UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E FISIOLOGIA

JESSICA DE SANTANA BRITO

PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE ATIVIDADE
IMUNOMODULADORA DE LECTINA DE INFLORESCENCIA DE Alpinia
purpurata

RECIFE
2018



JESSICA DE SANTANA BRITO

PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE ATIVIDADE
IMUNOMODULADORA DE LECTINA DE INFLORESCENCIA DE Alpinia
purpurata

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Bioquimica e Fisiologia, Area de
Concentracdo Ciéncias Biologicas, da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para obtencéo do titulo de mestre
em Biogquimica e Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Thiago Henrique Napole&o

Coorientadora: Profa. Dra. Marilia Cavalcanti
Coriolano

RECIFE
2018



Dados Internacionais de Catalogacédo na Publicacdo (CIP) de acordo com ISBD

Brito, Jéssica de Santana

Purificacdo, caracterizagéo e avaliacdo de atividade

imunomoduladora de lectina de inflorescéncia de Alpinia purpurata/
Jéssica de Santana Brito- 2018.

71 folhas: il., fig., tab.

Orientador: Thiago Henrigue Napoledo

Coorientadora: Marilia Cavalcanti Coriolano

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Biociéncias. Programa de P6s-Graduagédo em
Bioquimica e Fisiologia. Recife, 2018.

Inclui referéncias e apéndice

1. Lectinas 2. Citocinas 3. Linfécitos |. Napoledo, Thiago Henrique
(orient.) Il. Coriolano, Marilia Cavalcanti (coorient.) Ill. Titulo

572.6 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2018-231

Elaborado por Elaine C. Barroso CRB4/1728



JESSICA DE SANTANA BRITO

PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE ATIVIDADE
IMUNOMODULADORA DE LECTINA DE INFLORESCENCIA DE Alpinia
purpurata

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-Graduacgéo
em Bioquimica e Fisiologia, Area de Concentracéo
Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para obtengdo do
titulo de mestre em Bioquimica e Fisiologia

Aprovada em_20/02/2018

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Thiago Henrique Napoleéao/
Universidade Federal de Pernambuco

Prof2 Dra. Patricia Maria Guedes Paiva/
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Emmanuel Viana Pontual/
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Dra. Maiara Celine de Moura/
Universidade Federal de Pernambuco

RECIFE, 2018



Dedico esse trabalho e tudo que tenho em minha vida a minha familia.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus pelo cuidado, sabedoria e forca que Ele tem
dado a mim nessa caminhada, por me fazer amadurecer cada dia mais, atentando
para coisas que dao sentido a minha vida.

A minha familia, que é a base de tudo que tenho e sou. Eles s&o o meu lar,
em quem encontro paz e calma. Meus exemplos, meu orgullho e inspiracdo. Sao as
pessoas que me fazem querer ser melhor sempre.

Agradeco de coragdo ao meu orientador e professor Dr. Thiago Henrique
Napoledo, que me acolheu, ensinou e me acompanhou durante o projeto, sempre
presente e disposto a ajudar e responder questionamentos, me fazendo ser uma
melhor aluna e pesquisadora. Agradeco também a minha coorientadora, a Prof2.
Dra. Marilia Cavalcanti Coriolano, responséavel por me inserir no mundo da pesquisa
e que sempre esteve disposta a didlogos e me faz perceber de maneira simples o
guanto ainda tenho a amadurecer nesse vasto mundo da ciéncia.

Um agradecimento especial a Prof2. Dra. Cristiane Moutinho de Lagos Melo, a
guem tive o prazer e honra de conhecer no ano que se passou. Foi uma satisfacao
imensa ter me aproximado de alguém com seu carater e conhecimento. Fiquei
fascinada com o que aprendi com vocé. Gostaria sempre de retribuir da mesma
forma tudo que vocé me proporcionou e que essa parceria persista por longo tempo.

Agradeco a todos os componentes do Laboratério de Imunoparasitologia do
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (CPgAM/Fiocruz Pernambuco), que
disponibilizaram seu tempo e materiais para nos ensinar, ajudar e fazer crescer no
conhecimento. Meu agradecimento especial a Dra. Virginia Maria de Barros Lorena,
como também aos colegas Leyllane, Ana Karine, Michele e Mineo.

Agradeco em especial a Gustavo Ramos, meu parceiro de longa caminhada,
sempre partilhando tudo que fazemos, e também a Bruno Barboza recém-chegado
ao laboratério, mas que vem demostrando bastante vontade e disposicdo a
aprender. Eles dividiram comigo o arduo processo de purificacdo de uma nova
molécula, aguentaram todos os imprevistos e se mostraram dispostos a sempre
ajudar.

Agradeco também a Leydianne, uma pessoa maravilhosa que também tive o
prazer de me aproximar e tornar amiga. Crescemos juntas nos ajudando em nossos

projetos e tenho certeza que nossa caminhada sera longa e cheia de sucesso.



Agradeco a todos do Laboratério de Bioquimica de Proteinas, pelos
ensinamentos e companheirismo no dia a dia.

Por fim, agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) pela concessdao de bolsa e ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e a Fundacdo de Amparo a

Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE) pelo apoio financeiro.



“Nao temas, porque Eu sou contigo; nao te
assombres, porque Eu sou teu Deus; Eu te
fortaleco, e te ajudo, e te sustento coma
destra da minha justi¢a”.

Isaias 41:10



RESUMO

Alpinia purpurata € uma planta ornamental também conhecida como fonte de
moléculas bioativas. Lectinas sdo proteinas capazes de se ligar a carboidratos e
exercerem diversas atividades biolégicas. O presente estudo descreve o isolamento
de uma lectina extraida das inflorescéncias de A. purpurata (Apul) e a avaliacdo de
seu potencial imunomodulador. Proteinas foram extraidas da farinha das bracteas
através de homogeneizacdo (16 h, 4°C) em NaCl 0,15 M. Apos filtracdo e
centrifugacéo, o extrato obtido foi tratado com sulfato de aménio (40% de saturagao)
durante 4 h a 28°C. As fracdes de proteinas precipitadas (FP) e sobrenadante (FS)
foram dialisadas e avaliadas quanto a concentracdo de proteinas e atividade
hemaglutinante (AH). A fracdo com maior AH especifica (FS) foi submetida a
cromatografia de gel filtracdo em coluna de Sephadex G-75. Fracdes de 5 mL foram
coletadas e avaliadas quanto a absorbancia a 280 nm e AH. O primeiro pico obtido
nessa cromatografia correspondeu a lectina, que foi caracterizada quanto a massa
molecular nativa, composicdo em subunidades, especificidade de ligacdo a
carboidratos e estabilidade da AH frente a variacdes de temperatura e pH. A acao
imunomoduladora foi avaliada investigando a producao de citocinas e liberacdo de
oxido nitrico por células mononucleares de sangue periférico humano incubadas ou
nao com a lectina (12,5 pg/mL). Além disso, a diferenciacéo e ativacédo de linfécitos
foram avaliadas por ensaios de imunofenotipagem. ApuL € uma proteina acidica,
com massa molecular nativa de 34 kDa, e oligomérica (formada por subunidades de
7,4 kDa). AH da lectina foi inibida pelas glicoproteinas fetuina e ovoalbumina;
resistente ao aquecimento a 100 °C por 20 min; estimulada na presenca de ions
célcio e magnésio; e maior em pH 7,5. ApuL induziu as células de sangue periférico
a liberarem citocinas pertencentes aos perfis Thl (IFN-y, TNF-a e IL-6) e Th17 (IL-
17A), bem como oOxido nitrico, estimulando um ambiente pro-inflamatorio. Além
disso, ApuL estimulou a producéo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria com papel
regulador. A incubacdo com a lectina promoveu diferenciacdo e ativacdo dos
subconjuntos de linfécitos T CD8+ e CD4+, como evidenciado pela maior expressao
da molécula CD28. Em concluséo, a inflorescéncia de A. purpurata € fonte de uma
lectina com ag¢do imunomoduladora e potencial aplicagdo biomédica, o que adiciona
valor biotecnolégico a esta planta ornamental.

Palavras-chave: Lectinas. Citocinas. Perfil pro-inflamatorio. Linfocitos.



ABSTRACT

Alpinia purpurata is an ornamental crop also known as source of bioactive molecules.
Lectins are proteins capable of binding carbohydrates and that exert several
biological properties. The present study describes the isolation of a lectin extracted
from the bracts of inflorescences of A. purpurata (ApulL) and the evaluation of its
immunomodulatory potential. Proteins were extracted from the bracts flour by
homogenization (16 h, 4 °C) in 0.15 M NacCl. After filtration and centrifugation, the
extract obtained was treated with ammonium sulfate (40% saturation) for 4 h at 28

°C. The precipitated (PF) and supernatant (SF) fractions were dialyzed and
evaluated for protein concentration and hemagglutinating activity (HA). SF, which
was the fraction with highest specific HA, was submitted to gel filtration
chromatography on a Sephadex G-75 column. Fractions of 5 mL were collected and
evaluated for absorbance at 280 nm and HA. The first peak obtained in this
chromatography corresponded to the lectin, which was characterized for native
molecular mass, subunit composition, carbohydrate-binding specificity, and stability
of HA toward temperature and pH variation. The immunomodulatory action was
evaluated by investigating cytokine production and release of nitric oxide by human
peripheral blood mononuclear cells treated or not with the lectin (12.5 ug/mL). In
addition, the differentiation and activation of lymphocytes were evaluated by
immunophenotyping assays. ApuL is an acidic, 34-kDa native molecular mass, and
oligomeric protein (formed by subunits of 7.4 kDa). HA of lectin was inhibited by the
glycoproteins fetuin and ovalbumin; resistant to heating at 100 °C for 20 min;
stimulated in the presence of calcium and magnesium ions; and highest at pH 7.5.
ApuL induced peripheral blood cells to release cytokines belonging to the Thl (IFN-y,
TNF-a, and IL-6) and Th17 (IL-17A) profiles, as well as nitric oxide, stimulating a pro-
inflammatory environment. In addition, ApuL stimulated the production of IL-10, an
anti-inflammatory cytokine with regulatory role. Incubation with the lectin promoted
differentiation and activation of the CD8+ and CD4+ T lymphocyte subsets, as
evidenced by the greater expression of the CD28 molecule. In conclusion, the
inflorescence of A. purpurata is source of a lectin with immunomodulatory action and
potential biomedical application, which adds biotechnological value to  this
ornamental plant.

Keywords: Lectins. Cytokines. Pro-inflammatory profile. Lymphocytes.
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1 INTRODUCAO

Considerando o quadro atual das diversas doencas que afetam a
espécie humana e o0s problemas relacionados com farmacos sintéticos
atualmente utilizados — como resisténcia bacteriana aos antibidticos e
penetracdo limitada de drogas anticancerigenas através do tecido tumoral
(FAIR; TOR, 2014; AL-ABD et al., 2015) — moléculas bioativas de fontes
naturais ou recombinantes tém sido pesquisadas, visando tanto o potencial
diagnoéstico quanto terapéutico (COELHO et al., 2017). Por outro lado, muitas
terapias a base de produtos vegetais ndo foram submetidas a uma avaliacéo
cientifica adequada, apesar de alguns componentes das plantas apresentarem
potencial para causar efeitos toxicos graves e importante interacdo com outros
farmacos. Dessa forma, € necesséria a pesquisa continua para elucidar as
potencialidades e seguranca de plantas medicinais e seus compostos (NASRI,
RAFIEIAN-KOPAEI, 2014; THOOPTIANRAT et al., 2017).

O sistema imune € formado por um conjunto de células e moléculas que
possuem a finalidade de reconhecer e eliminar estruturas estranhas ao
organismo, como também atuar na remocéao de células mortas e eliminacdo de
células malformadas ou com alteracbes que comprometem sua funcéo
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). No caso de algumas doencas, a
modulacdo do sistema imune pode auxiliar na prevencdo e tratamento. A
pesquisa por novas drogas com a capacidade imunomoduladora tem sido alvo
de estudos h& décadas, principalmente as de fontes naturais. Uma grande
variedade de familias botanicas inclui espécies das quais se pode obter
moléculas com atividade imunomoduladora, sendo as familias Euphorbiaceae,
Fabaceae, Moraceae, Rubiaceae e Zingiberaceae as mais relatadas
(MARQUES et al., 2015).

As lectinas séo proteinas que possuem a capacidade de ligar-se de
forma especifica e reversivel a carboidratos (KARNCHANATAT et al., 2012;
MACEDO et al., 2015). Apresentam diversas atividades biolégicas, inclusive
acao imunomoduladora (BATISTA et al., 2017; BUTLE et al, 2016). A ligacao
de lectinas a glicoconjugados presentes na superficie das células imunolégicas
pode desencadear efeitos como proliferacdo celular e alteragées na liberagéao
de citocinas (LAUBLI et al., 2014, SARTIM et al., 2014).
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A Alpinia purpurata, conhecida popularmente como gengibre vermelho, é
uma planta da familia Zingiberaceae de carater ornamental, originaria dos
paises asiaticos. Estudos sobre o potencial biotecnoldgico desta espécie tém
relatado diferentes atividades bioldgicas, tais como inseticida, antibacteriana e
antioxidante (LIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2012; SUBRAMANIAN; SUJA,
2011; VILLAFLORES et al., 2010).

Dentro desse contexto, o presente trabalho descreve o isolamento de
uma lectina (ApuL) extraida das bracteas das inflorescéncias da A. purpurata; a
lectina purificada foi caracterizada e avaliada quanto ao seu pontencial
citotéxico e imunomodulador sobre células mononucleares de sangue periférico

humano.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 SISTEMA IMUNE

A imunidade é o conjunto de mecanismos de defesa de um organismo.
As células e moléculas responsaveis pela imunidade constituem o sistema
imune, e a sua resposta coletiva e coordenada frente a entrada de
microrganismos e de substancias estranhas € denominada de resposta imune.
A defesa contra agentes infecciosos € mediada pelas reacdes iniciais da
imunidade inata e pelas respostas tardias da imunidade adaptativa (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015; KUMAR; BOT; 2016).

A importancia do sistema imune é evidenciada quando individuos com
respostas imunes defeituosas apresentam doencas infecciosas graves em
maior frequéncia. Ja a estimulacéo do sistema imune através da vacinacao tem
proporcionado a erradicagdo de muitas doencas como, por exemplo, a
poliomielite, e diminuido a incidéncia de outras como tétano e rubéola (D’
ARGENIO; WILSON, 2010; PULEDRAN, 2014).

O funcionamento correto do sistema imune ndo se restringe apenas ao
combate a processos infecciosos, mas também ao reconhecimento de células
transformadas do proprio organismo, como células tumorais. Diversos métodos
gue promovem a estimulacdo do sistema imune para o tratamento antitumoral
ja sao utilizados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014; TOPPER et al., 2017,
OFFRINGA; GLENNIE, 2015).

A divisdo da acgdo do sistema imune em imunidade inata e adaptativa
(Figura 1) é utilizada principalmente para fins didaticos, uma vez que as células
gue as compdem estdo em constante comunicagcéo e sao dependentes, umas
das outras, para seu processo de ativagao e regulagao, cada uma atuando em
processos iniciais e tardios contra determinado antigeno.

A comunicacéo das células imunes entre si, bem como com células n&o
imunes, acontece por meio de proteinas secretadas, altamente indutiveis,
chamadas de citocinas. Elas sdo agrupadas em varias familias de proteinas
gue séo referidas como fatores de necrose tumoral (TNFs), interleucinas (ILS)

interferons (IFNs) e fatores estimulantes de colonias (CSFs) (ESQUIVEL-
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VELAZQUEZ et al., 2015). Essas moléculas orquestram uma variedade de
processos, tais como regulagédo da inflamacao local e sistémica, proliferacéo
celular, quimiotaxia e reparo tecidual (DUQUE; DESCOTEAUX, 2014).

FIGURA 1 - Imunidades inata e adaptativa.

‘Imunidade inata ‘Imunidade adaptativa'

Linfocito T Células T efetoras
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Microrganismo
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Os mecanismos da imunidade inata correspondem a defesa inicial contra infec¢des. Apds
ultrapassar barreiras epiteliais, patdgenos entram em contato com as primeiras células de
defesa (fagoécitos, células dendriticas e células Natural Killer, NK), as quais compdem a
imunidade inata, juntamente com o sistema complemento. A imunidade adaptativa acontece
com a ativacdo de linfocitos de maneira antigeno-especifica, diferenciando-se em células
produtoras de anticorpos (linfocitos B) e células efetoras (linfécitos T). As células dendriticas
fazem a conexdo entre a imunidade inata e adaptativa, a partir do momento em que se
transformam em células apresentadoras de antigeno.

Fonte: Adaptado de Abbas et al. (2015)

7

A principal funcdo das citocinas € regular a inflamacédo, e, como tal,
desempenham um papel vital na regulacdo da resposta imunoldgica em
processos fisioldgicos e patolégicos. As citocinas podem ser classificadas em
pré e anti-inflamatérias (NEURATH et al.,, 2014, ROSSI et al., 2017) e séo
produzidas principalmente por macrofagos e linfocitos embora possam também
ser produzidas por células polimorfonucleares, células endoteliais e epiteliais,
adipdcitos e células do tecido conjuntivo (DUQUE; DESCOTEAUX, 2014).

Cada citocina liga-se a um receptor de superficie celular especifico para

gerar uma cascata de sinalizagcdo que afeta a funcéo celular. Isso inclui a
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regulacdo positiva ou negativa de genes e fatores de transcricdo, o que pode
resultar na producdo de outras citocinas, em um aumento no numero de
receptores de superficie para outras moléculas, ou eventualmente na
supressdo da expressdo da propria da citocina (HAYDEN; GHOSH, 2014;
IVASHKIV; DONLIN, 2014). Uma caracteristica primaria das citocinas é a de
redundancia funcional, quando diferentes citocinas compartilham funcdes
semelhantes. Além disso, as citocinas sdo pleiotrépicas, pois atuam em
diferentes tipos de células — as quais podem expressar diferentes receptores
para uma mesma citocina (STENKEN; POSCHENRIEDER, 2015).

2.1.1 Imunidade inata

O sistema imune inato representa a primeira linha de defesa do
organismo contra agentes patogénicos e um determinante importante para o
direcionamento da resposta imune adaptativa (BOTTAZZI et al.,, 2010;
MANTOVAI et al., 2011). A imunidade inata € composta principalmente por
fagdcitos, como macréfagos, neutrofilos e células dendriticas, células Natural
Killers (NK), citocinas e sistema complemento. Macréfagos e neutréfilos
fornecem a primeira defesa contra micro-organismos, enquanto que as células
dendriticas fornecem uma importante conexdo para o0 sistema imune
adaptativo, por atuarem como células apresentadoras de antigeno (APCs, do
inglés antigen-presenting cells).

Os mecanismos da resposta inata sdo ativados a partir do
reconhecimento de estruturas presentes nas superficies dos micro-organismos,
os padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPs, do inglés pathogen-
associated molecular patterns) ou estruturas que séo expressas em celulas que
sofreram algum tipo de agresséao, os padrbes moleculares associados ao dano
(DAMPs, do inglés damage-associated molecular patterns) (ABBAS, 2015;
CRUVINEL, 2010). A imunidade inata representa uma rapida e padronizada
resposta a um numero grande de estimulos. A capacidade de reconhecer
PAMPs é uma caracteristica fundamental da imunidade inata, porém esta nao
tem a capacidade de lembrar-se de uma invasao anterior pelo mesmo

patdgeno, ndo podendo responder de forma mais rapida e eficiente contra o
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mesmo insulto, principal caracteristica que a difere da imunidade adaptativa
(VAZQUEZ et al., 2015).

As células NK representam um subgrupo de glébulos brancos que
exercem respostas imunitarias precoces contra virus e estdo envolvidas em
respostas imunes contra células cancerosas. Elas exercem citotoxicidade direta
nas células-alvo e sédo potentes produtores da citocina interferon gama (IFN-y).
Possuem fungéo citotoxica semelhante a células da imunidade adaptativa,
porém agindo em um estagio inicial da imunidade inata (SPITS et al., 2013,
FERLAZZO; MORANDI, 2014; GARDINER; MILLS, 2016).

Os macroéfagos sédo células importantes na imunidade inata no que se
refere a identificacdo de antigenos, atuando também na regulacao do processo
inflamatoério e induzindo a deposicdo de matriz extracelular para reparo
tecidual. Os macrofagos ativados, conhecidos como M1, sdo estimulados por
PAMPs e/ou DAMPs, tém fendétipo pré-inflamatério e causam dano tecidual nas
fases iniciais participando ativamente da resposta imune inata e adaptativa,
como mostra a Figura 2. Eles colaboram com linfocitos T e B através de
interacOes célula-célula utilizando o complexo de histocompatibilidade principal
I (MHC 1I, do inglés major histocompatibility complex II) e mecanismos
mediados em fase fluida, principalmente baseados na liberacdo de citocinas e
guimiocinas (DALMAS ET AL., 2017; DUQUE; DESCOTEAUX, 2014).

FIGURA 2 - Interagdo dos macrofagos com células da imunidade inata e adaptativa.
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Macréfagos sdo fagécitos que atuam na imunidade adaptativa através da secrecdo de
mediadores inflamatérios e recrutamento de outras células para o sitio inflamatorio. Ativam a
imunidade adaptativa seja por estimulo através de citocinas ou ativacdo antigeno-especifica,
através da apresentacdo de antigenos aos linfocitos.

Fonte: Adaptado de Kummar et al. (2007).
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Os macrofagos alternativos ativados, conhecidos como M2, séo
induzidos por diferentes estimulos (por exemplo, IL-4 e/ou IL-13, IL-10, TGF-B)
e predominam na resposta inflamatoria tardia. Eles sustentam a finalizacdo da
inflamacdo e promovem a angiogénese, a fibroplasia, a deposicdo de nova
matriz extracelular e a remodelacéo final do tecido, através da producdo de
fatores de crescimento e proteases (MANTOVANI et al., 2013; DONI et al.,
2017). M2 também atuam secretando citocinas, tais como IL-10, que atuam na
regulacéo da resposta imune, prevenindo assim o dano ao tecido ou ao 6rgao
(FRIDMAN et al., 2012; GAO et al., 2015). A atividade dos macréfagos pode
ser aumentada por citocinas secretadas por células T auxiliares, por exemplo
IFN-y, que é um dos mais potentes ativadores de macrofagos (DUQUE;
DESCOTEAUX, 2014).

O oOxido nitrico (NO, do inglés nitric oxide), predominantemente
produzido por macréfagos ativados, desempenha multiplos papeis biolégicos,
por exemplo, em processos como sinalizacdo celular, regulacdo da presséo
sanguinea, coagulacdo, morte de células tumorais, entre outros (LOK et al.,
2012; RAHMANTO et al., 2012; LOK et al., 2014). Um dos efeitos bastante
estudados é a capacidade de M1, produtores de NO, atacarem células
tumorais autopreservando-se. Por outro lado, a populacdo de M2, que é
conhecida por produzir pequenas quantidades de NO ap6s a ativacao, estimula
o crescimento tumoral (WIEGERT; BRUNE, 2008; RIDNOUR et al., 2006;
KOVACEVIC et al., 2017; BASUDHAR et al., 2016). Outra fungao principal do
NO em processos infecciosos € a morte microbiana, através da geracdo de
peroxinitrito, ONOO- (LO FARO et al., 2014).

O sistema complemento é composto por proteinas soluveis no plasma,
presentes em todos os individuos, independentemente de contato prévio com
imunégenos ou agentes agressores (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000;
SHARMA; ALISSON, 2015). Esse sistema pode ser ativado por vias distintas
conhecidas como via classica, via da lectina ligadora de manose e via
alternativa, todas agindo em cascata e possuindo uma via comum final. As
proteinas do complemento agem com o0 objetivo de opsonizar patdogenos e
induzir respostas inflamatorias, ajudando no combate a infeccbes e
manutencao da homeostase. Ainda, o sistema complemento promove a morte

de patogenos através da formacédo do complexo de ataque & membrana.



23

Durante uma reinfeccdo o complemento também pode auxiliar na ativacdo da
resposta imune adaptativa (KAPLAN, 2010; KOLEV et al. 2013; MERLE et al.,
2015).

2.1.2 Imunidade adaptativa

Na imunidade adaptativa, os antigenos (substancias estranhas que
induzem as respostas imunes especificas) sdo reconhecidos por receptores de
membrana das células do sistema, linfocitos B e T, que expressam um grande
repertério de receptores celulares que sédo produzidos por recombinacéo
somética especifica. Funcionalmente, células T e B naive (virgens) encontram
antigenos em oOrgdaos linféides especializados e passam por um processo de
proliferacdo celular e maturacdo antes de exercerem suas funcdes efetoras
(VIVIER et al., 2011; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). O processo de
ativacdo de uma resposta adaptativa a um antigeno ainda ndo conhecido é
desencadeado pelas células dendriticas que se diferenciam em células
apresentadoras de antigeno (Figura 3).

Quando antigenos séo reconhecidos por receptores presentes nas
membranas de linfécitos B, estas células diferenciam-se em plasmécitos
produtores de anticorpos. Ja os linfocitos T, quando reconhecem antigenos
através dos seus receptores de membrana, exercem diferentes fun¢des dentro
da resposta imune. Os linfécitos T sdo subdivididos em dois tipos celulares:
citotoxicos e auxiliares (Th, do inglés T helpers). Os citotoxicos (também
chamados CD8+) tém a capacidade de destruicdo de células infectadas por
virus e bactérias intracelulares. Os linfocitos Th (também chamados de CD4+)
sao células responsaveis por secretar citocinas que atuam no recrutamento de
células do sistema imune e na sua ativacdo (PAHAM, 2015; ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2015; COSMI et al., 2013).

As principais caracteristicas da resposta adaptativa séo a especificidade
e memoria imunoldgica. A especificidade é a capacidade das células de
distinguirem entre diferentes substancias. A memoria imunolégica diz respeito a
habilidade das células responderem a uma exposi¢cdo repetida ao mesmo
antigeno de forma rapida e vigorosa (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015).
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FIGURA 3 — Fases da imunidade adaptativa.
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A ativagdo de linfocitos se da pelo contato inicial de um linfécito naive com o antigeno por
intermédio das células apresentadoras de antigeno. O linfécito T naive, ao ser ativado, se
diferencia em células efetoras produtoras de citocinas e citotoxicas, respectivamente. Linfécitos
B naive se diferenciardo em células produtoras de anticorpos. Esses dois tipos celulares,
linfécitos T e B, atuardo conjuntamente para eliminagdo de antigenos. Apds esse processo,
parte das células sera eliminada e outra parte permanecera como células de memoéria.

Fonte: adaptado de Abbas et al. (2015).

As células T CD8+ sdo conhecidas principalmente por serem células
efetoras contra patdgenos intracelulares. Para iniciar suas funcdes, o linfécito T
CD8+ naive deve inicialmente ser ativado por membros especializados do
sistema imunoldgico inato. Células T atuam localmente ao entrar em contato
com células hospedeiras infectadas tanto por deteccdo de PAMPs
apresentados pelo MHC de classe | ou interagirem diretamente com moléculas
efetoras toxicas. Apo6s a depuragdo da infeccéo, os linfécitos T de memoria
permanecem (RUSSELL et al., 2002; SKON et al., 2013).

Os linfécitos T CD8+ usam varias formas para matar células infectadas e
alteradas, tais como a secrecdo de citocinas como IFN-y e TNF-a, que
possuem efeitos antivirais, e liberagdo de granulos citotoxicos contendo

perforina e granzimas. No entanto, os linfocitos T CD8+ também podem



25

secretar um painel amplo de citocinas semelhantes aos subconjuntos de
células T CD4+ bem descritos (PFEFFER et al., 2017).

A capacidade dos linfécitos Th de responder a infeccbes através da
secrecdo de citocinas é um assunto bastante estudado na Imunologia. As
células Th podem ser divididas em quatro principais subconjuntos distintos com
base no perfil de secrecao de citocinas apresentados pelas células: células Thl
que produzem IL-2, IFN-y, TNF-a e linfotoxina-a; células Th2 caracterizadas
pela producao de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13; células Th1l7 que produzem IL-17; e
células T reguladoras (Treg) que produzem IL-10, IL-35 e TGF-B (RAMANI et
al., 2015; BERNINK et al., 2013). Recentemente, foi descoberto outro perfil de
células Th, o perfil Th9 que se caracteriza pela producédo de IL-9 (SCHIMITT;
KLEIN; BOPP, 2014; DENG et al., 2016).

A resposta dos linfocitos Th a um antigeno € dirigida pela resposta
imune inata, de forma que o sub-tipo no qual o linfécito Th ir4 se diferenciar
depende do ambiente no qual a APC encontrou inicialmente o antigeno, pois
diferentes células da imunidade inata podem funcionar como uma fonte
precoce de citocinas durante a resposta imune. A apresentacdo do antigeno
processado pelo MHC de classe Il, juntamente com moléculas co-
estimuladoras e combinagdes precisas de citocinas, impulsiona a diferenciacéo
de linfécitos Th naives em células efetoras de perfil especifico sendo Thl, Th2
ou Th17 (MIRCHANDANII et al., 2014; CIRACI et al., 2016; JANKOVIC; FENG,
2015).

A capacidade das células T virgens diferenciarem-se em linhagens Th
distintas e os diferentes papéis dos subconjuntos Th com suas respectivas
citocinas em infec¢bes, alergias e auto-imunidade tem sido objeto de varias
décadas de pesquisa (BERNINK et al., 2013; WILHELM et al., 2012; WALKER
et al., 2013; SPITS; DI SANTO, 2011).

2.2 PERFIS DE RESPOSTA DE LINFOCITOS Th

As respostas efetoras do tipo 1 sdo definidas por células Thl e Thl7,
células T citotoxicas, grupos 1 e 3 de células linfoides inatas (ILCs)
imunoglobulinas IgM, IgA e classes de anticorpos IgG especificos. Essa

resposta efetora fornece imunidade contra bactérias, virus, fungos e
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protozoarios. Elementos de imunidade tipo 1 também ajudam a manter
vigilancia imune anti-tumoral (WYNN, 2017). O fator chave necessério para a
diferenciacdo de células Thl a partir de linfécitos Th naive é a IL-12, mas
também a presenca de IFN-y desempenha um papel importante (COSMI et al.,
2013). IFN-y produzido por células Thl ja demonstrou um importante papel na
ativacao de macrofagos para combate a bactérias intracelulares (SALLUSTO et
al., 2017).

A resposta imune do tipo 2 € caracterizada por células Th2, eosindfilos,
mastocitos, basofilos, ILC2s, macréfagos induzidos por IL-4 e/ou IL-13, IgE e
as citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (WYNN, 2017; MIRCHANDANI et al., 2014).
Quando a dicotomia Th1l-Th2 foi descrita pela primeira vez por Mosmann &
Cofman (1989), a imunidade do tipo 2 n&o foi considerada como uma resposta
efetora importante, mas como um mecanismo regulatério, cuja principal funcéo
era limitar as consequéncias prejudiciais da imunidade protetora mediada por
células Thl (ABBAS, MURPHY, SHER, 1996). A compreensdo do papel da
imunidade tipo 2 se expandiu nos ultimos anos. Além de suprimir a imunidade
do tipo 1 e a inflamacédo conduzida por células Thl, a imunidade do tipo 2
surgiu como uma resposta efetora importante que possui agao de protecao ao
hospedeiro contra infeccbes (WYNN, 2017; REDPATH et al., 2018).

Uma resposta Th2 oferece protecdo contra parasitas extracelulares,
aumentando as defesas iniciais em barreiras fisicas, e também auxilia na
manutencdo da homeostase metabodlica e promoc¢édo da remodelacéo tecidual
apos lesdo (HEREDIA et al., 2013; CHAWLA; POLLARD, 2013;). Além disso, a
imunidade do tipo 2 foi identificada como um mecanismo de protecéo
importante em varias doencas auto-imunes (ANTHONY et al., 2011) incluindo
artrite, esclerose multipla e doenca de Crohn devido & sua capacidade de
suprimir a inflamacéo de tipo 1 (CHEN et al., 2016; FINLAY et al., 2016).

O perfil Thl7 exibe seis membros na familia de citocinas de IL-17,
incluindo IL-17A (comumente referida como IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-
17E (também conhecida como IL-25) e IL-17F (WANG et al.,, 2012). Ha
também a secrecédo de TNF-a (GAFFEN et al., 2014) e IFN-y (LEXBERG et al.,
2010). A diferenciacdo de células produtoras de IL-17 requer um conjunto de
fatores de transcricdo que ndo se sobrepde aos fatores necessarios para as
células Thl ou Th2 (DONG, 2011).
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Os requisitos para a diferenciacdo Th1l7 sdo mais complexos do que
para as células Thl e Th2, pois a producédo de IL-17 pode ser induzida por
diferentes combinagdes de citocinas. Inicialmente, a combinacdo TGF-§ e IL-6
foi identificada em camundongos (VELDHOEN et al., 2006), e em seguida foi
proposta a combinacéo IL-1B, IL-6 e/ou IL-23 em seres humanos (ACOSTA-
RODRIGUEZ et al., 2007; COSMI et al., 2008). Na presenca de um coquetel
com as citocinas TGF-B, IL-1B, IL-6 e IL-23, a diferenciacdo de Thl7 foi
eficiente em seres humanos (MANEL et al., 2008; KORN et al., 2009).

Células Th17 impulsionam o recrutamento de neutrofilos e a producéo
de peptideos antimicrobianos em resposta a bactérias extracelulares e fungos
(MISIAK et al., 2017). Um defeito na produgéo de IL-17 resulta em aumento da
disseminacdo bacteriana, correlacionando-se com mediadores inflamatorios
reduzidos e recrutamento de neutrofilos deficiente. IL-17 e IL-17F medeiam a
funcdo imunoldgica induzindo citocinas pro-inflamatorias, peptideos anti-
patogénicos e secrecdo de quimiocinas por células imunes efetoras
(ISHIGAME et al., 2009; YANG et al., 2008). A liberacdo dessas moléculas pro-
inflamatorias desencadeia recrutamento de células imunes inatas para o local
de infeccdo e eliminagdo de patdgenos. A IL-17 derivada de fontes inatas e
adaptativas pode lutar contra a invasao de patdégenos em diferentes fases e
locais de infeccdo, o que adiciona maior complexidade a sua resposta imune
(JIN; DONG, 2013).

Existe também outra subpopulacdo de células T CD4+, descrita mais
recentemente quando comparada as demais, que é a subpopulacédo Th9. Esse
subconjunto é caracterizado principalmente pela producao da IL-9, que possui
efeito em vérios tipos celulares incluindo mastdcitos, eosindfilos, linfocitos T e
células epiteliais (NOELLE; NOWAK, 2010; WILHELM et al., 2012). As células
Th2 foram inicialmente descritas como a principal fonte de IL-9. Contudo, foi
demonstrado que IL-9 e IL-4 raramente sdo produzidas pela mesma célula,
indicando que as células Th9 representam um subconjunto de células Th
distinto (STAUDT et al., 2010; VELDHOEN et al., 2008). Este subconjunto de
células T CD4+ é desenvolvido sob a influéncia de IL-4 e TGF-B, e resulta na
producdo exclusiva de IL-9 ou em conjunto com IL-10 (KAPLAN, 2013;
KAPLAN et al., 2015). No entanto, poucos dados estdo disponiveis sobre o

padrdo de expressao das células Th9 em humanos (ANURADHA et al., 2016).
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As células Th9, nos seres humanos, podem desempenhar um papel protetor
(antitumoral), bem como um papel patogénico (alergia, asma e auto-imunidade)
(PURWAR et al., 2012; SOROOSH; DOHERTY, 2009; PAN et al., 2013).

As células T reguladoras (Treg) tém a capacidade de regular as
respostas imunes inatas e adaptativas. Elas expressam CD25 em sua
superficie, o fator de transcricdo FOXp3 e também expressam no citoplasma e
superficie o receptor co-inibitério CTLA4 (YAMAGUCHI et al., 2011; KLOCKE;
HOLMDAHL; WING, 2017). CTLA4 esta envolvido na fungédo supressora das
células Treg pela diminuicdo da expressao de CD80 e CD86 (moléculas co-
estimulatérias) nas células apresentadoras de antigeno (SAKAGUSHI et al.,
2013). O desenvolvimento e sobrevivéncia de células Treg sdo muito
dependentes de um numero de fatores-chave e sinalizacéo, incluindo IL-2,
TGF-B e moléculas co-estimuladoras (como CD28) (KORN et al., 2009; HE et
al., 2017).

As células Treg proliferam vigorosamente em ambientes inflamatorios
(como em tumores e nas ilhotas pancreéticas de camundongos diabéticos néo-
obesos) muitas vezes em maior extensdo do que outros subconjuntos de
células T (SAKAGUCHI et al., 2013). Células Treg séo responsaveis por
manter as respostas imunes em equilibrio e prevenir a reatividade imune
excessiva e perigosa. Varias doencas humanas, incluindo cancer, infeccdes
cronicas e sindromes autoimunes foram associadas ao desequilibrio da acdo
das células Treg, o que parece contribuir para o processo da doenca e ter um
impacto na sobrevida do paciente (MOUGIAKAKOS et al., 2010; JENABIAN et
al., 2010).

A Figura 4 traz as principais caracteristicas e funcbes dos diferentes
subtipos de células Th. E notério que a producéo de IL-10 é compartilhada por
diferentes subtipos celulares, dentre as quais estédo células da imunidade inata,
como macrofagos, monocitos, células dendriticas, mastocitos, neutrofilos,
eosindfilos e células NK, e células da imunidade adaptativa como células T
CDA4+, células T CD8+ e células B (SARAIVA; O'GARRA, 2010). A IL-10 foi
primeiramente descrita sendo produzida por células Th2, inibindo a sintese de
citocinas por macrofagos quando induzidos por células Thl, mas também é
produzida e exerce efeitos em varias outras células. A IL-10 € uma citocina

antiinflamatoria com papel crucial na prevencéo de patologias inflamatorias e
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auto-imunes, regulando a resposta imune aos patégenos (CASTILLO, KOLLS,
2016). No entanto, a producdo de IL-10 também pode restringir de forma
inadequada as respostas imunes protetoras e, nesse contexto, a IL-10 pode

contribuir para a infeccéo cronica (MOORE et al., 2001).
FIGURA 4 - Diferenciacdo de células T CD4+ naive em subpopulacdes com diferentes acdes

na imunidade.
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Representacéo dos estimulos necesséarios no ambiente celular para o estabelecimento de cada
subpopulacédo de linfécitos Th (CD4+). Apés a diferenciagdo, cada perfil celular inicia sua
prépria producédo de citocinas e atua através de diferentes mecanismos.

Fonte: adaptado de Zhu e Paul (2008).

2.3 RELACAO ENTRE OS PERFIS DE LINFOCITOS Th EDOENCAS

Na atualidade, ha diversas doencas relacionadas ao desequlibrio do
sistema imunoldgico, sejam doencas causadas por imunodeficiéncia ou por
super ativacdo da resposta imune. Ja foram relatadas as fungdes de
determinados perfis celulares na geracédo e combate a doencas.

A desregulacdo da tolerancia imune pode levar ao desenvolvimento de
varias doencas dentre elas as alergias, asma, tumores, infeccbes cronicas,
rejeicdo de o6rgdos transplantados e doencas auto-imunes. Como exemplo, a
resposta tipo 2, quando desregulada, crénica ou hiper-reativa, pode contribuir
para o desenvolvimento de doencas como alergias a drogas, toxinas e

alimentos, asma, dermatite atopica, rinite alérgica, esofagite eosinofilica e
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anafilaxia (PALM et al., 2012; AKDIS, 2012). Apds a descoberta das células
Thl e Th2 por Mosmann et al. (1986), pesquisas apresentaram que uma
resposta Th2 estaria relacionada ao desenvolvimento de doencas alérgicas e
gue as respostas Thl seriam predominantes em infeccbes e auto-imunidade.
Dessa forma, tem sido sugerido que uma mudancga para uma resposta Thl
pode ser necesséria para o tratamento bem-sucedido de alergias, e uma
mudanca para uma resposta Th2 pode ser benéfica para o tratamento de auto-
imunidade (LICONA-LIMON et al., 2013; RAPHAEL et al., 2015; NOURI et al.,
2015).

A medida que as respostas imunoldgicas do tipo 1 e do tipo 2 se
encontram, as respostas de citocinas do tipo 2 suprimem o desenvolvimento da
imunidade protetora do tipo 1 contra uma ampla gama de agentes patogénicos
virais, bacterianos e protozoarios, e assim pode facilitar a infeccéo
descontrolada ou persistente (POTIAN et al., 2011; OSBORNE et al., 2014).

A supressado da imunidade do tipo 1 e do desenvolvimento de células T
citotoxicas por imunidade do tipo 2 também pode estar envolvida com a
promocdo da tumorigénese e crescimento de células tumorais (OCHI et al;
2012; TIAN et al.,, 2016). Estudos tém apontado o papel das subpopulacdes
Thl e Th17 na fisiopatologia de doencas auto-imunes. Tem sido sugerido que
as citocinas relacionadas a células Th17, tais como IFN-y, IL-17, IL-21 e IL-22,
desempenham um papel na diabetogénese em ratos e em humanos. Embora o
papel da IL-17 pareca ser de defesa em mucosas e direcionamento de
resposta imune a patdégenos extracelulares, ela também desempenha um papel
critico no processo inflamatério e no desenvolvimento de algumas doencas
auto-imunes como artrite reumatoide, psoriase, esclerose mdultipla e doenca
inflamatoria intestinal. Por muito tempo, acreditava-se que essas doencgas eram
iniciadas por resposta Thl, porém estudos evidenciaram o papel de células
Thl7 na patogénese (PECK & MELLINS, 2009; CROME et al., 2010;
LANGRISH et al., 2005, HIROTA et al., 2011).

Snell et al. (2016) comprovaram que a deficiéncia de células Thl leva a
um declinio progressivo de linfécitos T CD8+ e a um quadro persistente de
infecgdo viral, enquanto seu reestabelecimento restaura o funcionamento
normal e o numero de linfécitos T CD8+ que sdo capazes de controlar a

infeccdo viral. Com relacdo ao tratamento de cancer, algumas estratégias tém
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sido usadas para direcionar respostas de linfocitos T a células tumorais, pois
essas ceélulas apresentam vantagens como especificidade, memoéria e
adaptacdo aos mais diversos tipos de antigenos expressos por tumores
(SHARMA; ALLISON, 2014). Nos humanos, tem sido demonstrado que 0s
linfocitos participam de diversas respostas antitumorais. As células T, ao
infiltrarem tumores, estdo associadas a resultado clinico de melhor progndstico
para cancer de mama e de pulmao (LOI et al., 2014; DJENIDI et al., 2015)
Tosolini et al. (2011) mostraram que pacientes que possuiam tumores
colorretais infiltrados com alta expressao de genes relacionados a células T
citotdxicas e células Thl, apresentavam uma alta taxa de sobrevivéncia.

A resposta Thl7 tem sido eficiente no combate a infec¢cées por
diferentes microrganismos como bactérias, fungos e virus. Sua atividade
antimicrobiana ja foi comprovada em estudos em que deficiéncia de células
Thl7 é um fator contribuinte para infeccdes por Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae (MA et al., 2008; MILNER
et al., 2008; ISHIGAME et al., 2009, SAIJO et al., 2010). Presenca de células
Th17 em hepatocarcinoma originado do virus da hepatite B esta relacionada a

uma maior taxa de sobrevida e remissdo da doenca (YAN et al., 2014).

2.4 LECTINAS: DEFINICAO, METODOS DE PURIFICACAO E
CARACTERIZACAO

As lectinas constituem um vasto grupo de proteinas que possuem
diferentes estruturas, propriedades biologicas, caracteristicas fisico-quimicas e
tém como caracteristica definidora a capacidade de reconhecimento de
carboidratos de forma especifica e reversivel, sem alterar a estrutura covalente
da molécula a qual se liga (LIU; BIAN; BAO, 2010; KARNCHANATAT et al.,
2012; MACEDO et al., 2015). As lectinas sao geralmente detectadas com base
na sua capacidade de induzir a aglutinagéo de eritrécitos, fendbmeno chamado
de hemaglutinacdo (Figura 5) (NIZET; VARKI; AEBI, 2017). A inibicdo da
atividade hemaglutinante na presenca de acucares livres em solugcédo deve ser

realizada para que seja confirmado que a aglutinagéo envolve o sitio de ligacao
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a carboidratos da superficie dos eritrocitos, bem como para identificar a
especificidade da lectina (DAN et al., 2015; SATO et al., 2015).

Os dominios de ligacdo a carboidratos das lectinas interagem com
mono, oligo ou polissacarideos por meio de ligacbes ndo covalentes, como
pontes de hidrogénio, interacdo de Van der Waals e interacGes hidrofébicas
(SHARON, 2007; SINGH; KAUR; SINGH, et al., 2015). As lectinas nédo tem
origem imunologica, o que as diferencia das imunoglobulinas anti-carboidratos
gque também podem aglutinar células. Enquanto os anticorpos sao
estruturalmente semelhantes, as lectinas diferem na composicdo de
aminoacidos, estrutura tridimensional e peso molecular e outras propriedades
(COELHO et al., 2017).

FIGURA 5 - Representacéo da atividade hemaglutinante de lectinas.

g LECTINA COMSITIODE LIGAGCAO
¥ INIBIDO POR CARBOIDRATOS
‘. ESPECIFICOS

+ CARBOIDRATO ESPECIFICO
(EM SOLUCAO)

mms  LECTINA

G" RESIDUOS DE CARBOIDRATOS
~ 4 DA SUPERFICIE DE ERITROCITOS

A esquerda, a propriedade das lectinas de causar aglutinacdo de eritrécitos por
reconhecimento de carboidratos especificos. A direita, estd representada a inibicdo da
atividade hemaglutinante: quando colocadas em contato com carboidratos livres na solucéo, as

lectinas ligam-se a esses carboidratos e consequentemente ndo aglutinam os eritrécitos.

Fonte: Santos et al. (2014).

As lectinas foram inicialmente classificadas de acordo com a afinidade a
carboidratos em: lectinas ligadoras de manose, N-acetilglicosamina, galactose,
N-acetilgalactosamina, fucose ou acido sialico (BARI et al., 2013; SANTOS et
al., 2014). Porém, essa classificagcdo nao se aplica a todas as lectinas, ja que
algumas possuem a capacidade de se ligar apenas a agucares complexos ou
glicoconjugados (VAN DAMME; LANNOO, PEUMANS, 2008; AHMED; HMED;
MOHAMMED; ANBAZHAGAN, 2015; SHANMUGAVEL et al., 2016).

Algumas lectinas que possuem na sua composi¢ao a presenca de ions,

gue se mostram essenciais para a sua atividade biolégica, sendo chamadas de
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ion-dependentes. Lectinas tipo C, por exemplo, constituem uma grande familia
de lectinas dependentes de Ca?*, importantes no papel de reconhecimento e
eliminacdo de patégenos na imunidade inata (PAIVA et al., 2010; WANG et al.,
2013). H4 também relatos de outros cations divalentes estimulando lectinas,
tais como Mg?* e Mn?* (CARVALHO et al., 2013; ANTONYUK; LUTSYK,
ANTONYUK, 2016). Ainda, ha lectinas que nao sao totalmente dependentes de
ions, mas que tem sua capacidade de reconhecer carboidratos estimulada na
presenca dos mesmos (HONG et al., 2015).

Entre as atividades bioldgicas das lectinas € possivel mencionar acoes
imunomoduladora, antiviral, antifingica, antibacteriana, antitumoral e inseticida
(PATRIOTA et al., 2017; MITCHELL, RAMESSAR, O'KEEFE, 2017; JONES et
al., 2017; SUN et al., 2016; CHEN et al., 2018; TATSUTA et al., 2018; MOURA
et al.,, 2017). Ha um crescente interesse na aplicacdo de lectinas vegetais na
terapia de doencas humanas, como no desenvolvimento de agentes
imunomoduladores e antitumorais (CUI et al., 2017, PERVIN et al., 2015).

A capacidade das lectinas de detectarem diferengcas, mesmo que sutis,
em estruturas de carboidratos presentes na superficie de células e em tecidos,
estimula a avaliacdo dessas proteinas como ferramentas biolégicas na
pesquisa biomédica (PROCOPIO et al., 2017a). As aplicacdes de lectinas na
deteccdo de metastases tumorais foram relatadas nas Gltimas décadas (YANG
et al.,, 2011). Pesquisas descrevem que o0 processo de metastase tumoral é
sempre mediado por alteracdes de glicoproteinas nas membranas celulares, o
gue pode facilitar a migracado de células cancerosas para locais secundarios
(DAN et al.,, 2013). Alteragbes na glicosilagado celular podem ser estudadas
utilizando lectinas e anticorpos monoclonais. Muitas lectinas séo Uteis para
diferenciacdo de células tumorais e células normais (BLIXT et al., 2011; LI et
al., 2011; DAN et al., 2013).

Antes de iniciar o estudo da atividade biolégica propriamente dita de
uma lectina, é necessario realizar uma purificacdo adequada, a fim de
assegurar que as atividades biologicas detectadas estdo sendo realmente
desempenhadas pela lectina. Inicialmente, € feita a extracdo de proteinas do
tecido-fonte, a qual deve ser realizada sob condicbes especificas de
temperatura e tempo para que se obtenha um bom rendimento (RAFIQ et al.,
2014; PROCOPIO et al., 2017a). As lectinas podem ser purificadas através de
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cromatografias utilizando-se diferentes tipos de fase estacionaria, onde a
escolha depende de caracteristicas como tamanho molecular, carga ibnica e
afinidade por determinado carboidrato (POHLEVEN et al., 2012; VAN DAMME
et al., 2014).

A cromatografia de troca ibnica é baseada na carga da molécula em
determinado valor de pH, ficando retidas na coluna as proteinas que possuem
uma carga oposta a da matriz. A cromatografia de gel filtracdo separa proteinas
de acordo com a diferenca do tamanho molecular. A cromatografia de afinidade
baseia-se na principal caracteristica que as lectinas apresentam que € a
capacidade de ligacdo a carboidratos: a matriz da coluna cromatogréafica é
constituida por um monossacarideo, oligossacarideo, polissacarideo ou
glicoconjugado ao qual a lectina possui afinidade (PROCOPIO et al., 2017a;
SINGH et al.,, 2014). O monitoramento da presenca de lectinas durante o
processo de purificacéo é feito através do ensaio de hemaglutinagdo (COELHO
et al., 2017).

A eletroforese € uma técnica de separacdo de substancias, sendo
utilizada na identificacdo de pureza de proteinas, depois de realizadas as
etapas anteriormente citadas. Uma mistura de proteinas € colocada em um
suporte (papel ou um gel polimérico), o qual é submetido a uma diferenca de
potencial, onde moléculas carregadas migram a diferentes velocidades para o
respectivo anodo ou catodo, a depender de sua carga (WESTERMEIER, 2017;
ARMAREGO, 2017). Um tipo de eletroforese bastante utilizado em processos
de purificacdo de proteinas é a eletroforese em gel de poliacrilamida em
condicBes desnaturantes, na presenca do dodecil sulfato de sédio (SDS, do
inglés sodium dodecyl sulphate). O SDS desnatura e adiciona carga negativa a
todas as proteinas presentes na amostra, tornando todas as proteinas
semelhantes, a ndo ser pelo peso molecular, propriedade que determinara a
distancia que migrardo no gel de poliacrilamida (KUMARI, NAGARAJU;
MALLIKARJUNA, 2017; PAIVA et al., 2011).

2.4.1 Lectinas de plantas

As plantas sao fontes ricas de lectinas, sendo essas proteinas extraidas

facilmente de diversas partes, tais como cascas, folhas, frutas e sementes.
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Pode-se obter diferentes lectinas em diferentes tecidos de uma mesma planta
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME et al., 1998; BHAT et al., 2010;
VAN DAMME et al., 2011; PROCOPIO et al., 2017a). Ha evidéncias de que
algumas lectinas combinam uma funcdo de proteina de armazenamento e
papel na defesa das plantas contra patégenos e herbivoros (LANNO; VAN
DAMME, 2014; DE HOFF et al., 2009).

As lectinas de plantas podem ser classificadas em doze familias de
proteinas de acordo com a sequéncia do seu dominio de reconhecimento de
carboidratos. Essas familias sdo: a familia da aglutinina de Agaricus bisporus,
as amarantinas, os homologos das quitinases da classe V, a familia da
cianovirina, a familia da aglutinina de Euonymus europaeus, a familia da
aglutinina de Galanthus nivalis, a familia da heveina, as lectinas relacionadas a
jacalina, as lectinas de leguminosas, a familia de lectinas do dominio LysM, as
lectinas semelhantes a da Nictaba e a familia de lectinas do tipo ricina B. A
familia das lectinas leguminosas é a mais estudada e caracterizada atualmente
(VAN DAMME 2008, JIANG et al., 2010).

Cada dominio de ligacdo a carboidratos é caracterizado por sua propria
sequéncia de aminoacidos e dobramento. Contudo, alguns dominios podem
mostrar reatividade semelhante em relacdo a estruturas de carboidrato,
indicando que a especificidade ndo esta exclusivamente ligada a ocorréncia de
um determinado dominio (VAN DAMME, 2008). As lectinas, no entanto, nao
sdo compostas apenas pelos dominios de ligacdo a carboidratos, possuindo
outros dominios importantes para suas funcdes (VAN DAMME, 2014), fazendo
com que as classificacdes baseadas em especificidade ao carboidrato ou
estrutura tridimensional estejam sempre sendo complementadas utilizando-se
outros parametros (VAN HOLLE; VAN DAMME, 2015).

Com base na estrutura molecular geral, as lectinas de plantas podem ser
classificadas em merolectinas, que séo lectinas que possuem apenas um
dominio de ligagcdo ao carboidrato, sendo, portanto incapazes de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células; hololectinas, que possuem mais de um
dominio de ligagéo a carboidrato muito similares ou idénticos, podendo entdo
induzir processos de precipitacdo e aglutinacdo; quimerolectinas, que contém
um dominio de ligagdo de carboidratos e outro dominio ndo relacionado,

atuando independentemente; superlectinas, que sao lectinas que possuem pelo
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menos dois dominios de reconhecimentos a carboidratos distintos (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995; PEUMANS et al., 2001).

As atividades biologicas reportadas para as lectinas purificadas de
plantas tém sido as mais diversas. WSMoL, lectina extraida das sementes de
Moringa oleifera, possui atividades antibacteriana, inseticida e nematicida
comprovadas (MOURA et al.,, 2015; MOURA et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2017; MEDEIROS et al., 2018). CasuL, uma lectina acida e termoestavel
isolada de foliololos de Calliandra surinamensis, apresentou atividade citotéxica
para células cancerosas e antimicrobiana, incluindo atividade antibiofilme
(PROCOPIO et al., 2017b). As lectinas de plantas mostraram propriedades
anticancerigenas notaveis in vivo e in vitro e estudos clinicos mostraram que
podem funcionar como uma alternativa na terapia do cancer (YAU et al., 2015).
Um dos exemplos mais citados sdo as lectinas de visco, como a viscumina,
testada em estudos clinicos de fase | utilizando tumores solidos refratarios a
outros tratamentos. Um dos tipos de tumor estudados foi de bexiga e o
tratamento com a lectina apresentou menos efeitos colaterais do que o
imunoterapico mais utilizado para o caso. Foi observada remissdo completa em
18% dos pacientes (ZWIERZINA et al., 2011).

2.4.2 Lectinas com atividade imunomoduladora

Lectinas atuam como imunomoduladores pela ligacdo especifica a
superficie de glicoproteinas de células imunoldgicas, o que pode induzir
diversas respostas biolégicas (LAUBLI et al., 2014; SARTIM; SAMPAIO, 2015;
KATRLIK et al., 2010; GAO et al., 2013; SUNG et al., 2013). Estudos indicam
gue lectinas podem modular a producdo de determinadas citocinas e espécies
reativas e induzem respostas imunes eficientes contra tumores e infeccdes
microbianas (SILVA; CORREIA, 2014).

O efeito imunomodulador exercido por lectinas de plantas tem acéo
protetora contra infec¢cdes, como podemos mencionar na imunizagdo contra
Leishmania (PANUNTO-CASTELO et al., 2001; BARRAL-NETO et al., 1996;
TEIXEIRA et al.,, 2006) e combate a infeccbes bacterianas e parasitarias
através da modulacao de citocinas (BATISTA et al., 2017; SOUZA et al., 2016).

No campo da Cancerologia, 0s agentes imunoestimulantes constituem uma
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terapia alternativa a quimioterapia convencional (BENMEBAREK et al., 2013).

A Tabela 1 traz um resumo de algumas lectinas obtidas a partir de plantas, que

apresentam efeito imunomodulatoério sobre a producéo de citocinas.

TABELA 1- Lectinas de plantas com atividade imunomoduladora

Lectinas (plantas)

Atividade imunomoduladora

Referéncias

Cramoll
(Cratylia mollis)

ConA
(Canavalia ensiformis)

ConBr
(Canavalia brasiliensis)

CFL (Canavalia argentea)

ACA (Allium cepa)

Artin M (Artocarpus
heterophyllus)

PHA (Phaseolus vulgaris)

PTL (Pinellia ternata)

Mistletoe lectins
(Viscum album)

MvFL (Microgramma
vacciniifolia)

Jacalina (Artocarpus
heterophyllus)

ScLL (Synadenium
carinatum)

Inducéo da producéo de citocinas IFN-
v, IL-6, IL- 17A, IL-22, IL-23 e IL-1,

Producéo de IFN-y, IL-12 e L-10

TNF-a e IL-4

Producéo de IFN-y, IL-6 e IL-12 e
liberacdo de NO

Indugéo de transcritos para IL-6, IL12
e IFN-y

Indug&o de resposta Thl (atravées da
producéo de IFN-y e IL-2)

Producéo de IL-12 (desenvolvimento
de resposta Th1l)

Producgé&o de IFN-y e IL-2

Producédo de TNF-q, IL-1B e IL-6

Liberag&o das citocinas IFN-y, IL-4, IL-
13 and IL-17.

Producéo de IFN-y, TNF-q, IL-6 e NO

Indug&o de resposta Thl (através da
producéo de IFN-y e IL-6)

Producéo de IFN-y, IL-10, TNF-q, IL-
12 e IFN-y

Melo et al. (2010);
Oliveira et al. (2013);
Silva et al. (2015).

Melo et al. (2011).
Li et al., (2016).

Andrade et al. (1999);
Batista et al. (2017).

Batista et al. (2017).

Prasanna e Venkatesh
(2015).

Souza et al. (2013)

Muraille et al. (1999)

Yu et al. (2015)

Saha et al., 2016

Patriota et al. (2017)

Buthia et al. (2009)

Rogerio et al. (2007);
Batista et al. (2017)

Fonte: elaborada pela autora

PTL é uma lectina obtida a partir de Pinellia ternata, planta bastante

utilizada na medicina tradicional chinesa, que apresenta atividade antitumoral

(ZUO et al., 2012). Esta lectina é capaz de ativar macréfagos, induzindo a

producédo de TNF-a, IL-1B e IL-6 de maneira dose e tempo dependente e

também estimula a atividade quimiotatica de neutrofilos (YU et al., 2015). A

lectina de sementes de Bauhinia bauhinioides, denominada BBL, demonstrou
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importantes efeitos vasodilatadores in vivo, como edema de curta duragéo e
aumento da permeabilidade vascular (SILVA et al., 2011).

MvFL é uma lectina purificada de frondes de Microgramma vacciniifolia e
apresentou capacidade de inducédo de perfil pro-inflamatério Thl, através de
aumento da producéo das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-6, bem como de 6xido
nitrico por células mononucleares de sangue periférico humano.
Interessantemente, essa resposta foi acompanhada pelo estimulo da producéo
da citocina regulatéria IL-10 (PATRIOTA et al., 2017).

ConBr, lectina obtida da planta Canavalia brasilienses, e CFL, purificada
de Cratylia argentea, sdo potenciais fitoterapicos capazes de modular a
cascata de citocinas pré-inflamatérios e regulatorias e liberacao de 6xido nitrico
em infec¢des sistémicas causadas por Salmonella (SANTOS et al., 2016).

Artin M, lectina purificada da espécie Artocarpus heterophyllus, é capaz
de reconhecer a porcdo N-glicano tanto no TLR2 e CD14, presentes em
macrofagos, ligando-se a eles e iniciando um processo de ativacdo na
membrana plasmatica da célula imune. In vitro, essas interacfes
desencadeiam a sinalizacao celular que leva a ativacdo de NF-kB e producéo
da citocina IL-12 que induz uma resposta Thl (MARIANO et al., 2014; RICCI-
AZEVEDO, ROQUE-BARREIRA, GAY, 2017).

2.5 Alpinia purpurata

Alpinia purpurata pertence a familia Zingiberaceae, subfamilia
Alpinioideae e tribo Alpinieae, sendo uma planta nativa da Asia tropical e
subtropical (KRESS et al., 2002). Essa familia € composta por 1220 espécies
de regibes tropicais, sendo Alpinia o maior género, com 200 espécies
(ALBUQUERQUE; NEVES, 2004). A A. purpurata possui as variantes de
bracteas rosas e vermelhas, esta ultima conhecida no Brasil popularmente
como gengibre vermelho. E uma herbacea perene (Figura 6),
internacionalmente conhecida como planta ornamental, sendo a maioria dos
estudos sobre esta espécie voltada para melhorias de seu cultivo para
obtencdo de flores de corte (GONZALEZ;, MOGOLLON, 2001;
SANGWANANGKUL et al., 2008).
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FIGURA 6 - Alpinia purpurata. Variante de bracteas vermelhas.
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Além do potencial ornamental, A. purpurata tem sido descrita como fonte
de moléculas bioativas. Oleo essencial extraido da inflorescéncia de A.
purpurata apresentou uma variedade de efeitos biologicos incluindo efeitos
antibacteriano, larvicida (contra Aedes aegypti) e antiviral para HIV (SANTOS
et al., 2012; FUKAI et al., 2000). O éleo essencial das inflorescéncias de A.
purpurata tem ainda potencial para ser usado como um inseticida contra o
gorgulho do milho (Sitophilus zeamais), sendo essa atividade provavelmente
devido a monoterpenos e monoterpenos oxigenados (LIRA et al., 2015).

Em relagdo a propriedades medicinais, o rizoma da planta € conhecido
por estimular o apetite, melhorar a voz e paladar, sendo também utilizado no
tratamento de cefaléia, reumatismo, Ulceras, dor de garganta e doencas renais
(PRAJAPATHI et al., 2003). Extratos aquoso, etandlico e de cloroférmio do
rizoma da A. purpurata apresentam atividade antioxidante (SUBRAMANIAN;
SUJA, 2011), bem como extratos preparados a partir de suas folhas
apresentaram atividade antibacteriana para Mycobacterium tuberculosis,
micobactéria causadora da tuberculose (VILLAFLORES et al., 2010).

Tendo em vista que pesquisadores tém se dedicado cada vez mais ao
isolamento de compostos presentes na A. purpurata e que as lectinas sao
importantes ferramentas de pesquisa na area de Bioguimica, Biologia Celular,
Medicina e Imunologia, o presente trabalho investigou a presenca de lectinas

nas inflorescéncias dessa planta.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Purificar, caracterizar e avaliar a atividade imunomoduladora de lectina

de inflorescéncia de Alpinia purpurata.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

h)

Estabelecer protocolo de purificagdo da lectina de inflorescéncia de A.
purpurata (ApuL).

Determinar a massa molecular nativa e a composicdo em subunidades
da lectina.

Determinar a especificidade de ligacéo a carboidratos de ApuL.

Avaliar o efeito de variacdes de pH e temperatura na atividade
hemaglutinante de ApuL.

Determinar o efeito de céations divalentes na atividade hemaglutinante da
lectina.

Investigar a citotoxicidade de ApuL para células mononucleares do
sangue periférico humano (PBMCs).

Avaliar a producéo de citocinas e 6xido nitrico por PBMCs tratados com
a lectina.

Avaliar o efeito da lectina na diferenciacdo e proliferacdo de linfécitos T.
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4 CONCLUSOES

ApuL é uma lectina purificada de inflorescéncias de A. purpurata, com
massa molecular nativa de 34 kDa, afinidade pelas glicoproteinas fetuina e
ovoalbumina, estavel frente ao aquecimento a altas temperaturas (até 100°C),
apresentando AH mais elevada em pH 7,5 e estimulada pelos cations
divalentes Ca?* e Mg?*.

ApuL ndo apresentou citotoxicidade para PBMCs em concentracdes
capazes de induzir a liberacdo de citocinas dos perfis Thl (IFN-y, TNF-q, IL-6)
e Th1l7 (IL-17A), bem como de Oxido nitrico por estas células. ApuL estimulou
também a liberac&o de IL-10, uma citocina regulatéria do processo inflamatorio.
Além disso, promoveu diferenciacdo e ativacdo de linfécitos T CD8+ e CD4+.
Sendo assim, a inflorescéncia de A. purpurata é fonte de uma lectina com acgéo
imunomoduladora e potencial aplicacdo biomédica, o que adiciona valor

biotecnoldgico a esta planta ornamental.
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Alpinia purpurata is an ornamental crop known as a source of bioactive molecules. This is the first study to
report isolation of a lectin (carbohydrate-binding protein) from A. purpurata inflorescences (ApuL). The
immunomodulatory potential of ApuL was evaluated by investigating its effects on the production of
cytokines and release of nitric oxide by human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). In addition,

Keywords: the differentiation and activation of lymphocytes treated with ApuL was evaluated by immunophe-
Lymphocytes notyping assays. Apul is an acidic and oligomeric protein with native molecular mass of 34 kDa. The
Zingiberaceae hemagglutinating activity (HA) of ApuL was inhibited by the glycoproteins fetuin and ovalbumin, was
%:‘::‘;::abk — resistant to heating at 100°C and stimulated in the presence of caldum and magnesium ions. ApuL
B P showed highest HA at pH 7.5 but failed to agglutinate erythrocytes at pH 8.0 and 9.0. Apul induced the

release of cytokines belonging to Th1 (IFN-vy, TNF-q, and IL-6) and Th17 (IL-17A) profiles as well as of
nitric oxide, stimulating a pro-inflammatory environment. Moreover, ApulL also stimulated the
production of IL-10, an anti-inflammatory cytokine with regulatory role, Incubation with lectin resulted
in differentiation and activation of both T CD8" and CD4" subsets of lymphocytes, as evident from the
expression of the CD28 costimulatory molecule. In conclusion, A. purpurata inflorescence is a source of an
immunomodulatory lectin with potential immunoregulatory application, thereby adding biotechnologi-
cal value to this omamental crop)

© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

popularity in recent years, attracting attention of the population
and scientific community [4].

1. Introduction

Plants have been used to treat diseases since antiquity and
constitute one of the major sources of drugs used in traditional
medicine. Plant-derived bioactive compounds serve as models for
allopathic drugs [1-3]. Natural products have gained increasing

* Corresponding author.
E-mail address: thiagohn86@yahoo.com.br (T.H. Napoleao).

http://dx.doi.org/10.1016/j.biopha.2017.08.026
0753-3322/© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

The genus Alpinia (Zingiberaceae) contains many species that
produce attractive inflorescences, increasing their use for orna-
mental purposes [5]. The plant Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum.
is native to the Pacific Islands and is a very popular garden plant in
India and Brazil. It is cultivated in large scale for the production of
cut flowers [6,7]. A part of the inflorescences is usually discarded
without use due to quality standards [8]. Studies have investigated
possible applications of these parts, leading to the demonstration
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of the biotechnological relevance of the plant through its
insecticidal, antimicrobial, and antioxidant activities [8-12].

Lectins are proteins with diverse molecular structures and
biological properties [13]. These proteins have a characteristic
ability to recognize carbohydrates, including simple and free
sugars, polysaccharides, and oligosaccharide moieties present in
glycoproteins and glycolipids [14]. Lectins detected and isolated
from plant tissues have antiviral [15], insecticidal [16], antibacte-
rial [17], antifungal [18], and anti-tumor activities [19]. In addition,
some lectins are known to exert immunomodulatory effects [20-
24].

Immunomodulatory agents have gained increasing importance,
as induction or suppression of the immune system may be useful in
treatment of cancer and infectious processes [25-27]. Moreover,
changes in the cytokine production promoted by treatment with
synthetic drugs or natural compounds are essential for the
activation and recruitment of the immune response [28].

The immunomodulatory activity of plant lectins is known to be
initiated by their interaction with glycan moieties present on the
surface of immune cells. The binding between lectin and cell
carbohydrates may trigger biological responses of initiation,
amplification, or inhibition of transmembrane signal transduction
pathways. This may result in cell proliferation, differentiation,
migration, and activation of cell death [29,30]. In addition, the
interaction between lectin and immune cells may lead to the
production of certain cytokines, thereby promoting efficient
immune responses against microbial infections or tumor cells [31].

In this paper, we evaluated A. purpurata inflorescence as a
potential source of lectins - a well-recognized class of biotechno-
logically relevant proteins. The isolated lectin Apul was investi-
gated for its cytotoxic effect against human lymphocytes as well as
its immunomodulatory properties on human peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs). The description of novel bioactive
compounds from cultivated ornamental plants will add new value
to the production chain and suggest potential uses for discarded
materials.

2. Material and methods
2.1, Lectin isolation

Inflorescences of A. purpurata were collected at the campus of
the Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), with authorization
(number 36301) of the Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (1ICMBio) from Brazilian Ministry of Environment.
The bracts were separated, washed with distilled water, and dried
at 28°C for 2 days. The dried material was milled and the resulting
powder (10 g) suspended in 0.15M sodium chloride (NaCl, 100 mL)
for 16 hat 28 °Cunder constant stirring. The suspension was passed
through filter paper and gauze and the filtrate centrifuged (10 min,
3000g) to yield an extract. Ammonium sulfate (40% saturation) was
added to the extract for precipitation of proteins [32]. After stirring
for 4h at 28°C, the solution was centrifuged (10 min, 3600 rpm)
and the precipitated fraction (PF) and supernatant fraction (SF)
were dialyzed (6h, two liquid changes) against distilled water
using a 10-kDa cut-off cellulose membrane (Sigma-Aldrich, USA).
The dialyzed SF (2mlL; 2.5mg protein) was subjected to gel-
filtration chromatography on a Sephadex G-75 (GE Healthcare Life
Sciences, Sweden) column (30.0 x 1.5¢m) previously equilibrated
with 0.15M Nadl. The column was irrigated with 0.15M NaCl at a
flow rate of 20mL/h. Fractions of 5mL were collected and
monitored for absorbance at 280 nm wavelength and hemaggluti-
nating activity as described in the next section. The first peak was
deemed Apul (A. purpurata inflorescence lectin) as explained
under ‘Results and discussion’, In all purification steps, the protein

concentration was determined according to the method described
by Lowry et al. [33].

2.2. Hemagglutinating activity

Hemagglutinating activity (HA) of the extract, PF, SF, and
chromatographic fractions was evaluated as described by Procépio
etal. [18] using rabbit erythrocytes fixed with glutaraldehyde [34].
The assay was performed in 96-well V-bottomed microplates
treated with 50 pL of 0.15M NaCl. In a row, the first well
corresponded to the control. A 50 pL volume of the sample was
added to the second well and starting from this well, a two-fold
serial dilution was performed until the end of the row. Finally,
50 p.L of the erythrocyte suspension (2.5%, v/v) in 0.15 M NaCl was
added to all wells. After 45min of incubation at 28°C, the
occurrence of erythrocyte agglutination was observed. The number
of HA units was recorded as the inverse of the highest dilution at
which the sample was still capable of undergoing erythrocyte
agglutination. Specific HA (SHA) was calculated as the ratio of HA
and protein concentration (mg/mL). The Ethics Committee on
Animal Experimentation of the Universidade Federal de Pernambuco
approved the method used to collect erythrocytes (process
23076.033782/2015-70).

2.3. Determination of native molecular mass

Native molecular mass of Apul was determined by loading the
lectin (2 mL; 2 mg of protein) onto a HiPrep 16/60 Sephacryl 5-100
HR column coupled to the AKTAprime plus system (GE Healthcare
Life Sciences, Sweden). Chromatographic separation was per-
formed using 0.15M NaCl at a flow rate of 0.5mL/min. Fractions
collected (2.0mL) were monitored for absorbance at 280nm
wavelength. A mixture of bovine serum albumin (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa), and lysozyme (14 kDa), all purchased from
Sigma-Aldrich (USA), was chromatographed under same condi-
tions. The relative molecular mass of ApuL was calculated by
comparing its migration with the migration of these marker
proteins.

2.4. Polyacrylamide gel electrophoresis

The homogeneity of Apul was evaluated by polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) for native basic (12%, w/v, gel) or acidic
(10%, w/v, gel) proteins [35,36]. The subunit composition of ApuL
was determined through PAGE (15%, w/v, gel) in the presence of
sodium dodecyl sulfate (SDS) according to method of Laemmli
[37]. Polypeptide bands from the sample and molecular mass
markers (12-225 kDa; GE Healthcare Life Sciences, Sweden) were
stained with silver nitrate (Silver BULLit™, Amresco).

2.5, Evaluation of carbohydrate specificity

The HA inhibition assay was used to evaluate the Apul
carbohydrate-binding specificity. The assay was similar to the
HA assay except for the use of carbohydrate solution in place of
0.15M Nadl for serial dilution. In addition, an incubation step of
15min at 28 °C was included before the addition of erythrocytes.
The effects of monosaccharides (200mM) glucose, galactose, N-
acetylglucosamine, ribose, methyl-p-glucopyranoside, and man-
nose as well as the glycoproteins (0.5mg/mL) fetuin and
ovalbumin were evaluated.

2.6. Effects of temperature, pH, and ions on hemagglutinating activity

The effect of temperature on HA of Apul was evaluated by
incubating the lectin at different temperatures (40-100°C) for
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20 min before performing the HA assay. To evaluate the effect of
pH, HA assay was performed with the replacement of 0.15 M NaCl
with different buffers (0.1 M citrate phosphate buffer [pH 5.0 and
6.0], 0.1 M sodium phosphate buffer [pH 7.0 and 7.5], or 0.1 M Tris-
HCI [pH 8.0 and 9.0]). Inaddition, an incubation step (30 min, 28 °C)
was included before the addition of erythrocytes. To evaluate the
effect of divalent cations on HA, 0.15M NaCl used in the HA assay
was replaced with 02M calcium chloride (CaCl) or 0.2M
magnesium chloride (MgCls).

To evaluate the dependence of Apul. HA on divalent cations, the
lectin was incubated (45min, 28°C) with 5mM ethylenediamine
tetracetic acid (EDTA), followed by dialysis with 0.15M NaCl (6 h,
4°(C) to separate EDTA. Next, the hemagglutinating assay was
performed in the absence of cations.

2.7. Isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

Blood (40mL) was collected from six voluntary donors in
heparin tubes (Vacuette) after obtaining a “term of free and
informed consent” from all donors. The Ethics Committee from the
Universidade Federal de Pemambuco approved (number 1.870360/
2016) the experimental protocols. PBMCs were obtained through a
gradient concentration technique. After the addition of Ficoll-
Paque™ Plus (GE Healthcare Life Sciences, Sweden) and centrifu-
gation (400g, 30 min, 20°C), the ring of PBMCs was collected,
washed twice with sterile phosphate-buffered saline (PBS) and
counted using a Neubauer chamber. Cell viability was assessed by
the trypan blue dye exclusion method (Sigma-Aldrich, USA). Cells
were used for the assays only if the viability was >98%. PBMCs
were cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
medium (Sigma-Aldrich, USA) supplemented with 10% (w/v) fetal
bovine serum (Sigma-Aldrich, USA) in 24-well plates (TPP Techno
Plastic Products, Switzerland) at a density of 10° cells/well.

2.8. Evaluation of cytotoxicity of Apul against lymphocytes

Lymphocytes from PBMCs (10° cells/well) were cultured in
RPMI medium for 24 h in the absence and presence of ApuL (6.25,
12.5, 25.0, and 50.0 p.g/mL). Cells were centrifuged at 450 x g for
10min at 4°C. The supernatant was discarded and the pellet
resuspended in 1mL of 1xPBS. Cells were re-centrifuged at
previous conditions. The pellet obtained was resuspended in
300 p.L binding buffer (10mM HEPES pH 74, 150 mM NacCl, 5mM
KCl, 1mM MgCly, and 1.8 mM CaCl,) and transferred to a labeled
cytometer tube. Annexin V conjugated with fluorescein isothiocy-
anate (AnnV-FITC) (1:500) and propidium iodide (PI, 20 p.g/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 — [Pl
+ cells were considered as necrotic and AnnV+/PI- cells were
considered in their early stage of apoptosis. Double negative cells
were considered as viable.

2.9. Measurement of cytokines levels and nitrite analysis

PBMCs (10° cellsjwell) were cultured in the absence and
presence of ApuL (12.5 pg/mL) in RPMI medium for 24 h. Super-
natants of cultures were collected for the quantification of
cytokines using the cytometric bead array (CBA) Human Th1/
Th2/Th17 Cytokine Kit (Becton Dickinson Biosciences, USA) for
simultaneous detection of interleukins (IL-2, IL4, IL-6, IL-10, IL-
17A), tumor necrosis factor-alpha (TNF-at), and interferon-gamma
(IFN-v). Assays were performed according the manufacturer’s
instructions and data acquired on FACSCalibur platform. Six
individual cytokine standard curves (0-5000 pg/mL) were run in
each assay.

Supernatants from cultures were also used for nitrite analysis
by the colorimetric Griess method [38]. Readings were carried out
in a microplate spectrophotometer (Thermo Scientific Multiskan
FC, Waltham-USA) at 595nm wavelength, Nitric oxide (NO)
concentration was estimated using a standard curve (3.125-
100 pmol/mL).

2.10. Lymphocytes immunophenotyping assay

We cultured PBMCs (10° cells/well) for 241 in RPMI medium in
presence and absence of ApuL (12.5 p.g/mL). Following incubation,
cells were removed from the plate using ice-cold 1% PBS-Wash
(140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM disodium phosphate [Na;HPO 4],
and 1.8 mM monopotassium phosphate [KH2PO4]; BD Biosciences)
and transferred to 15-mL polypropylene tubes containing 6mL of
PBS-Wash for centrifugation (400 x g for 10min). The supernatant
was discarded and cell pellet washed with 2mL PBS-Wash,
followed by centrifugation at 400 x g for 5min. The supernatant
was discarded and the cells were treated with 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, respectively;
BD Biosciences) for 30 min. Following incubation, cells were
washed twice with 1 mL PBS-Wash, followed by centrifugation at
400 x g for 5min. Cells were fixed for 15 min with 150 mL Cytofix
solution (BD Biosciences), washed with 2mL PBS-Wash, and
centrifuged at 400 x g for 5 min, After removal of the supernatant,
300 p.L PBS-Wash was added to each tube and the solution loaded
onto the FACSCalibur platform.

211. Statistical analysis

Data were analyzed using non-parametric tests. Standard
deviations (SD) were calculated using the software GraphPad
Prism 5.0 and data 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. Avalue of p < 0.05 was considered as statistically
significant.

3. Results

The saline extract from A. purpurata inflorescence showed HA
(Table 1), suggestive of the presence of lectins, The PF and SF
obtained after ammonium sulfate treatment and dialysis were also
able to agglutinate erythrocytes (Table 1). However, SF showed
higher SHA and hence was chosen for the purification process.

Chromatographic separation of SF on Sephadex G-75 (Fig. 1A)
yielded a major protein peak (PI) that showed SHA of 182.8 and
another peak (PII) without HA. PAGE for native acidic proteins
revealed a single polypeptide band for PI (Fig. 1A, inset); no band
was detected in PAGE for basic proteins. The corresponding peak
was deemed Apul (A. purpurata lectin) and showed a purification

Table 1
Purification of lectin (ApuL) from Alpinia purpurata inflorescence.
Sample Protein (mg/mL) Hemagglutinating activity (HA)
Units SHA Purification factor
Extract 79 128 16.2 10
PF 232 4 172 on
SF 15 32 2133 131
Pl (ApuL) 14 256 1828 1.2

Specific HA (SHA) corresponds to the ratio between the number of units and protein
concentration (mg/mL). Purification factor was calculated by the ratio between the
SHA in the stage and the specific activity of the extract.
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Fig. 1. Purification of lectin from Alpinia purpurata inflorescence (ApuL). (A) Chromatographic separation of inflorescence extract on Sephadex G-75 column using 0.15 M NaCl
(flow rate: 20mL/h)as the mobile phase. Fractions of 2.0 mL were collected and evaluated for absorbance at 280 nm wavelength (ABS 280 nm). The inset shows the PAGE for
native acidic proteins of PI stained with silver nitrate. (B) Gel-filtration chromatography of ApuL (1.0 mg protein) on a HiPrep 16/60 Sephacryl S-100HR column coupled to the
AKTAprime plus system. (C) Electrophoresis of ApuL and molecular mass markers under denaturing conditions (SDS-PAGE). The gel was stained with silver nitrate.
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Fig. 2. Investigation of the cytotoxic effect of ApuL (625-50 jg/mL) on human
lymphocytes by flow cytometry using the markersannexin V(AnnV)and propidium
iodide (P1). AnnV-/Pl+ cells were considered necrotic and AnnV+/Pl- cells were
considered apoptotic. Apul failed to show any significant induction of cell death
when compared with control (cells in RPMI medium). Vertical bars represent the
average of six independent experiments performed in triplicates.

factor of 11.2 (Table 1). The native molecular mass of ApuL was
approximately 34 kDa, as estimated by gel-filtration chromatogra-
phy (Fig. 1B). ApuL presented a single polypeptide band with
apparent molecular mass of 7.4kDa in SDS-PAGE (Fig. 1C). These
data indicate that Apul is an oligomeric protein.

The SHA of ApulL decreased from 182.8 to 45.71 and 2.85 upon
incubation with fetuin and ovalbumin, respectively. On the other
hand, incubation with test monosaccharides failed to alter the
ability of Apul to agglutinate erythrocytes.

Evaluation of thermostability revealed that ApuL showed no
alteration in its HA after heating at all temperatures. Highest HA for
Apul was detected upon incubation at pH 7.5 (SHA 182.8). The
lectin was also active at pH 5.0 and 6.0 (SHA of 11.42). On the other
hand, Apul failed to agglutinate erythrocytes when incubated at
pH 8.0 and 9.0. The SHA of ApuL increased to 731.4 and 365.7 inthe
presence of Ca** and Mg?", respectively. ApuL did not show loss in
its hemagglutinating activity after treatment with the chelating
agent EDTA.

Cytotoxicity of ApuL against lymphocytes was evaluated and,
after 24h of incubation, there were no differences between the

number of necrotic and apoptotic cells in control and lectin-treated
groups (Fig. 2). The lectin ApuL induced PBMCs to release the pro-
inflammatory cytokines TNF-acand IL-17A, the pleiotropic cytokine
IL-6, and the anti-inflammatory cytokine IL-10 (Fig. 3A-D). In
addition, the release of IFN-y and NO was stimulated (Fig. 3E-F).

Lymphocyte immunophenotyping assay showed ApuL
(12.5 pg/mL) to stimulate the differentiation of both CD8" and
CD4" subsets of T lymphocytes as compared to control (Fig. 4).
Apul also stimulated the activation of T CD4" and T CD8", as
evident from the increase in the number of cells expressing the
protein CD28 (Fig. 5). No difference regarding the CTLA-4 co-
stimulatory molecule was recorded between cells treated with
ApulL and control for CD8* (% of gate, 3.45 4 0.77 versus 2.46 +0.61
to control and Apul, respectively) and CD4" (% of gate, 1.2 +0.12
versus 1.36 4 0.21 to control and Apul, respectively) lymphocytes.

4. Discussion

Alpinia plants are not only known for their ornamental value but
also for their bioactivities. The genus is referred as a “gold mine of
future therapeutics” by Ghosh and Rangan [5]. In this work, we
reported the isolation of a lectin with immunomodulatory effects
from A. purpurata inflorescences, expanding its potential biotech-
nological applications.

ApuL showed to be an acidic and oligomeric protein with higher
ability to bind glycoconjugates than simple sugars. Other lectins
also showed specificity for oligosaccharides present in glycopro-
teins [16,18,24]. ApuL is also a protein resistant to heating, which is
not uncommon among plant lectins, A lectin from Phaseolus
vulgaris cv. (Anasazi beans) was stable upon heating at 90°C [39],
and alectin from Chenopodium quinoa seeds (CqLlec) was stable up
to a temperature of 70°C [40]. Other examples include the lectins
from Myracrodruon urundeuva leaf, bark, and heartwood (MuLL,
MuBL, and MuHL), which lost their ability to agglutinate
erythrocytes only when heated at 100°C [16], and the water-
soluble Moringa oleifera seed lectin (WSMoL), with HA affected
when heated at 100 °C for 5h plus an overnight incubation at 37 °C
[41]. In addition, the lectin from Calliandra surinamensis leaf
pinnulae (Casul) retained the ability to agglutinate erythrocytes
even after heating in boiling water [18], as observed for ApuL.
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Fig. 3. Immunomodulatory effects of ApuL (12.5 pg/mL) on human PBMCs. (A-E) ApuL promoted higher (as indicated by the p-values) release of TNF-ct (A), IL-17 (B), IL-6 (C),
IL-10(D), and IFN~y (E) in comparison with control (cells in RPMI medium) in the 24-h assay. Nitric oxide (F) production was stimulated by ApuL as compared to the control.
Bars represent the average of independent experiments performed in triplicates for each of the six individuals (blood donors).
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The presence of cations such as calcium may affect the overall
conformation of the protein, thereby altering its activity. Santana
etal. [42] reported that the stimulatory effect of Ca®* and Mg?* on
HA of a Microgramma vacciniifolia rhizome lectin (MvRL) was
associated with changes in the protein surface charge. In the
present work, we found that the presence of calcium ions
stimulated the ApuL HA but this lectin is not a cation-dependent
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lectin unlike the lectin derived from Platypodium elegans seeds,
which requires Ca** and Mn?* for its activity [43].

ApuL was used in the immunomodulatory assays at 12.5 p.g/mL
concentration based on pilot assays (data not shown). In summary,
the results suggest that ApulL did not act specifically but ratheras a
polyclonal activator, because the levels of IL-6, IL-17A, IFN-y, TNF-
o, and of suppressor cytokine, IL-10, have been increased. IFN-vy,
mainly produced by T CD4" lymphocytes and natural killer (NK)
cells, is the main Th1 cytokine responsible for macrophage
activation and differentiation as well as for the induction of the
expression of pro-inflammatory proteins such as the inducible NO
synthase [44,45]. Other lectins such as ConBr (from Canavalia
brasiliensis seeds), CFL (from Cratylia argentea seeds), and MvFL
(from Microgramma vacciniifolia fronds) induced PBMCs to release
IFN-y and NO [20,24], while Cramoll (from Cratylia mollis seeds)
stimulated the release of IFN-+y by peritoneal exudate cells [46] and
mice splenocytes [47].

Aside from IFN-y, the induction of Th1 response by ApuL was
reinforced by the stimulation of TNF-a, IL-6, and NO production.
TNF-a has an essential role in immunoregulatory response of the
activated macrophages, inducing the release of NO and prosta-
glandins. IL-6 is a pleiotropic cytokine, which may be produced by
lymphocytes, macrophages, dendritric cells, and other cells. It
functions in cell proliferation, survival, differentiation, migration,
inflammation, and metabolism. Studies show that IL-6 plays key
role in autoimmune and chronic inflammatory diseases [48,49].
However, IL-6 may coordinate pro-inflammatory or anti-inflam-
matory responses based on the environmental conditions |50].
Moreover, the role of IL-6 is important in the differentiation of Th17
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Fig. 5. Dot plot of T-lymphocyte activation promoted by ApuL(12.5 pg/mL) upon incubation with human PBMC for 24 h. ApuL stimulated the activation (expression of (D28
costimulatory molecule) of both TCD4" (p =0.02) and TCD8" (p=0.01) subsets as compared with the control (cells in RPMI medium). Dot plots represent the average of six
independent experiments performed in triplicates.
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cells [51]. NO is a cytotoxic effector molecule active against
microorganisms, parasites, and tumor cells and exerts an impor-
tant function in immune system modulation [52].

IL-17A is a pro-inflammatory molecule mostly released by Th17
cells, but may also be produced by NK cells, macrophages, and
other activated cells of the immune system [53-55]. It plays an
important role in conferring immunity against extracellular
pathogens [56,57], has been associated with inflammatory and
autoimmune diseases [58], and is involved with the recruitment,
activation, and migration of neutrophils [59]. In line with our
findings, lectins such as ConA, E-PHA (Phaseolus vulgaris lectin), L-
PHA (phytohemagglutinin-L from Phaseolus vulgaris), SNA (Sam-
bucus nigra lectin from Elderberry bark), MAL (Maackia amurensis
lectin 1), UEA (Ulex europaeus isoagglutinin 1), and Jacalin
(Artocarpus integrifolia lectin) are known to induce IL-17 produc-
tion by immune cells [60]. On the other hand, the lectin MvFL was
unable to stimulate Th17 response by human PBMCs [24].

Lexberg et al. [61] demonstrated the molecular mechanism
involved in the generation of an additive phenotype (Th1and Th17)
called as the “Th1/Th17” cells. This distinct Th cell population is
characterized by the coexpression of cytokines IFN-y and IL-17
[59,62]. It has been suggested that Th1/Th17 cells expressing IFN-y
have pro-inflammatory properties clearly distinct from those of
Th1 or Th17 cells [61,63]. It is possible that ApulL stimulated the
Th1/Th17 phenotype, resulting in the production of TNF-a, IL-6, IL-
17, and IFN-y.

The cytokine IL-10 is produced by many cell types (Th1, Th2,
Th17, and regulatory T [Treg] cells) and acts in immune regulation
by influencing antigen presentation, T-cell differentiation, cytokine
production, and inflammation intensity [64-66]. Edwards et al.
[67] showed that IL-10 controls the deleterious action of Th17 cells
in autoimmune disease. ApuL was able to induce the production of
pro-inflammatory cytokines with a concurrent production of IL-10.
This is important for regulation of exacerbated inflammatory
response. Similar results were observed with the lectin MvFL[24].

Apul stimulated the differentiation and activation of T CD8"
and CD4" lymphocytes. Activation of T lymphocytes leads to its
proliferation, which is regulated by distinct signals [68] such as the
T-cell receptor (TCR) activation, which generates specific antigen
response, and the action of the costimulatory molecule [69,70]. The
activation of TCD4" and T CD8", was evident by the increase in the
number of cells expressing the protein CD28, a costimulatory
activation molecule for CD80 and CD86 ligands on antigen-
presenting cells (APCs). The molecule CTLA-4 inhibits cellular
function and is usually expressed on the cell surface shortly after
activation [71,72]. The inhibitory effect was evaluated by investi-
gating the CTLA-4 co-stimulatory molecule, but the results showed
that the lymphocytes activated by ApuL lack the expression of
CTLA-4 after 24-h incubation. It is important to emphasize that
ApuL must be activating other types of immune cells and not only T
cells, as evidenced by the production of a cocktail of cytokines.

Plant lectins have immunomodulatory action, highlighting
their ability to positively modify the immune response under
certain pathological conditions such as cancer and infections. The
proinflammatory activity of ApulL regulated by IL-10 shows its
potential application as an immunomodulatory agent.

5. Conclusion

Alpinia purpurata inflorescences are the source of a thermosta-
ble lectin with immunomodulatory effects on human cells. Apul
induced Th1and Th17 responses with concurrent regulation by IL-
10 and activated T CD8"* and CD4"* lymphocytes. Our study results
add biotechnological value to this ornamental crop.
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