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RESUMO

Microgramma vacciniifolia (Polypodiaceae, Pteridophyta) € uma planta epifita que
possui propriedades medicinais, por exemplo, no tratamento de infeccbes
respiratérias. Lectinas de origem vegetal sdo capazes de exercer acao
imunomoduladora sobre células do sistema imune de mamiferos, através da
interacdo com receptores de superficie celular. Esta dissertagdo descreve a
purificacdo e caracterizacdo de uma lectina a partir das frondes de M. vacciniifolia
(MVFL), assim como a avaliagdo da sua toxicidade e efeito imunomodulador sobre
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humano. Extrato proteico foi
obtido por homogeneizacéo do pé das frondes secas em NaCl 0,15 M (10%, p/v) por
16 h a 25°C. MvFL foi isolada a partir do extrato através de cromatografia de gel
filtracdo em coluna de Sephadex G-75 seguida de cromatografia de troca ibnica
utilizando a matriz DEAE-Sephadex A25. A homogeneidade de MvFL foi avaliada
por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em condigcbes nativas para
proteinas basicas ou acidas. MvFL foi caracterizada quanto a especificidade de
ligacdo a carboidratos, massa molecular nativa, ponto isoelétrico (pl), composicao
em subunidades, presenca de glicosilacdo e similaridades na sua estrutura primaria
com outras proteinas vegetais. A estabilidade da lectina em diferentes valores de pH
(3,0-9,0) e apds aquecimento a diferentes temperaturas (30-100°C) foi avaliada por
ensaio de hemaglutinacdo e espectrometria de fluorescéncia. Adicionalmente, MvFL
foi avaliada quanto a atividade inibitéria de tripsina. Citotoxicidade foi investigada
através da avaliacdo da inducdo de apoptose/necrose em PBMCs tratados com
MvVFL (6,25-50ug/mL). A atividade imunomoduladora de MvFL (12,5 pg/mL) sobre
PBMCs foi avaliada através da determinacdo dos niveis de citocinas, quimiocinas e
oxido nitrico (NO). Diferenciacdo e ativacdo de células T também foram
investigadas. MvFL foi isolada com elevada atividade hemaglutinante especifica
(10.240) e elevado fator de purificacdo (3.413). Ela foi revelada como uma
glicoproteina de pl 4,51 e massa molecular nativa de 54 kDa, sendo composta por 3
subunidades distintas. Espectrometria de massas de peptideos derivados da
hidrolise de MvFL por tripsina revelou similaridades (cobertura de sequéncia de
32%) com a estrutura primaria de uma proteina vegetal ligadora de RNA de
Theobroma cacao. A atividade hemaglutinante da lectina foi inibida apenas por
glicoproteinas (fetuina e ovoalbumina). O aquecimento de MvFL ndo afetou a
atividade hemaglutinante nem promoveu desenovelamento da lectina. Tanto a
atividade hemaglutinante quanto a conformacao da lectina variaram dependendo do
pH do meio, sendo MVFL menos ativa em pH alcalino. A lectina apresentou atividade
inibidora de tripsina (3360,1 U/mg) e ndo apresentou toxicidade para PBMCs nas
concentracoes de 6,25 a 25 pg/mL. A lectina promoveu um aumento na producgao de
TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 e NO, bem como estimulou a diferenciacéao e ativacéo de
linfécitos T CD8*. MvFL ndo alterou a producdo das quimiocinas testadas. Em
conclusdo, as frondes de M. vacciniifolia contém uma proteina termoestavel e
multifuncional, com atividades lectinicas e inibidora de tripsina, baixa toxicidade para
linfécitos, acdo imunomoduladora sobre PBMCs, induzindo predominantemente uma
resposta Thl, e capaz de promover ativacao e diferenciagdo de linfocitos humanos.

Palavras-chave: lectina. Pteridophyta. inibidor de tripsina.



ABSTRACT

Microgramma vacciniifolia (Polypodiaceae, Pteridophyta) is an epiphytic plant that
has medicinal properties, for example, in the treatment of respiratory infections.
Lectins of plant origin are able to exert immunomodulatory action on cells from
mammalian immune system by interacting with cell surface receptors. This work
describes the purification and characterization of a lectin from the M. vacciniifolia
fronds (MvFL), as well as the evaluation of its toxicity and immunomodulatory effect
on human peripheral blood mononuclear cells (PBMCSs). Protein extract was obtained
by homogenizing the powder of dried fronds in 0.15 M NaCl (10%, w/v) for 16 h at
25°C. MvFL was isolated from the extract by gel filtration chromatography on
Sephadex G-75 column followed by ion exchange chromatography using the DEAE-
Sephadex A25 matrix. The homogeneity of MvFL was evaluated by polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) under native conditions for basic or acidic proteins. MvFL
was characterized in terms of carbohydrate specificity, native molecular mass,
isoelectric point (pl), subunit composition, presence of glycosylation and similarities in
its primary structure with plant proteins. The stability of the lectin at different pH
values (3.0-9.0) and after heating at different temperatures (30-100°C) was evaluated
by hemagglutination assay and fluorescence spectrometry. Additionally, MvFL was
evaluated for trypsin inhibitory activity. Cytotoxicity was investigated by evaluating
the induction of apoptosis/necrosis in PBMCs treated with MvFL (6.25-50 pg/mL).
Immunomodulatory activity of MvFL (12.5 ug/mL) on PBMCs was assessed by
determining the levels of cytokines, chemokines and nitric oxide (NO). Differentiation
and activation of T cells were also investigated. MvFL was isolated with high specific
hemagglutinating activity (10,240) and purification factor (3,413). It was revealed as a
glycoprotein with pl 4.51 and native molecular weight of 54 kDa, being composed of
three distinct subunits. Mass spectrometry of peptides derived from the hydrolysis of
MvVFL by trypsin revealed similarities (32% sequence coverage) with the primary
structure of a RNA-binding protein from Theobroma cacao. The hemagglutinating
activity of MvFL was inhibited only by glycoproteins (fetuin and ovalbumin). Heating
of MvFL did not affect hemagglutinating activity or promote lectin unfolding. Both the
hemagglutinating activity and the conformation of the lectin varied depending on the
pH of the medium, with MvFL being less active at alkaline pH. The lectin showed
trypsin inhibitory activity (3,360.1 U/mg) and no toxicity to PBMCs at concentrations
of 6.25 to 25 ug/mL. The lectin promoted an increase in the production of TNF-q,
IFN-y, IL-6, IL-10 and NO, as well as stimulated the differentiation and activation of T
CD8" lymphocytes. MvFL did not alter the production of the chemokines tested. In
conclusion, the fronds of M. vacciniifolia contain a thermostable and multifunctional
protein with lectin and trypsin inhibitor activities, low toxicity to lymphocytes,
immunomodulatory action on PBMCs, inducing predominantly a Thl response, as
well as able to promote differentiation and activation of human lymphocytes.

Keywords: lectin. Pteridophyta. trypsin inhibitor.
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1 INTRODUCAO

As lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos de forma reversivel e
especifica, podendo promover a aglutinacéo de células e precipitar polissacarideos,
glicoproteinas ou glicolipideos. Sdo amplamente encontradas na natureza, sendo
isoladas de microrganismos, plantas, invertebrados e vertebrados. Nas plantas,
lectinas tém sido obtidas de folhas, entrecascas, raizes, rizomas, bulbos, vagens,
sementes, frutos e flores. A interacdo de lectinas com carboidratos de superficies
celulares pode desencadear diversas repostas intracelulares, o que resulta em uma
gama de atividades biolégicas que tém sido exploradas com diversos fins
biotecnoldgicos (PAIVA et al., 2011, 2013; DAN; LIU; NG, 2016).

Determinadas proteinas sdo consideradas multifuncionais por apresentarem
duas ou mais funcdes cataliticas ou de ligagdo em uma Unica molécula
(KIRSCHNER; BISSWANGER, 1976). Um exemplo ¢é a proteina CrataBL, isolada da
entrecasca de Crataeva tapia, que possui atividade lectinica e inibidora de tripsina
(NUNES et al., 2015). Os inibidores de tripsina podem ser proteinas que bloqueiam
ou reduzem a capacidade catalitica dessa protease (PONTUAL et al., 2012). Sdo
encontrados em plantas, animais e microrganismos e também apresentam diversas
atividades biolégicas (BIJINA et al., 2011; PAIVA et al., 2013; SRIKANTH; CHEN,
2016).

O sistema imune é a primeira barreira na prevencdo de doencas e a
modulacdo de seus componentes pode ser uma peca-chave na prevencdo de
determinadas doencas (EL ENSHASY; HATTI-KAUL, 2013). A expansdo de
doencas infecciosas crbnicas, de tumores malignos e de doencas auto-imunes é
geralmente o resultado de um colapso da resposta imune fundamental. Nesse
contexto, a imunomodulacdo pode ser definida como qualquer tipo de intervencao
destinada a restaurar a funcdo normal do sistema imunologico. Os
imunomoduladores podem apresentar atividades positiva (imunoestimulacdo) ou
negativa (imunossupressao) sobre uma fungdo imunoldgica especifica (MAHIMA et
al., 2012; DHAMA et al., 2015). Compostos de origem vegetal, dentre eles proteinas
bioativas apresentam a capacidade de modular o sistema imunolégico (FANG; NG,
2015; ZHANG et al., 2015; DITAMO et al., 2016).
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Conhecida popularmente por “polipédio vacinifolio”, “erva-silvina” ou “erva-
teresa”, Microgramma vacciniifolia € uma planta epifita com diversas propriedades
medicinais tais como uso para tratamento de diferentes tipos de infeccbes
(SANTOS; SYLVESTRE, 2006; AGRA et al., 2008; PERES et al., 2009). O rizoma
de M. vacciniifolia contém uma lectina (denominada MvVRL) que apresentou
atividades antifangica contra Fusarium, inseticida contra Nasutitermes corniger,
antitumoral contra células NCI-H292 (carcinoma de pulm&o) e moluscicida contra
Biomphalaria glabrata (ALBUQUERQUE et al., 2012, 2014a, 2014Db).

Estudos prévios realizados no Laboratorio de Bioquimica de Proteinas da
Universidade Federal de Pernambuco demonstraram que extrato das frondes de M.
vacciniifolia apresentou atividade hemaglutinante, indicativo da presenca de lectinas.
Dessa forma, este trabalho descreve a purificacdo e caracterizacdo de uma lectina
multifuncional a partir das frondes de M. vacciniifolia (MvFL, do inglés M. vacciniifolia
frond lectin), bem como a avaliacdo de suas atividades citotoxica e
imunomoduladora sobre células mononucleares de sangue periférico (PBMCSs)

humano.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1LECTINAS

As lectinas sao proteinas que interagem com carboidratos de forma
especifica, sendo amplamente encontradas na natureza. Lectinas vém sendo
isoladas de bactérias (VAINAUSKAS et al., 2016), fungos (SINGH; KAUR; SINGH,
2015), plantas (GOMES et al., 2013) e animais (WANG; ZHAO; WANG, 2014). Em
todos estes organismos, as lectinas podem estar envolvidas em processos
biolégicos normais, inclusive como parte de mecanismos de defesa (GABIUS et al.,
2011).

Lectinas possuem, pelo menos, um dominio ndo catalitico que € capaz de se
ligar reversivelmente a carboidratos simples (monossacarideos, dissacarideos),
oligossacarideos complexos (incluindo a porgéo glicidica de glicoconjugados) e/ou
polissacarideos (HAMID et al., 2013). A capacidade de se ligar a glicoproteinas e
glicolipideos presentes em superficies celulares e a presenca de pelo menos dois
sitios de ligagdo a carboidratos na estrutura de uma lectina confere a ela a
propriedade aglutinante. O ensaio de hemaglutinacdo, no qual se avalia a
capacidade de interacdo entre a lectina e carboidratos da superficie dos eritrocitos, é
o método mais utilizado para deteccao de lectinas. Quando a lectina se associa com
esses acucares, forma-se uma rede de hemaglutinacdo (Figura 1A). Caso nao
ocorra a hemaglutinacéo, tais eritrécitos depositam-se no fundo da placa (SANTOS
et al., 2013).

Uma vez que o aspecto visual da hemaglutinacdo pode ser similar ao
observado em casos de dispersédo ou lise dos eritrocitos, é realizado o teste de
inibicAo para confirmar a aglutinagdo promovida por lectinas. Nesse teste, sao
adicionados carboidratos livres em solugdo que interagem com as lectinas,
impedindo que as mesmas se liguem a superficie dos eritrocitos e formem a rede de
hemaglutinacéo (Figura 1B) (SANTOS et al., 2013).
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FIGURA 1 - Ensaios para deteccdo da presenca de lectinas. (A) Ensaio de hemaglutinacdo. (B)

Ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidratos.

NaCl 0,15 M (50ul) B NaCl 0,15 M + Carboidrato (50ul)
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As lectinas podem ser classificadas com base na sua especificidade de
ligacdo a carboidratos em lectina ligadora de glicose/manose, N-acetilglicosamina,
galactose/N-acetilgalactosamina, fucose, entre outros agucares (RAMOS et al.,
2000; HAMID et al., 2013).

A capacidade de ligacdo a carboidratos de superficies celulares pode resultar
no desencadeamento de repostas intracelulares, o que promove uma gama de
propriedades biolégicas as quais tém sido exploradas com diversos fins
biotecnolégicos e medicinais (PAIVA et al., 2011; SOUZA et al., 2013; SMIGIEL et
al., 2014; IORDACHE et al., 2015; YAU et al., 2015; DAN; LIU; NG, 2016). Ainda, a
significancia funcional de carboidratos, particularmente aqueles associados a
proteinas, tem sido elucidada por meio de investigacfes utilizando lectinas (GABIUS
et al, 2011; NOBREGA et al., 2012; GEETHANANDAN et al, 2013;
LICHTENSTEIN; RABINOVICH, 2013).

Dentre as atividades biolégicas descritas para lectinas podemos citar
inseticida (NAPOLEAO et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2012; LIMA et al., 2016;
DE OLIVEIRA et al.,, 2017), antiviral (FANG et al., 2010a; SATO et al., 2012),
antifangica (ALBUQUERQUE et al., 2014b; WU et al., 2016), antibacteriana
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(MOURA et al., 2015; SINGH; KAUR; SINGH, 2015; AL-MAMUN et al., 2016; SILVA
et al., 2016a), anti-angiogénica (AMBASTA et al., 2015), antinociceptiva (ARAUJO et
al., 2011; CAMPOS et al., 2016), antitumoral (SHI et al., 2014; YAU et al., 2015;
SINGH et al., 2016), anti-inflamatéria (CAMPOS et al., 2016), mitogénica (DHUNA,
2010; CHAN et al., 2012; SINGH; KAUR; SINGH, 2015), imunomoduladora (MELO
et al., 2010; PRASANNA; VENKATESH, 2015; DITAMO et al., 2016; SINGH et al.,
2017), antioxidante e gastroprotetora (RODRIGUES LACERDA et al., 2016).
Adicionalmente, as lectinas tém sido estudadas como ferramentas para
cooperar com o diagnéstico e prognéstico de doengcas, como o cancer, sendo
usadas em sondas histoquimicas devido aos seus mecanismos de reconhecimento
diferencial de tecidos ou ainda como ferramentas multifuncionais para marcar e
identificar diferentes tipos de células (SANTOS et al., 2014; SILVA et al., 2016b).

2.1.1 Lectinas de plantas

As plantas sao fontes ricas em compostos de estruturas variadas e potentes
efeitos biolégicos de relevancia no tratamento de uma série de doencas, incluindo
cancer e doencas infecciosas. Mais de 80% do total da populacdo mundial recorre a
medicina herbal para as suas necessidades primarias de cuidados com a saude
(GAO, 2011). Normalmente, compostos bioativos de vegetais possuem maior
especificidade para as células-alvo (ARUL; SUBRAMANIAN, 2013; TANIGUCHI et
al., 2015), o que aumenta a busca por fitoquimicos. A investigacao de novos agentes
medicinais de origem vegetal pode entdo contribuir para controlar o crescente
problema de resisténcia a farmacos e toxicidade de antibidticos comercialmente
disponiveis (AL-MAMUN et al., 2016).

Nesse contexto, entram em evidéncia as lectinas isoladas de plantas, a partir
dos mais variados tecidos, tais como flores, folhas, sementes, vagens, bulbos, frutos
e raizes (PAIVA et al., 2011; DIAS et al., 2015). As lectinas de plantas podem ser
produzidas constitutivamente ou em resposta ao estresse ambiental e ataque de
patogenos (lectinas induzidas). Normalmente, as lectinas produzidas
constitutivamente sdo armazenadas em vacuolos ou no espaco extracelular e estéo
presentes, principalmente, em tecidos de armazenamento (LANNOO; VAN DAMME,

2010), sendo descritas como relacionadas a defesa de plantas contra patdogenos e
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insetos herbivoros (GUO et al., 2013; AL ATALAH; SMAGGHE; VAN DAMME,
2014). As induzidas, situadas no nucleo e no citoplasma, também estdo envolvidas
no processo de defesa das plantas (LANNOO; VAN DAMME, 2010, 2014; MACEDO;
OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015). Muitos estudos mostraram que as lectinas de plantas
exibem uma variedade de atividades biolégicas, dentre elas todas as descritas na
secao anterior.

Uma atual classificacdo de lectinas de plantas baseia-se na estrutura e
sequéncia dos dominios que reconhecem carboidratos, sendo agrupadas nas
seguintes familias: (1) aglutininas homélogas a Agaricus bisporus, (2) amarantinas,
(3) homdlogas de quitinase classe V, (4) aglutinina de Euonymus europaeus, (5)
aglutinina de Galanthus nivalis, (6) proteinas com dominio heveinico (motivo
estrutural de reconhecimento da quitina), (7) jacalinas, (8) lectinas de leguminosas,
(9) lectinas com dominio Lys M (motivo de lisina), (10) aglutinina de Nicotiana
tabacum e (11) familia ricina-B (MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015). As lectinas
de plantas também podem ser agrupadas em diferentes familias de acordo com
similaridades estruturais e na sequéncia de aminoacidos: lectinas de leguminosas,
proteinas inativadoras de ribossomos de tipo Il, lectinas de monocotiledbneas,
lectinas ligadoras de manose, etc. Podem também ser categorizadas
estruturalmente conforme o numero e caracteristica dos dominios que possuem:
merolectinas, quando possuem apenas um dominio capaz de ligar a carboidratos e
dessa forma ndo apresentam atividade aglutinante; hololectinas, que possuem dois
ou mais dominios ligadores de carboidratos; quimerolectinas, que possuem um
dominio que liga a carboidratos e outro que possui uma atividade biolégica diversa;
e superlectinas, que possuem dois ou mais dominios que reconhecem estruturas
diferentes de carboidratos (HAMID et al., 2013).

2.2 PROTEINAS MULTIFUNCIONAIS

Proteinas multifuncionais s&o definidas por apresentarem duas ou mais
funcBes bioquimicas na mesma molécula, tais como func¢des cataliticas ou de
ligacdo (KIRSCHNER; BISSWANGER, 1976; DIAZ-RAMOS et al., 2012; CHAPPLE
et al.,, 2015; KIM et al., 2016). Tais proteinas multifuncionais podem interagir

especificamente com conjuntos distintos de alvos, simultaneamente ou nao,
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dependendo da funcdo realizada. Proteinas multifuncionais sado importantes na
regulacao transcricional e sinalizagdo sendo partes integrantes da maioria dos
processos celulares (BECKER et al., 2012).

O termo “multifuncional” enquadra-se para algumas lectinas. Por exemplo,
uma proteina isolada de odcitos de Rana catesbeiana possui atividades lectinica e
enzimatica (ribonuclease) (TATSUTA et al., 2013). A lectina da casca de Crataeva
tapia (CrataBL), € uma proteina multifuncional com atividades lectinica e inibidora de
tripsina (NUNES et al., 2015). Similarmente, foi também descrita a purificacdo de um
inibidor de tripsina de sementes de Abelmoschus moschatus com atividade de
lectina (DOKKA; KONALA; DAVULURI, 2014).

2.3INIBIDORES DE TRIPSINA

Inibidores de protease sdo compostos que bloqueiam ou reduzem a
capacidade catalitica de proteases. Estes inibidores possuem natureza quimica
distinta podendo ser, no caso daqueles de origem vegetal, peptidicos ou metabdlitos
secundarios (PAIVA et al., 2011; PONTUAL et al.,, 2012). Os inibidores proteicos
podem ser classificados em competitivos ou ndo competitivos. Os primeiros atuam
competindo com substratos pelo sitio ativo das proteases, com o qual estabelecem
interacdes estaveis; 0s ndo-competitivos, por sua vez ligam-se em locais diferentes
do sitio catalitico, resultando em modificacbes conformacionais na molécula da
protease impossibilitando a realizacdo da catalise (LIAO et al., 2007). Os inibidores
de protease sdo encontrados em plantas, animais e microrganismos (BIJINA et al.,
2011).

Os inibidores de protease classificam-se segundo o tipo de protease inibida
em: (1) inibidores de serinoproteases, (2) aspartico-proteases, (3) cisteino-proteases
e (4) metaloproteases. Contudo, alguns inibidores de protease podem interferir em
mais de um tipo de protease. Por exemplo, os da familia das serpinas sé&o
geralmente ativos contra as serinoproteases e as cisteino-proteases (FEAR;
KOMARNYTSKY; RASKIN, 2007).

Inibidores de protease provenientes de plantas vém sendo purificados,
caracterizados e investigados quanto ao potencial terapéutico usando métodos in

vitro, tornando-se assim excelentes fontes de pesquisa para fins farmacoldgicos
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(MAJUMDAR, 2013; ODEI-ADDO et al., 2013). SRIKANTH & CHEN (2016) chamam
atencao para a importancia da exploracao de mais inibidores de protease de plantas
(proteicos) e investigacdo de suas atividades para o tratamento e controle de
doencas, devido ao seu enorme potencial na medicina.

Essas proteinas sdo produzidas constitutivamente ou por inducdo em tecidos
vegetativos e reprodutivos de plantas, estando associadas a defesa contra
herbivoros e regulacdo da morte celular programada (SOLOMON et al., 1999;
HARTL et al., 2011; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). Ainda, esses inibidores podem
funcionar como proteinas de armazenamento (MANDAL et al., 2002; KLOMKLAO et
al., 2011; CHAN; ZHANG,; NG, 2013).

A tripsina é uma endopeptidase do grupo das serinoproteases amplamente
encontrada no sistema digestivo de vertebrados, sendo também expressa por
microrganismos, e invertebrados (BHATTACHARYYA; LEIGHTON; BABU, 2007;
SLECHTOVA et al., 2015). A importancia desta enzima para esses organismos tem
estimulado a busca por inibidores de tripsina para o uso no controle de pragas de
interesse econdmico, e como agentes terapéuticos para o tratamento de infeccdes
causadas por microrganismos (MACEDO et al., 2007, 2010; PRASAD; DUTTA-
GUPTA; PADMASREE, 2010; KLOMKLAO et al., 2011; PATRIOTA et al., 2016).

A tripsina apresenta, em seu sitio ativo, a triade catalitica representada pelos
residuos de serina, histidina e aspartato (Figura 2). Esta triade atribui ao residuo de
serina um carater nucleofilico criando um espaco eletrostatico favoravel para a
interacdo com residuos de aminodcidos positivamente carregados. Esta enzima
apresenta uma especificidade cerca de 10 vezes maior para arginina do que para
lisina (HEDSTROM, 2002).

Proteinas com atividade inibidora de tripsina podem interagir com o sitio ativo
ou com outras regides da enzima, através de pontes de hidrogénio, interacdes
eletrostaticas e hidrofobicas. No caso dos inibidores competitivos, a inibicdo ocorre
guando a sequéncia de aminoacidos presente no sitio reativo do inibidor é
complementar aquela presente no sitio ativo da enzima, mas nao passivel de sofrer
a catélise da quebra das ligacdes peptidicas (MAJOR; CONSTABEL, 2008).

A atividade inibidora de tripsina, in vitro, pode ser detectada pela incubacéo
de uma preparacdo teste com a tripsina em presenca do substrato sintético e
cromogénico N-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida (BApNA) (Figura 3A). A tripsina é

capaz de hidrolisar a ligacdo amida envolvendo o grupo arginil na molécula do
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BApNA liberando p-nitroanilina no meio reacional (KAKADE; SIMONS; LIENER,
1969). Este composto quimico absorve a luz, no comprimento de onda
correspondente a regido do amarelo, e pode ser detectado pela medida da
absorbancia a 405 nm. A interacao entre tripsina e inibidor (complexo inativo), ocupa
0 sitio ativo e assim o BApNA néo é clivado e ndo ocorre producdo de cor (Figura
3B) (PONTUAL, 2012).

FIGURA 2 - Estrutura molecular tridimensional de um complexo enzima-inibidor, evidenciando a
triade catalitica da tripsina.

Fonte: Elaborada pela autora a partir de imagem disponivel em:
https://cdn.rcsb.org/pdb101/motm/images/2ptc-rasmol.gif.

Inibidores de tripsina isolados de plantas apresentam atividades antiviral,
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatéria e antitumoral, sendo candidatos a
agentes terapéuticos (FEAR; KOMARNYTSKY; RASKIN, 2007; KIM et al., 2009;
PAIVA et al., 2013; DOKKA; KONALA; DAVULURI, 2014; FANG; NG, 2015;
PATRIOTA et al., 2016; SRIKANTH; CHEN, 2016).


https://cdn.rcsb.org/pdb101/motm/images/2ptc-rasmol.gif
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FIGURA 3 - Deteccao de inibidor de tripsina por ensaio colorimétrico em microplaca. (A) Ensaio de
determinacdo da atividade inibidora de tripsina. (B) Representacdo da interacdo entre tripsina e o
substrato N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA), a qual resulta na clivagem do BApNA em N-
benzoil-DL-arginina e p-nitroanilina. A interacdo entre tripsina e inibidor forma um complexo inativo

devido, por exemplo, a ocupacéo do sitio ativo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.4PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE LECTINAS E INIBIDORES DE
TRIPSINA

As técnicas para isolar lectinas e inibidores de tripsina consistem em etapas
gerais para purificagdo de proteinas. Ao serem extraidas de seu meio biolégico, as
proteinas ficam expostas a diversas condigbes ambientais que podem comprometer
sua estrutura e fungdo. Sendo assim, é necessario, ao longo de todo o processo de
purificacdo, certificar-se de que a proteina que esta sendo isolada permaneca
bioativa. Para tanto, € necessario um meétodo sensivel e reprodutivel para
acompanhar a purificagdo, sendo o ensaio de hemaglutinacdo o mais utilizando no
caso de lectinas, como mencionado anteriormente, e para os inibidores de tripsina o
ensaio de atividade inibidora de tripsina descrito na pagina anterior. Ademais, o
processo deve resultar em um aumento da atividade especifica (relagdo entre a

atividade da proteina de interesse e o total de proteinas presentes na amostra), o
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que indica que a moléculas da proteina em estudo estdo sendo concentradas,
enquanto proteinas que nao sédo desejadas estao sendo eliminadas (SANTOS et al.,
2013).

Para obtencdo dos extratos, leva-se em consideracéo as condicbes em que a
proteina é mais facilmente extraida do tecido, mas que também permaneca estavel.
Fatores importantes a serem considerados sdo pH, temperatura, necessidade de
uso de detergentes nao idnicos (proteinas de membrana), presenca de ions
metalicos, etc. (COELHO et al., 2012; SANTOS et al., 2013).

Apdbs a extragcdo, a proteina de interesse pode passar por etapas de pré-
purificacdo com a finalidade de concentrar a proteina de interesse e eliminar as
demais. As técnicas de pré-purificacdo exploram diferencas de solubilidade, pH
otimo e de estabilidade frente a temperatura. Um dos procedimentos mais utilizados
€ a precipitacdo salina com sulfato de aménio (sal altamente hidrofilico), pois além
de promover a purificacdo, mantém a proteina sua conformacao nativa (NELSON;
COX, 2011; PAIVA et al.,, 2011). Ap6s a purificacdo parcial, as proteinas sao
normalmente submetidas a processos cromatograficos.

Técnicas cromatograficas sdo constituidas por duas fases (estacionaria e
movel) e consistem em um método fisico-quimico de separacdo dos componentes
de uma mistura devido a migracao/interacdo diferencial com a fase estacionaria
conforme a passagem da fase moével (Figura 4A). A fase estacionaria (também
denominada matriz) determina o tipo de coluna e as mais usadas na purificacdo de
proteinas sdo as matrizes de exclusdo molecular, troca ibnica e afinidade (NELSON;
COX, 2011).
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FIGURA 4 - Métodos cromatograficos para purificacdo de proteinas. (A) Esquema geral das duas
fases que constituem uma cromatografia em coluna. Representacdes das matrizes usadas em

cromatografias de gel filtracéo (B), troca ibnica (C) e afinidade (D).
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Fonte: PROCOPIO (2016).

A cromatografia de exclusdo molecular (ou gel filtragdo) separa as moléculas
conforme o tamanho e a forma. A fase estacionaria € formada por microesferas
porosas (Figura 4B). Moléculas menores penetram nos poros das microesferas
tendo o seu percurso retardado enquanto as maiores ndo sao capazes de penetrar
nos poros das esferas e sdo excluidas rapidamente da coluna (NELSON; COX,
2011; SANTOS et al., 2013).

A cromatografia de troca ibnica separa as proteinas de acordo com a sua
carga elétrica liquida, a qual varia conforme o pH do meio. A carga liquida de
proteinas é positiva em valores de pH abaixo do seu ponto isoelétrico (pl) e negativa
em valores de pH acima do pl. Isso deve ser levado em consideracdo tanto na
escolha da matriz cromatografica (por exemplo, a DEAE-Sephadex possui carga
positiva e para que a proteina adsorva a matriz ela deve apresentar carga negativa),
bem como da solucdo-tampéo utilizada como fase movel (na qual a proteina deve
estar com a carga liquida desejada). A fase estacionaria é constituida por uma
matriz carregada (positiva ou negativamente) que retarda a passagem de proteinas
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com carga oposta (Figura 4C). A eluicdo das proteinas adsorvidas pode ser
realizada através de alteracdes do pH ou da forca ibnica da fase mével. (NELSON;
COX, 2011).

A cromatografia por afinidade separa as proteinas conforme a especificidade
de ligacdo da proteina com a matriz (Figura 4D). Dessa forma, a proteina de
interesse fica retida na coluna enquanto as outras sdo eliminadas. ApOs essa
eliminacdo, a proteina ligada a matriz pode ser eluida por mudanca no pH ou na
molaridade da fase movel, bem como por irrigacdo da coluna com solucéao do ligante
especifico na forma livre. No caso de lectinas, as matrizes de afinidade podem
conter monossacarideos ou glicoconjugados imobilizados, ou ainda podem consistir
em suportes polissacaridicos. No caso de inibidores de tripsina, as matrizes de
afinidade podem conter a prépria enzima tripsina imobilizada (NELSON; COX, 2011;
COELHO et al.,, 2012; SANTOS et al., 2013).

A caracterizacdo de proteinas consiste no uso de diferentes técnicas
experimentais que visam identificar propriedades da proteina relacionadas ao grau
de pureza, a composicdo de aminoacidos, a conformacdo, a constituicio em
subunidades, a especificidade de ligac&o, dentre outras caracteristicas (PROCOPIO,
2016).

A eletroforese em gel de poliacrilamida € um método analitico que consiste na
migracdo de particulas carregadas sob influéncia de um campo elétrico. Esse gel
pode ter malhas com tamanhos diferentes, que variam de acordo com a
concentragcdo de acrilamida e bis-acrilamida. Através dos métodos eletroforéticos, é
possivel verificar o grau de pureza o pl e a massa molecular da proteina em analise
(PAIVA et al., 2011). Na focalizacao isoelétrica, as proteinas migram em um meio
com um gradiente de pH até o pH correspondente ao seu ponto isoelétrico. Na
eletroforese em condicbes desnaturantes verifica-se 0 peso molecular e a
composicdo em subunidades. Em condi¢des redutoras, verifica-se a presenca de
subunidades unidas por pontes dissulfeto (SANTOS et al., 2013).

O agente desnaturante mais utilizado em eletroforese é o dodecil sulfato de
sodio (SDS). O SDS liga-se as porc¢des hidrofébicas da proteina fazendo com que
esta permaneca em uma conformacdo estendida estavel e também adiciona carga
negativa a toda a molécula da proteina anulando a sua carga liquida original. Assim,
a velocidade da migracdo depende apenas do tamanho do complexo proteina-SDS:

quanto menor for esse complexo, mais rapida a migracdo. A presenca do SDS
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separa ainda subunidades que estavam unidas por ligacbes nao-covalentes. No
caso de subunidades unidas por pontes dissulfeto, para separa-las é necessario
utilizar um agente redutor, como B-mercaptoetanol ou ditiotreitol (PAIVA et al., 2011).

A fluorimetria tem sido muito utilizada para investigar alteragdes na estrutura
tercidria de proteinas (MESQUITA, 2010). Este estudo baseia-se na fluorescéncia
intrinseca das proteinas, a partir da andlise dos aminoacidos aromaticos presentes
na cadeia polipeptidica, os quais podem ficar mais ou menos expostos ao meio
aguoso, alterando o seu padrdo de emissdo de fluorescéncia, conforme as
condicdes fisico-quimicas em que a proteina se encontra. As andlises também
podem ser efetuadas através da fluorescéncia extrinseca, utilizando um marcador ou
sonda que se liga de forma ndo covalente a cadeia polipeptidica (COSTA, 2009).
Um exemplo de sonda fluorescente para proteinas é o bis-ANS (4,4'-bis-1-
anilinonaftaleno-8-sulfonato), um composto que né&o fluoresce ou fluoresce
fracamente em agua, mas fluoresce fortemente quando em ambiente hidrofobico; a
fluorescéncia do bis-ANS pode aumentar em até 200 vezes quando ligado a
estruturas  hidrofébicas  (COSTA, 2009; BELOVOLOVA; GLUSHKOV,
VINOGRADOV, 2011). Este fendbmeno permite acompanhar alteracdes estruturais
durante a desnaturacdo da proteina, pois a exposicdo de sitios hidrofébicos a agua
resulta em diminuicdo da fluorescéncia dessa sonda (HAWE; POOLE; JISKOOT,
2010).

2.5CITOTOXICIDADE DE COMPOSTOS NATURAIS

2.5.1 Tipos de morte celular

Nos animais, a morte celular regulada desempenha papéis biolégicos que vao
desde a embriogénese até a imunidade. A desregulacdo, positiva ou negativa, do
controle da morte celular sustenta patologias diversas, incluindo cancer, auto-
imunidade, neurodegeneracdo e lesdo. Geralmente, os meios pelos quais uma

célula morre podem ser divididos em passivo, ocorrendo como resultado de danos
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avassaladores, ou ativo, quando a propria célula contribui para sua prépria morte
(TAIT; ICHIM; GREEN, 2014).

A morte celular programada refere-se a apoptose e a autofagia, que sao
processos evolutivamente conservados para a manutencdo da homeostase e
eliminacdo de células nocivas (OUYANG et al., 2012); ambos os tipos de morte
possuem caracteristicas morfologicas e processos fisioldgicos distintos, no entanto,
existem inter-relacées complexas entre elas (LI et al., 2009; CHOI, 2012).

A apoptose é a forma mais bem caracterizada da morte celular programada,
tendo sido investigada extensivamente (GREEN, 2011; MCILWAIN; BERGER; MAK,
2013; PARRISH; FREEL; KORNBLUTH, 2013). A apoptose envolve o desmonte
controlado de componentes intracelulares, evitando a inflamacdo e danos nas
células circundantes. E caracterizada por condensacdo da cromatina, fragmentacéo
nuclear (cariorrexis), encolhimento (picnose), retracdo pseuddpoda, formacédo de
corpos apoptoticos e fagocitose por células vizinhas (HENGARTNER, 2000; KEPP
et al., 2011; MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013). As caspases, um grupo de cisteino-
proteases, sdo as principais impulsionadoras da morte celular apoptética (PARRISH,;
FREEL; KORNBLUTH, 2013). As caspases iniciadoras ativam outras caspases que
coordenam suas atividades para clivar proteinas estruturais e ativar outras enzimas-
chave durante a apoptose. Existem varias vias apoptéticas, as quais podem ser
distinguidas pelos adaptadores e caspases iniciadoras envolvidas, mas a maioria
dos programas apoptéticos se enquadra nas categorias extrinseca (que se inicia na
membrana plasmatica através da ligacdo de um ligante externo) ou intrinseca
(ocorre através da mitocondria, com liberacdo de citocromo C) (HENGARTNER,
2000; KEPP et al.,, 2011; MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013; PARRISH; FREEL;
KORNBLUTH, 2013).

A autofagia € um mecanismo celular evolutivamente conservado para o
apuramento dos componentes de células eucaridticas danificadas demasiadamente,
0 que leva a efeitos tanto pré-sobrevivéncia quanto pré-morte (SHI et al., 2013). A
autofagia € um processo dependente de lisossomos que degrada desde moléculas a
organelas inteiras (MIZUSHIMA, 2011). Durante a autofagia, uma membrana de
isolamento se forma no citoplasma, engolfando a carga citosolica para criar um
autofagossomo. Os autofagossomos maduros fundem-se com o0s lisossomos
levando a uma quebra do material engolfado, permitindo que as macromoléculas

sejam recicladas. A autofagia € um processo complexo realizado por proteinas
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chamadas ATG. Ao nivel organizacional, a autofagia é crucial para muitos
processos, incluindo desenvolvimento, imunidade e envelhecimento celular (CHOI,
RYTER; LEVINE, 2013; GALLUZZI et al., 2014; SHIBUTANI et al., 2015).

A necrose e a necroptose sao formas de morte celular que se caracterizam
pela distensdo das organelas com a consequente perda da integridade da
membrana celular e a liberagdo de constituintes intracelulares no espacgo
extracelular, o que pode levar a inflamacdo. ApdOs leséo celular aguda, a necrose
aparentemente ocorre de forma desordenada. No entanto, estudos recentes
mostraram que a necrose também pode ser induzida por estimulos especificos e de
forma programada por uma via de sinalizagao, sendo esse tipo de morte conhecida
como necroptose (WALLACH; KANG; KOVALENKO, 2014). As células necroticas
apresentam tracos caracteristicos, incluindo um citoplasma cada vez mais
translicido, inchaco de organelas citoplasmaticas, condensacdo da cromatina em
remendos circunscritos e irregulares e um aumento no volume celular que culmina
na ruptura mecanica da membrana plasmatica. As células necréticas ndo se
fragmentam em corpos discretos, nem seus ndcleos, que se acumulam em tecidos
necréticos (KEPP et al.,, 2011). A necrose tem sido considerada como um evento
passivo resultante de um estimulo extrinseco celular, como a infeccdo por
patogenos (BLERIOT; LECUIT, 2016).

Outras formas de morte ndo-apoptoéticas podem ocorrer por pirocitose, morte
celular independente de caspase e catastrofe mitdtica. Essas formas de morte
podem ser contribuintes da morte celular fisiolégica tanto em casos de apoptose
proficiente como deficiente. Entender como ocorre a morte celular caspase-
independente pode permitir o desenvolvimento de novas alternativas de
manipulagbes que possam ser usadas terapeuticamente em varios processos,
incluindo cancer e doenca auto-imune (TAIT; ICHIM; GREEN, 2014).

2.5.2 Importancia da avaliacao da citotoxicidade de compostos

naturais

O primeiro passo para avaliar compostos candidatos a drogas em
experimentos in vitro e in vivo € verificar em que doses o composto pode ser danoso

para células normais. A necessidade de métodos in vitro eficazes para medir e
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prever a citotoxicidade é crescente, pois a toxicidade € a principal razdo para a alta
taxa de falha (40-50%) de medicamentos farmacéuticos. Além disso, o interesse por
produtos naturais tem produzido enormes bibliotecas de compostos quimicos novos,
complexos, e altamente diversos que devem ser rastreados quanto a citotoxicidade
in vitro (SUMANTRAN, 2011).

Para lidar com uma diversidade de condi¢cdes desfavoraveis, as plantas
sofreram adaptacdes evolutivas tais como a elaboracdo de estratégias sofisticadas
de defesa e a sintese de uma impressionante diversidade de compostos bioativos,
alguns dos quais sao toxicos (MAAG et al., 2015). Dentre os diferentes compostos
toxicos relatados em plantas estd um grande grupo de compostos de baixo peso
molecular, dentre o0s quais alcaloides, terpendides, taninos e glicosideos
(MITHOFER; BOLAND, 2012; TAKANASHI; SHITAN; YAZAKI, 2014). Além disso, as
plantas também sintetizam um arsenal de proteinas, tais como lectinas, proteinas
inativadoras de ribossomo (RIPs), inibidores de protease que ajudam a planta em
sua batalha pela sobrevivéncia, sendo essa toxicidade util para a planta em sua
defesa contra insetos herbivoros e patégenos (LANNOO; VAN DAMME, 2014,
DANG; VAN DAMME, 2015). Porém, compostos secundarios (VALLI et al., 2012) e
extratos de plantas (MATIC et al., 2013) podem causar toxicidade para células
humanas.

As lectinas foram inicialmente conhecidas por sua toxicidade devido a
identificagdo da ricina, uma lectina toxica presente no extrato de sementes de
Ricinus comunis (LORD et al.,, 2003). Lectinas toxicas para células normais
humanas tém sido descritas (FRANZ et al., 2006; ARAUJO et al., 2013). Por outro
lado, outras lectinas e inibidores de protease que tém apresentado citotoxicidade
para células tumorais ou para células de patdégenos também tém se mostrado nao
toxicos para ceélulas normais humanas nas doses em que apresentam suas
bioatividades (ALBUQUERQUE et al., 2014a; PATRIOTA et al., 2016; RODRIGUES
LACERDA et al., 2016; BATISTA et al., 2017). Um dos tipos celulares atualmente
empregados para avaliar a citotoxicidade, in vitro, de constituintes bioativos de
plantas (proteinas, por exemplo) sdo células mononucleares de sangue periférico
humano (PBMCs), pois as mesmas séo de facil obtencéo e separacdo (FERREIRA
et al., 2016; PATRIOTA et al., 2016).

Um método apropriado para a deteccdo precoce de apoptose € o

monitoramento da externalizacdo de residuos de fosfatidilserina no exterior da
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membrana plasmética de células apoptéticas individuais. Isto pode ser feito
utiizando a proteina anexina V, que é capaz de ligar a esse fosfolipideo. A
conjugacdo da anexina V com marcadores fluorescentes ou estreptavidina, por
exemplo, permite a quantificacdo por citofluorimetria, imunofluorescéncia e
imunohistoquimica. Quando a membrana plasméatica € permeabilizada, a anexina V
liga-se a fosfatidilserina intracelular, o que implica em uma marcacdo que nao
corresponde a células em apoptose. Para distinguir as células apoptéticas (que séo
positivas para anexina V e possuem membranas plasmaticas intactas) de células
ndo-apoptoticas, a marcagdo com anexina V é usualmente combinada com corantes
impermeaveis as células, tais como iodeto de propideo. O iodeto de propideo s6 é
capaz de marcar as células quando ocorre a perda da integridade de membrana
(necrose), 0 que permite que este marcador penetre na célula e se associe com as
moléculas de acidos nucleicos. Esse método € de alta sensibilidade e pode ser
realizado em citbmetro de fluxo (GALLUZZI et al.,, 2009; KEPP et al., 2011;
SUMANTRAN, 2011).

2.6IMUNOMODULACAO

2.6.1 Mediadores da respostaimune

7

O sistema imunolégico € um mecanismo de defesa que reconhece e
responde a uma grande variedade de patdgenos ou lesdes. E dividido em sistema
imune inato (ou ndo especifico) e sistema imune adaptativo ou especifico. O sistema
inato é uma resposta geral e ndo se altera com a exposic¢ao repetida. Por outro lado,
0 sistema adaptativo aumenta sua resposta apropriadamente em exposi¢ao repetida
e exibe especificidade e memdéria. Cada um dos dois sistemas € constituido por
componentes celulares e humorais (proteinas). A integracdo entre os dois sistemas
€ mediada por moléculas denominadas citocinas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2012; COTA; MIDWINTER, 2015).

As citocinas sao proteinas ou glicoproteinas produzidas por uma grande
variedade de células (tais como neutréfilos, mondcitos, macrofagos, células B e

células T) que atuam através de receptores de superficie celular expressos pelas
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células-alvo para regular o crescimento, maturacao e responsividade de populacées
particulares de células (DINARELLO, 2007; RAMANI et al., 2015).

As citocinas incluem linfocinas, monocinas, quimiocinas, interleucinas (ILs),
fatores estimuladores de colonias e fatores de crescimento e tém uma meia vida
muito curta e agem localmente em concentragces picomolares. As citocinas formam
redes interreativas complexas com potencial autdcrino, paracrino e endécrino. E
crescente o numero de citocinas identificadas, mas em geral elas estao classificadas
em quatro familias: familia de feixes alfa-hélice (inclui subfamilia de IL-2, subfamilia
de IFN e subfamilia de IL-10), familia IL-1, familia IL-17 e citocinas de nodulos de
cisteina (superfamilia fator de transformacao do crescimento B [TGF-B]) (RAMANI et
al., 2015; STENKEN; POSCHENRIEDER, 2015).

Funcionalmente, existem citocinas imunomoduladoras tipos 1 e 2. O tipo 1
(Th1) favorece a regulagéo das respostas imunes celulares (IFN-y, fator de necrose
tumoral a [TNF-qa], IL-1, IL-2) enquanto o tipo 2 (Th2) comanda a producao de
anticorpos (TGF-B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13) (CHAPLIN, 2010; RAMANI et al., 2015).
Algumas citocinas sdo categorizadas funcionalmente como pré-inflamatérias (IL-1,
IL-6, TNF-a) ou anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13). A interacao entre elas pode ser
aditiva, sinérgica ou antagonica, ou ainda pode envolver a indu¢cdo de uma citocina
por outra (COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).

As citocinas podem ser pleiotropicas no que se refere a sua capacidade de
atuar em multiplos objetivos e efeitos fisiologicos. A pleiotropia funcional e
redundancia (varias citocinas podem efetuar as mesmas acfes) sdo caracteristicas
das citocinas que muitas vezes mostram atividades sobrepostas que regulam a
proliferacéo ou diferenciacédo, dependendo do tipo e estado de desenvolvimento das
células-alvo envolvidas (SCHELLER et al., 2011; STENKEN; POSCHENRIEDER,
2015).

O TNF-a é uma citocina pleiotropica que promove a inflamacao sistémica
através da inducdo de febre, da resposta de fase aguda e da ativacdo de
macréfagos e neutroéfilos. Embora o TNF-a seja critico para a defesa do hospedeiro
contra uma variedade de agentes patogénicos, esta fortemente implicado na
patogénese de varias desordens inflamatorias, sendo os inibidores de TNF-a
altamente eficazes no tratamento destas desordens (CROFT; BENEDICT; WARE,
2013).
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O IFN-y é uma citocina pleiotropica conhecida pelo seu papel durante a
inflamacé@o Thl, onde é necessaria para a depuracdo de patégenos intracelulares.
Além dos seus efeitos ativadores nas células T citotoxicas CD8", células natural-
killer (NK) e macrofagos, o IFN-y também polariza as células T CD4" nativas para a
linhagem Th1l (NELSON; COX, 2011).

A IL-2, produzida principalmente por linfécitos T CD4" e CD8" ativados,
exerce papeéis centrais na geracao, ativacdo e homeostase dos linfécitos T. O
receptor de alta afinidade para IL-2 (CD25) é expresso constitutivamente em células
T reguladoras CD4" (Treg) e em células CD4" e CD8" (CARMENATE et al., 2013).
Estudos relatam que a intensidade e a duracdo do sinal de IL-2 controlam tanto a
expansdo primaria como a secundaria da populacio de células T CD8" (BOYMAN;
SPRENT, 2012). Além disso, a IL-2 regula respostas Thl, Th2 e a diferenciacédo de
células Thl7 através de seu efeito modulador na expressdo de outras citocinas
(LIAO et al., 2011).

A citocina IL-4, tipica de resposta tipo 2, € conhecida pela sua capacidade de
induzir a comutacdo do isotipo de IgE em células B e de iniciar e manter a
diferenciacéo de células Th2 (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). A IL-6 € proliferativa e
estimuladora de células imunitarias principalmente na resposta mediada por células
(MIHARA et al., 2012). IL-6 pode ser considerada pleiotrépica, pois apesar de ser
considerada principalmente como uma citocina pré-inflamatéria, também apresenta
atividades regenerativa ou anti-inflamatoria (SCHELLER et al., 2011). A citocina anti-
inflamatéria IL-10 é conhecida por suas propriedades imunossupressoras, que tém
efeitos sobre a regulacdo imune e inflamacdo (OUYANG et al., 2011). Neste sentido,
0 aumento da IL-10 pode atuar suprimindo a producédo de citocinas pro-inflamatorias
(IZCUE; COOMBES; POWRIE, 2009).

As células produtoras de IL-17 (citocina pro-inflamatoria) sé&o
predominantemente linfécitos Th17, no entanto ha outras células dos sistemas inato
e adaptativo (células T, células NK, neutréfilos e eosindfilos) que também produzem
IL-17. Na imunidade inata, IL-17 estimula as células epiteliais das mucosas a
secretar citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e peptideos antimicrobianos
(DOMINGUEZ-VILLAR; HAFLER, 2011). Embora o papel fisiolégico primario da IL-
17 seja atuar contra agentes patogénicos extracelulares, estudos sugerem que a IL-

17 pode influenciar significativamente a patogénese de varias doengas auto-imunes
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(ldpus eritematoso sistémico, psoriase, esclerose mdltipla) (SHAH et al., 2010;
DHAMA et al., 2015).

As quimiocinas sao citocinas de baixa massa molecular e elevada homologia
entre si que, de acordo com a posicéo dos residuos de cisteina na extremidade N-
terminal, subdividem-se em: C, CC, CXC e CX3C (SALANGA; HANDEL, 2011;
BACHELERIE et al., 2014). Além disso, uma quinta subclasse de quimiocinas foi
proposta para complementar esta superfamilia, consistindo em citocinas nas quais
estdo faltando o residuo de cisteina especifico no N-terminal (ASARE; SCHMITT;
BERNHAGEN, 2013; ZERNECKE; WEBER, 2014). As quimiocinas sao
quimioatratentes, atuando no recrutamento de leucdcitos para locais de inflamacéao.
Apos imobilizacdo em glicosaminoglicanos de superficie celular, as quimiocinas
interagem com proteinas especificas de receptores transmembrana, levando a
sinalizacdo intracelular e a migracdo dos leucécitos aos locais inflamatérios, um
processo que é critico a resposta imunolégica (SALANGA; HANDEL, 2011).

Os macréfagos desempenham um papel importante tanto nas respostas inata
guanto na adaptativa. Durante o curso da resposta pro-inflamatéria, os macréfagos
podem exercer duas funcdes, dependendo dos seus fendtipos. Em particular,
macréfagos M1 servem como mediadores para a iniciagdo e progressao da
resposta inflamatéria com a producdo de grandes quantidades de citocinas pro-
inflamatérias (GAURNIER-HAUSSER et al., 2008; HAGEMANN et al., 2008). TNF-a
€ uma citocina tipica derivada de macréfagos M1 com potente propriedade
inflamatéria (WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003). Em contraste,
macrofagos M2 secretam grande quantidade de citocinas Th2 (tais como IL-10) para
limitar a intensidade da resposta imune, prevenindo assim o dano ao tecido ou ao
orgao hiperativo (FRIDMAN et al., 2012).

O oxido nitrico (NO) € um radical livre de curta meia-vida sintetizado por uma
via que é catalisada por enzimas denominadas oxido nitrico sintases (NOS). Na
maioria das células animais, sdo descritos trés tipos de NOS: NOS1 (neuronal),
NOS2 (induzivel) e NOS3 (endotelial) (LEE et al., 2006). A NOS2 (ou iINOS), que
produz niveis mais elevados de NO, é expressa em células somente apds 0s
estimulos imunologico e inflamatério (KAPRAL et al., 2015; MOHSENZADEGAN et
al., 2015).

O NO é uma importante molécula sinalizadora celular envolvida em uma

variedade de processos fisiologicos e patologicos em mamiferos, incluindo seres
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humanos. Por ser uma molécula pluripotente em muitas células diferentes, o NO
pode agir sobre um grande numero de células-alvo. As consequéncias fisiologicas
da producdo de NO e seus alvos celulares estdo sendo descobertas rapidamente
(FAN et al., 2016). O NO demonstrou possuir propriedades pro e anti-inflamatérias.
O equilibrio entre os dois depende de "onde" e "quanto" NO é produzido. As
quantidades baixas de NO parecem ser benéficas pois, por exemplo, inibem a
adesao e migracao de células inflamatorias (LAROUX et al., 2001; LO FARO et al.,
2014). Uma outra funcdo principal do NO durante a inflamacdo € a morte
microbiana, através da geracdo de ONOO™ (LO FARO et al., 2014).

2.6.2 Células T

As células T séo classificadas em auxiliares (CD4) e citotoxicas (CD8) de
acordo com suas funcbes efetoras caracteristicas, desempenhando um papel
proeminente na imunidade (MILLER, 2004). Uma resposta de células T a uma
infeccdo aguda pode ser caracterizada por trés fases distinguiveis: expansao clonal,
contracdo da populacdo de células T e formacdo de meméria. A medida que as
células T especificas do antigeno expandem clonalmente, diferenciam-se em células
efetoras, muitas das quais entram no sangue e migram para locais de infeccdo
(KAECH; CUI, 2012). Apoés a depuracao do patdgeno, a fase de contracdo se instala
e mais de 90% das células T sofrem apoptose (GARROD et al., 2012). Tipicamente,
apenas uma pequena fracdo de células T sobrevive além deste estagio e é gerado
um conjunto de diferentes subconjuntos de células T de memdéria (HIRAHARA et al.,
2013). Linfocitos T citotoxicos sdo importantes na resposta Thl. Nas infecOes virais
ou bacterianas intracelulares, a resposta de tipo 1 € induzida, promovendo a
diferenciacdo das células T em linfécitos T CD8" que matam células infectadas
(através de granzimas e perforinas) e secretam citocinas como o IFNy e o TNF-a
(KAECH; CUI, 2012).

A diferenciacdo de células T CD8" nativas em células efetoras e de memoria
€ conduzida pela exposicdo ao antigeno e/ou inflamacdo e harmonizada pela
inducdo de fatores de transcricdo especificos (KAECH; CUI, 2012). As funcgbes

efetoras de células T CD8 diferenciadas incluem a sua capacidade para matar
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células alvo através da secrecdo de granulos citoliticos na sinapse imune
(VOSKOBOINIK; WHISSTOCK; TRAPANI, 2015).

Por outro lado, linfécitos T CD4" estéo envolvidos na resposta adaptativa. As
células T CD4" nativas diferenciam-se em pelo menos quatro tipos de células T
auxiliares (Th) — Thl, Th2, Thl7 e Treg — em resposta a diferentes agentes
infecciosos, microrganismos comensais ou auto-antigenos (ZHU; YAMANE; PAUL,
2010). As células T CD4 auxiliam as células B a produzir anticorpos, melhoram e
mantém as respostas das células T CD8, regulam a funcdo dos macrofagos,
orquestram as respostas imunes contra uma grande variedade de microrganismos
patogénicos e regulam/suprimem as células imunes tanto para controlar a auto-
imunidade quanto para ajustar a magnitude e a persisténcia das respostas (ZHU;
YAMANE; PAUL, 2010). As células Thl séo caracterizadas pela producdo de sua
citocina cardinal o IFN-y, juntamente com TNF-a e IL-2 (ZHU; YAMANE; PAUL,
2010). As células Th2, por outro lado, produzem IL-4, IL-5 e IL-10 e atuam
preferencialmente na resposta humoral do sistema imune adaptativo (PAUL; ZHU,
2010).

2.6.3 Imunomodulagéo no tratamento de doencas

A imunomodulacdo pode ser definida como qualquer tipo de intervencéo
destinada a restaurar a funcdo normal do sistema imunoldgico. Os
imunomoduladores podem apresentar atividades positiva (imunoestimulacdo) ou
negativa (imunossupressao) sobre uma funcdo imunolégica especifica (MAHIMA et
al., 2012; DHAMA et al., 2015). A imunoestimulacéo previne infeccbes através de
vacinas (que ativam a imunidade humoral), e também age contra infeccdes
estabilizadas por deslocamento da resposta imunoldgica mediada por células. Além
disso, pode atuar contra o cancer pelo uso de citocinas, de anticorpos tumor-
especificos e de infiltragdo tumoral por linfécitos. Por outro lado, a imunossupresséo
€ geralmente usada em alergias, auto-imunidade e transplante de érgdos (DHAMA
et al., 2015).

A imunomodulacdo pode ser especifica ou ndo-especifica. A especifica é
limitada a um dnico antigeno, como a vacinacdo; a nao-especifica implica em

mudancas generalizadas na resposta imunologica, tanto a inata quanto a adaptativa,
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levando a uma modificacdo na reatividade do hospedeiro para muitos antigenos
diferentes (DHAMA et al., 2015).

Imunomoduladores sdo componentes-chave na prevencédo de doencas, pois
fortalecem o sistema imunoldgico fraco ou modera seu funcionamento quando 0s
mecanismos de defesa se encontram excessivamente ativos. Nos Ultimos anos, a
sua quota de mercado vem aumentando devido & sua ampla gama de aplicacdes
meédicas para a estimulacdo e a supressdo do sistema imunologico (EL ENSHASY;
HATTI-KAUL, 2013).

A infeccdo e a resposta imune parecem ser importantes em condi¢des
patologicas, tais como esclerose mudltipla, artrite, psoriase, doenca inflamatoria
intestinal, Ulceras e fibromialgia (RAO et al., 2007). Por outro lado, a expanséo de
doenca infecciosa cronica, de tumores malignos e de doencas auto-imunes
especificas de 6rgédos € geralmente o resultado de um colapso da resposta imune
fundamental. Assim, a comunidade cientifica tem sido orientada para identificar
novos produtos com o intuito de desenvolver novas alternativas terapéuticas contra
inflamacbes (KRIFA et al., 2013; MUSTAPHA et al.,, 2016). Os tecidos vegetais
representam excelentes fontes de imunomoduladores, sendo uma nova abordagem
para combater as infeccbes causadas por microrganismos (HANCOCK; NIJINIK;
PHILPOTT, 2012; JANTAN; AHMAD; BUKHARI, 2015).

Alguns componentes do sistema imunolégico podem ser modulados, por
exemplo o NO, que manifesta uma grande variedade de atividades, estando
envolvido no controle de pressao arterial, transducdo de sinal neural, funcéo
plaguetaria e também apresenta acdes antimicrobiana e antitumoral (FANG et al.,
2010a). Citocinas e quimiocinas também podem ser moduladas, pois regulam o
sistema imune e, assim, vém sendo utilizadas como alvos de vias terapéuticas em
produtos comercializados (Tabela 1). As indica¢des incluem doencas inflamatorias
imunomediadas do intestino, doencas reumatoides, artrite, asma e psoriase, por
exemplo (RAMANI et al., 2015; GORGOGLIONE et al., 2016). A citocina TNF-a &
conhecida por suas propriedades antitumorais (para linfoma e mieloma, por
exemplo) e vem sendo aplicada como terapéutico antitumoral para o tratamento de
pacientes com sarcomas avancados e melanomas metastaticos (GALLUZZI et al.,
2009; BERTAZZA; MOCELLIN, 2010).



TABELA 1 - Citocinas com atividade imunomoduladora e suas funcfes e aplicacBes terapéuticas.

Citocinas Fonte Fungiio Aplicagio terapGutica
IL-1 Monécito, linfocito e endotélio Hematopoiese, co-estimulacdo de células T, Bloqueio da ativividade de IL.-1
proliferagio de fibroblastos, resposta de fase aguda
IL-2 Células T ativadas ¢ células dendriticas  Pproliferagdo ¢ diferenciagéio de células T, secregio  Tratamento de cncer & doengas infecciosas,
de Ig, atividade proliferativa e citolitica transplante de medula 6ssea
IL-3 Células T atividas, mastocitos e células  Proliferacdo e diferenciagdo de progenitores de Transplante de medula 0ssea
NK células tronco mielbides, prevengiio da indugio
de apoptose em macrofagos
L Céh’llasT, mastécitos, eosinbfilos e Proliferacio e diferenciacio de células B, Agente antitumoral e imunoestimulador
basofilos comutadio de Ig
IL-6 Células T, mastocitos, mondcitos, Estimulagio de produgio de anticorpos por células  Antitumoral
células endoteliais B, crescimento e diferenciagio de células T em
linfocitos citotoxicos
IL-8 Mondcitos, linfocitos e endotélio Quimiotaxia e ativagio de neutrofilos, funcio de Nenhuma
quimiocina
IL-10 Monécitos, linfocitos e endotélio Inibigdo de produgdo de citocinas pro-inflamatorias  Anti-inflamatéria ¢ imunossupressora, usado em
por mondcitos, granulocitos, inibicdo da produgio  doencas auto-imunes
de IL-2 por células B, inibiio da ativagio antigeno
especifica de células T
L-12 Monécitos, células B Proliferagio de células T e NK, respostado CTL.a  Anti-mefastética, antitumoral e adjuvante em vacinas
células tumorais, aumento da producio de TFN-y
por céhulas T e NK, inibe produgio de IgE
IL-13 Células T ativadas e células B Fator de crescimento e diferenciagdio de célulasB,  Agente antitumoral ¢ anti-inflamatério
estimula quimiotaxia
IL-15 Células mononucleares ¢ células NK Estimulagdo de células B, T ¢ NK ativadas, Antitumoral e artrite reumatdide
quimioatraente
IL-16 Células T e eosinofilos Quimiotaxia para células CD4 Anti-HIV
IL-17 Células T Th17 Regulagio da inflamagdo Lupos eritrematoso sistémico, psoriase, esclerose
o _ istémica, esclerose miltipla, diabetes tipo 1
IFN-g. Leucéceitos Agio antiproliferativa e imunoregulatoria Céncer, hepatite B, hepatite C, AIDS, sarcoma de
Karposi, esclerose miiltipla
IFN-p Fibroblasto, epitélio e endotélio Antiviral, regulagdo antigeno-MHC, citotoxicidade ~ Céncer, esclerose miltipla
de células NK, antimicrobiano
IFN-y Mon(’)c_itos, macrofagos, células Expressio de MHC de classe I, ativagio de macr6-  Usada como adjuvante
dendriticas, célulasBe T fagos e células NK, selecdio do isotipo de Ig
G-CSF Células estromais, endotélio Proliferagiio e diferenciacdo de células progenitoras ~ Ap6s transplante de medula 6ssea
de macrofagos
M-CSF Fibroblasto, endotélio, células T, Proliferagiio, diferenciacio ¢ ativagio de monécitos  Antitumoral, anti-infecciio, mielo-supessio
mondcitos e neutrofilos
GM-CSF Células T e B, macrofagos e endotélio  Inibe apoptose, proliferagdo, diferenciagdo e ativagio  Recrutamento de células tronco de sangue periféricol
da linhagem de granulécitos e macrofagos estimulacio de APC para imunoterapia
QuimiocinaA  Monécitos, neutrofilo, endotélio e Quimiotaxia e aderéncia de neutrofilos, secrecio de Nenhuma
epitélio IL-6
QuimiocinaB  Monécito, fibroblasto, epitélio e Ativagio de monécitos e basofilos, quimiotaxia de Nenhuma
melandeito células T, cit6lise de células NK
RANTES Células T, monbeitos, células NK, Quimiotaxia e proliferacio de células T, quimiotaxia ~ Supressdo de replicagdo de HIV
fibroblastos, epitélio ¢ endotélio e ativagio de mondcitos, quimiotaxia de células NK,
modulagio de mondcitos, eosindfilos e células T
TNF-o. Macrofago, células T Citotoxico para células tumorais, atividade antiviral,  Cancer ¢ doengas auto-imunes
antibacteriana e antiparasitica
TNF-p Mastécitos, plaquetas e fibroblastos Reparo tecidual, regulagiio do crescimento celular, Inibigiio de células inflamatérias, tratamento de
remodelamento tecidual e imunosupressdo cincer de mama

Fonte: Adaptado de DHAMA et al. (2015)
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A modulacdo do sistema imunologico por uma citocina bioterapéutica pode

resultar em efeitos desejaveis ou indesejaveis, dependendo da doenca tratada.

Assim, é importante caracterizar os potenciais efeitos adversos da citocina e da

droga que a induz em estudos toxicolégicos in vitro e/ou in vivo (RAMANI et al.,

2015).

Adicionalmente, células T também podem ser moduladas (GHOSH et al.,

2016). A deplecdo de células T CD8" pode revelar um aumento de uma infeccdo

viral, e manifesta-se pelo aumento da replicacdo viral, morbidade e letalidade,
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realcando a importancia das células T CD8" no controle imunolégico do hospedeiro
com infecgdes virais; nesse caso o aumento de células T CD8" é benéfico (GAINEY
et al.,, 2012; REILLY et al.,, 2012). Além disso, expansao clonal e ativacdo dos
linfocitos T CD8" podem ser modulados positivamente em caso de outras doengas
como cancer, por exemplo (JACKSON; YUAN; TEAGUE, 2014; BERINSTEIN et al.,
2015) ou negativamente, para reduzir a rejeicdo em transplantes (FARIA et al., 2008;
GOWDY et al., 2015).

2.6.4 Lectinas e inibidores de protease na imunomodulacao

Preparacg6es de origem vegetal, tais como extratos e proteinas sdo capazes
de modular o sistema imune (ASSAF et al., 2013; ZHANG et al., 2015). Lectinas tém
a capacidade de ativar células do sistema imunoldgico, tais como macrofagos
(DIAS-NETIPANYJ et al., 2016), mastdcitos (BARBOSA-LORENZI et al., 2016) e
linfocitos (MELO et al., 2011). As lectinas exercem agéo imunomoduladora por meio
da interagdo com porgdes glicidicas da superficie de células imunoldgicas (KATRLIK
et al., 2010; GAO et al., 2013; SUNG et al., 2013). Estas interacdes desencadeiam a
transducdo de sinais para a producdo de certas citocinas (KATRLIK et al., 2010).
Lectinas estimulam respostas proé-inflamatérias (PRASANNA; VENKATESH, 2015;
MARINKOVIC et al., 2016) ou anti-inflamatérias (CAMPOS et al., 2016), e dessa
forma, podem exibir induzir perfis Thl e Th2 ao mesmo tempo (SINGH et al., 2017).
Um estudo sobre os efeitos imunomoduladores de lectinas vegetais relatou um
levantamento do perfil de citocinas liberadas em resposta a lectinas (Tabela 2)
(SOUZA et al., 2013).
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TABELA 2 - Lectinas de plantas que induzem producéo de citocinas.

Lectima Fonte Citocina

ArtinM  Aripcarpus helerophyllus IL-12 e IL-10 (Células dendriticas e macrofagos de ratos)
TNF-a (Mastécitos de ratos)
IL-10TFN-y (Esplendcites de ratos)

Banlec  Musa paradisiaca IFN-y, IL-10, e IL-4 (Esplendcitos de ratos)

ConA Canawalia ensiformis IFN-y (Esplenécitos de ratos)

IFN-y e IL-2 (Esplendcitos de ratos)
IL-5, IL-10, TNF-q, & IFN-y (PBMCs humano)
IL-5, IL-10, TNF<t, ¢ IFN-y (FBMCs bumano)
IFN-y (Esplendcitos de ratos)
IFN-y (Esplendcitos de ratos)
IL-5, IL-10, TNF-q, & IFN-y (FBMCs bumano)
TNF-a & IL14§ (Cavidade peritoneal de rato)
IL-5 (PBMCs humanao)

Dioclea virgata IL-5, IL-10, TNF-q, e IFN-y (PFBMC= bumano)
ASA-T  Alium sativim IFN-y e IL-12 (Esplenécitos de ratos)
KML Viscum album var. colorgtym  1L-12 (Células dendriticas humanas)

Conbr  Camawalia brasiliensis

Cramoll  Cratvlia mollis
Dmsl.  Dioclea rosirata
Dwviol
Dwid

Dioclea violacea

ML-I Viscum allum IL-13 (PEMC= humano)

IL-15 (Neutrofilos humanos)

IL-6, TNF-q, e IL-10(PBMCs humano)
PAA Pisum arvense IFN-y (Esplendcitos de ratos)

PHA Phaseolus vulgaris
PSA Pisum sativim
PWM Phytolacca americana

IFN-y e IL-2(Esplendcitos de ratos)
IFN-y e IL-2 (Esplendcitos de ratos)
TNF-g, IL-12, e IL-6 (PBMC: humano)

ScLL Synadenium carinatum IFN-y & IL-10 (Fhido delavagem broncealveolar de ratos)
UEA-1  Ulex evropaais IL-2 ¢ IFN-y (Esplendcitos de ratos)
WGA Triticum vulgaris IL-12 e IFN-y(Esplendcitos de ratos)

Fonte: Adaptado de SOUZA et al (2013).

SANSONE et al. (2016) sugeriram que as citocinas induzidas por lectinas
podem variar de acordo com o modelo (in vivo/in vitro), o tipo de célula imunologica
e a via de administracao utilizada. Em estudos com lectina de banana (BanLec) foi
observada inducdo de resposta pro-inflamatoria em esplendcitos murinos com
aumento de IFN-y, IL-2 e TNF-a (CHEUNG; WONG; NG, 2009), bem como estimulo
da secrecéo de IL-4 e IL-10 em linfocitos (STOJANOVIC et al., 2010). No entanto,
um outro estudo revelou uma diminuigéo do nivel de IFN-y ap0s exposi¢ao in vivo a
BanLec, sem diferengas significativas para IL-2 ou IL-4 no sangue periférico de
ratos. BanLec recombinante administrada por via retal também induziu a producéo
de IFN-y, IL-2 e IL-4 (PEUMANS et al., 2002).
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As lectinas podem estimular de forma especifica um tipo de célula
imunologica. Por exemplo, a lectina de Viscum album coloratum (VCA-B) € um
potente estimulador na maturacdo e na ativacdo de células dendriticas (CDs),
iniciando resposta Thl. O papel critico da VCA-B na ativacdo das CDs e o0 aumento
das respostas imunitarias especificas sugerem que a lectina apresenta acao
imunoadjuvante como terapéutico tumoral (KIM et al., 2014). Por outro lado, a lectina
do cogumelo Agrocybe aegerita (AAL) exerceu funcdo imunomoduladora
controlando a producéo de citocinas inflamatérias e exacerbando a resposta pro-
inflamatdria na sepse induzida por ruptura cecal, tendo como provaveis células-alvo
os macrofagos (ZHANG et al., 2015). Estudos revelaram que algumas lectinas
podem induzir a secrecdo de NO, o que pode contribuir parcialmente para suas
habilidades antitumorais por exemplo (WONG; NG, 2006; KITAGAKI et al., 2009;
NOBREGA et al., 2012; SINGH et al., 2017)

Efeitos imunomoduladores de inibidores de protease também tém sido
descritos. O inibidor de quimotripsina de sementes de Momordica cochinchinensis
(MCoCl) mostrou acdo imunoestimulatéria sobre a proliferacdo de esplendcitos,
linfécitos e células de medula 6ssea; também esteve envolvido na diferenciacdo de
esplendcitos e linfocitos e exibiu atividade anti-inflamatéria (TSOI; NG; FONG,
2006). O inibidor de tripsina de sementes de Bauhinia variegata modulou o sistema
imunologico, favorecendo a producéo de IL-1[3, IL-2 e TNF-a (FANG et al., 2010b).
Ainda, inibidores de protease podem induzir producdo de 6xido nitrico (CHUANG;
LIN; HOU, 2007; FANG; NG, 2015).

2.7BIODISPONIBILIZACAO DE PROTEINAS

A revolugdo da Biotecnologia levou a descoberta de varios tipos de proteinas
com potencial terapéutico para doencas cronicas e malignas tais como cancer,
doencas auto-imunes e outras patologias (IBRAHEEM; ELAISSARI; FESSI, 2014). A
estrutura quimica de proteinas permite que elas apresentem reacdes especificas no
organismo, aumentando a efichAcia na acdo e diminuindo efeitos colaterais
indesejaveis (MORISHITA; PEPPAS, 2006; MOELLER; JORGENSEN, 2009). No
entanto, 0 emprego de proteinas terapéuticas é confrontado por muitos obstaculos,

tais como a sua curta meia-vida na corrente sanguinea, tornando necessario repetir
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as administracdes, potencial antigenicidade, instabilidades quimica e fisica (rapida
desnaturacdo no trato gastrointestinal e retencdo em mucosas intestinais
impermeaveis) que dificultam a administracdo oral destas proteinas (IBRAHEEM,;
ELAISSARI; FESSI, 2014). Por isso, estratégias para biodisponibilizacdo de
proteinas tém sido estudadas (ANDRADE et al., 2004; SINGH; DILNAWAZ; SAHOO,
2011; BONIFACIO et al., 2013).

O encapsulamento de peptideos terapéuticos, com nanoparticulas
biocompativeis e biodegradaveis vem se tornando uma alternativa promissora para
superar a dificuldade da administracdo oral de proteinas. Um estudo com a lectina
de V. album coloratum desenvolveu um sistema de estabilizacdo composto por
nacleos (granulos) que continham a lectina revestidas com uma parede de polimero
biodegradavel. Este sistema produziu resultados excelentes com perfis de liberacao
ideais e perdas minimas de citotoxicidade para células de hepatocarcinoma humano
apos a etapa de fabricacdo (LYU et al., 2004). Estudos mais recentes com essa
lectina encapsulada apresentaram bons resultados para melanoma de ratos (HAN et
al., 2015).

Além disso, proteinas recombinantes sao desenvolvidas e preparadas em
grande escala, e desempenham um papel dominante na melhoria da terapia com
base em proteinas (OVERTON, 2014). Lectinas e inibidores de protease tém sido
produzidos de forma recombinante (LOURENCO et al.,, 2014; AUDFRAY et al.,
2015; TATENO et al., 2015).

2.8 Microgramma vacciniifolia

A familia Polypodiaceae apresenta aproximadamente 56 géneros e 1.200
espécies (SMITH et al., 2006), sendo considerada uma das maiores familias de
plantas pteridéfitas, constituindo-se principalmente de espécies epifitas (PERES et
al., 2009). O género Microgramma abrange cerca de 30 espécies. Dentre as
espécies deste grupo de plantas, destaca-se a Microgramma vacciniifolia (Langsd. &
Fisch.) Copel., a qual é encontrada como corticicola e/ou rupicola e facilmente
reconhecida por seu caule longo intensamente revestido por escamas e frondes
(folhas) dimorfas (as estéreis s@o ovais e as férteis, lanceoladas (Figura 6) (PERES

et al., 2009). E observada sua incidéncia nas Antilhas, Venezuela, Colémbia,
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Paraguai, Argentina e Brasil (PRADO; HIRAI;, SCHWARTSBURD, 2010) e,
eventualmente, na América do Norte (GURJAU et al., 2011).

Em estudos floristicos realizados no Brasil, M. vacciniifolia ocorre em distintas
formacdes vegetacionais (Cerrado, Floresta Atlantica Nordestina e Floresta Atlantica
do Sul-Sudeste) (GURJAU et al., 2011) e nos estados de Pernambuco, Bahia, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (PRADO; HIRAI
SCHWARTSBURD, 2010). A planta possui uma ampla valéncia ecologica
(capacidade de uma espécie de povoar meios) para diferentes fatores

microclimaticos e € capaz de suportar ambientes com distintos estados de
conservacao (GONCALVES et al., 2012).

FIGURA 5 - Microgramma vacciniifolia.

Fonte: Adaptado pela autora a partir da Fototeca Paulo Schwirkowski (http://www.splink.org.br)

M. vacciniifolia encontra-se no interior de florestas Uumidas, nas margens de
trilhas, nas encostas de matas e também em paredbes rochosos. Conhecida
popularmente por “polipédio vacinifélio”, “erva-silvina” ou “erva-teresa”, apresenta
propriedades medicinais tais como: adstringente, sudorifera, expectorante,
tratamento de colicas intestinais, diarreias e disenterias, infec¢des respiratorias,

tosse, bronquites, coqueluche e laringite. Também empregada no tratamento de
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hemoptises e em casos de hematuria (SANTOS; SYLVESTRE, 2006; AGRA et al.,
2008; PERES et al., 2009).

Estudo fitoquimico com as frondes de M. vacciniifolia identificou os esteroides
B-sitosterol e hopan-22-ol, a flavona glicosilada 6-metoxiapinenina-7-O-B-D-
alopiranosideo e uma mistura de ésteres graxos. Extratos das frondes apresentaram
potencial antioxidante, antimicrobiano e alelopético (PERES et al., 2009).

Entre as divisbes do reino vegetal, ha poucos relatos na literatura sobre
lectinas da familia Polypodiaceae. ALBUQUERQUE et al. (2012) isolaram a lectina
do rizoma de M. vacciniifolia (MvRL). Essa lectina € termoestavel com capacidade
de ligacdo a quitina, aproximadamente 17 kDa em SDS-PAGE, dependente de
cations (Ca®" e Mg®") e tém apresentado atividades bioldgicas: atividade inseticida
contra Nasutitermes corniger, atividade antifingica contra Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici, atividade citotoxica contra células NCI-H292 (carcinoma de pulméao) e
atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata (ALBUQUERQUE et al., 2012,
2014a, 2014b; SANTANA et al., 2012). Da mesma familia foi relatada a purificacao
de uma lectina do rizoma de Phlebodium aureum (PAL), especifica para
manose/glicose, que possui aproximadamente 31 kDa e se dissocia em dimeros de
15 kDa em SDS-PAGE (TATENO et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Purificar e caracterizar uma lectina a partir das frondes de M. vacciniifolia

(MVFL) e avaliar as atividades citotoxica e imunomoduladora sobre células

mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humano.

)
)

h)

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer um protocolo de purificacdo para MvFL.

Avaliar a especificidade de ligacdo de MvFL a carboidratos e glicoproteinas.
Determinar a massa molecular nativa, ponto isoelétrico e composi¢cdo em
subunidades de MvFL.

Caracterizar MVFL quanto a estabilidade da atividade hemaglutinante e de
sua conformacdo frente a variacdes de temperatura e pH.

Investigar similaridades da estrutura primaria de MvFL com sequéncias de
proteinas de plantas depositadas em bancos de dados.

Investigar MVFL quanto a atividade inibidora de tripsina.

Avaliar a citotoxicidade de MvFL para linfocitos humanos através da
guantificacdo da inducéo de apoptose e necrose.

Determinar o0 potencial imunomodulador de MvFL sobre células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humano, através da analise da
producédo de citocinas de respostas Thl e Th2, quimiocinas e 6xido nitrico.

Investigar o efeito diferenciador e ativador de MvFL sobre linfécitos T.
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Abstract

This work describes the purification and characterization of a lectin from
Microgramma vacciniifolia fronds (MvFL) and the assessment of its
immunomodulatory properties on human peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs). Frond proteins were extracted with 0.15 M NaCl and MvFL was isolated
through gel filtration (Sephadex G-75) and ion exchange (DEAE-Sephadex A-25)
chromatographies. MvFL is an acidic protein (pl 4.51) with 54 kDa composed by
three distinct subunits. It is a glycoprotein and showed sequence similarities (32%
coverage) with a plant RNA-binding protein. MvFL also demonstrated the ability of
inhibiting trypsin activity. Hemagglutinating activity of MvFL was not altered by
heating but was reduced in alkaline pH. Fluorimetric analyses showed that the lectin
did not undergone marked conformational changes when heated. On the other hand,
the MVFL conformation changed depending of the pH although it was not observed
total unfolding. MvFL at 6.25-25 ug/mL was not cytotoxic to lymphocytes present
among PBMCs and induction of cell death was only observed in 50 pg/mL treatment
but did not affect more than 10% of cells. PBMCs incubated for 24 h with the lectin in
12.5 pg/mL showed increased of TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 and nitric oxide
production. MvFL also stimulated the activation and differentiation of T CD8" cells. In
conclusion, MVFL is a heat-stable and multifunctional protein, with lectin and trypsin
inhibitor activities, and is able to induce predominantly a Thl response in human
PBMCs as well as activation and differentiation of T CD8" lymphocytes.

Keywords: lectin; pteridophyte; heat-stable protein; cytokines; lymphocytes; CD8

cells.
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1. Introduction

Lectins are proteins broadly distributed in nature that bind carbohydrates in a
specific and reversible manner. Plant lectins exhibit a variety of properties with
biotechnological relevance like insecticidal, antimicrobial, antitumor, and
immunomodulatory effects [1-4]. In order to take advantage of these activities in the
best possible way, lectins have been studied for their structural and physicochemical
characteristics, such as stability to variations in pH and temperature.

Studies have demonstrated that some lectins may have other biochemical
properties, in addition to the carbohydrate-recognizing ability, acting as
multifunctional proteins. For example, Dokka et al. [5] and Nunes et al. [6] describe
the isolation of proteins with both lectin and trypsin inhibitory activities. Similarly to
lectins, proteinaceous trypsin inhibitors are able to exert several biological activities,
being candidates for use as insecticidal and chemotherapeutical agents, for instance
[7,8]. Antifungal, anticancer and anti-inflammatory activities have been reported for
protease inhibitors [9-11].

The investigation of immunological effects promoted by natural compounds
has been conducted aiming to find potential agents for modulation of the immune
response involved in pathological conditions, such as autoimmunity, cancer, allergy,
and infections [12—-14]. The interaction between lectins and glycan moieties present
on the surface of immune cells may trigger different immunomodulatory effects,
including proliferation, activation and cytokines production [15-18]. The mitogenic
effect of lectins on lymphocytes has been well documented and may be relevant in
the defensive role of these cells against infections [19,20].

Lectins can modulate cytokine production by immune cells in different ways.
The Viscum album coloratum lectin (KML-B) and the lectin from Cratylia mollis seeds
(Cramoll 1,4) promoted specific-Thl immune responses in vitro [21,22]. The Allium
cepa agglutinin (ACA) and the lectin isolated from the fruiting bodies of the
mushroom Agrocybe aegerita (AAL) stimulated the release of pro-inflammatory
cytokines in macrophages in vitro and in a sepsis model, respectively [23].
Marinkovic et al. [24] showed that a recombinant lectin isoform from Musa
paradisiaca promoted a balance in the pro-inflammatory response in the colon of

mice when administered through the rectum. The Moringa oleifera seed lectins
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(cMoL and WSMol) induced anti-inflammatory response on lipopolysaccharide-
stimulated macrophages [25]. In addition to cytokines, the release of nitric oxide (NO)
may also be modulated by lectins and protease inhibitors [8,18,26].

Microgramma vacciniifolia (Langsd. & Fisch) Copel., popularly known as
snakefern or “cipé-cabeludo”, is an epiphyte pteridophyte (Family Polypodiaceae)
which has ornamental usage and also medicinal properties against intestinal
infections [27-29]. A M. vacciniifolia frond extract was reported to have allelopathic,
antimicrobial and antioxidant activities [29]. The rhizome of this plant contains a lectin
called MvRL, which presented cytotoxic activity against lung carcinoma NCI-H292
cells, antifungal activity against Fusarium, insecticide activity against the termite
Nasutitermes corniger, and molluscicide activity against Biomphalaria glabrata [30—
32].

Since the use of M. vacciniifolia for treatment of infections has been reported,
we performed the purification and characterization of a M. vacciniifolia frond lectin
(MVFL) and investigated its cytotoxicity and immunomodulatory effects on human

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).

2. Materials and methods

2.1. Plant material and protein extraction

Fronds of M. vacciniifolia were collected in the campus of the Universidade
Federal de Pernambuco at Recife, Brazil, with authorization (number 36301) of the
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio). Taxonomic
identification was confirmed at the herbarium Dardano de Andrade Lima (Instituto
Agronémico de Pernambuco, Recife), where a voucher specimen (number 63,291) is
deposited.

The fronds were washed with tap and distilled water, dried at 28°C for 7 days
and then powdered using a blender. Frond proteins were extracted by
homogenization of the powder in 0.15 M NacCl (in proportion of 10%, w/v) for 16 h at
25°C, using a magnetic stirrer. After filtration and centrifugation (9000 x g, 15 min,

4°C), the supernatant collected corresponded to the frond extract.
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2.2. Hemagglutinating activity assay

Carbohydrate-binding property of lectin along the purification procedure was
detected by the ability of samples in agglutinate rabbit erythrocytes (hemagglutinating
activity, HA). The erythrocytes collection method was approved by the Ethics
Committee on Animal Experimentation of the Universidade Federal de Pernambuco
(process 23076.033782/2015-70). The HA assays were conducted in 96-well
microtiter plates (Kartell S.P.A., Italy) using a 2.5% (v/v) suspension of erythrocytes
treated with glutaraldehyde [33]. The sample (50 pL) was two-fold serially diluted in
0.15 M NaCl. Next, the erythrocyte suspension (50 uL) was added to each well and
the assay was incubated at 25°C for 45 min. Negative control contained only
erythrocytes and 0.15 M NaCl. The number of HA units (HAU) was calculated as the
reciprocal value of the highest dilution of sample that promoted full agglutination of
erythrocytes. Specific HA was defined as the ratio between HAU and protein
concentration (mg/mL).

HA inhibition assays were performed by adding carbohydrates to the 0.15 M
NacCl solution used; in addition, an incubation step of 15 min was included prior to the
addition of the erythrocytes. The monosaccharides (200 mM) fucose, glucose,
galactose, mannose, N-acetyl-galactosamine, N-acetyl-glucosamine, N-acetyl-
mannosamine rhamnose, and ribose, the disaccharide maltose (200 mM), and the
glycoproteins (0.5 mg/mL) ovalbumin and fetuin, were evaluated for inhibitory effect

on HA of frond extract and MvFL.

2.3. Estimation of protein concentration

Protein concentration was measured according to the method described by
Lowry et al. [34] using a standard curve of bovine serum albumin (31.25-500

mg/mL).

2.4. Isolation of MVFL

Frond extract (2.0 mL; 2.7 mg of protein) was loaded onto a Sephadex G-75

(GE Healthcare Life Sciences, Sweden) column (30.0 x 1.5 cm) previously


http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/Home/en/GELifeSciences/
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equilibrated with distilled water. A flow rate of 0.5 mL/min of distilled water was
maintained and fractions of 3.0 mL were collected and evaluated for absorbance at
280 nm and lectin presence. The protein peak that showed HA (P1) was dried by
lyophilization, ressuspended in 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 and loaded (1.0 mL; 2.2 mg of
protein) onto a DEAE-Sephadex A25 (GE Healthcare Life Sciences, Sweden) column
(3.0 x 2.0 cm) previously equilibrated with this buffer. Washing step used Tris buffer
and adsorbed proteins (MvFL) were eluted with 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 containing 1.0
M NaCl. Fractions of 3.0 mL were collected at a flow rate of 0.5 mL/min and
evaluated for absorbance at 280 nm and HA. The homogeneity of MvFL was
evaluated by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) for native basic (12%, wi/v,

gel) or acidic (10%, wl/v, gel) proteins [35,36].

2.5. Determination of native molecular mass, isoelectric point and subunit

composition

Native molecular mass of MvFL was determined by loading the lectin (2 mL; 2
mg of protein) onto a HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR column coupled to the AKTA
prime plus system (GE Healthcare Life Sciences, Sweden). The chromatography
was performed using 0.15 M NaCl at a flow rate of 0.5 mL/min. The fractions (3 mL)
collected were monitored for absorbance at 280 nm. A mixture of the proteins bovine
serum albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa) and lysozyme (14 kDa), all purchased
from Sigma-Aldrich (USA), was also chromatographed at the same conditions. The
relative molecular mass of MvFL was calculated by comparison with the migration of
these marker proteins.

For the determination of the isoelectric point, MvFL (100 pg) was resuspended
in a solution constituted by 8.0 M urea, 2% (w/v) CHAPS, 1% (v/v) IPG buffer pH 3—
10 and 0.002% (w/v) bromophenol blue. This solution containing the lectin was used
to rehydrate the strip (7 cm; linear pH gradient 3—10) during 16 h at 25°C. The
hydrated strip was then submitted to isoelectric focusing on the Ettan IPGPhor IlI
system (GE Healthcare Life Sciences, Sweden) according to the manufacturer’s
instructions. The strip was then washed three times with an equilibrating solution [50
mM Tris-HCI pH 8.8, 6.0 M urea, 30% (v/v) glycerol and 0.002% (w/v) bromophenol

blue] and transferred to the top of a 10% (w/v) polyacrylamide gel for acidic proteins.
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The polypeptide spot was stained with 0.02% (w/v) Coomassie Brilliant Blue in 10%
(v/v) acetic acid. The gel was analyzed using the ImageMaster software (GE
Healthcare Life Sciences, Sweden).

Subunit composition of MvFL was determined through PAGE (12%, w/v, gel)
in the presence of sodium dodecyl sulphate (SDS) according to Laemmli (1970).
Polypeptide bands from MvFL and molecular mass markers (12-225 kDa; GE
Healthcare Life Sciences, Sweden) were stained with Coomassie Brilliant Blue. SDS-
PAGE was also performed using MvFL treated with the reducing agent B-
mercaptoethanol.

The effect of temperature on MvFL HA was evaluated as described in section
2.2 using lectin samples previously heated for 30 min at 30—100°C. To determinate
the effects of pH variation on HA, the assay was performed as described but
replacing the 0.15 M NaCl solution by the following buffer solutions: 0.1 M citrate
phosphate buffer pH 3.0 to 6.0, 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.0 or 0.1 M Tris-
HCI pH 8.0 and 9.0.

2.6. Affinity chromatography on Concanavalin A (ConA)-Sepharose

MvFL (2.0 mL; 1.0 mg of protein) was evaluated for the presence of
carbohydrate moiety using a affinity chromatography on a ConA-Sepharose column
(5.0 x 1.0 cm) pre-washed with 1.0 M NaCl containing 5 mM MgCl, 5 mM MnCl, and
5 mM CacCl;, and equilibrated with 20 mM Tris-HCI pH 7.4 containing 1.0 M NaCl. A
flow rate of 0.5 mL/min was maintained and the column was washed with the
equilibrating solution until the absorbance at 280 nm was lower than 0.05. Next, the
adsorbed proteins were eluted with 1.0 M D-glucose. Fractions of 3 mL were

collected and evaluated for HA.

2.7. Fluorimetric analysis

The effects of pH and temperature on MvFL conformation were evaluated by
fluorimetric analysis of intrinsic tryptophan fluorescence as well as using the extrinsic

probe bis(8-anilinonaphthalene-1-sulfonate) [bis-ANS], which emits fluorescence
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when binds to hydrophobic regions surrounded by positively charged residues.
Fluorescence measurements used MvFL samples (2 uM) at the following conditions:
MvVFL in water; MvFL incubated for 30 min at 25°C in 0.1 M citrate phosphate buffer
pH 3.0 to 6.0, 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.0 or 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 and
9.0; and MvFL incubated for 30 min at different temperatures (30-100°C).
Tryptophan and bis-ANS fluorescence spectra were measured at 23°C on a
spectrofluorometer (Jasco FP-6300, Tokyo, Japan) in a rectangular quartz cuvette
with a 1 cm path length. Tryptophan emission spectra were obtained by setting the
excitation wavelength at 280 nm and emission in the 300-400 nm range. In the
assays using bis-ANS, the lectin was incubated with 50-fold molar excess of this
probe in the dark and the excitation wavelength was set at 360 nm and emission was
evaluated in the range 400-600 nm. The spectra displayed in the figures are the
averages of three scans and the signals were corrected by subtracting the solution

spectrum.

2.8. Peptide mass fingerprint analysis

Native MVFL polypeptide band from PAGE for acidic proteins was cut from the
gel and washed three times with 25 mM ammonium bicarbonate/acetonitrile 1:1 (v/v).
Then, the material was covered with 100% acetonitrile for 10 s and then replaced by
25 mM ammonium bicarbonate and incubated for 45 min at 56°C. A digestion buffer
(10 mg/mL trypsin in 25 mM ammonium bicarbonate) was added to the gel,
incubated for 45 min, and replaced by 50 mM ammonium bicarbonate without the
enzyme. The sample was incubated at 37°C overnight and then the peptides were
extracted by incubation in 5% trifluoracetic acid/acetonitrile 1:1 (v/v) for 30 min
followed by removal and storage of the supernatant. The extraction step was
repeated twice and all supernatant fractions were pooled and dried in a vacuum
concentrator (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz,
Germany). The peptides were analysed in a MALDI-TOF/TOF Autoflex Ill smartbeam
spectrometer (Bruker Daltonics, USA). The spectra of peptides were compared with
sequences of plant proteins present in NCBInr database using MASCOT database

search (http://www.matrixscience.com). The analysis was performed three times.
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2.9. Trypsin inhibitor assay

Trypsin inhibitor activity was assayed in 96-well microtiter plates using 0.1
mg/mL bovine trypsin prepared in 0.1 M Tris—HCI pH 8.0 containing 0.02 M CaCl..
The enzyme (5 uL) was incubated (5 min, 37 °C) with MvFL (10 uL; 2.0 pg) and the
volume was adjusted for 195 pL with Tris buffer. Next, the synthetic substrate N-a-
benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide (5 pL; 8 mM) dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO) was added and the assay was incubated for 30 min at 37°C. In the 100%
activity control, the reaction between trypsin and the substrate was carried out in the
absence of lectin. The substrate hydrolysis was followed by measurement of
absorbance at 405 nm using a universal microplate spectrophotometer (uQuant,
MQX200; BioTek Instruments, Inc., VT, USA). Blank reactions were performed under
the same conditions, without the substrate or without enzyme. One unit of trypsin
inhibitor activity was defined as the amount of inhibitor that decreases the
absorbance in 0.01 after 30 min at 37°C, in comparison with 100% activity control
[38]. The M. vacciniifolia crude extract (10 pL; 13.3 pg of protein) and P1 from
Sephadex G-75 chromatography (10 uL; 22.0 ug of protein) were also evaluated for
trypsin inhibitor activity.

2.10. Isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and culture of

lymphocytes

Forty milliliters of blood were collected from healthy and non-smoking donors
and placed in heparin tubes (Vacuette). PBMCs were collected using a density-
gradient centrifugation over Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare Life Sciences,
Sweden) and cell viability was evaluated using Trypan blue (Sigma-Aldrich, USA).
Cells were only used for lymphocytes culture when viability was >98%. All voluntary
donors signed a term of free and informed consent and experimental
protocols were approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal de
Pernambuco (process number 1.870.360/2016).

For use in the assays, lymphocytes were cultured in RPMI 1640 medium
(Sigma-Aldrich, USA) with 10% (w/v) fetal bovine serum (FBS; Sigma-Aldrich, USA)
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in 24-well plates (TPP Techno Plastic Products, Switzerland) at a density of 10°

cells/well.

2.11. Analysis of cell viability

Lymphocytes cultured in absence (control) or presence of MvVFL
(concentration in the wells ranging from 6.25 to 50 pg/mL) for 24 h were centrifuged
(450 g, 4°C, 10 min) and, after discarding the supernatant, 1 mL of PBS 1X was
added to the precipitate. The cells were resuspended and centrifuged again at the
same conditions. The pellet was resuspended in 300 pL of a binding buffer (10 mM
HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl, and 1.8 mM CacCl,),
transferred to a labeled cytometer tube, and annexin V (AnnV) conjugated with
fluorescein isothiocyanate (FITC) (1:500) and propidium iodide (PI, 20 pg/mL) were
added. Flow cytometry was performed in a FACSCalibur platform (BD Biosciences,
San Jose, USA) and the results were analyzed using CellQuest Pro software (BD
Biosciences). AnnV—/PI+ cells were considered as necrotic and AnnV+/Pl- cells
were considered in the early stage of apoptosis. Double negatives were considered

as viable cells.

2.12. Measurement of cytokine and chemokine levels

Supernatants of cultures treated or not with MvFL (12.5 pg/mL) for 24 h were
collected for quantification of cytokines using the CBA (Cytometric Bead Array)
Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (Becton Dickinson Biosciences, USA) for
simultaneous detection of interleukins (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17), tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a), and interferon-gamma (IFN-y). The assays were performed
according manufacturer’s instructions and data were acquired on FACSCalibur
platform. Six individual cytokine standard curves (0-5000 pg/mL) were run in each
assay. The range of detection was between 3000 pg/mL and 5000 pg/mL.

Chemokines assessment was carried out using the CBA Human Chemokine
Kit (Becton Dickinson Biosciences, USA) for simultaneous detection of CCL5, CCL2,

CXCL8, CXCL9 and CXCL10 in culture supernatants. The cells were analyzed using
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the FACSCalibur platform according to manufacturer’s instructions. Five individual
chemokine standard curves (0-5000 pg/mL) were run in each assay and the range of
detection was between 1500 pg/mL and 3000 pg/mL. The results were analyzed

using FCAP 3.1 software.

2.13. Nitrite analysis

The supernatants from cultures of cells incubated or not with MvFL (12.5
png/mL) for 24 h were used for nitrite analysis by the colorimetric Griess method [39].
NO concentration was estimated using a standard curve (3.12-100 pmol/mL). The
reading was carried out in a microplate spectrophotometer (Thermo Scientific
Multiskan GoW/Curvette, Waltham) at 595 nm.

2.14. Lymphocytes immunophenotyping assay

PBMCs cultured for 24 h in presence and absence of MvFL (12.5 ug/mL) were
removed from plates using ice cold 1% PBS-Wash (140 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10
mM Na,HPO,4, 1.8 mM KH,PO, BD Biosciences) and transferred in 15-mL
polypropylene tubes containing 6 mL of PBS-Wash for centrifugation (400 g for 10
min). After discarding the supernatant, cells were washed with 2 mL of PBS-Wash
and centrifuged again (400 g for 5 min). Supernatant was discarded and surface
monoclonal antibodies conjugated with peridinin chlorophyll (PerCP), FITC,
phycoerythrin (PE) or allophycocyanin (APC) [anti-CD4-PerCP, anti-CD8-FITC, anti-
CD28-PE and anti-CTLA-4-APC; BD Biosciences] were added to tubes and
incubated for 30 min. After this time, it was performed two washing steps with 1 mL
of PBS-Wash followed by centrifugation (400 g for 5 min). The cells were fixed for 15
min with 150 mL of Cytofix solution (BD Biosciences) and then washed with 2 mL of
PBS-Wash followed by centrifugation (400 g for 5 min). After removal of the
supernatant, 300 puL of PBS-Wash was added to each tube, which was loaded onto
the FACSCalibur platform.
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2.15. Statistical analysis

Data were analyzed using non-parametric tests. Standard deviations (SD)
were calculated using the software GraphPad Prism 5.0 and data were expressed as
a mean of replicates + SD. Student’s t-test was used to analyze the results from cell
viability assay while differences between treatment groups were analyzed by

Wilcoxon test. Significance level was set at p < 0.05.

3. Results and discussion

The extract from M. vacciniifolia fronds showed protein concentration of 1.33
mg/mL and a specific HA of 3.0. The HA of the extract was neutralized by fetuin and
ovalbumin, confirming that the agglutination was due to the presence of lectins. The
extract was treated with ammonium sulphate (60% saturation) but both the
precipitate and supernatant fractions obtained did not show HA; thus, the extract was
directly submitted to chromatography on a gel filtration column. As can be seen in
Figure 1A, two proteins peaks (P1 and P2) were detected. The P1 showed specific
HA a little higher than the extract (Table 1) while P2 did not present HA and was
strongly colored. P1 was then submitted to the second chromatography step.

The ion exchange chromatography on DEAE-Sephadex column separated P1
in two peaks (Figure 1B). The first, containing proteins that did not adsorb to the
matrix, was not able to agglutinate erythrocytes. On the other hand, the pool of
adsorbed proteins eluted with 1.0 M NaCl showed a high specific HA corresponding
to a purification fold of 3,813 (Table 1). This peak showed a single polypeptide band
in PAGE for acidic proteins (Figure 1B, inset) while no band was detected in PAGE
for basic proteins. These results confirm the homogeneity of this preparation, which
was deemed M. vacciniifolia frond lectin (MvFL).

Isoelectric focusing of MVFL revealed a single polypeptide spot with pl 4.51
(Figure 2A). This result implies the anionic nature of MvFL, which is in according with
the adsorption on DEAE matrix and the results of PAGE for native proteins. A native
molecular mass of 54 kDa for native MvFL was estimated through gel filtration
chromatography (Figure 2B). SDS-PAGE of MvFL revealed three polypeptide bands

(Figure 2C, lane 1) with approximate molecular masses of 20.8, 17.1, and 14.4 kDa.
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Based on these results and on the native molecular mass, we can assume that MvFL
is an oligomeric protein composed by three distinct subunits. When SDS-PAGE was
performed in the presence of the reducing agent B-mercaptoethanol, the polypeptide
of 17.1 kDa was not observed (Figure 2C, lane 2) indicating that it contains disulfide
bridges.

MvFL HA was neutralized in presence of fetuin and the specific HA was
reduced from 10,240 to 10 in presence of ovalbumin. The HA was not altered in the
presence of tested monosaccharides and disaccharide. Other lectins had their ability
to agglutinate cells inhibited only by complex sugars like the oligosaccharide moieties
of glycoproteins [40,41] and this may be linked to an extended size of the
carbohydrate-binding sites [42].

Affinity chromatography on Con A-Sepharose column was performed to
assess whether MvFL would be a glycoprotein. The lectin adsorbed to the matrix and
was eluted using glucose as mobile phase (Figure 2D), a competitor for ConA
carbohydrate-binding sites. This results shows that MvFL is a glycoprotein and that
its carbohydrate moiety may contain glucose and/or mannose residues since ConA is
a mannose/glucose-binding lectin [43].

There was no alteration in the HA when MvFL was heated at temperatures
ranging from 30 to 100°C. MvFL was more active when incubated at pH 4.0 and 5.0
(specific HA: 40,960), showed specific HA of 10,240 at pH 6.0 and 7.0, and was less
active at basic pH values of 8.0 and 9.0 (specific HA of 1,280). The lectin from
Spatholobus parviflorus seeds also showed HA in a wide range of pH (2.0-11.0) and
resistant to heating[44]. Other examples of lectins able to agglutinate erythrocytes
even after heating at 100°C is the water-soluble Moringa oleifera seed lectin and the
lectins from Myracrodruon urundeuva heartwood, bark and leaf [40,45].

The conformation stability of MvFL towards changes in temperature and pH
was evaluated by fluorimetric analyses. The assays were performed investigating
intrinsic tryptophan fluorescence as well as using the bis-ANS extrinsic probe, which
is useful to detect stages of protein unfolding since its fluorescence is reduced when
the protein hydrophobic patches are exposed to agueous environment [46]. Figure
3A shows that tryptophan fluorescence spectra of MvFL heated at different
temperatures did not show significant shift in the maximum emission wavelength
(around 336 nm). The fluorescence intensity was lower in the samples heated at the

highest temperatures. In regard to bis-ANS fluorescence, it was not detected
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exposure of hydrophobic sites to the solvent since the fluorescence intensity did not
decrease; on the contrary, the heating resulted in increase of intensity (Figure 3B).
Together, these results show that heating of MvFL leads to conformational changes
(such as closure of the hydrophobic pockets) but not to unfolding of this protein.
These results are in agreement with the stability of MvFL HA towards heating.

Intrinsic fluorescence spectra of MvFL incubated at different pH values
showed no remarkable shifts of the maximum emission wavelength of tryptophan
(Figure 3C). Fluorescence of bis-ANS was observed when MvFL was incubated at all
tested pH values (Figure 3D), indicating that the protein was not totally unfolded in
any condition. However, the maximum emission wavelengths and fluorescence
intensity varied, reflecting distinct conformations according to the pH of the medium.
Indeed, the HA of MvFL varied according to the pH of the medium, which is a
reflection of these conformational alterations.

The determination of the conditions under which a protein remains stable is
important to prevent denaturation during storage and biotechnological application. In
addition, the tendency of proteins to aggregate usually decrease under stabilizing
conditions. Effects of pH on the stability of lectin from Phaseolus vulgaris were
studied by fluorescence spectroscopy and the intrinsic fluorescence spectra
suggested that, similarly to MvFL, this protein did not denature in a wide pH range
from 2.0 to 10.0 [47]. The HA of Phthirusa pyrifolia leaf lectin was stable towards
heating up to 70°C but was lost at 80°C, which was accompanied by drastic changes
in fluorescence indicating protein unfolding [48]. Unlike MvFL, the lectin from seeds
of Bauhinia ungulata was weakly thermostable because its HA was lost at 50°C
being observed thermal unfolding of sample heated at this temperature [49].

MvFL was digested with trypsin and the derived peptides were analyzed by
mass spectrometry. The lectin showed homology with a RNA-binding family protein
isoform 2 from Theobroma cacao (EOY11515.1) with a sequence coverage of 32%
and score 84. The matched peptides are presented in Table 2. Cucurbitaceae
phloem lectins have been reported to possess both carbohydrate and RNA-binding
activities; these RNA-binding proteins are able to bind pathogenic and non-
pathogenic RNAs being involved in plant defense and long-distance RNA transport
system [50,51].

According to Kirschner and Bisswanger [52] multifunctional proteins consist of

a single protein with multiple catalytic or binding functions. This term is currently used
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to describe some lectins that fit this description [53]. MVFL was evaluated for ability to
reduce the activity of trypsin and showed high specific inhibitor activity (3360.1
U/mg). Trypsin inhibitor activity was also evaluated for frond extract and P1,
revealing a purification factor of 19.2 regarding this property of MvFL (Table 1).
Based on these results, MvFL can be considered a multifunctional protein, similarly
to the Crataeva tapia bark lectin, which display both lectin and trypsin inhibitory
activities [6]. A sialic acid-binding lectin from Ranacates beiana oocytes is also a
multifunctional protein with lectin and enzyme (ribonuclease) activities [54]. It has
been also described the purification of proteins with both trypsin inhibitor and
hemagglutinating activities from Albelmoschus moschatus seeds [5].

As previously mentioned, several plant lectins are known as potent
immunomodulatory agents. Before evaluating whether MvFL would have
immunomodulatory action, we determined its toxicity degree to human PBMCs since
some lectins can be toxic to these cells [25,55]. The cells were treated with MvFL at
6.25 to 50ug/mL and evaluated for occurrence of apoptosis and/or necrosis. Results
showed that, in 24 h of incubation, MvFL did not promote damage in more than 6% of
cells at all tested concentrations (Figure 4). Apoptosis signals were not significantly
different (p > 0.05) between control and all lectin treatments. Cell death by necrosis
was significant (p < 0.05) higher than in control only in treatment at 50 pg/mL.

The concentration of 12.5 ug/mL was chosen to perform the immunological
tests with MvFL since no cytotoxic effect was detected and concentrations between
10 and 15 pg/mL have been reported to be enough to detect immunomodulatory
properties of lectins [21]. The results showed that MvFL was able to stimulate a Thl
response by increasing TNF-a and IFN-y production (Figure 5A and 5B). The
pleiotropic IL-6 was also produced in higher values by MvFL-treated cells in
comparison with control (Figure 5C). IL-6 is a proliferative cytokine that stimulates
mainly T cells-mediated immune response [58]. The Cratylia mollis seed lectin and
the Musa paradisiaca lectin were also able to induce IL-6 production [21,59,60]. TNF-
a and IL-6 promote systemic inflammation through induction of fever, acute phase
response and activation of macrophages and neutrophils [61]. IL-6 has also been
reported to induce proliferation and cytotoxic activity of CD8" T cells [62)].

The production of nitric oxide (NO) by cells incubated with MvFL was also
higher than that determined in control (Figure 6). Together, these results may
indicate that MvFL induced a Thl response. Studies have shown that some lectins
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can induce the release of NO [18,26] and the increase of this chemical mediator
seems lead the upregulation of IFN-y production [56]. A major function of NO during
inflammation is microbial killing via the generation of ONOO™ [57].

Regarding the cytokines linked to a Th2 response, the release of IL-4 was not
stimulated but IL-10 was produced in high level by lectin-stimulated PBMCs (Figure
5D). The anti-inflammatory cytokine IL-10 is known for its immunosuppressive
properties, which have effects on immune regulation and inflammation. The results
found in our work are interesting because it was observed an induction of pro-
inflammatory status associated with Thl response but concomitant with a IL-10
stimulus that may modulate the process avoiding uncontrolled responses.

No differences between control and MvFL-treated cells were detected with
respect to IL-17 production. It is known that IFN-y might suppress IL-17 production
and favor IL-10 release by T cells [63]. Both situations may have happened in our
study since increased of IFN-y and IL-10 levels and no alteration in IL-17 production
were detected for MvFL-treated cells. MvFL did not stimulate the production of the
chemokines evaluated, which suggest that MvFL promotes higher stimulation in
lymphocytes and lower stimulation in leucocytes or IL-10 production observed in our
results promoted a down-regulation of pro-inflammatory status.

The pharmacological potential of cytokines in biotherapeutics may involve the
modulation (activation or inhibition) of the immune system. In addition, modulation of
the pathways of the immune system by cytokines may result in multiple effects, which
may be desirable or undesirable, depending on the disease phase [64]. As
mentioned, our results revealed that MvFL could modulate immune cells inducing
mainly a pro-inflammatory status,
but modulated by IL-10. The Viscum album lectins induced the release of pro-
inflammatory cytokines in monocytes isolated from peripheral blood [65,66]. This
ability of these lectins was considered interesting by these authors because
inflammatory responsiveness is usually decreased in cancer patients and thus the
activation of immunological mechanisms may inhibit tumor growth. According to
Dhama et al. [67], immunomodulation of TNF-a and IL-6 may exert antitumor action,
INF-y may be helpful as an adjuvant, and IL-10 may be relevant for the therapy of
autoimmune diseases.

We evaluated the effects of MvFL on proliferation of CD4" and/or CD8"

lymphocytes as well as the activation of these cells, which was determined through
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investigation of CD28. The results showed that MvFL induced proliferation (Figure
7A) and activation (Figure 7B) of T CD8" lymphocytes subset. These results are
interesting since the effector functions of differentiated T CD8" cells include their
capacity to kill infected cells through the release of cytolytic granules [68]. CTLA-4, a
protein that acts as a negative signal for T cell responses, was also investigated but
its expression was not detected in relevant levels in both control and treated cells
(Figure 7C).

Monocytes serve as mediators for the initiation and progression of the
inflammatory response with the production of large amounts of proinflammatory
cytokines as well as secretion of a large amount of Th2 cytokines (such as IL-10) to
limit the intensity of the immune response, preventing damage to tissue or to the
hyperactive organ [69, 70]. These cells may also be involved in the
immunomodulation promoted by MvFL.

Plant lectins have been reported to be effective in activating the proliferation of
lymphocytes. The Cratylia mollis seed lectin induced mitogenic response in murine
splenocytes [21] and the Musa paradisiaca lectin and the Allium cepa agglutinin
showed lymphoproliferative activity toward thymocytes [23,60]. Depletion of CD8" T
cells often may result of viral infections and thus the induction of CD8" proliferation
may be relevant in the control of these kind of infections [71,72]. Moreover, clonal
expansion and activation of CD8" T lymphocytes can be positive in the therapy of

diseases such as cancer [73,74].

4. Conclusion

Microgramma vacciniifolia fronds contain a multifunctional protein (MvFL) with
lectin and trypsin inhibitor activities and sequence similarities with a plant RNA-
binding protein. MvFL is an anionic protein whose conformation and HA is stable
toward heating. The lectin showed low toxicity to lymphocytes and was able to
induce predominantly a Thl response by PBMCs. In addition, it promoted the
activation and differentiation of T CD8" cells. These results support future studies on

the immunomodulatory action of MvFL on in vivo antitumor assays, for example.
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FIGURE 1- Purification of Microgramma vacciniifolia frond lectin (MvFL). (A) Chromatography of
frond extract on Sephadex G-75 column performed using distilled water (flow rate: 0.5 mL/min) as
mobile phase. Fractions of 3.0 mL were collected and evaluated for absorbance at 280 nm (ABS 280
nm) and hemagglutinating activity (HA). (B) lon exchange chromatography of P1 on DEAE-Sephadex
column. Washing step used 0.1 M Tris-HCI pH 8.0. Elution was performed with this buffer containing
1.0 M NaCl. . Fractions of 3.0 mL were collected at a flow rate of 0.5 mL/min and evaluated for ABS
280 nm and HA. The inset shows MvFL polypeptide band PAGE for native acidic proteins stained with

Coomassie Brilliant Blue.
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FIGURE 2- Characterization of Microgramma vacciniifolia frond lectin (MvFL). (A) Isoelectric

focusing (IEF) of MvFL under native conditions. The isoelectric point of lectin is 4.51. (B) Gel filtration

chromatography of MvFL (2.0 mg of protein) on a Hiprep 16/60 Sephacryl S-100HR column coupled to
AKTAprime plus system. (C) Electrophoresis under denaturing conditions (SDS-PAGE) of MvFL (1),

MvFL treated with B-mercaptoethanol (2) and molecular mass markers (3). The gel was stained with

Coomassie Brilliant Blue. (D) Chromatography of MvFL on ConA-Sepharose column. Washing step
used 20 mM Tris-HCI pH 7.4 in 1.0 M NaCl. Adsorbed proteins were eluted with 1.0 M D-glucose.
Fractions of 3.0 mL were collected and evaluated for absorbance at 280 nm (ABS 280 nm) and

hemagglutinating activity (HA).
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FIGURE 3- Effects of temperature (A and B) and pH (C and D) on conformation of Microgramma
vacciniifolia frond lectin (MvFL). Intrinsic fluorescence of MvFL tryptophan residues (A and C) and

fluorescence of extrinsic probe bis-ANS in presence of MvFL (B and D) were evaluated.
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FIGURE 4- Evaluation of cytotoxic effects of MvFL on human peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) by flow cytometry using the markers annexin V (AnnV) and propidium iodide (PI). AnnV—/PI+
cells were considered as necrotic and AnnV+/Pl— cells were considered apoptotic. Cell death by
necrosis was significant higher than in control only in treatment with 50 pg/mL, as indicated by the p-

value. Vertical bars represent the average of six independent experiments performed in duplicate.
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FIGURE 5- Evaluation of immunomodulatory effects of MvFL on human PBMCs in 24-h incubation.
TNF-a (A), IFN-y (B), IL-6 (C) and IL-10 (D) production was stimulated by MvFL in comparison with
control, as indicated by the p-values. The bars represent the average of independent experiments

performed in duplicate for each of the six individuals (blood donors)
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FIGURE 6- Evaluation of production of nitric oxide by MvFL on human PBMCs in 24-h incubation.
Nitric oxide production was stimulated by MvFL in comparison with control, as indicated by the p-
values. The bars represent the average of independent experiments performed in duplicate for each of

the six individuals (blood donors)
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FIGURE 7- Evaluation of differentiation and activation of T cells in absence (control) and presence of
MVFL during 24 h. (A) MvFL was able to stimulate the differentiation of T CD8" subset in comparison
with control (# indicates a p=0.02). (B) The labeling for cells expressing CD28 stimulatory protein
revealed that MvFL was able to induce the activation T CD8" cells in comparison with control (#
indicates a p=0.02). (C) The expression of CTL4-A, a down-regulator of immune response, was not

promoted by MvFL. Vertical bars represent the average of six independent experiments performed in
duplicate.
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TABLE 1- Purification of Microgramma vacciniifolia frond lectin (MvFL) in basis of its hemagglutinating and trypsin inhibitor activities.

Sample Protein (mg/mL) Yield (%) Hemmaglutinating activity (HA) Trypsin inhibitor activity (TIA)

Units  Specific HA Purification factor  Units Specific TIA  Purification factor

Extract 1.33 100 4 3.0 1.0 2.32 174.3 1.0
P1 2.20 54.8 8 3.6 1.2 48.8 2,221.7 12.7
MvFL 0.20 7.5 2,048 10,240 3,413 6.72 3,360.1 19.2

Yield corresponded to the percentage of protein recovered in each step, starting the purification process with 2.66 mg of protein (2 mL of the extract). Specific
HA corresponds to the ratio between the number of units and protein concentration (mg/mL). Specific TIA corresponds to the ratio between the number of
units and the amount of protein (mg) in the assay. Purification factor was calculated by the ratio between the specific activity in the stage and the specific

activity of the extract.
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TABLE 2- Sequence similarities between peptides derived from trypsin digestion of MvFL and the

sequence of a RNA-binding family protein isoform 2 from Theobroma cacao (EOY11515.1).

Peptide Mass

Sequence

Position in RNA-

(Da) binding protein chain

1 1345.80 MREVEDLFYK (Oxidation M)  19-28

2 1107.67 LRVELAHGGR 74-83

3 2240.28 VLVTGLPSSASWQDLKDHMR 110-129
4 1066.65 SHSYSSRSR 210-218
5 1140.69 HSRQSPSVSR 230-239
6 1109.65 SVSPARSYSR 247-256
7 1494.88 SGSLRQSGDWMLGT 257-270

Polypeptide band of MvFL from PAGE for acidic proteins was used for analysis. The similarity score

was 84 and the sequence coverage was 32%.
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5 CONCLUSOES

v MVFL, isolada com elevado fator de purificacdo, € uma glicoproteina
termoestavel, com pl 4,51 e massa molecular nativa de 54 kDa, sendo
composta por 3 subunidades distintas. Sua capacidade de aglutinar
células foi inibida somente por porcdes oligossacaridicas de
glicoproteinas. Ainda, essa lectina apresentou atividade inibidora de
tripsina e similaridades com a sequéncia de uma proteina ligadora de
RNA de origem vegetal.

v" MvFL apresentou baixa citotoxicidade para PBMCs, ndo sendo capaz de
induzir apoptose nas concentracfes testadas e causando pequeno
aumento na porcentagem de células em necrose somente na
concentragéo de 50 pg/mL.

v' MvFL (12,5 pg/mL) apresentou efeito imunomodulador sobre PBMCs
humanos, induzindo predominantemente repostas do tipo Thl, bem
como a diferenciacao e ativacio de células T CD8".

v' Os resultados obtidos estimulam estudos futuros in vivo relacionados
com a acao imunomoduladora de MvFL, como a avaliacdo de atividade

antitumoral, por exemplo.
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