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BOTRYTIS E SEUS EFEITOS SOBRE MACROFAGOS
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Resumo: Lectinas sdo proteinas amplamente difundidas na natureza, sendo
encontradas em animais, plantas e microrganismos. Essas proteinas tem a
caracteristica de se ligarem seletiva e reversivelmente a carboidratos. As lectinas
estdo envolvidas em diversos fendomenos bioldgicos como endocitose, trdfego
intracelular de glicoproteinas, regulagdo de migragdo, adesdo celular, fagocitose
e no processo de invasdo por patégenos, entre outras fungées. Existem vdrias
evidéncias de que lectinas possuem agdo sobre o sistema imunoldgico. Algumas
induzem a proliferagio de linfocitos, outras induzem a migragdo e ativagdo de
neutrofilos, podem promover a degranulagdo de mastocitos e a produgdo de IL-12
por macréfagos, além do efeito protetor in vivo contra infeccoes. Recentemente
identificamos e caracterizamos uma nova lectina isolada de Brassica oleracea ssp.
botrytis denominada BOL. Ensaios preliminares demonstraram que a fagocitose
e a produgdo de mediadores inflamatérios por macréfagos foram estimuladas na
presenca da lectina BOL. Desta maneira, essa lectina pode ser explorada como
possivel agente imunoestimulador capaz de auxiliar na ativagdo da resposta imune,
favorecendo a remogdo de agentes ndo proprios.
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Abstract: Lectins are ubiquitous in the nature, being found in animals, plants,
and microorganisms. These proteins have the characteristic to bind selectively and
reversibly to carbohydrates. Lectins are involved in various biological phenomena
such as endocytosis, intracellular traffic of glycoproteins, regulating migration, cell
adhesion, phagocytosis and pathogen invasion process, among other functions.
There is ample evidence that lectins have action on the immune system. Some
induce proliferation of lymphocytes, others induce migration and activation
of neutrophils, can promote degranulation of mast cells and the production of
Interleucin-12 by macrophages, in addition to the protective effect in vivo against
infection. Recently we identified and characterized a novel lectin isolated from
Brassica oleracea ssp. botrytis called BOL. Preliminary tests have shown that the
phagocytosis and the production of inflammatory mediators by macrophages were
stimulated in the presence of the BOL lectin. Thus, this lectin can be explored as a
possible immunostimulating agent capable of facilitating activation of the immune
response, promoting the removal of foreign agents.

Keywords: Carbohydrate binding protein, cauliflower, inflammatory
mediators, immunomodulatory agent

Introdugao

Lectinas sdo proteinas amplamente difundidas na natureza, sendo
encontradas desde seres unicelulares até organismos superiores (De Schutter
and Van Damme, 2015). Essas proteinas tem a caracteristica de se ligarem
seletiva e reversivelmente a carboidratos e estio envolvidas em diversos
fenomenos bioldgicos como endocitose, trafego intracelular de glicoproteinas,
regulacdo de migragdo, adesdo celular, fagocitose e no processo de invasao
por patdgenos. Existem varias evidéncias de que lectinas possuem agao
sobre o sistema imunologico. Algumas induzem a proliferagdo de linfdcitos,
outras induzem a migracdo e ativacdo de neutrofilos, podem promover
a degranulacdo de mastécitos e a produgdo de IL-12 por macrofagos, além
do efeito protetor in vivo contra infecgdes. Essas proteinas sdo capazes de
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estimular a resposta imune inata, direcionar a eliminac¢do de agentes estranhos
ao organismo e auxiliar na fagocitose por macréfagos e células dendriticas
(Ghazarian et al. 2011). O isolamento e caracteriza¢gdo de novas lectinas e a
avaliacdo de seus efeitos sobre o sistema imunoldgico tém sido alvo de diversos
estudos em decorréncia da ampla aplicabilidade desse tipo de pesquisa nas
areas biomédicas. Recentemente nosso grupo de pesquisa identificou e
caracterizou uma nova lectina isolada de Brassica oleracea ssp. botrytis e aqui
nds reportamos os ensaios iniciais para avaliagao dos efeitos bioldgicos dessa
proteina sobre a ativagdo de macrofagos.

Material e Métodos

Floretes de couve-flor (Brassica oleracea ssp. botrytis) foram coletados,
lavados em agua corrente e processados em tampdo PBS. O filtrado foi
centrifugado e o sobrenadante submetido a trés etapas de cromatografia para
obtengdo de uma fragdo purificada da lectina, denominada BOL. Macréfagos
foram coletadas por laparotomia da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c pré-tratados com tioglicolato. Para avaliagdo da atividade fagocitica, a
suspensao de células foi previamente incubada com diferentes concentragdes
da lectina seguida por uma incubagdo com o fungo Pichia pastoris. O material
foi fixado e preparou-se laminas para analise do numero de macroéfagos que
fagocitaram o fungo. Os ensaios de produgdo de 6xido nitrico (NO) e peréxido
de hidrogénio (H202) foram realizados através do estimulo dos macréfagos
com diferentes concentragdes de lectina e posterior avaliagio dos niveis de
nitritos e peroxido presentes no sobrenadante das culturas por meio de leituras
de absorbancia. A determinacao estatistica das diferengas entre as médias dos
grupos experimentais foi realizada por analise de varidncia (ANOVA), seguido
pelo pos-teste de comparagdo multipla de Tukey. Diferengas com p < 0,05
foram consideradas significativas.
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Resultados e Discussiao

A fim de verificar, se BOL era capaz de atuar como agente
imunoestimulador, avaliou-se a capacidade de induzir a ativagdo de
macréfagos mediada por essa lectina. Os macréfagos sdo a primeira linha
de defesa na luta contra invasdes microbianas e estdo envolvidos na ativagdo
tanto da resposta imune humoral como celular. O efeito da lectina de couve-
flor sobre a atividade fagocitica de macrdfagos peritoneais em células de
levedura é mostrado nas Figs. 1A e 1B. A fagocitose foi aumentada ~ 2 vezes (p
<0,05) em comparagao com o grupo controle. BOL também induziu aumento
significativo na produ¢ido de mediadores inflamatérios, em comparagao com
células nao tratadas. Os resultados da producdo de NO e H202 sao mostrados
nas Figs. 1C e 1D.
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Figura 1 ~Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram tratados
com alectina extraida de couve-flor. (A) Numero de macréfagos que exibiram
a fagocitose em cada uma das 200 células analisadas. (B) Indice fagocitico para
os macrofagos analisados. (C) Produgdo de 6xido nitrico pelos macréfagos.
(D) Produgéo de perdxido de hidrogénio pelos macrofagos. Os ensaios foram
realizados em triplicatas; os resultados representam a média + SD de trés
experimentos independentes; * P <0,05 comparado com o grupo controle.
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O efeito imunomodulador desencadeado por BOL foi evidenciado
por sua capacidade de estimular a fagocitose e a produgdo de mediadores
inflamatérios pelos macréfagos peritoneais. Wong e Ng (2006) relataram que
a lectina extraida de banana aumentou a produgido de NO por macréfagos
de maneira dose-dependente. Resultados semelhantes também foram
observados em estudos com lectina de cebola (Prasanna, Venkatesh 2015).
Mariano e colaboradores (2014) propuseram um possivel mecanismo de
estimulo de macroéfagos. Eles usaram como modelo ArtinM, uma lectina de
ligacdo a manose extraida de jaca. Essa lectina interage com receptores do
tipo Toll de uma maneira dependente do reconhecimento de carboidratos,
o que culmina em uma maior secre¢ao de citocinas decorrente da a¢ao do
fator de transcri¢ao nuclear NFkB. Virias outras lectinas de plantas exercem
atividades imunomoduladoras que sdo iniciadas pela sua interagdo com
glicanas presentes sobre a superficie de células imunitarias. Tal interagdo pode
provocar uma transdugédo de sinal, culminar com produgdo de determinadas
citocinas e induzir respostas imunes eficazes contra tumores ou infec¢des

microbianas (Souza et al. 2013).
Conclusao

A lectina isolada a partir de couve-flor pode atuar como agente
imunomodulador. Os resultados preliminares apresentados aqui
demonstraram que a fagocitose e a producdo de mediadores inflamatdrios
por macréfagos foram estimuladas na presenga de BOL. Desta maneira, essa
lectina pode ser explorada como possivel agente imunoestimulador capaz de
auxiliar na ativa¢ao da resposta imune, favorecendo a remogao de agentes nao
proprios. Essa é uma atividade potencialmente exploravel e abrira espago para
novos estudos que irdo incluir a elucidagdo da sequéncia completa de BOL,
expressao heterdloga e produgdo em larga escala da proteina com subsequente

investigacdo dos efeitos e mecanismos imunoestimulantes.
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