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RESUMO

A busca por agentes biolégicos com capacidade imunomoduladora visa fornecer resposta
terapéutica para diversas doengas. Nesse contexto, as lectinas (proteinas que se ligam a
carboidratos) apresentam elevado potencial imunomodulador, devido a sua capacidade de
modular células imunoldgicas através da interagdo com proteinas de superficie gerando uma
cascata de sinalizacdo. A Aesculus hippocastanum, conhecida como castanheira-da-india, é
comumente utilizada para producdo de fitoterapicos com atividades anti-inflamatoria e
vasoprotetora. O objetivo desse trabalho foi purificar e caracterizar uma lectina das sementes
de A. hippocastanum (AhSL) e avaliar a sua citoxicidade e efeito imunomodulador sobre
esplendcitos de camundongo. A farinha das sementes foi submetida a extracdo (10%, p/v) de
proteinas em NaCl 0,15 M e o extrato foi submetido a cromatografia em coluna de DEAE-
Sephadex equilibrada com tamp&o Tris-HCI 0,1 M pH 8,0. As proteinas adsorvidas foram
eluidas com o mesmo tampéo, porém contendo NaCl 1,0 M, dialisadas e avaliadas quanto as
atividades hemaglutinante (AH) e inibidora de tripsina (AIT). Eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) foi realizada para avaliar a homogeneidade e a composicdo em
subunidades de AhSL. A especificidade de ligacdo a carboidratos, o efeito de céations
divalentes na AH e a estabilidade da AH frente ao aquecimento (30-100°C) e ap0s incubacao
em diferentes valores de pH (1,0-9,0) também foram avaliadas. Analises fluorimétricas tabém
foram realizadas. Os esplendcitos de camundongo BALB/c foram tratados com AhSL (3,12—
50,00 ug/mL) e foi avaliada a ocorréncia de apoptose e/ou necrose. A atividade
imunomoduladora de AhSL (12,5 pug/mL) foi avaliada através da determinacdo dos niveis de
citocinas e oxido nitrico (NO). AhSL (fator de purificacdo: 68,8) mostrou uma unica banda
polipeptidica em PAGE para proteinas acidas e duas bandas polipeptidicas de
aproximadamente 68 e 124 kDa em SDS-PAGE. Sua AH foi inibida por monossacarideos,
dissacarideos e glicoproteinas, principalmente o acido n-acetilneuroaminico. A AH foi estavel
ap0s 0 aquecimento em todas as temperaturas e incubacdo na faixa de pH 4,0-8,0 e sua
atividade especifica ndo foi alterada por nenhum cation testado. Analise fluorimétrica revelou
que a conformacédo da lectina ndo foi alterada ap6s aquecimento a 100 °C e incubacdo em
diferentes valores de pH. AhSL também mostrou AIT especifica de 1.280,31 U/mg. A lectina

ndo foi toxica para os esplendcitos e induziu a liberacdo de interleucinas 10 e 6, fator de



necrose tumoral a e 6xido nitrico, por fim a lectina ndo induziu despolarizagdo de membrana
mitocondrial e ndo aumentou os niveis de EROs citsdlica ou mitocondrial. Em concluséo,
uma proteina multifuncional (com atividades lectinica, inibidora de tripsina e

imunomoduladora) foi purificada a partir de sementes de A. hippocastamum.

Palavras-chave: Castanheira-da-india. Lectina. Inibidor de tripsina. Citotoxicidade.
Atividade imunomoduladora.



ABSTRACT

The search for biological agents with immunomodulatory aims to provide therapeutic
response to various diseases. In this context, lectins (proteins that bind to carbohydrates) have
high immunomodulatory potential, due to their ability to modulate immune cells through
interaction with surface proteins, generating a signaling cascade. Aesculus hippocastanum,
known as horse chestnut, is commonly used to produce herbal medicines with anti-
inflammatory and vasoprotective activities. The objective of this work was to purify and
characterize a lectin from A. hippocastanum seeds (AhSL) and to evaluate its cytoxicity and
immunomodulatory effect on mouse splenocytes. The seed meal was subjected to extraction
(10%, w/v) of proteins in 0.15 M NaCl and the extract was subjected to DEAE-Sephadex
column chromatography equilibrated with 0.1 M Tris-HCI pH 8.0. The adsorbed proteins
were eluted with the same buffer, but containing 1.0 M NaCl, dialyzed and evaluated for
hemagglutinating (HA) and trypsin inhibitor (TIA) activities. Polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) was performed to assess homogeneity and subunit composition in
AhSL. The specificity of binding to carbohydrates, the effect of divalent cations on HA and
the stability of HA toward heating (30-100 °C) and after incubation at different pH values
(1.0-9.0) were also evaluated. Fluorometric analyses were also performed. BALB/c mouse
splenocytes were treated with AhSL (3.12-50.00 pg/mL) and the occurrence of apoptosis
and/or necrosis was evaluated. The immunomodulatory activity of AhSL (12.5 pg/mL) was
assessed by determining the levels of cytokines and nitric oxide (NO). AhSL (purification
factor: 68.8) showed a single polypeptide band in PAGE for acidic proteins and two
polypeptide bands of approximately 68 and 124 kDa in SDS-PAGE. Its HA was inhibited by
monosaccharides, disaccharides and glycoproteins, mainly N-acetylneuroaminic acid. The HA
was stable after heating at all temperatures and incubation in the pH range 4.0-8.0 and its
specific activity was not altered by any cation tested. Fluorometric analysis revealed that the
lectin conformation was not altered after heating to 100 °C and incubation at different pH
values. AhSL also showed a specific TIA of 1,280.31 U/mg. Lectin was not toxic to
splenocytes and induced the release of interleukins 10 and 6, tumor necrosis factor o and
nitric oxide. Finally, lectin did not induce mitochondrial membrane depolarization and did not

increase the levels of cytosolic or mitochondrial ROS. In conclusion, a multifunctional protein



(with lectin, trypsin inhibitor and immunomodulatory activities) was purified from A.
hippocastamum seeds.

Keywords: Indian chestnut. Lectin. Trypsin inhibitor. Cytokines. Thermostable protein.
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1. INTRODUCAO

Agentes medicinais de origem vegetal tém sido descritos no meio cientifico ha muitos
anos como base para diversas terapias. Dentre esses agentes, encontram-se as proteinas
bioativas, como lectinas e inibidores de proteases (AL-MAMUN et al., 2016). Em plantas,
essas lectinas sdo produzidascom objetivo de exercer fungcdes como mecanismo de defesa das
plantas a diversos fatores ambientais e bioldgicos, podendo ser expressas de forma contitutiva
ou induzida (ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015).

As lectinas sdo proteinas que apresentam capacidade de interacdo com carboidratos, de
forma especifica e ndo covalente. Essas proteinas podem interagir com carboidratos da
superficie celular, resultando na ativacéo de respostas intracelulares (PAIVA et al., 2013). As
lectinas podem promover diversas atividades bioldgicas como antimicrobiana, antibiofilme,
antiprotozoaria, antiviral, inseticida, antitumoral e, inclusive, imunomoduladora (DAN; LIU;
NG, 2016; IORDACHE et al., 2015; YAU et al., 2015; PATRIOTA et al., 2019a,b).

Diante da ascencdo de enfermidades como doencas infecciosas, cancer, doencas
inflamatdrias crénicas e doencas auto-imunes, muitas pesquisas tém avaliado o potencial
farmacoldgico das lectinas com acdo estimulante ou supressor da atividade imunomoduladora
(DHAMA et al., 2015). Essas proteinas interagem com as porcdes glicidicas de superficies de
células imunoldgicas alterando a producao de citocinas e 6xido nitrico, além da proliferacéo e
ativacdo de macrofagos, linfécitos e mastocitos (FANG; NG, 2015; ZHANG et al., 2015;
DITAMO et al., 2016). Dessa forma, as lectinas capazes de induzir citocinas com respostas
estimulantes do sistema imune podem ser utilizadas em terapias para combater doencas de
origem microbianas, virais e tumorais, como a AIDS, por exemplo. Ja aquelas capazes de
induzir citocinas com respostas imunossupressoras podem ser usadas em terapias para
combater doencas autoimunes e em transplantes, de forma que as lectinas por meio de
citocinas podem agir como agentes bioterapéuticos (BILATE, 2007; MEAGER, 2006; SILVA
OLIVEIRA, 2012).

A espécie Aesculus hippocastanum, da familia Hippocastanaceae, conhecida como
castanheira-da-india, é originaria da Asia, mas encontrada em toda a América. E uma espécie
medicinal utilizada para producao de diversos fitoterapicos oriundos das sementes, folhas ou
casca, com registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA (BRASIL, 2016).

As sementes contém metabdlitos secundarios (como taninos) conhecidos pelas propriedades
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circulatorias, anti-inflamatorias e vasoprotetoras (HARRIS et al., 2016; KEDZIERSKI et al.,
2016).

Estudos prévios realizados no Laborat6rio de Bioquimica de Proteinas (BIOPROT) do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) revelaram a
presenca de lectinas em extrato salino das sementes de A. hippocastanum. Nesse contexto,
esta dissertacdo descreve a purificacdo, a caracterizagdo, e a avaliagdo da atividade

imunomoduladora de uma lectina isolada das sementes dessa planta.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Purificar e caracterizar uma lectina das sementes de A. hippocastanum (AhSL) e

avaliar a sua toxicidade e efeito imunomodulador sobre esplendcitos de camundongo.

1.1.2 Especificos

» Estabelecer um procedimento de purificacdo para AhSL.

» Determinar a natureza da carga liquida e a composi¢cdo em subunidades de AhSL,
através de eletroforeses.

» Avaliar a especificidade de ligacdo de AhSL a carboidratos e glicoproteinas através da
inibicdo de carboidratos.

» Investigar os efeitos de variacbes de temperatura e pH na atividade hemaglutinante e
na conformacéo de AhSL.

» Avaliar a citotoxicidade de AhSL para esplendcitos de camundongo.

» Investigar a capacidade da AhSL em modular a producdo de espécies reativas de
oxigénio na mitocéndria e no citosol dos esplendcitos.

» Avaliar o potencial imunomodulador de AhSL sobre esplendcitos de camundongo,

através da analise da liberacdo de citocinas e de éxido nitrico.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Lectinas

2.1.1 Histdrico e generalidades

As plantas sempre foram fontes ricas e variadas de moléculas com potencial
biotecnoloégico e medicinal. Impulsionados pelo conhecimento empirico sobre as plantas,
muitos cientistas passaram a estudar a producdo de compostos quimicos em resposta a agentes
bioldgicos (ex. fitopatdgenos) e fatores abidticos (ex. alteraces de temperatura, umidade e
radiagdo), bem como compostos bioativos que estdo relacionados com as propriedades
medicinais descritas para os vegetais (TANIGUCHI et al., 2015; AL-MAMUN et al., 2016).

Os compostos bioativos de vegetais podem ser metabolitos primarios e secundarios.
Os metabolitos primarios sdo carboidratos, lipideos, proteinas e &cidos nucleicos, que
compdem as estruturas celulares basicas e atuam nos diversos aspectos do metabolismo
basico da planta, tais como fotossintese, respiracdo e transporte de solutos. Eles séo a base
para formacdo dos metabdlitos secundarios (como compostos nitrogenados, terpenoides e
compostos fendlicos (AKHTAR et al, 2015). Os quais atuam como atrativos de
polinizadores, na defesa contra micro-organismos, insetos e até predadores maiores, entre
outras fungdes (RIBEIRO, SILVA, SILVA, 2020; CORDEIRO et al, 2020).

As proteinas produzidas como forma de defesa podem ser produzidas
constitutivamente pelos tecidos vegetais, mas também podem ser produzidas de forma
induzida (ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). Elas podem atuar como receptores de
reconhecimento de patdgeno, ativando uma cascata de sinalizacdo que reprograma a
transcricdo celular ativando a imunidade efetora da planta e genes de resisténcia, levando a
producdo de outras proteinas de defesa. Dentre essas proteinas estdo as lectinas, tambem
conhecidas como proteinas hemaglutinantes (LANNO; VAN DAMME; 2014).

As lectinas foram descobertas a partir da sua capacidade de aglutinar eritrdcitos,
descrita primeiramente em 1888, para a proteina ricina, obtida de sementes de Ricinus
communis (KILPATRICK, 2002; VAN DAMME, 2008). Em seguida outras proteinas com
essa propriedade foram descobertas. Algumas delas eram tdxicas, como a ricina e a abrina, e
outras apresentavam seletividade frente a heméacias da mesma espécie e de diferentes animais.

Essa especificidade foi descrita por varios autores de 1948 a 1953, o0 que contribuiu para o
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entendimento da fundamentagdo das bases moleculares que formam o grupo sanguineo ABO
(SHARON E LIS, 2004).

A propriedade de ligacdo a carboidratos foi descrita em 1936, quando Sumner e
Howell sugeriram que a Concanavalina A (ConA) interagia com carboidratos de superficie
das heméacias. Em de 1954, William Boyde propds o termo “lectina” para nomear essas
proteinas (originario do latim lectus, que significa “selecionar”), isso por causa da sua
capacidade de ser seletiva a hemacias de diferentes grupos sanguineosas e através da sua
seletividae a carboidratos de membrana presentes nos eritrocitos (LAM; NG, 2011; VAN
DAMME, 2008).

As lectinas estdo distribuidas amplamente na natureza, entre animais, vegetais e
microorganismos. Nos vegetais, sdo encontradas em todos os tecidos da planta, sendo as
sementes a principal fonte. Em plantas, as lectinas podem estar armazenadas em vacuolos, no
espaco extracelular ou em tecidos de armazenamento e atuam no transporte e armazenamento
de carboidratos, no reconhecimento celular, na inducdo de mitose, na morfogénese, fagocitose
e simbiose, imobilizacdo de patdgenos, entre outros processos (SILVA et al., 2012 ;
MOURA, 2015).

Em 1988, Sharon & Lis redefiniram lectinas como proteinas de origem nao imune com
um ou mais sitios de ligacdo, sendo essa ligacdo reversivel e especifica a glicidios (NG,
WONG, 2019). A origem ndo imune das lectinas refere-se ao fato de ndo serem expressas
pelas células de defesa, apesar de participarem dos mecanismos imunologicos de animais e
plantas. As lectinas sdo capazes de interagir com carboidratos através de ligacGes de
hidrogénio e interacfes de Van der Waals sem alterar a estrutura covalente do agucar (SILVA
et al., 2014; HAMID et al., 2013).

As lectinas podem se ligar a carboidratos presentes na superficie celular, sendo
capazes de interpretar o glicocodigo, ou seja, de decodificar informacdes bioldgicas
constituidas pelos glicanos em processos fisiologicos vitais. E por meio dessa ligacdo a
carboidratos que as lectinas conseguem exercer diversas atividades bioldgicas, como
antimicrobiana, imunomoduladora, mitogénica, antitumoral, antiviral, angiogénica entre
outras (AURNAUD et al., 2013; BATISTA,2019; RAMOS, 2019; FERREIRA, BRITO et al,
2018; CORIOLANO, 2018; CARVALHO, 2018).

O potencial biotecnoldgico das lectinas é bastante extenso, sendo uma importante
ferramenta analitica tanto na area da Bioquimica como em areas correlatas, pois podem ser

usadas nas analises clinicas em laborat6rios de Imunohematologia, como no caso da lectina H,
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usada para diagnosticar fendtipos O bombay, que sdo falsos resultados de caracterizacdo de
grupo sanguineo pela falta de um carboidrato de superficie no eritrécito (ALVES, 2010,
BRASIL, 2014). Na Agricultura, as lectinas também tém demonstrado uma importancia
significativa como inseticidas naturais (NAPOLEAO, 2012;0LIVEIRA, LIMA, 2020) e na
avaliacdo de impacto ambiental (ARAUJO, ARAUJO, et al., 2019). Além disso, podem ser
ferramentas para uso na identificacdo de marcadores tumorais, com alta sensibilidade e
especificidade; isso ocorre através da construcdo de microarranjos, onde a lectina age como
biossensor de bioreconhecimento, ou como constituinte de um suporte para purificacdo de
biomoléculas sinalizadoras (PENG et al., 2009; FIRMINO, 2018; HASHIM; JAY APALAN,
LEE, 2017; OLIVEIRA, CABRERA, 2020).

2.1.2 Deteccéo de lectinas

A detecgdo das lectinas em amostras é feita pelo método de hemaglutinagdo (Figura
1A), um ensaio semiquantitativo que consiste em realizar uma diluicdo seriada da amostra e
posterior incubacdo com eritrocitos, permitindo a interacao das lectinas, caso presentes, com
carboidratos da superficie de eritrocitos (SANTOS et al., 2013). Determina-se entdo a maior
diluicdo da amostra que ainda foi capaz de promover hemaglutinacdo, sendo o resultado
expresso como o inverso dessa diluicéo (titulo™). A capacidade de ligagdo da proteina com os
eritrocitos forma uma rede e os eritrocitos ndo se depositam no fundo da placa. Ja na auséncia
de lectinas, ocorre formacdo de um precipitado no fundo da placa. Podem ser utilizados
eritrocitos de animais ou de humanos, previamente tratados quimicamente ou
enzimaticamente (PAIVA et al., 2010).

Porém, alguns compostos (como o0s taninos) podem dispersar 0s eritrocitos dando uma
falsa impressdao de hemaglutinacdo. Para confirmar a presenca de lectinas em uma preparacéo
realizar-se o ensaio de inibicdo da hemaglutinacdo (Figura 1B), no qual carboidratos ou
glicoconjugados livres em solucdo sdo incubados previamente com a amostra antes da adicédo
dos eritrocitos (NG, 2019). Dessa forma, se na amostra houver lectina, esta vai se ligar ao
carboidrato livre e ndo com o carboidrato de superficie da superficie do eritrécito. Esse
resultado confirma que o que estava sendo observado no teste era realmente hemaglutinacéo e
que a formacdo da rede envolvia moléculas capazes de reconhecer carboidratos (PAIVA et al.,
2013).
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Figura 1: Método de deteccdo de lectinas. (A) Atividade hemaglutinante. (B) Inibicdo de
carboidratos.
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Fonte: PATRIOTA, 2017.

O ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante também define a especificidade de
uma lectina a um ou mais glicidios, utilizando solucdes de diferentes carboidratos durante a
etapa de incubacdo (COELHO, 2017). Sabendo disso, pode-se usar o carboidrato com maior
afinidade para separar a lectina das outras proteinas da fonte de onde foi obtida em futuras
etapas da purificacdo. Adicionalmente, pode-se sugerir que a lectina apresente uma
determinada aplicacdo biologica dependendo do carboidrato ao qual ela tenha afinidade
(HAMID et al., 2013).

2.1.3 Classificagdo de lectinas

As lectinas podem ser classificadas quanto a estrutura, funcionalidade e quanto a
especificidade de ligacdo a carboidratos. H& uma grande variedade estrutural de lectinas
conhecidas, sendo uma caracteristica comum a presenca de pelo menos um sitio ligante a
carboidrato. Esse dominio pode precisar de ions bivalentes ou ndo para se tornar ativo
(KUMAR et al.,, 2012). Algumas lectinas podem ser glicoproteinas, apresentando um
aumento da sua estabilidade (WANG; HE, 2018).

De acordo com a estrutura, as lectinas advindas de plantas sdo subdivididas:
merolectinas, hololectinas, superlectinas e quimerolectinas (Figura 2). As merolectinas séo

proteinas monovalentes (com apenas um sitio de ligacdo) e, portanto, ndo produzem
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aglutinacdo celular (NB, 2019). As hololectinas sdo proteinas divalentes ou polivalentes, com
sitios de ligacdo a carboidratos homdlogos, sendo capazes de aglutinar células. As
superlectinas também sdo proteinas divalentes ou polivalentes, mas seus sitios ndo sdo
homoélogos (HAMID et al., 2013 e SULAK et al., 2011). Diferentes dos demais subtipos, as
quimerolectinas apresentam um ou mais sitios de ligacdo a carboidratos e pelo menos um
dominio com funcéo diferente, como enzimatica ou de transporte (HAMID et al., 2013; NB,
2019).

Figura 2: Subtipos de lectina de plantas segundo a estrutura de seus dominios.
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Fonte: BEZERRA (2009).

Quanto a funcionalidade, pode-se classificar as lectinas, principalmente as de origem
animal, em tres familias: selectinas (E, P e L), galectinas e lectinas tipo C. As selectinas sdo
proteinas de membrana com especificidade pelo residuo de &cido salico e atuam no
reconhecimento celular, na adesdo e no sistema de defesa dos animais (KUMAR et al., 2012;
RIVANOR, 2017). As galectinas sdo conhecidas como lectina tipo-S, que possuem dominio
de ligacdo especifico para galactose e também estdo envolvidas no reconhecimento e na

adesdo celular. Elas dependem do grupamento sulfidrila encontrado no residuo de cisteina e
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de calcio para interacdo com carboidratos. As lectinas tipo C sdo dependentes de cétions
divalentes (como o célcio, o potéssio, 0 manganés e 0 magnésio), que atuam tanto diretamente
na mediacdo da interacdo da lectina com o glicidio quanto indiretamente através da
estabilizacdo dos dominios de ligacdo a carboidratos (BEZERRA, 2009).

Tabela 1: Familias de lectinas relacionando organizacdo sequencial dos dominios e

homologia de suas estruturas primarias.

Lectina representativa  Abreviatura Familia Especificidade
Agaricus bisporus ABA Aglutinina  homdloga a Galactose
aglutinina Agaricus bisporus

Amarantinas

Aglutinina relacionada CRA Homélogos da quitinase Glicanos de manose
a quitinase classe WV com atividade
lectnica
Cianovinna-N CV-N Familia Cianovirina Manose
Euonymus europaeus EEA Famila EEA Manose/galactose
aglutinina
Polygonatum PCL Familia GNA Manose/acido
cyrfonema sialico
Wheat germ aglutinina WGA Proteinas com domino de M-acetil-D-
heveina glucosamina
Jacalina JAC Jacalinas Manose
Concanavalina A CanA Leguminosas D-manose

Dominio motivo de lisina
Cucurbitaceae phloem CPL Familia Nictaba

European mistletoe ML-1 Familia Ricina-B B-galactose

Fonte: VAN DAMME (2008).

Quanto a organizacdo sequencial dos dominios especificos aos carboidratos, as
lectinas sdo classificadas em: lectinas ligadoras de manose, manose/glicose, manose/maltose,
galactose/N-acetilgalactosamina, N-acetilgalactosamina/ (N-acetilgalactosamina),, fucose e
acido sialico (SHARMA et al., 1998). Com o advento do sequenciamento, as lectinas foram

agrupadas de acordo com a homologia de suas estruturas primarias em doze familias (tabela
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1): 1) homdlogas a Agaricus bisporuss, 2) amarantinas, 3) homologos de quitinase classe V,
4) cianovirinas, 5) homdlogos de Euonymus europaeus, 6) homélogos de Galantus nivalis, 7)
proteinas com dominio heveinico, 8) jacalinas, 9) lectinas de leguminosas, 10) com dominio
Lys M, 11) homologas de Nicotiana tabacum, e 12) homologas de ricina-B; contudo, muitas
lectinas ainda ndo se enquadram nessas familias (MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015;
OLIVEIRA, 2017).

2.2. Purificagéo e caracterizacgéo de lectinas

As proteinas bioativas, dentre elas as lectinas, precisam ser isoladas para que seja
demonstrado que a atividade bioldgica em estudo esta realmente relacionado com a proteina
identificada. O isolamento é realizado através de diferentes técnicas, visando sempre obter a
maior concentracdo de proteinas, porém com elevado grau de pureza e, geralmente, com
manutencgéo da atividade biologica.

De forma geral, sdo utilizadas trés etapas para purificacdo de proteinas: a primeira € a
extracdo. No caso de culturas de células e tecidos, o material € submetido a lise das
membranas por sonicacdo, pressdo ou trituragdo. Outros materiais podem ser transformados
em farinha ou pé e homogeneizados em uma solucdo aquosa, tamponada ou ndo, para
promover a solubilizacdo das proteinas (NELSON & COX, 2008). A segunda etapa é uma
purificacdo parcial onde se retiram alguns contaminantes de um extrato bruto atraves de
diferencas de solubilidade (através de fracionamento salino, por exemplo) ou diferenca de pH
Otimo e estabilidade frente a temperatura ou ions. O fracionamento salino € o mais
comumente aplicado e utiliza uma solucdo saturada de sais, como o sulfato de aménio, para
remover a camada de solvatacdo e precipitar as proteinas sem causar desnaturacao (THAKUR
et al., 2007). A terceira etapa € a utilizacdo de um ou mais de um métodos cromatograficos
(Figura 3), que se baseiam em propriedades das proteinas como carga elétrica (cromatografia
de troca ibnica), tamanho (cromatografia de exclusdo molecular) e especificidade
(cromatografia de afinidade) para isolar a proteina de interesse (QU et al., 2015). Métodos de
clarificacdo (filtracdo, centrifugacdo, dialise e outros) também podem ser usados durante a
purificacdo para separar compostos e concentrar a proteina de interesse (POHLEVEN et al.,
2012).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo dos componentes de uma

solucdo constituido em duas fases: estacionaria e movel. A separacdo é provocada por uma
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migracdo ou interacdo diferencial com a fase estacionaria, enquanto ha passagem da fase
moével. A fase estaciondria é composta de uma matriz, onde a proteina fica ligada, e essa
matriz determina o tipo de cromatografia (PAN et al., 2010). Como ilustrado na Figura 3A, na
cromatografia por exclusdo molecular, ou gel filtracdo, as moléculas sdo separadas por
tamanho, ou peso molecular. A matriz contém microesferas porosas que permitem mais
facilmente a passagem de moléculas maiores, enquanto menores penetram nas esferas e por

isso tém seu percurso retardado (LAM et al., 2011).

Figura 3. Métodos cromatogréficos.
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Fonte: Disponivel em (http://slideplayer.com.br/slide/289119/) adaptado pelo autor.

O segundo tipo de cromatografia € o de afinidade (Figura 3C), que leva em
consideracdo as propriedades de ligacdo da proteina de interesse. No caso de uma lectina, o
componente da matriz € um carboidrato para o qual a lectina esta proteina apresenta afinidade
e se mantém retida na coluna, enquanto as outras moléculas sdo eluidas. Apds a remocao do
material ndo ligado, a lectina pode ser eluida por meio de alteracdo de pH, aumento da
concentracdo de sal da fase mével, ou pelo uso de solucdo contendo o carboidrato ligante na
sua forma livre (SA et al., 2009).

O terceiro tipo é o de troca idnica (Figura 3B), que se baseia na carga liquida da
lectina, conforme o pH do meio. As lectinas estabelecem interagdes eletrostaticas com a

matriz da fase estacionaria, que possui carga elétrica oposta a da proteina, retardando sua
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passagem. A eluicdo das proteinas adsorvidas € feita através de alterac6es no pH ou na forga
idnica da fase movel (VARROT et al., 2013).

Durante todo o processo de purificacdo é necessario verificar a estabilidade e atividade
hemaglutinante (AH) da lectina. O processo deve aumentar a AH especifica (relagdo entre a
AH da lectina em estudo e a concentracdo de todas as proteinas), indicando que a lectina esta
sendo concentrada e outras substancias que ndo sdo de interesse ou que sejam contaminantes
estdo sendo eliminados (SANTOS et al., 2013; PATRIOTA, 2017). A Tabela 2 mostra os
principais métodos para dosagem de proteinas, incluindo seus principios, aplicacdes e
interferentes.

Apds o isolamento da lectina utiliza-se a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) para a identificacdo do seu grau de pureza (SANTOS et al., 2013). A
sua carga liquida pode ser avaliada por técnicas de eletroforese para proteinas acidas ou
basicas (PAIVA et al., 2011). Na presenca do agente desnaturante dodecilsulfato de sddio
(SDS), pode ser verificada a composicdo em subunidades da proteina. E na presenca de
agentes redutores, como B-mercaptoetanol ou ditiotreitol, € possivel investigar a presenca de
pontes dissulfeto na estutura proteica (PROCOPIO, 2018). Outra forma de verificagdo de grau
de pureza ¢ a utilizacdo da cromatografia liquida de desempenho réapido (FPLC) ou de alto
desempenho (HPLC-RP) que podem ser utilizadas também como um meétodo de

caracterizacdo de massa molecular de proteinas (BARBOSA, 2013).

Tabela 2. Principais métodos de dosagem de proteinas utilizados em lectinas, principios,

aplicacdes e interferentes.

METODOS PRINCIPIO APLICACOES LIMITACOESE
INTERFERENTES




Biureto

O reativo do Biureto €
constituido de uma mistura
de cobre e hidréxido de
sodio com um complexante
(tartarato de sodio). Em
meio alcalino, o cobre
reage com  proteinas
formando um complexo
quadrado planar com a
ligagdo peptidica e o
produto da reacéo
apresenta duas bandas de
absorcdo, uma em 270 nm
e outra em 540 nm.

Determina a
concentracdo de
proteinas  totais em

diversos meios e tecidos
animais e de humanos. E
utilizado em analise por
injecdo em fluxo e em
alguns métodos
cinéticos. E rapido, de
baixo custo e néo
apresenta grande
variagdo da absortividade
especifica, porém este
método ndo €& muito
sensivel.

Sofre interferéncia de
substancias que possam: reagir
com os fons cobre como
amonio, Dextran-40 e 70,
peptideos, aminoacidos, tampao
tris-HCI e glicose; substancias
gue possam aumentar a turbidez
e com isso a absor¢cdo das
amostras como, bilirrubina,
lipidios e hemoglobina; e ha
ainda substancias que provocam
falso positivo como melanina,
lactose e amido.

Lowry

O reagente Folin-
Ciocalteau é uma mistura
contendo molibdato,
tungstato e acido fosforico,
que sofre uma reducdo,
pelo catalisador cobre (I1),
quando reage com cadeias
laterais de alguns
aminoacidos (tirosina,
triptofano, cisteina,
asparagina e histidina)
produzindo um composto
com absorgdo em 750 nm.

Determina a
concentracdo de
proteinas  totais em
diversos meios, como
também tecido animal e
tecido vegetal. Apresenta
alta sensibilidade e tem
sido utilizado em
diversos tipos de
equipamentos

automatizados.

Sofre interferéncia de
substancias que possam: reagir
com a mistura gerando um falso
positivo, como  Compostos
fendlicos, Acido drico, Guanina
e Xantina, Melanina, 4-
metilumbeliferona, Mercaptanas
e cisteina, Tampdo tris-HCI,
AcUcares; provocar turbidez das
amostras, como lipidios;
provocar a formacdo de
precipitado como detergentes;
diminuir ou aumentar a
absortividade como sulfato de
amonio, bilirrubina e RNA,
respectivamente. Possui
absortividade especifica
altamente variavel, ndo é rapida
a andlise e a reagdo €
fotossensivel.

Bradford

O método utiliza o corante
Azul Brilhante de
Coomassie  G-250 que
interage com aminoacidos
de cadeias laterais basicas
ou aromaticas da proteina,
causando deslocamento do
equilibrio do corante para a
forma  anibnica, que
absorve a luz fortemente
em 595 nm.

Determina a concentragdo de
proteinas totais em diversos
produtos
de | provocando falso positivo
plantas e suspensbes de
células. E um método mais
rapido e sensivel, utilizado
em equipamentos

meios, como

alimenticios,  tecidos

automatizados.

Sofre interferéncia  de
substancias que possam:
reagir com 0O corante

como tolbutamida, uréia,
ciclodextrinas, glicerol e
cloropromazina; resultar em
falso negativo como cloreto
de sodio e de potéssio;
alargar a banda de absor¢éo
como detergentes (Triton X-
100, SDS, Tween-20); reagir
com as proteinas como
polifendis e  oxidases;
diminuir a absorcdo da
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amostra como 2-
mercaptoetanol, guanadina
e fluoreto; causar turbidez
na amostra como Lipidios. A
presenca de proteinas de
baixo peso molecular e a
variagdo da absortividade
especifica  subestima a
concentragcdo de proteinas
totais. Além disso o grau de
pureza do corante pode
causar baixa
reprodutibilidade.

Elaborada pela autora.

Técnicas fluorimétricas para caracterizagé@o estrutural de proteinas sdo Uteis para obter
informacGes sobre conformacdo, sitios de ligacdo, interacdes com solventes, grau de
flexibilidade e distancias intermoleculares. Quando a energia da luz é absorvida, a molécula
passa de um nivel de energia fundamental para um nivel de energia ativado, fendmeno
chamado de transicdo quantica. Porém, esta energia vibracional é rapidamente dissipada como
calor pela emissdo de luz (fluorescéncia). A luz emitida tera menos energia (maior
comprimento de onda) que a luz absorvida (MARQUEZIN, 2008; TSUTAE, 2016). Dois
tipos de fluoroforos sdo usados em analise de fluorescéncia de macromoléculas — fluoréforos
intrinsecos (para proteinas s@o triptofano, tirozina e fenilalanina) e fluoroforos extrinsecos
(adicionados ao sistema e que se ligardo a macromolécula, como o bis-ANS). Na prética, a
fluorescéncia do triptofano é a mais estudada, pois a fenilalanina tem um rendimento quéantico
muito baixo e a fluorescéncia da tirosina é frequientemente muito baixa devido a supressdo se
ela estiver ionizada, ou proxima de um grupo amino, de um grupo carboxil, ou do triptofano
(COSTA, 2009; PATRIOTA, 2017; PROCOPIO, 2018).

2.3. Atividades bioldgicas e aplicacdes biotecnoldgicas de lectinas vegetais

Diversas funcBGes tém sido sugeridas para as lectinas vegetais, como por exemplo,
transporte e armazenamento de carboidratos, proteinas de reserva, entre outras (PUSZTAI,
1991; PEREIRA, 2019). Uma funcdo importante relacionada as lectinas é como mecanismo
de defesa contra diversos agentes, isso porque algumas lectinas podem ser formadas apds
receptores de reconhecimento ao patdgeno (PRPs), reconhecerem moléculas associadas ao

dano celular (DAMPs) e moléculas associadas ao patégeno (PAMPS/MAMPS) (Figura 4) de
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forma que ocorre a ativagdo de uma cascata de sinalizacdo através de proteinas quinase que
reprograma a transcricdo celular ativando a imunidade efetora da planta (ETI), que “liga”
genes de resisténcia gerando a producéo das lectinas (LANNO; VAN DAMME; 2014). Por
serem capazes de promover sinalizacdo e reconhecimento celular, sua funcdo de defesa de
lectinas vegetais contra diferentes tipos de patdgenos se destaca, de forma que se observa o
grande potencial das lectinas contra diversos agentes. A Figura 4 mostra como ocorre a
expressdo de algumas lectinas e o caminho pelo qual a lectina pode gerar tantos efeitos
biolégicos como: antitumoral (RAMOS, 2019), antimicrobiana (FERREIRA, BRITO et al,
2018; PROCOPIO, 2017) antiviral (GODIM, 2014) mitogénica (MELO, 2011; CARVALHO,
2018), angiogénica (BATISTA, 2019) atividade antinociceptiva (RIVANOR, 2017) e
atividade imunomoduladora (PATRIOTA, 2017; CORIOLANO, 2018).

Figura 4. Representacdo da expressdo génica de lectinas atraves do sistema de defesa das

plantas e sua acdo no reconhecimento celular, sinalizacdo e opsonizagédo de patdgenos.

D opsonizagdo do

DAMPS/ PAMPS/ MAMPs g ~ o oD
[ A - & P
[ = B3a g (A
Reconhecimento | epﬁf_igsgca;:o = \\) o V}/ \__ - //«;’
das particulas por P ; 7 () (o) > )
receptores \\) PRPs r o R
< \ \
, : o
mediagdo por [ — J [ S\ Snazacho -
(i =— | SosE) \
proteinas quinase \ ;
lectinas =Y e B )
\\\ \\
Sinalizagdo \_/"\\\/7\ ~—J Reconhecimento
intracelular \Ap 8 celutar
- e
| g 1
RO
Expressdo - Lectina
génica | carboldratos

Fonte: VASTA (2012), adaptada.

Essa capacidade de promover reconhecimento celular e sinalizacdo celular permite a
lectina ser utilizada no tratamento de diversas doencas, como o cancer. O cancer é
caracterizado pela complexidade e heterogeneidade entre os varios tipos de tumores malignos
como também pelas limitacGes e processos invasivos no tratamento dessa patologia. Além
disso, os tumores podem criar rotas de sinalizag&o para contornar a cascata de morte celular e

criar resisténcia ao tratamento. Sendo assim, hd sempre necessidade de busca de novos
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compostos para tratamento dessas doengas e dentre esses agentes estdo as lectinas. Algumas
lectinas tém efeitos antiproliferativos para certas linhagens de células tumorais (BATISTA et
al., 2017). As lectinas podem ser toxicas para células tumorais e varios mecanismos estéo
envolvidos nessa toxicidade, tais como inducdo de apoptose, autofagia, necrose e inibicdo do
crescimento celular. Por meio de interacdo com receptores especificos, que podem ou nédo ser
glicosilados ou ndo, as lectinas podem modular importantes vias de sinalizagcdo envolvendo
proteinas pré-apoptdticas (como Bcl-2, caspases, p53, ERK e Ras-Raf), levando a morte
celular (ZHANG, 2010).

O potencial antiviral das lectinas € investigado desde a década de 80, principalmente
contra 0 virus HIV (LIU et al., 2014). A lectina de sementes de Dioclea sclerocarpa (DSL),
por exemplo, inibiu a ploriferacdo dos virus HIV-1 e HIV-2, (GONDIM, 2014). Algumas
lectinas possuem capacidade de bloquear a ligacdo da particula viral a molécula-alvo,
impedindo assim a sua disseminacdo. As lectinas reconhecem e alteram glicoproteinas
presentes no envelope viral, induzem a formacdo de virions com baixa resisténcia e, assim,
mais susceptiveis a neutralizacdo pela resposta imunologica (MAHALIGAM et al., 2011). A
lectina da cianobactéria Lyngabya confervoides (MK012409) mostrou atividade antiviral
contra HSV-1, que causa infecgdes por virus herpes simplex, inibindo a formacao de placas
em células Vero infectadas com HSV-1 (EL-FAKHARANY et al., 2020). Trinta e trés
lectinas de plantas com diferentes especificidades por carboidratos foram testadas contra o
coronavirus SARS-CoV e o virus da peritonite infecciosa (FIPV) e mostraram propriedades
antivirais marcantes na faixa nanomolar, sendo as lectinas que se ligam a manose
apresentaram maior atividade (KEYAERTS et al., 2007).

As propriedades antimicrobianas das lectinas estdo relacionadas com a sua capacidade
de reconhecer carboidratos na superficie das células bacterianas ou fungicas, alterarando a
permeabilidade de sua membrana. As lectinas interagem com diversos componentes da parede
celular bacteriana, dentre eles, os é&cidos teicdicos, 0s peptideoglicanos e 0s
lipopolissacarideos (NIZET; VARKI; AEBI, 2018). Outro modo da ac¢do antimicrobiana das
lectinas é promover a aglutinacdo das cepas microbianas, blogueando os sitios de ligacdo das
bactérias e impedindo a ligacdo com células do hospedeiro (MOURA et al., 2015). Em
fungos, pode ocorrer pela ligacdo da lectina com a quitina e residuos de manose presentes em
suas paredes celulares, o que resulta em uma acdo inibitoria sobre o crescimento e
desenvolvimento desses microrganismos (DIAS et al.,, 2015; ZIATABAR et al.,, 2018;
PROCOPIO et al., 2017).
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Métodos alternativos para o controle de insetos que gerem menor risco a salde
humana e ao meio ambiente e produtos alimenticios saudaveis e isentos de residuos de
agrotoxicos tém sido investigados. Diversos estudos apresentam a eficiéncia de compostos
isolados de plantas com atividade inseticida, tais como as lectinas (FILHO; NETO, 2014;
OLIVEIRA, LIMA, 2020). Ensaios utilizando lectinas vegetais na dieta artificial de insetos
constataram suas propriedades toxicas as pragas, de modo que, aumentam a mortalidade ou
retardam o desenvolvimento destes insetos. A acdo inseticida pode ocorrer por diversos
mecanismos que envolvem a desestabilizacdo do metabolismo do patdégeno/predador. Podem
formar conjugados com as células epiteliais do intestino médio ou atingir o sistema
circulatorio, interferindo no mecanismo de defesa do inseto e desencadeando a inibicdo do
desenvolvimento larval ou da sobrevivéncia de formas adultas (MACEDO; OLIVEIRA,;
OLIVEIRA, 2015; HUANG et al., 2016).

Mitogenos sdo indutores de proliferacdo celular que promovem o avanco das fases
(interfase e mitose) do ciclo celular culminando no crescimento celular, na duplicagido de
material genético e na divisdo celular. Para ocorrer o crescimento e a proliferacdo celular séo
necessarios sinais que induzam o ciclo celular, chamados de fatores de crescimento os quais
se ligam aos seus receptores transmembrana ativando a cascata via tirosina-quinase e por fim
estimulando o ciclo celular (MELO, 2011; CARVALHO, 2018). Lectinas ligadoras de
glicose/manose tém sido utilizadas como agentes mitogénicos, sendo capazes de ativar
linfocitos atraves de ligacOes ao receptor de células T, disparando a transicao do ciclo celular
de GO para G1 (CARVALHO, 2018).

A nocicepcdo € um mecanismo sensorial e molecular que permite detectar e reagir a
estimulos nocivos contra os tecidos (TRACEY, 2017). Esse mecanismo tem sua devida
importancia baseado no fato de que, sem o estimulo da dor, ndo conseguiriamos associar a
lesdo com o objeto que a causou e assim criar uma memoria protetiva contra esses objetos,
bem como detectar processos danosos que estejam ocorrendo no nosso organismo. Porém, ha
casos Nnos quais se precisa controlar a sensacdo de dor, para simultaneamente tratar o quadro
patologico com maior eficiéncia, diversos farmacos sdo utilizados com esse fim
antinociceptivo, porém estdo associados com dependéncia, ineficacia ou resisténcia. Na
literatura diversas lectinas apresentam atividades nociceptiva (BARI, 2016; FIGUEIREDO et
al., 2010; PINTO et al., 2013).

As lectinas sdo utilizadas como ferramentas para distinguir as células tumorais das ndo

tumorais e determinar o tipo celular do tumor. Durante o processo tumoral a maioria dos
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biomarcadores utilizados sdo glicoproteinas, que sdo expressas em niveis muito superiores aos
normais e/ou sofrem alteracOes estruturais em sua porg¢éo glicano (HASHIM; JAYAPALAN;
LEE, 2017). Sabe-se que a detecgdo antecipada do cancer € essencial no progndstico, de
forma que lectinas como biomarcadores podem trazer algumas vantagens sobre os métodos
padrdo, como a especificidade e a possibilidade de deteccdo de peptideos glicosilados
expressos mesmo em niveis baixos (PONRAJ et al., 2016; HASSANPOUR; DEHGHANI,
2017)

H4& ainda outras atividadades e aplicabilidades das lectinas como, por exemplo, anti-
inflamatoria (MUSZYNSKA et al., 2018), o isolamento, a purificacdo e os estudos estruturais
de polimeros contendo carboidratos (FAIS et al., 2009), a tipagem sanguinea
(GORAKSHAKAR; GHOSH, 2016), a identificacdo de cepas de micro-organismos
(ATHAMNA et al., 2006); producdo de plantas transgénicas com resisténcia ao ataque de
pragas (ZUO et al.,, 2012) e uso de lectinas como carreadores de drogas (BIES; LEHR;
WOODLEY, 2004; DANHIER; FERON; PREAT, 2015).

2.4 Atividade imunomoduladora de lectinas

Agentes imunomoduladores sdo aqueles que alteram o funcionamento do sistema
imunologico de forma a equilibrar ou restaurar a sua funcéo fisioldgica. Assim, dependendo
da situacdo que o sistema se encontre o agente pode estimular (imunoestimulagéo) ou inibir
(imunossupressdo) a resposta imunoldgica de maneira terapéutica. Lectinas podem ativar
células do sistema imunoldgico, entre elas macréfagos, mastocitos e linfocitos (DIAS-
NETIPANY/J et al., 2016; MELO et al., 2011; BARBOSA-LORENZI et al., 2016). Essa a¢do
imunomoduladora ocorre através da interacdo com porcdes glicidicas da superficie de células
imunoldgicas, promovendo uma cascata de transducdo de sinais para a producdo de certas
citocinas (KATRLIK et al., 2010; GAO et al., 2013; SUNG et al., 2013) que estimulam
respostas pro-inflamatérias ou anti-inflamatérias (PRASANNA; VENKATESH, 2015;
MARINKOVIC et al., 2016; CAMPOS et al., 2016). A inducéo da secrecdo de Oxido nitrico
(NO) e citocinas, pode contribuir em parte para a capacidade antitumoral das lectinas ou
estimular a resposta imunoldgica contra infeccdes microbianas ou ainda minimizar a resposta
imune em casos de doencgas autoimunes e transplantes (SINGH et al., 2017).

O sistema imune é dividido em sistema imune inato e sistema imune adaptativo ou

especifico. Este ultimo, diferente do primeiro, aumenta sua resposta se adequando a exposicao
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repetida e por isso exibe especificidade e memoria. Esses sistemas sdo constituidos por
componentes celulares e humorais (proteinas, incluindo as citocinas). As citocinas sao
produzidas por varias células imunoldgicas, como neutréfilos, mondcitos, macréfagos, células
B e células T. Essas citocinas atuam através de receptores de superficie expressos pelas
celulas-alvo para regular cascatas de ativacdo ou inibicdo de certas condi¢des fisiologicas de
forma que podem apresentar potencial autocrino, paréacrino e enddcrino (RAMANI et al.,
2015; STENKEN; POSCHENRIEDER, 2015).

As citocinas sdo proteinas pleiotropicas, ou seja, podem atuar de varias maneiras a
depender da via de sinalizacdo, da célula-alvo, etc. Por exemplo, o fator de necrose
tumoral(TNF-a) é um mediador pro-inflamatorio, sendo tanto iniciador quanto modulador da
extensdo do processo inflamatorio, induz febre e ativagcdo de macrofagos e neutrofilos; por
esse motivo, essa citocina € muito importante na inibicdo de doencgas autoimunes e no
tratamento de alguns tumores, como sarcomas e melanomas (AKDIS et al., 2016; CROFT;
BENEDICT; WARE, 2013). A interleucina 6 (IL-6) € uma outra citocina pro-inflamatoria,
porém também apresenta atividade regenerativa e anti-inflamatéria (SCHELLER et al., 2011).
Ja a interleucina 10 (IL-10) é uma proteina anti-inflamatoria com propriedades
imunossupressoras sobre a producao de citocinas pro-inflamatorias (OUYANG et al., 2011).

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre sintetizado por uma via que € catalisada por
enzimas denominadas Oxido nitrico sintases (NOS). O NO é expresso ap0s 0s estimulos
imunologico e inflamatério e € uma molécula sinalizadora envolvida em uma variedade de
processos fisioldgicos e patologicos que inibem a adesdo e migracao de células inflamatorias
e a morte microbiana, através da geracdo de peroxinitrito (ONOQ9-) (LO FARO et al., 2014;
KAPRAL et al., 2015; MOHSENZADEGAN et al., 2015).

De forma geral, acdo das lectinas sobre as células imunoldgicas pode estimular
especificamente um tipo celular, como no caso da lectina de Viscum album coloratum (VCA-
B) (KIM et al., 2014), que é uma potente estimuladora da maturacdo e da ativacdo de células
dendriticas (CDs), ou estimular varios tipos/subtipos celulares como no caso da lectina de
inflorescéncias da Alpinia purpurata (ApuL) (BRITO et al.,, 2017) que estimulou a
diferenciacdo e a ativacdo de células CD8 +, CD4 + e co-estimulou CD28, subconjuntos de
linfocitos. Assim, de acordo com seu perfil estimulatério as lectinas podem acdo
imunoadjuvante como terapéutico tumoral, ou ter acdo imunorreguladora com potencial

terapéutico para doencas autoimunes, por exemplo.
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O perfil estimulatério das lectinas varia ndo apenas conforme o tipo de célula
imunolégica, mas também com o modelo experimental, por exemplo, em esplendcitos
murinos a lectina de Musa paradisiaca (BanLec) mostrou um perfil de resposta pro-
inflamatorio diferente do modelo experimental em linfécitos, e a BanLec também apresentou
diferencas de perfil estimulatério variando com a via de administragdo (por via venosa inibiu
interferon-gama (IFN-y) e, por via retal estimulou a producdo de interleucinas 2, 4 e IFN-y)
(SANSONE et al, 2016; STOJANOVIC et al., 2010).

Algumas lectinas podem induzir a secregdo de NO, como ocorreu com a lectina de
frondes da Microgramma vacciniifolia, a MvFL (PATRIOTA et al., 2017), contribuindo em
parte, para suas propriedades antitumorais, ou as lectinas podem néo ter esse efeito sobre o
NO como no caso da Calliandra surinamensis (CasuL) (PROCOPIO et al., 2018), no enteanto
a CasuL revelou efeito estimulador sobre espécies reativas de oxigénio (EROs) e sobre IL-2 e
TNF-a.

Outro exemplo de lectinas com atividade imunomodulatéria € a lectina de sementes
Moringa oleifera (WSMoL) (CORIOLANO et al., 2018), que, em células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) humano induziu a liberacdo de TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10 e NO o
que traduz um modelo de imunoregulacdo compativel com o perfil de cicatrizacdo de feridas,
sendo entdo um potencial adjuvante em doengas imunossupressoras € no reparo de ferimentos.
A lectina de folhas de Schinus terebinthifolia (SteLL) induziu um estado pré-inflamatorio,
estimulando a interleucina-17A, TNF-o, IFN-y e IL-2, e também anti-inflamatdrio,
estimulando IL-4, portanto esse perfil regulatério pode prevenir inflamac6es exacerbadas o
que € apropriado em infeccBes graves e sepses, sendo entdo essa lectina um potencial
adjuvante para farmacos antimicrobianos, antiparasitarios e anti-infecciosos (SANTOS,
2020).

2.5 Avaliacdo da citotoxicidade de compostos naturais

A morte celular tem um papel essencial na manutencdo da homeostase tecidual, porém
a desregulacdo, positiva ou negativa, desse processo sustenta patologias diversas. Analisar a
capacidade de potenciais ferramentas farmacoldgicas causarem danos a células e ao
organismo € de suma importancia, pois uma grande quantidade de produtos naturais pode

apresentar toxicidade a nivel genético, celular ou sisttmico (MAAG et al., 2015). A
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toxicidade é a principal razdo para a alta taxa de falha (40-50%) de medicamentos
farmacéuticos (MATIC et al., 2013).

Sendo um processo fisiolégico regulado, a morte celular tem um importante papel
biol6gico em varios processos, tais como o colapso endometrial durante a menstruacéo, na
embriogénese, e até na imunidade (TAIT; ICHIM; GREEN, 2014). As alteracdes
morfoldgicas e bioquimicas associadas a morte celular por apoptose (Figura 5) incluem a
formacéo de vacuolos citoplasméticos, encolhimento e diminuicdo do contato entre células
vizinhas, fragmentacdo da membrana nuclear e condensacdo cromatinica, despolarizacdo de
membrana mitocondrial, fragmentacéo internucleossomal do DNA e alteracGes na assimetria
de fosfolipideos de membrana plasmatica.

Quando a morte celular é devido a necrose, ela ocorre por resposta a lesdes celulares e
é caracterizada morfologicamente por inchago citoplasmatico e mitocondrial, ruptura da
membrana plasmatica e liberagdo do conteldo extracelular. 1sso gera uma resposta
inflamatdria causando a morte de outras células ndo lesadas, ou seja, nesta condicdo ha
alteracdes irreversiveis no tecido e/ou orgdo afetado (MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013)

A Figura 5 também mostra o processo de necrose e a inducéo da inflamacdo por meio
de alteracbes da funcdo mitocondrial, diminuindo drasticamente a producdo de ATP que
interfere na funcdo da bomba Na+/K+, levando a tumefacdo celular devido ao aumento de
Na* citosdlico. O aumento do Ca?* citosolico provoca ativagdo de fosfolipases e de proteases,
que juntamente com o aumento de EROs induzem a perda da permeabilidade seletiva da
membrana, ativacdo de proteases com consequente inducdo do extravasamento do conteido
celular, sinalizando a migracdo de macréfagos (BLERIOT; LECUIT, 2016). Ja a apoptose
gera uma cascata de autodestruicdo (mediada por caspases) que culmina em degradacdo do
DNA via ativacdo de endonucleases, desintegracdo nuclear e formacao de corpos apoptoticos,
que sdo retirados do tecido por macrofagos, esta sinalizacdo ocorre devido a translocacao da
fosfatidilserina do lado interno para o lado externo da membrana sinalizando as células que
serdo fagocitadas (GALLUZZI et al., 2014; SHIBUTANI et al., 2015).

Ha& vérias rotas distintas para a ativacdo de caspases, dependendo do estimulo, sendo
iniciadas via receptores de morte tais como Fas, também chamado de CD95 ou Apo-1 e TNF-
R1 (receptor fator de necrose tumoral) ou por meio de a via mitocondrial, com envolvimento
de alteragcOes de permeabilidade de membrana mitocondrial e liberag&o do citocromo ¢ para o
citosol mediada por Bcl-2 (Bax, Bid), que se liga a dATP, Apaf-1 e pro-caspase-9, formando

0 complexo apoptossomo. A caspase-9 ativa (iniciadora) pode entdo clivar as caspases
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efetoras subsequentes como um mecanismo de amplificacdo de sinais durante o processo
apoptético (PARRISH; FREEL; KORNBLUTH, 2013).

Figura 5. Processo de apoptose e necrose.
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Fonte: Disponivel em (http://envelhecimento97unb.blogspot.com/2013/05/apoptose-

celular-apoptose-ou-morte.html)

As lectinas vegetais, foram inicialmente conhecidas por sua toxicidade devido a
identificacdo da ricina, e entdo outras lectinas toxicas para células normais humanas tém sido
descritas (LORD et al., 2003; ARAUJO et al., 2013). Porém, vérias lectinas tém se mostrado
atoxicas para celulas normais humanas nas doses em que apresentam suas atividades
biolégicas, como é o caso da lectina de frondes da Microgramma vacciniifolia (MvFL), da
lectina de sementes Moringa oleifera (WSMoL) e da lectina de folhas de Schinus
terebinthifolia (SteLL) (BATISTA et al., 2017). Alguns dos tipos celulares atualmente
empregados para avaliar a citotoxicidade de lectinas in vitro sdo PBMCs e os esplendcitos de
camundongo (FERREIRA et al., 2016).


http://envelhecimento97unb.blogspot.com/2013/05/apoptose-celular-apoptose-ou-morte.html
http://envelhecimento97unb.blogspot.com/2013/05/apoptose-celular-apoptose-ou-morte.html
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A deteccdo da apoptose pode ser feita pelo monitoramento da externalizacdo de
residuos de fosfatidilserina no exterior da membrana plasmatica, utilizando a proteina anexina
V, ligante da fosfatidilserina, conjugada com marcadores fluorescentes, como o isotiocianato
de fluoresceina. Em relagdo a necrose, que promove a permeabilidade da membrana, é
utilizado o iodeto de propideo (corante impermeavel, ou seja, apenas penetra quando ha perda
de integridade da membrana) capaz de marcar as células quando se associa com as moléculas
de &cidos nucleicos (KEPP et al., 2011; SUMANTRAN, 2011).

2.6. A Aesculus hippocastanum

Figura 6. Aesculus hippocastanum. (A) Aspecto geral. (B) Folhas. (C) Inflorescéncia. (D)
Frutos. (E) Sementes. (F) Flor (G) Haste.

Fonte: ISSAKOWICZ et. al. (2005).

A Aesculus hippocastanum (Figura 6A), conhecida como castanheira-da-india,
pertence a familia Hippocastanaceae (composta de 3 géneros e 20 espécies), e esta
taxonomicamente classificada na divisdo Magnoliophyta, classe Magliopsida, subclasse
Rosidae e ordem Sapindales (CRONQUIST,1988). Porém, também pode ser da Sapindaceae,
pois essas duas familias sdo filogeneticamente muito semelhantes, quase includentes. A

Sapindaceae possui alguns espécimes com frutos comestiveis (como a lichia), arvores
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ornamentais e espécies medicinais, como 0 guarana e a propria castanheira-da-india.
(ISSAKOWICZ, 2005).

E uma planta nativa do Ird, norte da India, Sul da Asia, Sudeste da Europa e dos
Estados Unidos. Adaptével a variages climaticas encontra-se por todos continentes, no brasil
foi trazida para o Brasil pelos imigrantes e se espalhou por todo territério nacional
rapidamente em principio como arvore ornamental, mas é muito utilizada com fins medicinais
em varias composi¢des farmacoldgicas, tais como Novarrutina e Varicell Phyto, Venocur Fit,
Hemorrimed, Varivax, entre outros (HARRIS et al., 2016). E descrita como uma arvore de
caule ramificado, vertical e cilindrico, de copa densa e regular com folhas pecioladas (Figura
6B), irregularmente dentadas com ponta obtusa, suas flores formam uma inflorescéncia
piramidal ereta (Figura 6C) e pétalas branco-amareladas.

A espécie A. hippocastanum € a segunda em numero de registros na ANVISA, sendo
usada no tratamento de hemorrdidas, varizes, diarréia, flebites, dismenorreia e hiperplasia
prostatica (ARAUJO; CARVALHO, 2008; DUDEK-MAKUCH; STUDZINSKA-SROKA,
2015; FELIPE et al., 2013). Suas sementes, cascas e folhas sdo as partes mais utilizadas na
fitoterapia. A composicdo quimica das sementes é de escina; outras saponinas (afrodescina,
argirescina, criptoescina); taninos (&cido esculitanico, epicatequina, leucocianidina,
leucodelfinina); pectina; leuceantocianina; potassio; 6leo volatil; calcio; fésforo; flavonoides
(canferol, quercetina, rutina, astragalin e quercetina); heterosideos cumarinicos (fraxina,
escopolina, aesculetina, aesculosideo e aesculina); Oleos fixos (acidos oléico, linoléico,
palmitico, esteérico, e linolénico), bases nitrogenadas (guanina, adenina, e adenosina);
alcaloides imidazolicos (alantoina); aminoacidos (arginina); acidos organicos (citrico, Urico);
resina; vitaminas (B, C, K, caroteno e pro-vitamina D); proteinas e acucares (HARRIS et al.,
2016).

As propriedades venotdnicas, vasoprotetoras, venotropica, antiexudativa (inibindo a
hialuronidase), antiedematosa, anticoagulante, anti-inflamatoria, e antioxidante (inibindo a
lipoperoxidacdo) da A. hippocastanum estdo geralmente associadas a seus metabolitos
secundarios (ISSAKOWICZ, 2005; SIRTORI, 2001). Eles atuam reduzindo a permeabilidade
e aumentando a resisténcia dos capilares melhorando a circulacdo, inibindo produtos da via do
acido araquidénico e agindo sobre a via do complemento. Além disso, esta planta possui
atividades antigranulativa (ou seja, que impede a fibrinogénese), analgésica e antiviral
(KEDZIERSKI et al., 2016; ZHANG,; LI; LIAN, 2010).
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3. METODOLOGIA

3.1 Material Vegetal

As sementes de A. hippocastanum foram obtidas em lojas de produtos naturais
localizadas em Recife, Pernambuco. O acesso foi registrado (A2C6E1D) no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado. As
sementes foram trituradas com um martelo e o p6 foi obtido utilizando liquificador. A farinha

de sementes obtida foi estocada a -20 °C.

3.2 Aspectos éticos

O Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco
(CEUA-UFPE) aprovou o método de coleta de eritrocitos de coelho (processo n°.
23076.033782/2015-70) e de esplendcitos de camundongo (autorizacdo n° 0048/2016).

3.3 Extracéo e Purificacdo de AhSL

Para preparacdo do extrato salino, 10 gramas da farinha de sementes foram
adicionados a 100 mL de solucdo salina (NaCl 0,15 M na propor¢do de 10%, p/v) e a
suspensdo foi mantida sob agitacdo constante durante por 16 h a 28 °C utilizando uma barra
magnética. O extrato das sementes foi obtido apos filtracdo em gaze e centrifugacédo (12.000 x
g, 25 °C, 15 min, 25°C). Em seguida, o extrato foi dialisado com &gua destilada durante 4 h
(com duas trocas do liquido) e liofilizado por aproximadamente 24 h a -50 °C. O extrato seco
foi entdo ressuspendido em tampdo de equilibrio Tris (Tris-HCI 0,1M, pH 8,0) para uma
concentracdo proteica de 1,0 mg/mL e aplicado em coluna de DEAE-Sephadex (GE
Healthcare Life Sciences, Suécia) equilibrada com o tampéo Tris. A eluicdo das proteinas foi
monitorada seguindo a absorbancia de 280 nm. As proteinas ndo-adsorvidas foram coletadas
na etapa de lavagem com o tampao de equilibrio. As proteinas adsorvidas foram eluidas com
o tampdo Tris contendo NaCl 1,0 M. Todos os picos proteicos foram avaliados quantos as
atividades hemaglutinante e inibidora de tripsina (AIT) que estdo descritas nas préximas
secBes. AhSL correspondeu ao pico de proteinas adsorvidas. A homogeneidade de AhSL foi

avaliada em eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para proteinas basicas



40

(REISFELD et al. 1962) ou é&cidas (DAVIS 1962) usando geis de poliacrilamida de 10%
(p/v). A concentracdo de proteinas ao longo das etapas de purificacdo foi determinada de
acordo com o método de LOWRY et al. (1951).

3.4 Ensaio de atividade hemaglutinante (AH)

A AH foi realizada para monitorar a propriedade de ligacdo da lectina a carboidratos.
O ensaio foi realizado em placas de microtitulagdo (96 pocos). A amostra (50 pL) foi
adicionada no segundo poco e, em seguida, foi realizada uma diluicdo seriada em NaCl 0,15
M. Entdo, foi adicionado em cada poco 50 uL de uma suspensédo (2,5% v/v) de eritrdcitos de
coelho, previamente tratados com glutaraldeido (BING et al. 1967). Apds 45 min de
incubacgédo a 28 °C , a AH foi definida como o inverso da ultima diluicdo que promoveu total
aglutinacdo. AH especifica (AHE) correspondeu a razdo entre AH e a concentracdo de
proteinas (mg/mL).

3.5 Atividade inibidora de tripsina (AIT)

A atividade inibidora de tripsina foi determinada seguindo o efeito das amostras sobre
a hidrélise do N-a-benzoyl-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) promovido pela enzima,
gerando p-nitroanilina, cuja presenca pode ser acompanhada pela leitura na absorbancia de
405 nm. Uma solucdo de tripsina (Sigma-Aldrich, EUA) a 0,1 mg/mL foi preparada em Tris-
HCI 0,1 M (pH 8,0) contendo CaCl, 0,2M. Em uma microplaca de titulacdo, foram
adicionados 50 uL da amostra, 5 uL da solugdo de tripsina e 140 puL do tampao Tris. A placa
foi incubada por 15 min a 28 °C e, em seguida, 5 pL de 8 mM BAPNA foi adicionado. A
leitura da absorbancia a 405 nm foi realizada no tempo zero e apds a incubacéo a 37 °C por
30 min. Para determinar a atividade 100% da tripsina, um ensaio foi realizado usando o
tampao Tris como controle. Ensaios brancos (auséncia de amostra, auséncia de tripsina e
substrato, auséncia de tripsina) foram também realizados. Uma unidade de atividade inibidora
de tripsina foi definida como a quantidade de inibidor que reduz a absorbancia em 0,01 apds
30 min de incubacdo. A atividade inibidora de tripsina especifica foi definida como a razéo

entre 0 nUmero de unidades e a quantidade de proteinas na amostra (mg).
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3.6 Caracaterizacédo de AhSL

3.6.1 Composicédo de subunidades

A composicdo de subunidades de AhSL foi avaliada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) sob condi¢des desnaturantes (10%, p/v), na presenca de dodecil
sulfato de sodio (SDS) (LAEMMLLI, 1970). Marcadores de massa molecular (12-225 kDa, GE
Healthcare Life Sciences) foram submetidos a eletroforese no mesmo gel. As bandas
polipeptidicas foram reveladas com solugdo de Azul de Coomassie a 0,02% (v/v) em &cido

acético a 10% (v/v).

3.6.2 Especificidade de ligacéo a carboidratos

A especificidade de ligagcdo da AhSL a carboidratos foi avaliada através o ensaio de
inibicdo da AH com monossacarideos, dissacarideos e glicoproteinas. AhSL foi previamente
incubada por (30 min) com solugbes de carboidratos a 200 mM (D-arabinose, D-glicose, D-
frutose, D-fucose, D-galactose, D-manose, D-ramnose, D-ribose, D-lactose, D-maltose, N-
acetyl-D-glicosamina, N-acetyl-D-galactosamina ou acido N-acetyl-neuraminico) ou de
glicoproteinas a 0,5 mg/mL (azocaseina, albumina sérica bovina, tireoglobulina) antes da
adicdo dos eritrocitos. A AH na presenca de acucares foi comparada com os resultados na

auséncia destas moléculas.
3.6.3 Efeito de cations na AH
Para avaliar os efeitos de cations na AH de AhSL, a lectina foi incubada com diferentes
cations divalentes, como CaCl;, MnCl, ou MgCl, a 20 ou 40 mM por 30 min em uma razao
de 1:1 (v/v). Em seguida, a AH foi determinada.
3.6.4 Estabilidade térmica e frente a variacdo de pH
A estabilidade de AhSL frente a variagOes de temperatura e pH foi primeiramente

avaliada pelo ensaio de AH. Aliguotas (100 pL) de AhSL (1,0 mg/mL) foram incubadas
separadamente por 30 min em banho-maria a 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 °C e por 60 min a
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100 °C. Ent&o, foi avaliada a AH das amostras aquecidas. Para avaliar a estabilidade em
diferentes valores de pH, AhSL (100 pL) foi incubada por 24 h nos tampdes fosfato de citrato
0,1 M (pH 3,0 a 6,0), fosfato de s6dio 0,1 M (pH 7,0) ou Tris-HCI1 0,1 M (pH 8,0 € 9,0) e, em
seguida, foi realizado o ensaio de AH.

Os efeitos de pH e temperatura na conformacdo de AhSL foram também avaliadas por
analise fluorimétrica usando a sonda extrinseca bis-ANS [bis(8-anilinonaphthalene-1-
sulfonate)]. As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando as seguintes amostra da
lectina (2,0 uM): AhSL em agua; AhSL incubada por 24 h a pH 1.0 a 10.0; ou AhSL
incubada por 30 min a 30° ou 100 °C. Em uma cubeta de quartzo (caminho 6ptico: 10 x 10
mm; Hellma GmbH & Co. KG, Alemanha), a sonda bis-ANS (excesso molar de 50 vezes) foi
adicionada a amostra e teve seu espectro de emissdo de fluorescéncia (400—-600 nm)
registrado em um espectrofluorimetro Jasco FP-6300 (Jasco Corporation, Japdo) a 25 °C,
usando um comprimento de onda de excitacdo de 360 nm. A ligacdo do bis-ANS foi avaliada
pela area de intensidade de fluorescéncia em unidades arbitrarias. O espectro do solvente foi

descontado. Os espectros apresentados constituem uma média de 5 varreduras.

3.7 Avaliacdo da atividade imunomoduladora

3.7.1 Coleta de esplendcitos de camundongos e condi¢des gerais do ensaio

Fémeas de camundongos BALB/c (6—8-semanas de vida) foram obtidas do biotério do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco. Os
camundongos foram anestesiados (xilazina a 10 mg/kg e quetamina a 115 mg/kg e
sacrificados para remocédo dos esplendcitos. Os esplendcitos foram obtidos como descrito por
PROCOPIO et al. (2018). A viabilidade das células foi determinada pelo método de exclusio
com Azul de Trypan. Somente culturas com viabilidade > 98% foram usadas nos ensaios. Em
todos os experimentos, o cultivo de células (10° células/poco) foi realizado por 24 h usando
meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) contendo soro fetal bovino a 10% (v/v) e em uma
atmosfera de 5% CO,. Para as analises, células ndo tratadas ou tratadas com AhSL foram
coletadas por centrifugacdo (450 x g, 4 °C, 10 min) e lavadas duas vezes com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS). A plataforma FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes,
EUA) foi usada para analises por citometria de fluxo e o namero de eventos coletados foi de

20.000 por amostra. Dois experimentos independentes foram realizados em sextuplicata.
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3.7.2 Ensaio de citotoxicidade

Os esplendcitos foram cultivados na auséncia (controle) ou na presenga de AhSL (3,12—
50 pg/mL). A morte celular foi entdo analisada usando 0 kit FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit 11 (BD Biosciences), seguindo as instrucdes do fabricante. A citometria de fluxo
foi realizada na plataforma FACSCalibur (BD Biosciences). Os resultados foram analisados
usando o software CellQuest Pro (BD Biosciences). As células coradas apenas com iodeto de
propidio foram consideradas necroticas e as coradas apenas com anexina V foram registradas
como apoptoticas. As células ndo coradas foram consideradas viaveis.

3.7.3 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) citosélicas e mitocondriais

Também foi empregada citometria de fluxo para avaliar os niveis de EROs no citosol e
mitocéndrias de esplendcitos ndo tratados e tratados com AhSL (12,5 pug/mL). As sondas
dihidroetidio (DHE; Sigma-Aldrich) ¢ MitoSox Red (Thermo Fisher Scientfic, EUA) foram
utilizadas para determinar os niveis citosolicos e mitocondriais, respectivamente. Em placas
de 24 pocos, os esplendcitos ndo tratados e tratados foram incubados com DHE a 5 uM por 40
min ou MitoSox Red a 5 uM por 10 min. Em seguida, as células foram lavadas com PBS,
centrifugadas e o sedimento foi ressuspenso em PBS e transferido para tubos de citdmetro. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo foram estabelecidos em 488 e 620 nm,

respectivamente.

3.7.4 Determinacgdo do potencial transmembrana mitochondrial (A¥m)

O potencial transmembrana mitocondrial (A¥m) de células ndo tratadas e tratadas com
AhSL foram determinadas usando a sonda MitoStatus (BD Biosciences). As células foram
incubadas com 0,1 mM MitoStatus a 37 °C por 30 min. Apds lavagem com PBS e
centrifugacdo (300 x g, 25 °C, 5 min), as células foram submetidas ao citbmetro de fluxo,

configurados os comprimentos de excitacdo e emissdo a 488 e 620 nm, respectivamente.

3.7.5 Quantificacéo de liberacdo de citocinas
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As celulas foram cultivadas na auséncia ou presenca de AhSL (12,5 pg/mL) e os
sobrenadantes foram depois coletados para quantificacdo de citocinas usando o kit CBA
(Cytometric Bead Array) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine (Becton Dickinson Biosciences,
USA). Foram analisados os niveis de interleucinas (IL) 2, 4, 6, 10 e 17A, fator de necrose
tumoral alpha (TNF-a) e o interferon gama (IFN-y). Os ensaios foram realizados de acordo
com as instrugcdes do fabricante e os dados analisados usando o software FCAP 3.1 software
(BD Biosciences). A curva padrdo para cada citocina (0-5000 pg/mL) foi obtida e a faixa de

deteccéo foi entre 2-5000 pg/mL.

3.7.6. Quantificacdo de liberacdo de 6xido nitrico (NO)

Os sobrenadantes das culturas néo tratadas e tratadas com AhSL (12,5 pg/mL) foram
usados para avaliar os niveis de NO pelo método colorimétrico de Griess (DING et al. 1988).
A concentracdo de NO foi estimada utilizando uma curva padréo (3,12-100 umol/mL) e um

espectrofotdbmetro de microplacas a 595nm.

3.8 Analise Estatistica

Os desvios-padrdo (DP) foram calculados usando o programa GraphPad Prism 5.01
software GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e os dados foram expressos utilizando
testes ndo paramétricos. O teste Shapiro-Wilk foi usado para testar a hipotese de normalidade.
As diferencas estatisticas entre dois grupos de dados foram analisadas pelo teste Wilcoxon ou
por analise de variancia (ANOVA) no caso de trés ou mais grupos de dados. O nivel de

significancia foi configurado em 95% (p < 0.05).
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4. RESULTADOS

O extrato salino de sementes de A. hippocastanum apresentou uma concentragao
proteica de 4.0 mg/mL e atividade hemaglutinante especifica (AHE) de 140,8 (Tabela3). O
fracionamento com sulfato de amoénio ndo resultou em aumento da AHE nas fracdes
precipitadas e sobrenadantes, sendo ent&o esta etapa eliminada. O extrato foi entdo aplicado
em cromatografia de troca ionica utilizando a matriz DEAE-Sephadex. Foram observados um
pico ndo adsorvido (P1) e depois um adsorvido (P2) (Figura 7), os quais foram avaliados
quanto a AH e concentracdo de proteinas. Apenas P2 promoveu hemaaglutinacdo (AH:

9.690), correspondendo ao rendimento de purificacdo de 68,8 (Tabela 3). O processo de

purificacdo, portanto, resultou em um aumento da AHE.

Figura 7. Isolamento da lectina de sementes de Aesculus hippocastanum (AhSL).

Cromatografia do extrato bruto em matriz DEAE-Sephadex. P1 corresponde a proteinas ndo

adsorvidas a matriz. P2 (AhSL) corresponde as proteinas adsorvidas e eluidas com NaCl 1,0
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A eletroforese em PAGE de AhSL, para proteinas acidas (Figura 8A), revelou a Unica
presenca de uma uUnica banda polipeptidica (Figura 8A) enquanto nenhuma banda foi

detectada para proteinas nativas basicas, indicando a homogeneidade da proteina. A proteina
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presente em P2 foi denominada AhSL e o sumério de purificacdo desta lectina esta descrito na
Tabela 3. SDS-PAGE, apresentou duas bandas polipeptidicas de 68 e 124 kDa (Figura 8B).

Figura 8. Purificacdo da lectina de sementes de Aesculus hippocastanum (AhSL). (a)
Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de AhSL para proteinas nativas acidas (10%,
p/v) (A). SDS-PAGE (10%, p/v) de AhSL em condi¢Oes desnaturantes (B). Marcadores
moleculares (MM) forma utilizados como padrdes da eleltroforese. Os géis foram corados

com Azul de Coomassie 0,02% (v/v) em é&cido acético a 10%.
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Tabela 3. Purificacdo da lectina de A. hippocastanum (AhSL) com base nas atividades

hemaglutinante e inibidora de tripsina.

Amostra Proteina  Atividade hemaglutinante (AH) Atividade inibidora de tripsin (AIT)
(mg/mL)
Unidade  AH especifica  Fator de Unidade AIT Fator de
purificagdo especifica  purificacdo
Extrato 0,9 128 140,81 1,0 14,95 149,57 1,0
AhSL 0,212 2048 9.690 68,8 4,57 1280,31 8,5

O fator de purificacédo foi calculado pela razdo entre a atividade especifica de AhSL e a do
extrato.
A AH especifica de AhSL foi totalmente inibida por tireoglobulina e praticamente

abolida por acido N-acetil-neuroaminico e albumina sérica bovina (AHE de 4,3), ja pelos
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carboidratos arabinose, manose, maltose e lactose a AHE foi reduzida em 75%, (Tabela 4). A

presenca de céations bivalentes ndo modificaram qualquer efeito na habilidade de AhSL em

aglutinar eritrdcitos. O extrato e AhSL inibiram a atividade de tripsina (atividade especifica

de 149,5 e 1.280,3, respectivamente com fator de purificagdo: 8,5 para AhSL).

Tabela 4. Atividade hemaglutinante (AH) especifica de AhSL na presenca de carboidratos e

glicoproteinas.

Carboidratos

AH especifica

Monossaarideos (200 mM)
Arabinose
Frutose
Galatose
Glicose
Manose
Metil-a-D-glicopiranosideo
N-acetil-glicosamina
Acido N-acetil-neuroaminico
Ribose

Dissacarideos (200 mM)
Lactose

Maltose

Glicoproteinas (0,5 mg/mL)
Azocaseina
Albumina sérica bovina

Tireoglobulina

560
1.120
1.120
1.120
560
1.120
1.120
4,37
1.120

560
560

2.240
4,37
0

AH especifica de AhSL em NaCl 0,15 M na auséncia de moléculas glicosiladas: 2.240.

AhSL mostrou ser uma proteina termoestavel, pois a AHE ndo sofreu alteracfes apos

aquecimento em todas as temperaturas testadas. A AH também ndo foi modificada apds

incubacgéo da lectina na faixa de pH 4,0 a 8,0. A estabilidade da conformacéo de AhSL com

alteracOes de temperatura e de pH foi avaliada atraves de andlise fluorimétrica utiizando a



48

sonda extrinseca bis-ANS. As analises revelaram que as amostras de AhSL, ap6s aquecimento
a 30°C e 100 °C (Figura 9A), indicando estabilidade conformacional a qual corrobora com os
resultados do ensaio de estabilidade térmica da AH. A conformagdo de AhSL também revelou
grande estabilidade quando esta proteina foi incubada em diferentes valores de pH, sendo
detectada sua desnaturacdo somente no pH 1,0 (Figura 9B), com diminuicdo de sua
fluorescéncia de bis-ANS devido a exposicdo dos centros hidrofébicos a agua. Os
comprimentos maximos de onda de emissdo e intensidades de fluorescéncia ndo variaram
significativamente (Figura 9B) quando a AhSL foi incubada em todos os valores de pH

testados. De fato, 0 AH da lectina ndo variou de acordo com altera¢do do pH do meio.

Figura 9. Efeitos da temperatura (A) e pH (B) na conformacdo de AhSL. A fluorescéncia da
sonda extrinseca bis-ANS foi monitorada na presenca de AhSL incubada for 30 min a 30 ou
100 °C ou por 24 hem pH 1.0 a 10.0.
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AhSL (3,12-50 pg/mL) ndo foi citotdxica para esplendctitos de camundongo desde
gue a porcentagem de células apoptoticas e necréticas ndo foi significativamente diferente (p
> 0.05) do controle (Figura 10A). O tratamento com AhSL (12,5 pg/mL) ndo induziu a
despolarizacdo da membrana mitocondrial (Figura 10B) e nem aumentou os niveis de EROs
citosdlicas e mitocondriais (Figuras 10C e 10D, respectivamente). A Figura 11 mostra que
AhSL (12.5 pg/mL) induziu significantemente (p < 0.05) a liberacdo de IL-6l, L-10, , TNF-a

e NO pelos esplendcitos.
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Figura 10. Avaliacdo dos efeitos citotoxicos de AhSL sobre esplendcitos de camundongos
BALBI/c. (A) Analise por citométrica de fluxo utilizando os marcadores anexina V e iodeto de
propidio para determinar o nimero de células em apoptose ou necrose, respectivamente. As
barras representam a média + desvio padrdo de seis experimentos. (B-D) Efeitos de AhSL
(12,5 pg/mL) no potencial mitocondrial da membrana, A¥Ym (B), bem como na producdo de
espécies reativas de oxigénio(ERO) citosdlicas (C) e mitocondrial (D) em esplendcitos. Nao

foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos.
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Figura 11. Efeitos de AhSL (12.5 ug/mL) na liberagdo de citocinas (A—G) e 0xido nitrico
(H) por esplendcitos de camundongos BALB/c. (*) p < 0.01. (**) p < 0.0001 (***).
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5. DISCUSSAO

Aesculus hippocastanum apresenta um amplo potencial terapéutico e diversos
compostos bioativos, principalmente metabdlitos secundérios, tém sido identificados nesta
espécie. Entretanto, hd pouco relato sobre as bioatividades de suas proteinas. Neste presente
estudo, descrevemos a purificacdo e caracterizacdo de uma lectina das sementes de A.
hippocastanum e seu potencial como agente imunomodulador.

A homogeneidade de AhSL foi revelada por PAGE para proteinas nativas acidas,
confirmando a sua natureza aniénica. SDS-PAGE revelou que AhSL € uma proteina de
elevada massa molecular, com 124 kDa, e pode ser uma proteina composta de subunidades
com aproximadamente 68 kDa. Antonjuk et al. (1993) descreveram a purificacdo de uma
lectina de sementes de A. hippocastanum que mostrou uma massa molecular de 132 kDa em
cromatografia de gel filtragdo e uma Gnica banda polipeptidica de 32 kDa em SDS-PAGE. E
possivel que estes autores isolaram a mesma proteina que foi purificada por nds, mas eles néo
relataram mais dados que pudessem ser comparados com outras caratecteristicas encontradas
até o momento para AhSL.

AhSL revelou ser uma proteina termoestavel e ativa em uma ampla faixa de pH. Esta
estabilidade pode ser uma vantagem da proteina em estudo, sugerindo que ela possa ser
aplicada em diversas condi¢cGes ambientais sem perda de sua funcionalidade de ligacdo a
carboidratos. A AH de AhSL foi inibida principalmente pelo monossacarideo acido N-acetil-
neuroaminico (componente do &cido sialico) e as glicoproteinas albumina sérica bovina e
tireoglobulina. Lectinas ligadoras de acido sialico sdo ferramentas analiticas potenciais para
deteccdo, purificacdo, localizacdo citoquimica e quantificacdo de residuos de acido sialico nas
células (MANDAL e MANDAL, 1990). Algumas das cadeias oligossacaridicas ligadas a
tireoglobulina contém é&cido sialico como residuo terminal (ZABCZYNSKA et al. 2018) e
isso pode explicar a afinidade de AhSL por esta glicoproteina. As lectinas também tém sido
empregadas com sucesso como ligantes imobilizados em matrizes para cromatografia de
afinidade visando purificacdo de albumina e tireoglobulina (NAPOLEAO et al. 2013). Essas
podem ser algumas das futuras aplica¢6es biotecnoldgicas para AhSL.

Estudos prévios sobre lectinas que também agem como inibidores de tripsina nos
estimularam a avaliar se AhSL poderia apresentar esta propriedade. Devido sua capacidade de
inibir protease e de se ligar a carboidratos, AhSL pode ser considerada uma proteina

multifuncional, similarmente as lectinas como CrataBL (isolada da casca de Crataeva tapia) e
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MVFL (isolada do fronde de Microgramma vacciniifolia) ambas atividades de lectinicas e
inibidora de tripsina (FERREIRA et al. 2013; PATRIOTA et al. 2017).

AhSL ndo foi citotoxica para esplendcitos de camundongos indicando que as
concentragdes testadas poderiam ser utilizadas nos ensaios imunomoduladores. A auséncia de
alteragbes no potencial da membrana mitocondrial ou dos niveis de EROs citosolicas e
mitocondriais corrobora com a auséncia de efeitos toxicosaos esplendcitos. A lectina dos
foliololos de Calliandra surinamensis (CasuL) também ndo provocou estresse celular nem
induziu a formagéo de radicais livres nos esplendcitos de camundongos (PROCOPIO et al.,
2018).

AhSL induziu a liberacdo de IL-6, IL-10, TNF-a ¢ Nopelos esplendcitos. A IL-10
inibe a producéo de outras citocinas por mondcitos, granuldcitos e células B, bem como inibe
a ativacao das células T, mostrando uma capacidade anti-inflamatoria que pode ser explorada
para controlar reagdes auto imunes e alergias. Por sua vez, a IL-6 estimula o crescimento, a
diferenciagdo das células B e T e também a producdo de anticorpos, de forma que
estimulantes dessa citocina podem ser utilizados como coadjuvantes em vacinas (MELO et
al., 2011; GUO et al., 2017). O fator de necrose tumoral, TNF-a, tem um efeito citotoxico
sobre células tumorais, parasitas e bacterias, exibindo uma atividade pro-inflamatéria que
pode ser utilizada em terapias antitumorais, por exemplo (CROFT et al., 2013;
GEIJTENBEEK e GRINGHUIS, 2016). O radical livre NO age como uma molécula
pluripotente, tendo propriedades pro- e anti-inflamatorias, sendo o balango entre estes dois
efeitos dependente do local e da quantidade de producdo. A inducdo da liberacdo de NO por
lectinas tém sido correlacionada com efeitos antitumorais e modulacao do sistema imune
(PATRIOTA et al., 2019a).

Sendo assim, AhSL tem potencial para ser avaliada futuramente visando avaliar a
aplicacdo potencial de sua estabilidade e de seus efeitos pro-inflamatorios que poderiam ser
regulado ao mesmo tempo pelo estimulo da producéo de IL-10. A lectina MVvFL estimulou, in
vitro, as PBMCs humanas a liberem TNF-a, IFN-y, IL-6, e NO (PATRIOTA et al. 2017) e a
lectina ApuL promoveu o aumento dos niveis de IL-6, IL-17A, IFN-y, e TNFa (BRITO et al.
2017), em ambos 0s casos com concomitante estimulos da citocina regulatoria 1L-10,
similarmente a AhSL.

AhSL também pode apresentar um potencial biotecnoldégico como um

imunomodulador para ser usado em estudos com células imunes, similarmente a lectina das
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folhas de Schinus terebinthifolia, a qual induziu predominantemente uma resposta pro-
inflamatoria em esplendcitos de camundongos (SANTOS et al., 2020).

Em resumo, uma proteina multifunctional chamada AhSL foi purificada das sementes
de A. hippocastamum. AhSL mostrou ambas atividades de lectina e inibidora de tripsina, é
uma proteina termoestavel e mostrou atividade imunomoduladora in vitro sobre esplendcitos
de camundongos. Estas caracteristicas tornaram a AhSL uma proteina bioativa com potencial
biotecnoldgico, estimulando estudos futuros.
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6. CONCLUSOES

e AhSL, foi isolada com fator de purificacdo e AHE elevados, € uma proteina acidica,
termoestavel, de massa molecular de aproximadamente 124 kDa e com afinidade por
acido N-acetilneuroaminico.

e AhSL demonstrou baixa citotoxicidade para esplendcitos de camundongo, ndo sendo
capaz de induzir apoptose e necrose em todas as concentragdes testadas.

e ARSL apresentou efeito imunomodulador sobre esplendcitos de camundongo,
induzindo proliferacdo celular e liberagdo de citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-a) e de
oxido nitrico.

e Os resultados obtidos estimulam estudos futuros in vivo relacionados a propriedade

imunomoduladora de AhSL, como exemplo a atividade antitumoral.
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