha primitiva, processos de suma importância na 

formação do embrião (GARCIA & FERNÁNDEZ, 2009).  

 A Membrana do Saco Vitelínico (MSV) é constituída das três camadas 

germinativas nos estágios iniciais, o ectoderma, mesoderma e endoderma. 

Onde após a expansão do celoma extraembrionário apresenta apenas células 

mesodérmicas e endodérmicas (SHENG, 2010; BAUER et al., 2013). Sendo a 

MSV dividida em duas áreas, a área vitelínica (região da membrana que ainda 

não contém células do mesoderma) e a área vasculosa (local onde ocorre a 

vasculogênese) (SHENG, 2010).  Após o surgimento do mesênquima lateral 

ocorre a formação das ilhotas sanguíneas, que representam as células 

progenitoras endoteliais e hematopoéticas. O endotélio vai ser formado pelas 

células mais externa das ilhotas e as células sanguíneas que ficarão livres no 

lúmem são formadas pelas células mais centrais (ZAGO & COVAS, 2006).     
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A MSV é o primeiro local de formação de células sanguíneas, logo no 

início da embriogênese, demonstrando a presença de células tronco 

pluripotentes, que podem se diferenciar nos glóbulos vermelhos e brancos 

assim como nas células endoteliais (AUERBACH et al., 1996; METCALF, 

2007). A área vasculosa é onde ocorre o processo de vasculogênese. 

Gradualmente o mesoderma invade a área vitelínica que se torna a área 

vasculosa.  Antes da área vasculosa se tornar vascularizada, o mesoderma 

está presente como uma dupla camada, onde as células somáticas estão 

abaixo do ectoderma e as células esplânicas acima do endoderma. Com a 

vascularização o mesoderma altera a forma se tornando tipicamente 

mesenquimal. A área vasculosa é medialmente contínua com as regiões 

vasculares na região pelúcida (BELLAIRS, 1963; SHENG, 2010).  

A MSV o primeiro local onde ocorre a formação de células sanguíneas, 

evidenciando a presença de células tronco pluripotentes, sendo capazes de 

produzir células endoteliais, assim como, glóbulos brancos e vermelhos 

(AUERBACH et al., 1996; METCALF, 2007). A MSV é o local de formação do 

plexo capilar primitivo e da aorta a partir do processo de vasculogênese. No 

polo posterior e anterior da MSV estão localizados respectivamente as células 

endoteliais que epressam os genes que irão originar as artérias e veias para o 

embrião (LE NOBLE et al., 2004). Sendo  

A MSV constitui-se como uma nova ferramenta para análise dos 

mecanismos da angiogênese normal e em diferentes situações patológicas, 

sendo um promissor modelo experimental em pesquisa de vasculariação e 

implantação de tumores, sendo um modelo mais acessível à observação, além 

de não possuir influências hormonais e metabólicas externas (DERYUGINA & 

QUIGLEY, 2008). A MSV de codorna tem sido utilizada no estudo dos efeitos 

de campo magnético sobre a vasculogênese e angiogênese (COSTA et al., 

2013).  

   

2.3.2 Geometria Fractal 

 

Por muito tempo a geometria euclidiana foi utilizada para representar as 

formas de muitos objetos. Os sistemas euclidianos, ou não-fractais apresenta 

uma dimensão topológica inteira, o que se torna sua principal limitação na 
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caracterização de estruturas complexas e irregulares que apresentam um 

comportamento não-linear (PIRES & COSTA, 1992). No entanto, é reconhecida 

a inadequação desta geometria para descrever as formas irregulares 

encontradas na natureza, como a rede vascular sanguínea (MANDELBROT, 

1991).  

A geometria da natureza não é absoluta, ou melhor, não há uma 

geometria intrínseca à natureza, o homem é que acaba escolhendo a 

geometria em função de sua comodidade e da maior adequação a descrição 

dos fenômenos em estudos (NUSSENZVEIG, 1999). Assim, Benoît Mandelbrot 

(1924-2010) sistematizou e aperfeiçoou vários estudos matemáticos visando 

uma melhor representação da geometria irregular encontrada na natureza. Ele 

introduziu esta palavra para designar estruturas que possuem uma forma 

extremamente irregular ou fragmentada e que repete geometricamente ou 

estaticamente a mesma estrutura em diferentes escalas (SILVA et al., 2003; 

CUNHA JÚNIOR et al., 2004).   

Os objetos fractais são caracterizados por quatro propriedades: 1) 

autossimilaridade, a qual significa que partes de um objeto ou processo são 

semelhantes ao objeto ou processo todo; 2) dependência de escala (scaling), 

que significa dizer que a medida da grandeza depende da escala na qual foi 

medida; 3) dimensão fractal, a qual provê uma descrição quantitativa da 

autossimilaridade e dependência de escala e 4) as propriedades estatísticas 

anômalas das grandezas fractais, que se caracterizam pela inexistência de 

média e variância dos objetos e processos fractais (BASSINGTHWAIGHTE et 

al, 1994; NUSSENZVEIG, 1999).  

Os objetos fractais podem possuir irregularidades ou fragmentações ao 

extremo, significando que os recursos iterativos ou as formas semelhantes 

observadas em diferentes escalas podem tender ao infinito para uma estrutura 

fractal altamente complexa (NUSSENZVEIG, 1999; ASSIS et al., 2008).  

Muitos objetos ou processos naturais têm propriedades próximas aos 

dos fractais, em particular a simetria de escala, portanto podem ser descritos 

pela geometria fractal, pelo menos em determinados domínios 

(NUSSENZVEIG, 1999). Para estruturas biológicas, suas partes não são 

cópias reduzidas fiéis à estrutura inteira (DEVILHA et al., 2013). Elas possuem 

certa semelhança podendo ser designada de autossimilaridade estatística, isto 
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é, as propriedades estatísticas das partes da estrutura são proporcionais às 

propriedades estatísticas da estrutura inteira. Podemos tomar como exemplo a 

taxa média de ramificação dos grandes vasos sanguíneos que pode ser 

semelhante à taxa de ramificação dos pequenos vasos 

(BASSINGTHWAIGHTE et al., 1994).  

 

2.3.2.1 Dimensão de contagem por caixas (dimensão de capacidade) 

  

Na dimensão de contagem por caixas Dcc, o objeto é coberto por uma 

grade formada por um número de caixas N(r). As caixas de dimensão r x r 

contadas deverão conter no mínimo um ponto do objeto fractal. O 

procedimento é repetido com várias grades contendo, a cada etapa, um 

número maior de caixas N(r) à medida que os lados de caixas r irão reduzindo 

seu tamanho. Posteriormente, é traçado um gráfico duplo logaritmo de N(r) em 

função dos lados das caixas r (COSTA et al., 2013). A dimensão de contagem 

por caixas Dcc é a inclinação do gráfico duplo logaritmo de N(r) x r com sinal 

invertido. 

 

2.3.2.2 Dimensão de informação (entropia) 

 

Na dimensão de informação Dinf, a imagem também é coberta por 

várias caixas de diferentes tamanhos, no entanto a contagem é realizada com 

base na probabilidade de ocupação das caixas pelo objeto fractal. O 

procedimento é repetido 34 vezes com várias grades contendo, a cada etapa, 

um número maior de caixas N(r) à medida que os lados de caixas r vão 

reduzindo seu tamanho. Posteriormente, é traçado um gráfico duplo logaritmo 

da entropia de Kolmogorov em função dos lados das caixas r. A dimensão de 

informação é obtida pela inclinação do gráfico duplo logaritmo da entropia de 

Kolmogorov (S(r)) versus r, com sinal invertido. (KUNICK et al., 2009; COSTA 

et al., 2013). 

 

2.4 O câncer: importante patologia favorecida pelos processos de 

inflamação e angiogênese 
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 São conhecidas hoje uma infinidade de doenças decorrentes de 

distúrbios do sistema imunológico, tais como diabetes tipo 1, artrite reumatoide, 

psoríase, esclerose múltipla, lúpus eritematoso sistêmico e, inclusive o câncer. 

Este último será tratado com destaque nas próximas linhas devido à sua 

importância para a saúde pública no cenário mundial. 

 Câncer é um termo genérico que se refere a um grupo diversificado de 

doenças que podem afetar qualquer parte do corpo. São muitas vezes referidos 

também como tumores malignos ou neoplasias. Uma característica comum aos 

diversos tipos de câncer é o rápido surgimento de células anormais que se 

multiplicam desordenadamente e crescem para além dos seus limites normais, 

podendo invadir regiões adjacentes do corpo e se espalhar para outros órgãos. 

Este é o processo conhecido como metástase, a principal causa de morte por 

câncer (Organização Mundial de Saúde, 2018). A tabela 1 apresenta os tipos 

de cânceres mais comuns no cenário mundial. 

 

Tabela 1. Tipos mais comuns de câncer e o número de casos estimados em 

todo o mundo pela Organização Mundial de Saúde em 2018. 

Tipo de câncer Número de casos 

Pulmão  2,09 milhões  

Mama  2,09 milhões  

Colorretal  1,80 milhões  

Próstata  1,28 milhões  

Câncer de pele (não melanoma) 1,04 milhões  

Estômago  1,03 milhões 

 

 

 De acordo com dados da Organização Mundial de saúde (2018), o 

câncer é uma das grandes causas de morte no mundo, sendo estimadas cerca 

de 9,6 milhões de mortes em 2018. A tabela 2 apresenta os tipos de câncer 

que mais causam mortes no mundo e o número de mortes estimadas pela 

Organização Mundial de Saúde para este ano. 
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Tabela 2. Tipos de câncer com maior mortalidade associada no mundo e o 

número de mortes estimadas para o ano de 2018 pela Organização Mundial de 

Saúde. 

Tipo de câncer Número de mortes associadas 

Pulmão  1,76 milhões 

Colorretal  862.000 

Estômago  783.000 

Fígado  782.000 

Mama 627.000 

 

 

O câncer é uma doença multifatorial, que pode ter duas origens distintas: 

I. por meio de alterações genéticas, ocorrendo a transformação de células 

normais em células tumorais e II. pela ação de agentes externos 

(carcinogênicos físicos, químicos ou biológicos) que estimulam a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROS). Essas anomalias genéticas surgem de 

diferentes combinações de genes, que podem sofrer mutação, 

superexpressando ou excluindo genes e, consequentemente, proteínas. O 

aumento desordenado na formação das EROS, pode causar instabilidade dos 

genes e alterações no crescimento celular, por causar danos nas 

macromoléculas como proteínas, lipídios e o próprio DNA (GODONE et al., 

2018; HELFINGER & SCHRODER, 2018). As EROS possuem a capacidade de 

modular a atividade de várias proteínas ou vias de transdução proteica que 

regulam a diferenciação e proliferação celular (OSTMAN et al., 2011; GROITL 

& JAKOB, 2014). Durante o desenvolvimento das células cancerígenas as 

alterações nos genes acarretam uma desorganização no ciclo celular, em 

particular nos pontos de verificação deste ciclo, levando a um crescimento 

desordenado das células tumorais (NAIR et al., 2018).  

Uma análise das células tumorais pode revelar anomalias de centenas 

até milhares de genes, ocorrendo em vários níveis, na replicação gênica, 

transcrição gênica, nível cromossômico e epigenético, este último podendo 

incluir metilação do DNA e acetilação de histonas (FRANCO et al., 2008; 

KORKOLA & GRAY, 2010). Estas anomalias geralmente ocorrem no início do 

desenvolvimento tumoral. O gene supressor de tumores, o p53, é 
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frequentemente o gene que mais sofre mutações (GAO et al., 2014; CHENG et 

al., 2016; WALKER & UNDERWOOD, 2018). A proteína p53 se liga ao DNA, e 

passa a estimular outro gene o CDKN1A, que por sua vez produz a proteína 

p21, que interage com a proteína estimuladora da divisão celular a CDK2 (NIKI 

& ISHIDA, 2014).  

 Um importante fator para o desenvolvimento tumoral é o chamado fator 

indutível de hipóxia-1α (Hif-1α), que em condições normais, é rapidamente 

degradado pela via ubiquitina-proteossoma. Foi observado em células tumorais 

de próstata e ovário que altos níveis de EROS mantêm ativo o Hif-1α, assim 

como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), levando a uma 

angiogênese mais acelerada e eficiente (XIA et al., 2007; HELFINGER et al., 

2016). Segundo Méplan et al., (2000) as EROS são capazes de inativar a p53 

através da oxidação de cisteínas no domínio de ligação do DNA.  

O aumento da vascularização (angiogênese) é um fator preponderante 

para o desenvolvimento dos tumores, fornecendo oxigênio e nutrientes para o 

rápido desenvolvimento tumoral, além de remover dióxido de carbono e 

resíduos metabólitos. Além do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), 

uma classe de proteínas específicas, as metaloproteinases da matriz (MMPs), 

particularmente MMP-2 e MMP-9 estimulam diretamente o crescimento de 

vasos sanguíneos, e consequentemente a angiogênese (TARABOLETTI & 

MARGOSIO, 2001; ELLIS et al., 2001; WANG et al., 2007). Nos estágios 

inicias, as células tumorais se encontram em um estádio de baixa atividade, 

recebendo nutrientes e oxigênio através de difusão. Com o aumento da 

vascularização as células tumorais começam a se proliferar mais rapidamente 

(HANAHAN & WEINBERG, 2011). 

Níveis aumentados de citocinas, fatores de crescimento e seus 

receptores, receptores de estrogênio e amplificação de HER2/neu (Human 

Epidermal growth factor Receptor 2; um oncogene localizado no cromossomo 

17) são algumas das transformações moleculares comuns em muitos tipos de 

câncer. Entre as citocinas, a Interleucina-6 (IL-6), proteína de peso molecular 

de 26 kDa contendo 185 aminoácidos, desempenha um papel crítico no 

número de eventos biológicos e patobiológicos associados ao câncer (BAHRTI 

et al.,2016). As células cancerígenas superexpressam e secretam IL-6 no 

microambiente tumoral, a qual se liga ao receptor de IL-6 (IL-6R) que ativa a 
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glicoproteína gp130, que é uma forma mutante da proteína transmembrana 

também conhecida como CD130. O complexo IL-6/IL-6R/gp130 ativa vias 

distintas levando à oncogênese. Essas vias incluem JAK/STAT, MAPK e 

PI3K/Akt. IL-6 também é altamente relatada por estar envolvida em muitas 

condições inflamatórias (BAHRTI et al.,2016).  

O tratamento dos vários tipos de câncer apresenta sérias limitações, 

incluindo o desenvolvimento de resistência 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 

monócitos, neutrófilos e linfócitos (MICHELLE et al., 2012; HOLOHAN, et al., 

2013; LIU et al., 2013). Muitos genes associados ao câncer e suas funções têm 

sido descritos, fornecendo uma plataforma inovadora e de grande utilidade na 

compreensão da biologia do tumor e na proposta da próxima geração de 

terapias contra o câncer. 

As lectinas podem atuar como agente antitumoral por possuírem a 

capacidade de ligação a carboidratos de forma específica e através de domínio 

próprio, o CDR. A especificidade dessa interação é favorecida pela 

reconhecida expressão alterada de carboidratos da superfície das células 

tumorais em relação àquela observada em células não transformadas. Nesse 

sentido, o perfil das lectinas tem sido estudado no que tange novas abordagens 

terapêuticas de tumores, com ênfase no seu potencial citotóxico indutor do 

apoptose, na sua capacidade de transporte de outras moléculas, direcionado à 

célula tumoral, no seu papel enquanto detectora de biomarcadores tumorais e 

na sua capacidade inibitória de certos mecanismos que compõem o processo 

tumoral, tais como a invasão e metastização (COELHO et al., 2017). 

 

2.5 Schinus terebintifolia Raddi 

 

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 arbóreo ou arbustivo, que 

pertence à família Anacardiaceae (Figura 5A). Seu fruto é uma drupa vermelha 

(Figura 5B) que possui aroma semelhante ao da pimenta, por isso também é 
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conhecida por pimenta vermelha, pimenta rosa ou aroeira-pimenteira 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE E ANVISA, 2014). 

 

 

Figura 5.  Schinus terebinthifolia Raddi. Hábito da planta (A) e seu fruto (B).  

 

S.  terebinthifolia é amplamente utilizada na medicina popular e possui 

princípios ativos potentes para produção de diversos fármacos. Possui efeitos 

benéficos por via oral e tópica e, a isto se deve a necessidade de identificação 

e caracterização de seus reais efeitos terapêuticos e toxicológicos em vias de 

administração invasivas (MINISTÉRIO DA SAÚDE E ANVISA, 2014; FALCÃO 

et al., 2015). 

Suas folhas são popularmente utilizadas para cicatrização de feridas, 

para combater candidíase em crianças, e para produzir infusões que se 

acredita terem propriedades anti-reumátcas (BALBACHAS, 1959; 

LINDENMAIER, 2008).  Alguns dos compostos das folhas de S.  terebinthifolia 

com atividades biológicas comprovadas são terpenos, os quais induzem 

apoptose em melanoma e protegem contra metástase (MATSUO et al., 2011),  

óleos essenciais que inibem mitose em células de alface e cebola 

(PAWLOWSKI et al., 2012), compostos aromáticos com efeito anti-alérgico 

(CAVALHER-MACHADO et al., 2008). Atividade larvicida contra Aedes aegypti 

foi detectada em um extrato de folhas de S. terebinthifolius em diclorometano e 

em óleo essencial extraído de seus frutos (COELHO et al., 2009; SILVA et al., 

2010). 

Recentemente foi relatado que o extrato de folhas de S. terebinthifolia 

contendo proantocianidinas poliméricas, taninos hidrolisáveis, favonóides 

heterosídeos e agliconas, derivados do ácido cinâmico, traços de esteróides e 
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lectina causou mortalidade de larvas de A. aegypti no quarto instar com CL50 de 

0,62% (para larvas não alimentadas) e 1,03% (para larvas alimentadas) 

(PROCÓPIO et al., 2015). O extrato de folhas atrasou o desenvolvimento das 

larvas e promoveu intensa desorganização do epitélio intestinal, incluindo 

deformação e hipertrofia das células, desorganização das microvilosidades e 

vacuolização do citoplasma, afetando as células digestivas, enteroendócrinas 

regenerativas e proliferativas. Adicionalmente, o extrato induziu a fragmentação 

do DNA em algumas células intestinais. Os autores mostraram ainda que os 

derivados do ácido cinâmico e flavonoides estão envolvidos no efeito larvicida 

do extrato, sendo os primeiros mais eficientes em causar danos às larvas. 

As folhas de S. terebinthifolia expressam uma lectina (SteLL) que 

corresponde a um polipeptídeo glicosilado de 14 kDa termoestável, íon-

independente e com afinidade por quitina. SteLL foi ativa contra os seguintes 

microrganismos de importância médica: Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

enteritidis, Staphylococcus aureus e Candida albicans (GOMES et al., 2013). 

Esta Tese de Doutorado foi motivada pelo reconhecido uso de S. 

terebinthifolia na medicina popular e pelo já relatado potencial antimicrobiano 

da lectina SteLL. Esses relatos nos levaram a questionar se além da toxicidade 

direta de SteLL sobre microrganismos, ela poderia causar alguma ativação das 

células do sistema imune. A seguir serão apresentados dois capítulos que 

descrevem a investigação da hipótese de que SteLL pode ser um agente 

imunomodulador e antiangiogênico. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar os efeitos de SteLL na viabilidade de esplenócitos de 

camundongos, bem como a capacidade de alterar a produção de citocinas e 

óxido nítrico por essas células e investigar o efeito da lectina no processo de 

angiogênese utilizando como modelo embriões de Coturnix japonica. 

 

3. 2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar a citotoxicidade de SteLL sobre esplenócitos de camundongos 

Balb/c. 

 Analisar in vitro a capacidade de SteLL interferir na liberação de cálcio 

citosólico, na produção de EROS e no potencial de membrana 

mitocondrial nos esplenócitos de camundongos Balb/c. 

 Determinar se SteLL apresenta capacidade de influenciar na produção 

de citocinas e óxido nítrico pelos esplenócitos de camundongos Balb/c. 

 Avaliar se SteLL é capaz de interferir no processo de angiogênese por 

modelo in vivo utilizando embriões de C. japonica. 

 Realizar análise morfométrica (área, perímetro e percentual de 

comprimento cefálico) dos embriões de C. japonica tratados com SteLL. 
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Abstract 

 

Lectins (carbohydrate-binding proteins) can exert immunomodulatory effects. 

Schinus terebinthifolia leaves contain a lectin (SteLL) that have been reported 

as an antimicrobial agent. Here, we investigate the ability of SteLL to affect the 

viability of mice splenocytes and modulate the production of cytokines and nitric 

oxide (NO) by these cells. SteLL (3.12–50 μg/mL) was not toxic to splenocytes, 

since no induction of apoptosis or necrosis was observed. Corroborating with 

this data, no significant changes were detected in levels of cytosolic and 

mitochondrial reactive oxygen species (ROS) and in cytosolic calcium 

concentrations in cells treated with SteLL at 12.5 µg/mL. A slight reduction in 

the mitochondrial membrane potential (ΔΨm) was observed. SteLL (12.5 

µg/mL) stimulated the cells to release the cytokines IL-17A, TNF-α, IFN-γ and 

IL-2, indicating a pro-inflammatory response (Th1 and Th17). The cells were 

also stimulated to release IL-4, an anti-inflammatory cytokine that can regulate 

the immunomodulatory effect preventing exacerbated inflammation. A slight 

decrease in the NO release after treatment with SteLL was recorded. In 

conclusion, SteLL is an immunomodulatory agent able to induce the production 

of cytokines of Th1 and Th17 profiles. The results stimulate the investigation of 

SteLL as a chemotherapeutic agent against cancer cells, for example. 

 

Keywords: Brazilian peppertree, lectin, immunomodulatory action, Th1 

response. 
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1. Introduction 

 

Lectins constitute a diversified group of proteins that specifically 

recognize free carbohydrates or glycoconjugates [1]. The binding of lectin 

domains to carbohydrates occurs through reversible interactions (hydrogen 

bonds, van der Waals forces and hydrophobic interactions). Different cellular 

processes can be triggered when a lectin interacts with glycan moieties present 

at cell membrane, resulting in several biological properties [2].  

Lectins can exert an immunomodulatory effects through binding to 

glycans present on the surface of immune cells. This interaction can stimulate 

or suppress the production of growth factors, chemokines, cytokines, and nitric 

oxide as well as can lead to activation of lymphocytes. This property of lectins 

can be explored to modulate immune responses at a tumor microenvironment 

or sites containing foreign antigens aiming to inhibit carcinogenesis, cease 

infectious process or even reduce autoimmune response, for example [3–5]. 

Schinus terebinthfolia Raddi (Anacardiaceae), the Brazilian pepper tree, 

is a medicinal plant whose leaves are widely used for treatment of skin wounds. 

Infusions of the leaves are also used for treatment of respiratory, digestive and 

urinary tract infections, oral candidiasis, as well as rheumatism [6, 7]. The 

leaves contain a thermostable and chitin-binding lectin called SteLL, which 

resistant to pH variation (5.0–8.0) and toxic to microorganisms (Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus and Candida albicans) of 

medical importance [8]. Faced with the complex task of finding new agents for 

infection control, the search for molecules that have both antimicrobial activity 
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and ability for immunomodulation is considered a promising new route for 

expanding the therapeutic possibilities [9]. 

In this work, it was evaluated whether SteLL would be able to alter the 

production of cytokines and nitric oxide (immunomodulatory activity) by BALB/c 

mice splenocytes. Before this, it was evaluated the ability of SteLL to affect the 

viability and cause cellular stress. 

  

2. Materials and methods  

 

2.1. Lectin isolation 

 

 SteLL was isolated as previously described by Gomes et al. [8]. Leaves 

of S. terebinthifolia were collected in Recife (Pernambuco, Brazil) and placed to 

dry at 28 °C for 15 days. The access was recorded (A04F306) in the Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado (SisGen). The dried leaves were powdered using a blender and 

homogenized (10 g) in 0.15 M NaCl (100 mL) for 16 h at 28 ºC under magnetic 

stirring. The leaf extract was obtained after filtration through gauze and 

centrifugation (12,000 g, 15 min, 4 °C) and loaded onto a chitin (Sigma-Aldrich, 

USA) column (7.5 × 1.5 cm) equilibrated with 0.15 M NaCl. Isolated SteLL was 

recovered by elution with 1.0 M acetic acid. The lectin was dialyzed against 

distilled water for eluent elimination and evaluated for protein concentration 

according to Lowry et al. [10]. 

 

2.2. Hemagglutinating activity (HA) 
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 HA was evaluated as described by Procópio et al. [5] using a suspension 

(2.5%, v/v) in 0.15 M NaCl of rabbit erythrocytes treated with glutaraldehyde 

[11]. The erythrocytes were collected as approved by the Ethics Committee on 

Animal Use of the Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (process 

23076.033782/2015-70). The HA was quantified as the reciprocal of the highest 

dilution of sample that promoted full agglutination of erythrocytes. The specific 

HA was calculated as the ratio between HA and the protein concentration 

(mg/mL).  

 

2.3. Mice splenocytes 

 

 Female BALB/c mice (6–8-week-old) were obtained from the vivarium of 

of the Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami (UFPE) and kept at 21±1 °C 

and 12:12 light/dark cycle, with free access to food (Labina/Purina, Campinas, 

Brazil) and water. The Ethics Committee on Animal Use of UFPE approved all 

the experiments (process number 0048/2016). The mice were anesthetized with 

2% xylazine (10 mg/kg) and 10% ketamine hydrochloride (115 mg/kg). After 

cervical dislocation, the spleens were removed and placed in a centrifuge tube 

containing RPMI 1640 medium (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA) containing 

fetal calf serum. The cells were obtained through dounce equipment and the 

homogenate was transferred to centrifuge tubes incomplete RPMI medium (10 

mL) and covered with Ficoll-PaqueTM Plus (GE Healthcare Life Sciences, 

Sweden) with density adjusted to 1.077 g/mL. After centrifugation (2,500 g, 25 

°C, 25 min), the cell layer containing immune cells was recovered, washed 
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twice with PBS, and collected after a new centrifugation (500 g, 25 °C, 10 min). 

Cells were counted in a Neubauer chamber and viability was determined by the 

trypan blue exclusion method. Cells were only used when viability was higher 

than 98%. 

 

2.4. Treatments 

 

In 24-well plates, splenocytes (106 cells) were treated with SteLL in 

supplemented RPMI 1640 medium for 24 h in a humidified CO2 incubator (5% 

CO2). Untreated cells (control) were grown under the same conditions. To 

evaluate the induction of apoptosis or necrosis, the cells were treated with 

SteLL at the concentration range of 3.12–50.0 µg/mL. In all the other assays, 

cells treated with the lectin at 12.5 µg/mL were used. 

 

2.5. Evaluation of the effect on cell viability  

 

Cell death was analyzed using the FITC Annexin V Apoptosis Detection 

Kit I from BD Biosciences (San Jose, CA, USA). Treated and control cells were 

collected by centrifugation (450 g, 10 min, 25 °C) and the pellet was 

resuspended with 1 mL of PBS and the suspension was centrifuged again. The 

supernatant was discarded, the pellet resuspended in a binding buffer, and 

annexin V conjugated with fluorescein isothiocyanate (AnnV-FITC) (1:500) and 

propidium iodide (PI, 20 µg/mL) were added. Flow cytometry was performed in 

a FACSCalibur platform using the Cell Quest Pro software (BD Biosciences). 

Results were analyzed in FL1 vs. FL3 dot plots. AnnV-FITC negative/PI positive 
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cells were considered necrotic cells, and AnnV-FITC positive/PI negative cells 

were at the early stage of apoptosis. Double negatives were considered viable 

cells. Six experiments were performed. 

 

2.6. Measurement of cytosolic Ca2+ concentration ([Ca2+]cyt) 

 

The occurrence of changes in [Ca2+]cyt were evaluated using the Fluo-

3AM probe (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Treated and control 

cells were washed with PBS and centrifuged at 300 g and 26°C for 5 min. The 

pellets were plated onto new 24-well plates and incubated (5% CO2, 37 °C) for 

40 min with 5 µM Fluo-3AM containing 1 µM pluronic acid F-127 (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 30 µg/mL bovine serum albumin (Sigma-

Aldrich). Next, the cells were washed with PBS, collected by centrifugation (300 

g, 25 °C, 5 min) and then transferred to cytometer tubes. Fluorescence intensity 

was analyzed with excitation at 395 nm and emission at 525 nm. Maximum 

fluorescence was measured using cells incubated with 1 µM ionomycin for 2 

min, and minimal fluorescence was measured using cells incubated with 8 mM 

EDTA for 2 min. A minimum of 10,000 events were collected. Next, [Ca2+]cyt 

was calculated with the following equation: [Ca2+]cyt = Kd(Fsample-Fmin)/Fmax-

Fsample, where F represents the fluorescence value and Kd is 390 nM [12–14]. 

Six experiments were performed. 

 

2.7. Measurement of cytosolic and mitochondrial levels of reactive oxygen 

species (ROS) 
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Cytosolic and mitochondrial ROS levels were measured by flow 

cytometry using dihydroethidium (DHE) (Sigma-Aldrich) and MitoSox Red 

(Thermo Fisher Scientific) probes, respectively [14]. Treated and control 

splenocytes were washed with PBS, centrifuged (300 g, 25 °C, 5 min) and the 

pellets were plated onto 24-well plates and incubated (5% CO2) with 5 µM DHE 

for 40 min or 5 µM MitoSox Red for 10 min. The cells were washed with PBS, 

collected by centrifugation (300 g, 25 °C, 5 min) and transferred to cytometer 

tubes. Fluorescence intensity was analyzed with excitation at 488 nm and 

emission at 620 nm. A minimum of 10,000 events were collected. Six 

experiments were performed. 

 

2.8. Determination of the mitochondrial transmembrane potential (m) 

 

Alterations in m were measured using MitoStatus probe (BD 

Biosciences). Treated and control cells were washed with PBS and centrifuged 

(300 g, 25 °C, 5 min). The pellet was plated onto 24-well plates and incubated 

with 100 nM MitoStatus at 37 °C and 5% CO2 for 30 min. Next, the cells were 

washed with PBS, centrifuged (300 g, 25 °C, 5 min) and transferred to 

cytometer tubes. Fluorescence intensity was analyzed with an excitation of 488 

nm and emission of 620 nm. A minimum of 10,000 events were collected. Six 

experiments were performed. 

 

2.9. Cytokine production measurement 
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Supernatants of treated and untreated cultures were collected for 

quantification of cytokines using the Cytometric Bead Array (CBA) Mouse 

Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (Becton Dickinson Biosciences, USA) for detection 

of interleukins (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, and IL-17A), tumor necrosis factor (TNF), 

and interferon-gamma (IFN-γ). The assays were performed according to the 

manufacturer’s instructions. Individual cytokine standard curves (0–5000 pg/mL) 

were generated and the range of detection was between 2 and 5000 pg/mL. Six 

experiments were performed. 

 

2.10. Nitrite analysis 

 

The supernatants from untreated and treated cultures were also used for 

quantification of nitrite by the Griess method [15]. NO concentration was 

estimated using a standard curve (3.12–100.0 µmol/mL) and a microplate 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) at 595 nm. Six experiments were 

performed for statistical analysis. 

 

2.11. Statistical analysis 

 

 The statistical differences between two groups of data were analyzed by 

the Student’s t-test using the GraphPad Prism 5.01 software. All the results 

were analyzed with a significance level of 95% (p < 0.05). 

 

3. Results and discussion 
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 This work was designed to test the hypothesis that SteLL may be an 

immunomodulatory agent. This hypothesis was raised due to: the recognized 

potential of S. terebinthifolia leaves to treat infectious process in folk medicine; 

the need for new therapeutic strategies with greater selectivity for altered 

endogenous cells or foreign antigens; the previous report on the antimicrobial 

activity of SteLL. In addition, some evidences on the anticancer potential of 

SteLL were already obtained by our research group (unpublished data). 

 A potential immunomodulatory drug is expected to be capable of 

stimulating protective immunity against infectious agents or tumors without 

causing damage to the host [16]. In this sense, we started our study 

investigating the cytotoxicity of SteLL to the splenocytes of mice. Interestingly, 

SteLL did not cause apoptosis or necrosis even at the highest concentration 

tested here (50 µg/mL) (Figure 1). We also evaluated whether SteLL was able 

to cause damages in the splenocytes that, although not enough to led to cell 

death, could impair their functionality. In addition, the analysis performed allow 

to detect if some type of activation of these cells was occurring. Therefore, we 

assessed the effects of SteLL at 12.5 µg/mL on cytosolic and mitochondrial 

reactive oxygen species (ROS) levels, cytosolic calcium concentration, and 

mitochondrial membrane potential. This concentration (12.5 µg/mL) was 

selected since other lectins exerted immunomodulatory effects at this same 

concentration [4, 5, 17, 18].  

 The ROS are not only by-products of cellular metabolism that mediate 

cell death and mitotic failure. They can interfere with signal transduction 

pathways, changing the metabolism through the reversible oxidation of cellular 

proteins that are linked to immune cell activation [19]. In turn, the increase in 
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cytoplasmic free calcium influx may constitute an early element of signaling 

cascades that trigger defense against pathogens; however, it can result from 

oxidative stress, causing influx into mitochondria (disrupting the normal cell 

metabolism and leading to death) and nuclei (modulating gene transcription and 

nucleases that control cell apoptosis) [20, 21]. Thus, it can be inferred that if a 

small increase in [Ca2+]cyt and the amount of ROS in the cytoplasm and 

mitochondria can be signs that an immune cell was being activated. On the 

other hand, a strong increase would point to the occurrence of cellular damage 

[22].  

 SteLL did not alter [Ca2+]cyt (Figure 2A) nor affected the levels of cytosolic 

and mitochondrial ROS (Figures 2B and 2C, respectively) in the splenocytes. 

This result agrees with the absence of cells in apoptosis or necrosis and shows 

that the presence of SteLL did not stress the splenocytes nor activate them. 

When alteration of the ΔΨm of splenocytes was evaluated, a slight reduction 

was observed in the cells incubated in the presence of SteLL regarding to the 

control (Figure 2D). In spite of this, the absence of alterations in the 

concentrations of ROS and calcium and the non-occurrence of apoptosis 

ensure that the functioning of these cells has not been compromised. 

 Since SteLL was not cytotoxic to the splenocytes, we assessed whether 

the ability of these cells to produce cytokines would have been affected. As 

expected, in view the results showed above, all the cytokines investigated were 

secreted by the splenocytes, ensuring that the cells were functional. When 

compared with control cells, SteLL stimulated the release of IL-17A, TNF-α, 

IFN-γ, IL-4 and IL-2 (Figure 3). Despite the release of IL-4 has been stimulated, 

the data indicate a predominant pro-inflammatory (Th1 and Th17) response. 
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SteLL did not interfere with IL-10 release, which could had counterbalanced this 

profile through its regulatory properties. 

 The IL-2 is a 15-kDa protein that interacts with the IL-2Rα, IL-2Rβ, and 

IL-2Rγ receptors and stimulates the growth and proliferation of T and B 

lymphocytes through the JAK/STAT pathway. It also induces the production of 

other cytokines including IFN-γ and TNF-β, which result in the activation of 

monocytes, neutrophils and NK cells. IL-2 has been widely used in cancer 

therapies, for treatment of metastatic melanoma, renal cell carcinoma, and 

myelogenous leukemia [23–25]. IL-17 is a pro-inflammatory cytokine whose 

antitumor activity depends on IFN-γ production. IL-17 is activated by IL-23, 

which is the key factor for the expansion and maintenance of the Th17 

population. IL-23 is closely associated with IL-12, which is involved in the 

production of IFN-γ by Th1 cells and antitumor immunological activity [24–26]. 

 TNF-α is a cytokine associated with Th1 response that together with 

MIP-1α, H2O2, and NO represent cytotoxic factors against microorganisms and 

tumor cells. Together with the chemokines CXCL8, CXCL1, and CXCL2, TNF-α 

recruits and activates N1 phenotypic neutrophils, which have antitumor activity. 

In addition, the induction of apoptosis by TNF ligands and the release of IFN-γ 

inhibit the tumor cell proliferation [26]. 

 The IL-4 is a glycoprotein with anti-inflammatory properties that induces 

the differentiation of B lymphocytes to produce IgG and IgE, which are 

important in allergic process and responses to helminthic infestations. IL-4 

inhibits ROS production, which may a reason for the maintenance of ROS 

levels in splenocytes treated with SteLL, even with the reduction in 
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mitochondrial membrane potential and the stimulus of a pro-inflammatory status 

[24, 25]. 

 Other plant lectins have been described as immunomodulatory agents. 

The lectin from the inflorescences of Alpinia purpurata stimulated the release of 

Th1 (IFN-γ, TNF-α, and IL-6) and Th17 (IL-17A) cytokines and nitric oxide by 

human lymphocytes. In contrast, this lectin also increased the expression of IL-

10, an anti-inflammatory mediator (Brito et al., 2017). In the same way, the 

lectin from Microgramma vacciniifolia frond increased TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-10, 

and nitric oxide production by human lymphocytes, inducing a predominant Th1 

response [17]. The water-soluble Moringa oleifera seed lectin (WSMoL) induced 

the release of TNF-α, IL-2, IL-6 and IL-10 as well as nitric oxide by human 

lymphocytes [4]. In this sense, these lectins induced a pro-inflammatory 

response but also stimulates the production of a cytokine of Th2 response, 

similarly to SteLL. 

 The lectin isolated from the leaf pinnulae of Calliandra surinamensis did 

not induce apoptosis or necrosis of mice splenocytes and promoted increase of 

IL-2 and TNF-α production [5]. The authors stated that these results stimulate 

the evaluation of antitumor activity of this lectin. 

 Due to the predominantly proinflammatory response of SteLL treatment, 

one could expect that, in presence of the lectin, the splenocytes would have 

increased the NO release, which did not occur (Figure 3). Hiroi et al. [27] 

reported that IL-4 inhibits the NO production induced by IFN-γ. On this way, the 

increased expression of IL-4 by splenocytes treated with SteLL can be a reason 

for the slight decrease in the levels of NO, corresponding to other indication of 

the regulatory role of IL-4 in the status induced by SteLL. 
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4. Conclusion 

 

 The findings presented here demonstrate that SteLL is able to affect the 

release of specific cytokines by mice splenocytes without causing cellular stress 

and generating a predominant pro-inflammatory (Th1 and Th17) response but 

regulated by IL-4. Thus, we can point out SteLL as an interesting 

immunomodulatory agent to be investigated as a possible chemotherapeutic 

agent against cancer cells, for example. 
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Figure captions 

 

Figure 1. Investigation of the cytotoxic effect of Schinus terebinthifolia leaf lectin 

(SteLL) (3.12–50 µg/mL) on BALB/c mice splenocytes after incubation for 24 h. 

Cytotoxic effect was assessed by flow cytometry using annexin V (AnnV) and 

propidium iodide (PI). AnnV–/PI+ cells were considered necrotic and AnnV+/PI– 

cells were considered apoptotic. Bars represent the mean ± standard deviation 

of six experiments. 

 

Figure 2. Evaluation of the effects of 24-h treatment of BALB/c mice 

splenocytes with Schinus terebinthifolia leaf lectin (SteLL) at 12.5 µg/mL on 

cytosolic calcium concentration (A), cytosolic (B) and mitochondrial (C) reactive 

oxygen species (ROS) production, and membrane mitochondrial potential 

(m) (D) after incubation for 24 h. Bars represent the mean ± standard 

deviation of six experiments. 

 

Figure 3. Evaluation of the effects of 24-h treatment of BALB/c mouse 

splenocytes with Schinus terebinthifolia leaf lectin (SteLL) at 12.5 µg/mL on the 

release of cytokines (A–G) and nitric oxide (H). Bars represent the mean ± 

standard deviation of six experiments. 
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Figure 1.  
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Abstract 

Angiogenesis corresponds to the budding of new blood vessels starting from 

other preexisting ones. This process is of great importance for development of 

tumor cells. Schinus terebinthifolia (Brazilian Peppertree) leaves express a 

thermostable and antimicrobial lectin (SteLL). This work reports the effect of 

SteLL on the angiogenesis process using the in vivo model of yolk sac 

membrane of Coturnix japonica (Japanese quail) embryos. The fractal analysis 

by box counting and information dimension indicated that SteLL at 1.35 mg/mL 

reduced the angiogenesis of C. japonica yolk sac membrane. The inhibition of 

the vascular network formation in the yolk sac membrane resulted in decreased 

blood supply to the embryos, and consequently area, perimeter and percentage 

of cephalic length of embryos were significantly reduced in the group treated 

with SteLL, corroborating with the antiangiogenic activity. In conclusion, SteLL 

is an antiangiogenic agent and this result stimulate future investigations about 

its antitumor activity. 

 

 

Keywords: Angiogenesis, Brazilian pepper tree, cancer, lectin, fractal 

dimension.  
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1. Introduction 

 Malignant tumors, also referred as neoplasms or, more generically, 

cancers result from a rapid multiplication of abnormal cells that can then invade 

adjoining tissues and spread to other organs, causing the metastases. The 

malignant tumors represents a serious public health concern, since is estimated 

that 9.6 million of people died due to the cancer complications in 2018 (WHO, 

2018). The cancers with higher incidence are lung and breast tumors, from 

which were recorded 2.09 million cases around the world, followed by the 

colorectal cancer with 1.80 million cases. On the other hand, the most common 

causes of cancer death worldwide are lung and colorectal tumors, responding 

by 1.76 million and 862 000 deaths in 2018, respectively (WHO, 2018).  

 Angiogenesis, characterized by the budding of new blood vessels 

starting from other preexisting ones, is one of the most important factors 

required for the development of tumor cells, providing the supply of oxygen and 

nutrients, besides removing carbon dioxide (CO2) and other metabolic residues 

(FERRARA, 2004; ZHANG, et al., 2018). 

 Since the tumors cannot grow or spread without a blood supply, the 

molecules involved in the angiogenesis represent promising targets for cancer 

therapy.  In this sense, the antiangiogenic agents prevent or slow the growth of 

cancer by starving it of its needed blood supply (NCI, 2018). In addition, the 

adverse effects and complications associated with currently available 

chemotherapeutic agents represent the limitations of conventional anticancer 

treatments and this has stimulated the search for new anticancer drugs 

(Shivamadhu et al., 2017). 
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 Lectins are proteins that have at least one non-catalytic domain for 

carbohydrate recognition that binds sugars in a reversible manner and with high 

specificity without modifying their covalent structure (Procópio et al., 2017). The 

lectin potential for use in new therapeutic approaches against tumors has been 

investigated, with emphasis on its cytotoxic potential by inducing 

apoptosis/necrosis, its ability to transport other molecules to the tumor cells, its 

role as biomarkers for tumor detection and its inhibitory capacity of tumor 

invasion and metastization. It has also been reported that lectins can inhibit the 

angiogenesis, including by reducing the production of the vascular endothelial 

growth factor (VEGF) in the tumor microenvironment (Shivamadu et al., 2017). 

Leaves of Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae), popularly 

known as Brazilian pepper tree, contain compounds that induce apoptosis in 

melanoma and block the development of metastasis (Matsuo et al., 2011). The 

leaves also express a chitin-binding lectin (SteLL), a 14-kDa glycosylated and 

ion-independent polypeptide active against the medically relevant micro-

organisms Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus and 

Candida albicans (Gomes et al., 2013). In this work we hypothesize that SteLL, 

like other lectins already described, can interfere in the formation of a vascular 

network from preexisting vessels. 

Embryos of Coturnix japonica (Fascianidae), a species popularly known 

as Japanese quail, represent interesting models to evaluate antiangiogenic and 

antivasculogenic activities, due to the rapid embryonic development, greater 

practicality of manipulation and ease of visualization of the results. In addition, 

the use of mathematical models such as fractal analysis may be useful to 
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increase the accuracy of results (Costa et al., 2013). Here, the effect of SteLL 

on the angiogenesis process using the in vivo model of yolk sac membrane of 

C. japonica embryos is described. 

 

2. Materials and methods  

 

2.1. Plant material and lectin isolation 

 

 The access to the plant material was recorded (A04F306) in the Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado (SisGen). The lectin SteLL was isolated using the procedure 

previously reported by Gomes et al. (2013). The S. terebinthifolia leaves were 

collected in the Recife city (Pernambuco, Brazil) and air-dried at 28 °C for 15 

days. The dried leaves were crushed in a blender and the flour (10 g) was 

mixed with 0.15 M NaCl (100 mL) during 16 h at 28 ºC under magnetic stirring. 

After filtration through gauze and centrifugation (12,000 ×g, 15 min, 4°C) the 

clear supernatant was collected and corresponded to the leaf extract. Next, the 

leaf extract was loaded onto a chitin (Sigma-Aldrich, USA) column (7.5 × 1.5 

cm) equilibrated with 0.15 M NaCl. The elution of SteLL was performed with 1.0 

M acetic acid. The pool of eluted fractions (SteLL) was dialyzed against distilled 

water for removing of the acetic acid and its concentration was determined 

according to Lowry et al. (1951). 

 The hemagglutinating activity (HA) of SteLL was determined aiming to 

verify if its domain of carbohydrate recognition was preserved. The erythrocytes 

collection as approved by the Ethics Committee on Animal Use of the 
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Universidade Federal de Pernambuco, UFPE (process 23076.033782/2015-70). 

The HA assay was performed in microtiter plates according to Procópio et al. 

(2017), using a suspension (2.5%, v/v) of glutaraldehyde-treated (Bing et al., 

1967) rabbit erythrocytes in 0.15 M NaCl. The HA corresponded to the 

reciprocal of the highest dilution of SteLL able to promote the full agglutination 

of erythrocytes. The specific HA was defined as the ratio between HA and the 

protein concentration (mg/mL).  

 

2.2. Effect of SteLL on the angiogenesis from C. japonica yolk sac membrane  

 

 The in vivo assays were performed according to Costa et al. (2013), 

using an incubator (Chocmaster, Paraná, Brazil) assembled at the Laboratório 

de Biofísica Teórico-Experimental e Computacional (LABTEC) of the 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). The apparatus was used 

to allow the development of the C. japonica embryos under controlled 

temperature and humidity (37.5 °C and 60%, respectively) at conditions 

considered proper to the development of the embryos (Mazzonelli & Led, 1960; 

Marques, 1994). The temperature was controlled through a resistance 

monitored by a thermostat and measured through a thermometer coupled to the 

incubator. 

 The experimentation with the embryos was approved by the Ethics 

Committee on Animal Use of the Universidade Federal Rural de Pernambuco, 

UFRPE (process 23082.008841/2016; license 067/2016). It was used a total of 

150 fertilized C. japonica eggs, with approximately two days, obtained from the 
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Estação Experimental de Pequenos Animais of UFRPE (Carpina, 

Pernambuco). 

 The eggs were randomly distributed in 03 groups, containing 30 eggs 

each one (G1- control group; G2- group treated with SteLL at 0.65 mg/mL; G3- 

group treated with SteLL at 1.35 mg/mL), and kept in the incubator for 72 h to 

yolk sac membrane formation. After the first 48 h, a disposable syringe was 

used to remove 2.5 ml of albumen from the egg and cuts were performed on the 

eggshells in order to allow the access to yolk sac membrane (Kirchner et al., 

1996). These cuts were made with the aid of a sterile scissors and the 

eggshells, previously cleaned with a 2.0% chlorhexidine solution, was sectioned 

forming a curved window (2.0 cm long x 1.5 cm wide). The treatments were 

administered using discs of methylcellulose arranged in contact with the yolk 

sac membrane through the windows made in the eggshells. The discs were 

prepared according to Dias et al. (2008a) with an aliquot of 10 μL of a 

methylcellulose solution (10 mg/ml). For the groups treated with SteLL, the 

discs were soaked with a lectin solution (6.5 μL) at 0.65 or 1.35 mg/mL, while 

the control group received discs soaked with 0.15 M NaCl. After treatment, the 

windows in eggshells were covered with Parafilm®, sealing the egg from 

possible contaminations and avoiding the embryos dehydration. After 

completing the 72 h-incubation, images of the vascular network from the yolk 

sac membranes were captured through a digital camera (Sony DSC-W130 8.1 

megapixels) and transferred to a computer for further analysis of fractal 

dimensions. 

 The images of the yolk sac membranes were segmented for analysis of 

the fractal geometry of their vascular network. The image segmentation was 
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resized in the Microsoft Paint program, where the vascular network was 

covered using the brush icon. Skeletonization of the images was performed, a 

type of segmentation that confers a single dimension to the entire vascular 

network, disregarding the different vessel sizes. Then, the segmented and 

binarized images were converted to black (background image) and white 

(segmented vessels). The fractal dimension of the segmented and binarized 

images was calculated with the BenoitTM 1.3 Fractal Analysis System. 

 

2.2.1. Mathematical methods for analyses of the images of the vascular network 

in C. japonica yolk sac membrane  

 

2.2.1.1. Box Counting dimension method 

 The box counting dimension analysis was performed according to Costa 

et al. (2013). The object was covered by a grid formed by a number of boxes N 

(r). The boxes (dimensions of r x r) contained at least one dot of the fractal 

object. The procedure was repeated with several grids containing, at each step, 

a larger number of boxes N (r) while the size of the sides of boxes r were 

reducing. Afterwards, a double logarithm graphic of N (r) was plotted as a 

function of the sides of the boxes r. The counting dimension by boxes 

corresponded to the slope of the double logarithm plot of N (r) x r with inverted 

signal. 

 

2.2.1.2. Information dimension (entropy) method 

 In the information dimension, the image was covered by several boxes 

with different sizes; however, the counting was performed based on the 
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probability of occupancy of the boxes by the fractal object. The procedure was 

repeated 34 times with several grids containing, at each step, a larger number 

of boxes (N (r)) as the sides of the boxes r were reduced in size. Subsequently, 

a double logarithm graph of the Kolmogorov entropy was plotted in function of 

the sides of the boxes r. The information dimension was obtained by sloping the 

double logarithm plot of the Kolmogorov entropy (S (r)) versus r, with inverted 

signal (Kunick et al., 2008; Costa et al., 2013). 

 

2.3. Effect of SteLL on C. japonica embryos  

 

2.3.1. Effect of SteLL on the area, perimeter and percentage of cephalic length 

of C. japonica embryos 

 After 72 h of the experiment beginning, corresponding to 24 h after 

treating the embryos with SteLL, the embryos were dissected and 

photographed with a digital camera (Sony DSC-W230) coupled to a microscope 

(Stereomicroscope Optom TIM-2B). The images were imported into the 

program Image J version 1.51p, where the area, perimeter and percentage of 

cephalic length of the embryos were calculated. The percentage of cephalic 

length was defined as a relative measure of cephalic length regarding to the 

body of the embryo. The embryos area corresponded to the sum of all pixels 

that made up the shape of the embryos and the perimeter represented the sum 

of all the pixels that composed embryos contour (Duarte Neto, 2005). 

 After dissecting, the embryos of C. japonica were immediately weighed 

and the percentage of cephalic length was determined using a microscope 

(Stereomicroscope Optom TIM-2B) with a standard slide for calibration. The 
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percentage of cephalic length (PCL) of each embryo served as a parameter of 

embryonic morphogenesis, being determined by the total body length based on 

the segments defined as head flexure, cervical flexure, and caudal axis (DIAS 

et al., 2008). This parameter was calculated through the length of the axis of the 

flexure of the head up to the cervical flexure (CECbCv) divided by the same 

length (CECbCv) along with the length of the axis of the cervical flexure until the 

caudal flexure (CECvCd) multiplied by 100.  

 

2.4. Statistical analysis 

 The statistical analysis was performed using the Shapiro-Wilk normality 

test. However, since the data did not follow a normal distribution, the Kruskal-

Wallis test with Dunn's post-hoc test was performed, with a significance level of 

5% (p<0.05), represented by the median and deviation interquartile. 

  

3. Results and discussion 

 The anticancer potential of the leaf lectin of S. terebinthifolia (SteLL) was 

already observed by our research group (unpublished data). Because of the 

well-known importance of angiogenesis/vasculogenesis processes for the 

cancer progress, we wondered whether the SteLL antitumor activity could be 

due to inhibition of vascular network formation in the tumor region. In this sense, 

this research is an initial effort to point out SteLL as a new bioproduct that may 

serve as starting material for formulating new antiangiogenic drugs or as an 

adjuvant in new therapeutic strategies.  

 SteLL was efficiently isolated according the previously stablished 

protocol, and was able to agglutinate erythrocytes with high specific 
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hemagglutinating activity (18,616) and a purification factor of 46.6. These data 

corroborate with that reported by Gomes et al. (2013) and Procópio et al. 

(2017). Since the lectin domain of SteLL was active, we investigated its 

antiangiogenic activity.  

 In this work, the ability of SteLL of interfering with the formation of 

vascular network in C. japonica yolk sac membrane was investigated using the 

fractal analysis by box counting and information dimension in an attempt to 

provide a greater reliability to the analysis. Both the analyzes indicated that 

SteLL at 1.35 mg/mL was able to significantly (p= 0.004) reduce the formation 

of the vascular network from the C. japonica yolk sac membrane (Figure 1A and 

1B, respectively). 

 The C-type lectin isolated from Bothrops pauloensis inhibited the vessel 

formation in Matrigel assay (Castanheira et al., 2017) and the authors 

demonstrated that this effect was due to stimulation by the basic fibroblast 

growth factor (bFGF). The lectin from Praecitrullus fistulosus (Curcubitaceae) 

fruits also showed an in vivo antiangiogenic activity when administrated to 

Ehrlich ascites carcinoma (EAC) bearing mice (Shivamadhu et al., 2017). This 

activity was attributed to the inhibition of the vascular endothelial growth factor 

(VEGF). VEGF is an essential factor to the formation of new blood vessels, 

which is essential for the growth of solid tumors, ensuring the supply of oxygen, 

essential nutrients and other growth factors for the tumor, which are required for 

the proliferation of cancer cells and metastasis formation (Ronca et al., 2017).  

 The lectin from P. fistulosus fruit also showed a promising cytotoxic effect 

against multiple cancer cell lines, reduced the activity of metalloproteinases 

(MMP-2 & MMP-9) and inhibited in vivo the tumor growth in EAC bearing mice 
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(Shivamadhu et al., 2017). The mannose binding lectin from Remusatia vivipara 

tuber, similarly to described here for SteLL, inhibited the development of 

vascularization of chorioallantoid membrane from chicken eggs, as well as 

reduced the density of neoformed vessels (Sindhura et al., 2017).  

 The inhibition of the vascular network formation in the yolk sac 

membrane results in decreased blood supply to the embryo, impairing its 

development. In this sense, and since the mathematical models used here 

indicated that SteLL acted inhibiting the formation of new blood vessels in the 

earliest stages of the embryo, we investigated which morphological damages 

could be occurring as consequence of the angiogenesis inhibition. The 

parameters chosen to evaluate these damages were the area, the perimeter 

and the cephalic length of the embryos.   

 The area, perimeter and percentage of cephalic length of embryos were 

significantly (p values of 0.0002, 0.0027 and 0.0065, respectively) affected only 

in the group treated with SteLL at 1.35 mg/mL (Figure 2). The alteration of these 

morphometric parameters reflects a reduction in blood supply, ensuring the 

antiangiogenic activity of SteLL, since the vascular network of the yolk sac is 

essential for nutrient supply (Zhang et al., 2018). 

  

4. Conclusion 

 The results reported here point out SteLL as an antiangiogenic agent and 

stimulate future investigations about its antitumor activity. Additionally, this work 

contributes for the enlargement of the panel of biological activities of this lectin.   
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Figure captions 

 

Figure 1. Effect of the Schinus terebinthifolia lectin (SteLL) on the formation of 

vascular network from Coturnix japonica yolk sac membrane. Investigation 

through box counting method (A) and information dimension method (B). The 

statistical treatment used the Kruskal-Wallis test with Dunn's post-hoc multiple-

comparison test. The significance level was 5%, being considered differences 

between the treatments when p < 0.05. The data were expressed as medians 

with the respective deviation interquartile. Different letters indicate significant 

differences between the treatments. 

 

Figure 2. Effect of the Schinus terebinthifolia lectin (SteLL) on the development 

of Coturnix japonica. Embryos area (A), perimeter (B) and percentage of 

cephalic length (C). The statistical treatment used the Kruskal-Wallis test with 

Dunn's post-hoc multiple-comparison test. The significance level was 5%, being 

considered differences between the treatments when p < 0.05. The data were 

expressed as medians with the respective deviation interquartile. Different 

letters indicate significant differences between the treatments.  
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Figure 1. 

 

 

 

Figure 2. 
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6. CONCLUSÃO  

 

 SteLL não foi citotóxica para esplenócitos de camundongos uma vez que 

células em apoptose ou necrose não foram detectadas. 

 SteLL não causou danos celulares que pudessem comprometer a 

funcionalidade das células, uma vez que a liberação de cálcio citosólico 

e a produção de EROS pelos esplenócitos não foi alterada. 

 SteLL mostrou atividade imunomoduladora uma vez que estimulou a 

liberação das citocinas IL-17A, TNF-α, IFN-γ, IL-4 e IL-2, nesse sentido 

podemos concluir que a lectina estimula uma resposta 

predominantemente pró-inflamatória (Th1 e Th17), porém regulada por 

IL-4 

  SteLL apresentou afeito angiogênico pelo modelo in vivo utilizando 

embriões de C. japonica. 

 A ação antiangiogênica foi corroborada pelo fato de que a lectina alterou 

os parâmetros morfométricos (área, perímetro e percentual de 

comprimento cefálico) dos embriões, assegurando que houve redução 

no suprimento de sangue, devido à diminuição na formação da rede 

vascular do saco vitelínico dos ovos de C. japonica. 

 As atividades imunomoduladora e antiangiogênica de SteLL estimulam 

futuras investigações desta lectina como um agente terapêutico para 

atuar em condições patológicas que envolvam os processos de 

inflamação e angiogênese, tais como o câncer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

99 
 

7. Anexo 

7.1 Comprovante de submissão do artigo “Schinus terebinthifolia leaf 

lectin (SteLL ) stimulates cytokine release by mice splenocytes” ao 

periódico International Journal of Biological Macromolecules.  

 


