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RESUMO

Uma lectina de 140,0 kDa foi purificada e caracterizada a partir do extrato protéico do
fungo Clavaria cristata. O processo de purificacdo a partir do extrato bruto do fungo
compreendeu uma cromatografia de gel filtraggo SEPHACRYL S200 e uma
cromatografia de troca idnica Resource Q em sistema FPLC-AKTA (Fast Protein Liquid
Chromatography). A lectina de C. cristata (CcL) aglutinou todos os tipos de eritrécitos
humanos com preferéncia pelos do tipo “O” tratados com tripsina. A atividade
hemaglutinante de CcL se mostrou dependente do ion calcio e foi fortemente inibida
pela glicoproteina mucina bovina (BSM) até a concentracdo minima de 0,125 mg/mL.
CclL foi estavel numa ampla faixa de pH que variou entre 2,5-11,5 e termoestavel até
80T por uma hora. A massa molecular da CcL, determ inada por cromatografia de gel
filtracdo Superose 6 10 300 GL em sistema de FPLC-AKTA foi de aproximadamente
140,3 kDa e uma eletroforese SDS-PAGE revelou uma uUnica banda com massa
molecular de aproximadamente 14,5 kDa quando a lectina foi aquecida a temperatura
de 100 °C. CcL induziu a ativacdo de macrofagos murinos in vitro com consequente
liberacdo de oxido nitrico atingindo a maxima producéo de 6xido nitrico no tempo de 24
h. Em modelo experimental de edema de pata em camundongos, a lectina do fungo
apresentou atividade pro-inflamatoria sendo capaz de induzir a formacdo do edema. A
viabilidade celular das linhagens celulares HepG2, MDA 435 e 3T3 foi analisada apos
incubacdo por 72 h com concentracées de CcL (0,5-50 pug/mL). O valor do ICsg foi
obtido com a concentracdo de CcL de 50 ug/mL para linhagem de células HepG2. No
presente trabalho, os efeitos imunomodulatérios e antiproliferativos foram observados
apontando a CcL como um possivel imunomodulador, interferindo na resposta imune
de macrofagos levando a possiveis efeitos anti-parasitarios, anti-tumorais ou agente
diagndstico e/ou terapéutico.

Palavras chaves: Fungo, Clavaria cristata, Lectina, Macrofagos, Oxido nitrico, HepG2 ,

Edema de pata.
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ABSTRACT

A 140,0 kDa lectin was purified and characterized from the mushroom Clavaria cristata.
The purification procedures from the crude extract of the mushroom comprised gel
filtration chromatography on Sephacryl s200 and ion exchange on Resource Q column.
The purified lectin agglutinated all types of human erythrocytes with preference for
trypsinized type O erythrocytes. The haemagglutinating activity is dependent of Ca *
ions and was strongly inhibited by the glycoprotein bovine submaxillary mucin (BSM) up
to the concentration of 0, 125 mg/mL. The C. cristata lectin (CcL) was stable in the pH
range of 2,5-11,5 and termostable up to 80 T. CcL molecular mass determined by gel
filtration on a Superose 6 10 300 column was approximately 140,3 kDa. SDS
polyacrilamide gel electrophoresis revealed a single band with a molecular mass of
approximately 14,5 kDa, when the lectin was heated at 100 °C in the presence or
absence of p-mercaptoethanol. CcL induced activation of murine peritoneal
macrophages in vitro resulting in the release of nitric oxide (NO), reaching the maximum
production at 24 h. In experimental paw oedema model in mice, CcL showed pro-
inflammatory activity being able to induce oedema formation. Cell viability of HepG2,
MDA 435 e 3T3 cell lines was examined after 72 h of incubation with CcL in different
concentrations (0,5-50 pg/mL). CcL inhibited HepG2 cells growth with an ICsy value of
50 pg/mL. In the present work, the observed immunomodulatory and antiproliferative
effects indicate CcL as a possible immunomodulator compound, interfering in the
macrophages immune response, taking possible anti-parasitic, anti-tumoral effects or

diagnostic and/or therapeutic.

Key Words: Mushroom, Clavaria cristata, Lectin, Macrophages, Nitric oxide, HepGZ2,

Paw oedema.
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[ntroducio 13

1. INTRODUCAO
O entendimento da resposta imune a doencgas tem alcancado grandes avancos

(Tzianabos, 2000). Nos ultimos anos, a descoberta de novas moléculas que modulam
as respostas biologicas de células imunes as quais mantém o equilibrio que rege uma
resposta adequada do hospedeiro a organismos infecciosos ou outros tipos de
enfermidades tais como: o cancer, em que as defesas do hospedeiro apresentam-se
frequentemente fracas e imunossuprimidas (Hadden, 2003; Ohm; Carbone, 2001), tém
atraido o interesse de pesquisadores. Esses compostos sdo classificados como
imunomoduladores e, embora 0s seus mecanismos de acdo ainda nao sejam
totalmente esclarecidos, um dos mecanismos primarios envolve a inducdo nao-
especifica do sistema imune (Tzianabos, 2000). O mecanismo béasico dos efeitos
imunomodulatérios, antitumorais, bactericidas e outros efeitos terapéuticos destes
compostos provavelmente ocorre através da via de estimulacdo de macrofagos e
modulagdo do sistema complemento (Chihara, 1992; Wang et al., 1997).
Consequentemente, a modulagdo da imunidade inata tem um impacto na habilidade do
hospedeiro para responder rapido e potencialmente a um arranjo diverso de patégenos
(Beutler, 2004).

A utilizacdo de cogumelos medicinais e produtos naturais acompanha o homem
h& milénios, e o interesse pelas suas propriedades biomédicas vem crescendo
progressivamente em todo o mundo tornando-se necesséaria a investigacdo destas
fontes naturais para compreender melhor seus mecanismos de acgéo. Neste sentido,
varios ensaios tém sido realizados com o intuito de observar tais efeitos, principalmente
com relacao ao sistema imunoldgico (Mainardi; Kapoor; Bielory, 2009; Sforcin, 2007).

A atividade imunomodulatéria apresentada por compostos isolados de
macrofungos medicinais pode ser observada sobre células efetoras imunes tais como
células tronco hematopoiéticas, linfécitos, macréfagos, células T, células dendriticas e
células exterminadoras naturais (Natural Killers) envolvidas na imunidade inata e
adquirida, resultando na produgdo de citocinas. Os efeitos terapéuticos desses
compostos tais como atividade antitumoral, anti-infectiva e supressao de doencas
autoimunes tém sido associados em muitos casos com seus efeitos

imunomodulatérios. Levando em consideracdo que imunomoduladores podem ser
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agentes efetivos no tratamento e na prevencdo de doencas e devido ao aumento de
doencas envolvendo disfuncdo do sistema imune, cancer e doencgas infecciosas.

Nos ultimos anos, pesquisadores tém demonstrado interesse na imunoterapia
assim como na descoberta de novos potenciadores imunes, compostos com maior
eficacia em tratamentos, visando menos efeitos colaterais, bem como a diminui¢cdo da
resisténcia a patdgenos ou sem afetarem a divisdo celular normal especialmente para
agentes anticancer e antivirais (Moradali et al., 2007). Dentre esses compostos,
peptidios, lipopolissacaridios, glicoproteinas, derivados lipidicos, varias proteinas
(Tzianabos, 2000), dentre elas, as lectinas, provenientes de uma variedade de
organismos incluindo animais, vegetais e fungos, tém sido caracterizados como
possuindo efeitos potentes no sistema imune e que podem ser classificados como
imunomoduladores ou modificadores da resposta imunologica (Tzianabos, 2000).
Dessa forma, a pesquisa por lectinas presentes nos fungos e que apresentam
caracteristicas diversificadas, intensifica o interesse pela descoberta dessas moléculas
em novas especies de fungos.

A espécie Clavaria cristata, objeto de estudo deste trabalho, & encontrada em
florestas tropicais, onde sdo importantes na reciclagem da matéria organica vegetal.
Com o intuito de ampliar o conhecimento da diversidade de lectinas presentes no Reino
Fungi com propriedades bioldgicas importantes para 0 avanco da pesquisa na area
biomédica, C. cristata foi selecionada por ndo haver relatos na literatura sobre a
descricdo de lectinas nesta espécie. Considerando a inducdo da producdo de oOxido
nitrico via ativacdo de macrofagos por algumas lectinas, as possibilidades de
envolvimento de 6xido nitrico em efeitos antiparasitarios e antitumorais em animais, e a
atividade antiproliferativa encontrada em algumas lectinas, torna-se de grande
interesse investigar lectinas de fungos com potenciais atividades biolégicas e
aplicagOes terapéuticas.
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1.1. Sistema imunitario e resposta imune celular

Ao longo de sua histéria evolutiva, os animais tém sido infectados por
microrganismos. Em resposta, desenvolveram uma série de defesas tais como:
barreiras fisicas e quimicas, como a pele e superficies mucosas, que confinam o0s
microrganismos as superficies externas do corpo e, quando 0s patégenos conseguem
romper essas barreiras, sdo procurados e destruidos pelo sistema imunitario. Dessa
forma, o objetivo do sistema imune é reconhecer o patdégeno, impedir sua
disseminacdo e, finalmente, elimina-lo. Gracas a esse sistema, 0s animais também
possuem a capacidade de se proteger de células cancerosas. Participam do sistema
imunitario, numerosos tipos de células e uma variedade de moléculas protéicas como
componentes do sistema complemento, fatores de crescimento e moléculas de adeséao,
além de mediadores inflamatérios que modulam a resposta imune, como citocinas,
guimiocinas e espécies reativas do oxigénio (ROS) e do nitrogénio (RNS).

As células do sistema imunitario estdo normalmente presentes como células
circulantes no sangue e na linfa, como cole¢des definidas anatomicamente nos 6rgaos
linféides e com células dispersas virtualmente em todos os tecidos. Como todas as
células sanguineas, as células do sistema imunitario também possuem origem na
medula 6ssea, onde muitas também amadurecem. As células tronco hematopoiéticas
da medula originam ceélulas precursoras, agrupadas em trés grupos de células
progenitoras especializadas: progenitor linféide e progenitor mieldide, que darédo origem
aos leucocitos ou glébulos brancos, e o progenitor eritroide, que dard origem aos
eritrécitos ou globulos vermelhos. O progenitor linféide se divide e se diferencia para
dar origem aos linfocitos (células B, células T e células NK). O progenitor mieldide se
divide e se diferencia para produzir pelo menos seis tipos celulares: os granulécitos
(neutrofilo, eosinodfilo e basdfilo); o mastocito, a célula dendritica e o mondcito
circulante, que origina os macréfagos residentes nos tecidos. O progenitor eritroide

origina os eritrocitos e os megacariocitos (Janeway; Medzhitov, 2002) (Fig. 1).
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Célula-tronco

hematopoética
Progenitor auto-renovavel Progenitor
mieldide P linfoide
comum

natural
killer (NK)

Eritrocitos  Plaquetas Basofilos Eosinodfilos Neutrdfilos Mondcitos

Figura 1: Hematopoese. O desenvolvimento das diferentes linhagens de células sanguineas
esta esquematizado nesta "arvore hematopoética’. Fonte: ABBAS; LITCHMAN;PILLA.
Imunologia celular e molecular.62 Edicio. 2008.

Ha varios tipos de resposta imune. De uma maneira mais ampla, os diferentes
tipos de respostas imunes enquadram-se em duas categorias: respostas inatas ou
nativa (imunidade natural) e respostas imunes especificas ou adaptativas (imunidade
adquirida) (Roitt; Brostoff; Male, 1999).

A imunidade natural € o mecanismo de defesa que um organismo dispde antes
de entrar em contato com qualquer substancia estranha (Seadi, 1998). Esta € a
principal linha de defesa contra 0s organismos invasores e a primeira resposta a um
ataque microbiano. Os mecanismos da imunidade inata s&o rapidos, fixos em seu
modo de acdo e efetivos em interromper a maioria das infeccbes em um estagio
precoce, no entanto, nem sempre tém a capacidade de eliminar a infeccdo. Suas
caracteristicas sdo aquelas que ele apresenta por toda vida, ndo tendo especificidade
nem memoria. Os componentes da imunidade inata sdo barreiras mecanicas, produtos
celulares secretados, além de incluir fagocitos mononucleares e células Natural Killer.
Nesses também sdo incluidas proteinas como os componentes do complemento, os

guais sdo moléculas soluveis porque estdo dissolvidas nos fluidos corporais, ao inves
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de estarem associadas ou estocadas em células (Wood; Austyn, 1993). A resposta
imune inata ndo s6 exerce uma funcao protetora importante, como também serve para
iniciar e regular a subseqiente resposta imune adquirida (Abbas; Lichtman; Pober,
2000).

A imunidade adquirida possui muito de seus mecanismos necessarios para
eliminar invasores, da imunidade natural. Esses mecanismos sdo amplificados e
potencializados, tendo ainda o acréscimo de duas propriedades importantes: a alta
especificidade e a memaria. Assim, podem ser rapidamente reativados em um encontro
futuro com o mesmo patégeno, fornecendo imunidade duradoura a muitas doencas
comuns (Parham, 2001).

A imunidade adquirida pode ser dividida em duas grandes classes: (1) resposta
imune mediada por anticorpos ou humoral, onde o reconhecimento especifico do
antigeno na fase efetora € mediado pela ligagdo das moléculas do anticorpo secretado
ao antigeno e (2) resposta imune mediada por células, a qual é dirigida para as células
gue portam antigenos estranhos na sua superficie, ou que estejam nas proximidades
destas. A resposta mediada por células € fisiologicamente mais importante para
erradicar microbios ou virus que vivem intracelularmente (Alberts et al., 1997; Abbas;
Lichtman; Pober, 2000).

O primeiro passo crucial na imunidade adaptativa é a ativagdo de células T
virgens antigeno-especificas pelas células apresentadoras de antigeno especializadas
(APCs). Isso ocorre nos tecidos linfoides e oOrgdos pelos quais passam,
constantemente, as células T virgens. A caracteristica mais diferenciada das células
APCs é a manifestacdo de atividades co-estimuladoras, e as moléculas B7.1 e B7.2 .
Os trés tipos de células que podem servir como célula apresentadora de antigeno
profissional sdo os macréfagos, as células dendriticas (também derivadas de
mondcitos) e as células B, cada uma com funcdes diferentes na inducdo da resposta
imune. A ativacdo das células T por uma célula apresentadora de antigeno
especializada leva a sua proliferacdo e a diferenciacdo de sua progénie em células T
efetoras. A proliferacdo e a diferenciacdo das células T dependem da producédo de
moléculas chamadas citocinas, como o fator de crescimento da célula T (interleucina-

2), e de sua ligacdo a um receptor de alta afinidade na célula T ativada. As células T
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efetoras podem mediar uma variedade de funcdes, as mais importantes sendo a
citdlise das células infectadas pelas células T CD8 citotoxicas e a ativagdo de
macrofagos pelas células Thl, armando, em conjunto, a imunidade mediada por

células, e a ativagéo de células B (Janeway; Medzhitov, 2002).

1.2. Macréfagos e mecanismos de ativacao
O sistema fagocitario mononuclear representa a segunda maior populacéo

celular do sistema imunitario e consiste de células que tém uma linhagem comum cuja
principal funcdo € a fagocitose. Apdés a maturacdo e subsequente ativacdo, podem
apresentar varias morfologias. O tipo celular indiferenciado que penetra no sangue
periférico apds deixar a medula é chamado mondcito. Uma vez fixados em tecidos
amadurecem e tornam-se macrofagos (Abbas; Lichtman; Pober, 2000).

Os macréfagos (MO) sao células da imunidade inata com fungdes bem
estabelecidas na resposta primaria a patégenos e também na homeostase tissular,
coordenacdo da resposta imune adaptativa, inflamacéo, resolucdo e reparo. Essas
células reconhecem sinais danosos através de receptores capazes de induzir
programas de ativacdo especializados (Martinez; Helming; Gordon, 2009). A ingestéao
de particulas estranhas e seu processamento levam a ativacao do sistema imunitario
através da apresentacdo de antigenos aos linfocitos, da secrecdo de substancias
(como citocinas e quimiocinas) capazes de regular o sistema imunitario e da
elaboracdo de substancias capazes de destruir outras células e microrganismos
(Abbas; Lichtman; Pober, 2000).

Os macrofagos foram primeiramente descritos por Metchnikoff (1905), no inicio
do século XIX. E o grupo mais importante de células fagocitarias de vida longa,
compreende a linhagem fagocitica mononuclear, que inclui os mondcitos, os fagocitos
residentes nos tecidos ou fixados & camada endotelial de capilares sanguineos (Roitt;
Brostoff; Male, 1999).

Ontogeneticamente, os macréfagos sédo originarios de células precursoras do
saco vitelinico, migrando para o figado, baco e medula 6ssea antes e logo apés o
nascimento. Nos individuos adultos, os macréfagos tém origem em uma célula
pluripotente mieldide, presente na medula 0ssea, a partir da qual sdo originadas
diferentes células progenitoras, entre elas as “unidades formadoras de colonia’ de
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granuldcitos e mondcitos (CFU-GM). As CFU-GM déo origem aos pro-mondcitos que ja
apresentam capacidade de pinocitose e expressam uma série de receptores
caracteristicos de macréfagos. Os pré-mondcitos, por sua vez, ddo origem aos
mondcitos, que saem da medula 6ssea e ganham a circulagdo sanguinea. Os
mondcitos permanecem na circulacdo por cerca de 1-3 dias, de onde migram para os
diversos tecidos, onde se diferenciam formando uma populacdo residente de
macrofagos, com tempo de vida variando entre 2 e 4 meses (Nelson et al., 1990;
Neveu, 1996). ApGs penetrar nos tecidos, comecam a aumentar de tamanho, e seu
didmetro pode aumentar até cinco vezes. Verifica-se, também o desenvolvimento de
namero extremamente grande de lisossomos no seu citoplasma, conferindo-lhe
aspecto de saco repleto de granulos. Nesse estagio, tornam-se extremamente capazes
de combater agentes infecciosos nos tecidos. Macréfagos residentes no tecido foram
previamente chamados de macrofagos fixos e, aqueles que se desenvolviam com
resultado de um estimulo exdgeno e migravam para sitios particulares, foram
denominados macrofagos livres. Estes nomes tém sido substituidos por macrofagos
residentes e macréfagos ativados, respectivamente (Gartner; Saad; Hiatt, 1997).
Macréfagos ativados sdo um pouco maiores que 0s ndo ativados, principalmente
devido ao aumento de volume citoplasmatico (Stites; Terr, 1992). Tém sua atividade
metabdlica, motilidade e atividade fagocitica rapidamente aumentada (Erwig et al.,
1998) sendo muito mais eficientes em destruir bactérias e outros patdégenos. A
variabilidade de estimulos que pode ativar macrofagos € muito grande: contato direto
com microrganismos ou particulas inertes, com lipopolissacarideos (LPS) bacteriano,
produtos do proprio tecido danificado, com componentes protéicos do sistema
complemento ou da coagulacdo sanguinea. A ativacdo pode também ser induzida por
certas citocinas que podem ser secretadas por linfécitos que estejam ao redor (Stites;
Terr, 1992). Estes estimulos fazem com que o macréfago modifique algumas de suas
propriedades tais como: crescimento, diferenciacdo, ativacdo, migracao, endocitose e
secrecao (Gordon et al., 1988)

Os macrofagos estdo envolvidos em diversos processos como remodelamento
tecidual durante a embriogénese, reparo de ferimentos, remocdo de células

senescentes apos injurias ou infecces, hemopoiese e homeostase, além de fornecer
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uma linha de defesa contra invasores microbiais e reconhecer e destruir células
tumorais (Hong et al., 2005)

Os macrofagos estdo envolvidos em todas as fases das respostas imunes.
Primeiro, eles atuam como um mecanismo protetor rapido capaz de responder antes
gue ocorra a amplificacdo mediada pela célula T. Posteriormente, os macrofagos
podem tomar parte na iniciacdo da ativacdo das células T através do processamento e
da apresentacdo de antigenos. Finalmente, eles s&o importantes como células
inflamatodrias, tumoricidas e microbicidas na fase efetora da resposta celular, apés a
ativacdo mediada por célula T (Roitt; Brostoff; Male, 1999). A idéia de que os
macrofagos sdo importantes na resposta imune foi reforcada nos anos 70 quando se
descobriu que macrofagos apresentavam moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe Il, que sdo necessarias para o reconhecimento de
antigenos pela célula T. Mais tarde, descobriu-se que macrofagos podiam produzir
moléculas soluveis ou citocinas, chamadas de “fator de ativacdo de linfocito”,
conhecidas agora por interleucina-1 (IL-1), as quais podem levar a proliferacdo
linfocitaria, em parte pela estimulacdo de outra citocina, a IL-2, de ativacdo de células T
(Wood; Austyn, 1993). Entre as ceélulas que comumente apresentam antigenos as
células T, os macréfagos expressam apenas baixo nivel de moléculas da classe I, até
gue sejam estimuladas a fazé-lo pelo interferon-gama (IFN-y) ou por outras citocinas
(Abbas; Lichtman; Pober, 2000).

Os macroéfagos internalizam, processam, digerem e apresentam o antigeno aos
linfécitos, os quais irdo produzir moléculas que irdo desencadear respostas em outras
células. Por outro lado, os linfécitos também vao produzir mensagens aos macroéfagos,
ativando-os, ou seja, potencializando sua acéao (Stites; Terr, 1992). Essa ativacao pelos
linfocitos ativados bem como a resposta a estimulos externos, provenientes de alguns
microrganismos, faz com que os macréfagos modifiguem algumas de suas
propriedades, tais como: habilidade para aderir e espalhar-se em substratos, a taxa de
endocitose e fusdo de lisossomos com vacuolos endociticos (Venkata-Reddy;
Gangadharam, 1992). Em resposta a estes estimulos, estas células sofrem uma
ativacdo que lhes permite, entre outras funcgdes, adquirir uma grande capacidade de

matar microrganismos e algumas células tumorais. Isso pode ocorrer através de
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mecanismos oxigénio ou nitrogénio dependentes, nos quais espécies reativas do
oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) sédo produzidos (Wood; Austyn, 1993). Estes
produtos difusiveis e de vida curta tem papéis na defesa antimicrobiana tdo bem
definida como bem sinalizada na célula (Han et al., 2001).

Espécies reativas do nitrogénio (RNS) como Oxido Nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOO-), podem agir como segundo mensageiro modulador das vias de sinalizacéo
redox em macréfagos (Forman; Torres, 2001). ROS e NO podem interagir de diferentes
maneiras e agir sinergisticamente causando citotoxicidade. Os radicais NO e O, ~
(superoéxido) reagem para formar peroxinitrito (ONOO-), um poderoso oxidante o qual é
capaz de nitrar proteina, enfraguecendo, desse modo, a atividade de diferentes
enzimas mitocondriais, levando a uma diminuicdo nos niveis de energia (Cadenas;
Cadenas, 2002). O 6xido nitrico € uma molécula biologica pleiotropica envolvida em
uma miriade de processos patolégicos e fisiolégicos (Son et al., 2006), tais como
regulacdo da pressdo sanguinea, neurotransmissdo, transducdo de sinal, defesa
antimicrobiana (Macmicking; Xie; Nathan, 1997; Schoedon et al., 1995)
imunomodulacdo (Gomez-Flores; Weber, 1998), regulacdo redox celular (Forman;
Torres, 2001; Kim; Ponka, 2002) e apoptose (Albina; Reichner, 1998). Uma vez
produzido, o oOxido nitrico tem um tempo de meia vida curto e sofre oxidacdo
espontanea para metabdlitos inativos, nitrito e nitrato (Farzaneh-Far; Moore, 2001).

Em sistemas bioldgicos, o NO € um mediador diatdmico gerado pela oxidagao
de L-arginina por uma reacdo oxidativa de cinco elétrons, na presenca de oxigénio
molecular e NADPH, catalisada pela familia de isoenzimas 6xido nitrico sintase (NOS)
(Rawlingson et al., 2003). Duas destas séo constitutivamente expressas em células do
endotélio vascular (eNOS ou NOS tipo Ill) e em neurbnios (NNOS ou NOS tipo 1),
enquanto que a expressao da terceira isoenzima (iNOS ou NOS tipo Il) € induzida, em
uma variedade de células, por produtos de bactérias Gram-negativas (endotoxinas) e
bactérias Gram-positivas. eNOS e nNOS sao transitoriamente ativadas em respostas
ao aumento intracelular dos niveis de célcio e estdo envolvidas na regulacdo das
funcdes fisioldgicas, enquanto que INOS é expressa e continuamente ativa durante
inflamacdes, onde estd envolvida a defesa do hospedeiro contra patdégenos. iINOS

tende a produzir altas concentragdes de NO na célula, o qual possui um papel anti-
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inflamatadrio, por suprimir infec¢des bacterianas e acentuar recrutamento de leucdcitos
(Cadenas; Cadenas, 2002).

A ativacdo de macrofagos é essencial para cumprir seu papel na defesa do
hospedeiro. Entdo, compostos que modulam as funcdes dos macrofagos, atuando
como imunomoduladores, aumentando ou prolongando a duracdo da resposta imune
especifica, sdo de grande interesse (Muller et al., 1996). Dentre esses compostos,
encontram-se as lectinas, uma classe de proteinas que nos Uultimos anos, tém
despertado um interesse crescente, devido ao seu papel na aglutinacdo, toxicidade,
atividades anti-proliferativa, antitumoral, imunomodulatoria, antifingica e antiviral em

diferentes linhagens celulares (Yan et al., 2010).

1.3. Lectinas
Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem néo-imune que reconhecem

e se associam de forma reversivel, com alta afinidade e especificidade a carboidratos
ndo apresentando atividade enzimética. Elas apresentam um ou mais sitios de
interacdo por subunidade, que pode ligar-se reversivelmente a segmentos glicidicos
especificos, através de pontes de hidrogénio e interacdes de Van Der Waals (Gabius et
al., 2002; Lis; Sharon, 1998; Loris, 2002; Peumans; Van Damme, 1995). Essas
proteinas interagem com o0s segmentos glicidicos através de uma regido denominada
de dominio reconhecedor de carboidratos (DRC), que é altamente conservada em cada
tipo de lectina (Ni; Tizard, 1996). Ao interagirem com glicoconjugados de superficie
celular, as lectinas podem promover a formacédo de ligacdes cruzadas entre células
adjacentes, desencadeando o processo denominado aglutinacdo (Peumans; Van
Damme, 1995). Um desses processos de aglutinacdo comumente utilizado desde o
século passado, quando inicialmente foi observado por Stillmark (1888), para deteccao
de lectinas em um extrato protéico foi a sua capacidade de aglutinar eritrécitos,
denominado hemaglutinacdo. Este processo se deve gracas aos glicoconjugados
presentes nos eritrocitos localizados sobre o segmento N- terminal externo da
Glicoforina A (GPA), maior sialoglicoproteina transmembranar dos eritrécitos,
correspondendo a 2-4% das proteinas de membrana. Em geral, as glicoforinas tém trés
dominios: um dominio externo, onde estéo os oligossacarideos, um segmento incluido

no interior da bicamada e um segmento interno citoplasmatico. A concentracdo de GPA
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sobre as hemacias é responsavel por 80% da carga negativa destas células em fungéo
da sua constituicdo bioquimica composta de acido sidlico e carboidratos terminais.
Essa superficie negativa celular ajuda a minimizar a interacédo célula-célula e prevenir a
aglutinacdo eritrocitaria. A GPA é suscetivel a clivagem pela enzima tripsina, ficina e
papaina na regido proxima a membrana eritrocitaria (Murador; Deffune, 2007). Assim,
enzimas disponiveis comercialmente (tripsina, papaina etc) sdo usadas para modificar
a superficie de células de eritrocitos humanos em graus variados, permitindo o acesso
de lectinas. O aumento da aglutinacdo ap0s o tratamento com protease é devido tanto
a uma diminuicdo da carga negativa liqguida como a uma remocao de peptideos e
glicopeptideos da superficie da célula que podem, por impedimento estérico, dificultar a
reacdo de aglutinacdo (Schnebli; Roeder; Tarcsay, 1976). Além disso, algumas lectinas
necessitam de ions como céalcio e magnésio para desempenhar ou potencializar sua
funcdo. A ocupacdo dos sitios metélicos por esses ions causa uma modificacdo na
conformacéo estrutural da molécula, conferindo o reconhecimento ao carboidrato pelo
gual tem afinidade, estabilizando a ligagdo ao sitio ligante e fixando a posi¢cdes dos
aminoacidos que interagem com o carboidrato ligante. As aglutininas que nao
requerem ions metdalicos jA possuem conformagdo estrutural necessaria para este
reconhecimento (Sharon; Lis, 1990).

Devido a sua capacidade de interagir com glicoconjugados, seja em solugéo ou
em superficie celular, as lectinas atuam mediando uma ampla variedade de funcdes
biolégicas, como: reconhecimento de células-alvo, adesédo celular, interacdo entre
células, interacdo entre célula-matriz, fertilizacdo, aglutinacdo de células e bactérias
(Gabius, 1997). A especificidade das lectinas para diferentes carboidratos possibilitam
a sua utilizacdo em diversas pesquisas bioldgicas e médicas, pois as tornam poderosas
ferramentas nos processos de purificacdo e caracterizacdo de polissacarideo ou
glicoconjugados, caracterizacdo de grupos sanguineos, caracterizacao dos estagios de
desenvolvimento de microrganismos, diferenciacdo de células patogénicas e
identificacdo de células malignas (Liener; Sharon; Goldstein, 1986; Matsui et al., 2001).
De acordo com esta ultima propriedade, as lectinas podem reconhecer e se ligar a
receptores presentes na membrana de células cancerigenas promovendo

citotoxicidade, apoptose e inibicdo do crescimento do tumor (De Mejia; Prisecaru,
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2005). Diferencas na especificidade das lectinas para diferentes linhagens de células
tumorais tém sido documentadas (Dhuna et al., 2007; Kiss et al., 1997). O modo de
acdo das lectinas nas células tumorais depende do tipo de tumor, a fonte de lectina e
sua atividade biologica. Algumas teorias sugerem que a aglutinacdo causa reducéo da
divisdo celular, aumento do nimero de macrofagos, intensificando a susceptibilidade
das células tumorais ao ataque de macréfagos, e melhora da imunocompeténcia do
hospedeiro. As lectinas também podem penetrar na célula, resultando em aglutinacdo
de células cancerigenas, aléem de muitas outras propriedades antitumorais, como a
ativacdo de certas proteinas quinases (Roy et al, 2010).

A especificidade das lectinas é definida em termos do glicoconjugado ou
monossacarideo que apresenta maior acgdo inibitéria. Algumas lectinas tém sido
relatadas com atividade hemaglutinante ndo afetadas por acgucares simples e inibidas
somente por glicoproteinas, como acido sialico. As lectinas que reconhecem &cido
sidlico sdo encontradas em vertebrados, artropodes, moluscos, protozoarios, plantas,
bactérias, virus (Kobayashi, et al., 2004) e fungos, e algumas delas tém sido utilizadas
na pesquisa medica e bioldgica. As sialoglicoproteinas diferem na composicéo do acido
neuraminico e seus derivados (Denis et al., 2003). Os &cidos sialicos mais comuns séao
N-acetil-neuraminico e o N-glicolil-neuraminico presente em grande parte em mucinas
de origem bovina e suina.

Mucinas sado glicoproteinas secretadas pelos organismos para proteger e
lubrificar a superficie de células epiteliais de injarias biologicas, quimicas e mecanicas.
Mucinas e moléculas tipo mucinas existem como moléculas solUveis ou presas a
membrana e estdo envolvidas na modulacédo da resposta imune, inflamacgao, adeséao e
tumorigenese (Andrianifahanana; Moniaux; Batra, 2006). Glicoproteinas tipo mucina
parecem desempenhar um papel na interacdo leucocito — endotélio, provavelmente
devido a presencga de selectinas ligantes a carboidratos (Olson; Singbartl; Ley, 2002;
Tedder, et al., 1995).
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1.4. Diversidade das lectinas
Abundantes na natureza, as lectinas sdo encontradas em uma variedade de

organismos, incluindo animais, plantas, fungos, bactérias, protistas e virus (Nagata et
al., 2000; Wang et al., 1995). Essas proteinas apresentam uma diversidade de
atividades biolégicas importantes incluindo: antimicrobiana, anticancer,
imunomoduladora e inseticida (Li et al., 2008).

Em bactérias, protozoarios e virus, ha evidéncias de que as lectinas
desempenham um papel auxiliar e/ou promovem a adesdo destes microrganismos as
estruturas celulares de seus hospedeiros, um pré-requisito para que a infeccdo ocorra
(Lis; Sharon, 1998). Em trabalho desenvolvido por Glick e colaboradores (1991), foi
constatado que na infeccdo causada pelo virus da influenza, o processo de adesao
viral a célula alvo era mediado por uma lectina que se liga a residuos de &cido sialico
(acido N-acetil-neuraminico) presentes na face externa da membrana celular (Glick et
al., 1991). Muitos membros de enterobactérias possuem lectinas na sua parede que
permitem 0 sucesso da adesdo ao epitélio intestinal, conduzindo a infec¢des no trato
urinario e gastrointestinal (Ofek; Sharon, 1990). Uma lectina isolada da bactéria
Pseudomonas aeruginosa se liga a superficie das células do hospedeiro, causando
danos aos tecidos de pacientes infectados (Gilboa-Garber; Sudakevitz, 1999).

Peumans e Van Damme (1995) estudaram a ocorréncia de lectinas em plantas
superiores e observaram que estas proteinas ja haviam sido detectadas em cerca de
500 espécies. Muitas das lectinas vegetais sdo encontradas nas sementes, embora sua
presenca ja tenha sido observada em todos os tipos de tecidos vegetais, como casca,
folha, caule, frutos e raizes. Dentre as varias hipoteses propostas sobre as funcdes das
lectinas em plantas, trés sdo atualmente mais aceitas. A primeira assume a possivel
participacdo dessas proteinas nas relagbes simbidticas entre plantas fixadoras de
nitrogénio e bactérias, um processo de importancia crucial no ciclo de nitrogénio
terrestre. No entanto, essa hipétese fica restrita apenas a familia de lectinas de
leguminosas que representa a familia melhor estudada (Lis; Sharon, 1998). A segunda
hip6tese se enquadra de maneira mais geral e pressupde que as lectinas vegetais sdo
agentes de defesa contra microrganismos fitopatogénicos, insetos fitofagos e animais

herbivoros (Rudiger, 1998). Também foi mostrado que lectinas de plantas possuem
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propriedades citotoxica, antifungica e anti-helmintica (nematdides) tanto in vitro quanto
in vivo e sdo toxicas para animais superiores (Oka; Chet; Spiegel, 1997; Oliveira et al.,
1994; Ripoll et al., 2003) A terceira hipotese sugere que essas moléculas poderiam
funcionar como substancias de reserva, uma vez que, em algumas sementes de
plantas, as lectinas representam a principal fragdo de proteinas solGveis (Peumans;
Van Damme, 1995). Nesta hipotese, as lectinas sdo degradadas durante a germinacao,
contribuindo, assim, para 0 seu conjunto nutricional.

Nos vertebrados distinguem-se duas categorias de lectinas: as citoplasméticas,
gue sao extraidas em solucbes aquosas ou salinas, e as lectinas de membrana que
requerem o uso de detergentes para sua solubilizagdo. Muitas das lectinas ligadas a
membrana sao receptores para ligantes fisiolégicos, como o receptor manose-6-fosfato
gue liga enzimas lisossomais (Kornfeld, 1987), e receptores para asialoglicoproteinas,
gue ligam asialoglicoproteinas do soro (Ashwell; Harford, 1982) Embora as lectinas
presentes nos animais apresentem uma incontestavel variedade de funcdes, a maioria
delas é considerada molécula de reconhecimento, uma vez que age no processo de
defesa contra patdégenos e participa do trafego celular, (Kilpatrick, 2002).

Apesar de estudos extensivos serem realizados em lectinas de plantas e
animais, pouca informacdo ainda esta disponivel em relacdo as lectinas de fungos.
Porém, na ultima década, essas proteinas tém atraido a atencdo dos pesquisadores
devido as suas atividades antitumorais, antiproliferativas e imunomoduladoras. Mais
recentemente, h& varios relatos de sua ocorréncia em fungos inferiores e patogénicos,
nos quais varios papéis tém sido sugeridos, dentre estes, no comportamento
parasitario, envolvendo plantas (Hohl; Balsiger, 1986) ou insetos (Ishikawa, 1983) e na
predacdo por muitas espécies de nematdédeos do solo (Rosenzweig; Ackroyd, 1983),
mas seu papel fisiologico ainda permanece incerto (Konska et al., 1994).

Varios papéis tém sido postulados para lectinas de fungos; alguns deles
parecem relacionar-se ao proprio metabolismo do fungo, enquanto que outras
atividades estdo implicadas nas relacdes parasitarias e simbidticas com outros

organismos.
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1.5. Lectinas de fungos
Historicamente, cogumelos medicinais (Basidiomicetos) tém demonstrado

profundos beneficios a salde. Estudos recentes estdo identificando muitas moléculas
bioativas presentes neles, confirmando sua eficacia na medicina. A maioria das
espécies € pouco encontrada e foram coletadas de florestas onde crescem em arvores
vivas ou mortas ou em solo onde se encontra matéria organica vegetal (Smith; Rowan,
2002).

A aplicagdo dos fungos como medicamento remonta a 3000 a.C quando
macrofungos foram usados como medicamento para doencas, especialmente na
terapia oriental tradicional, e depois da descoberta da penicilina (1929), fungos foram
considerados como fontes ricas de antibioticos naturais e outros compostos bioativos.
Macrofungos tais como Ganoderma lucidem, Lentinus edodes, Fomes fomentarius,
Fomitopsis officinalis e muitos outros tém sido usados no tratamento de diferentes
doencas por centenas de anos na China, Japao, Coréia e regides eslavas (Wasser,
2002). Moléculas constituintes de macrofungos sdo conhecidos como compostos
bioativos pertecentes a classe dos polissacaridios, glicoproteinas, proteoglicanos,
terpendides, &cidos graxos, proteinas, lectinas que possuem certas propriedades
medicinais.

A descoberta de lectinas de fungos teve inicio a partir da pesquisa em
toxicologia de fungos superiores seguindo a mesma linha de pesquisa usada em
sementes, para deteccdo de toxinas com propriedades de aglutinar eritrocitos, como
exemplo, a ricina em Ricinus communis (Stillmark, 1888), propriedades que estavam
também sendo vistas nos fungos (Guillot; Konska, 1997), sendo a primeira
hemaglutinina de fungo a ser descoberta pertencente ao cogumelo Amanita muscaria
(Ford, 1910)

Nos fungos, as lectinas apresentam provavelmente um importante papel na
dorméncia, crescimento e morfogénese; mudancas morfoldgicas consequentes de
infeccdes parasitarias e reconhecimento molecular durante os estagios primarios da
micorrizacao.

S&o encontradas diversas aplicacbes de lectinas de fungos nos estudos

taxondmicos, embrioldgicos e bacteriolégicos, em estudos de modificacdo de
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glicoconjugados nas membranas e formacdo de cancer, classificacdo celular, selecdo
de células mutantes ou tumorais e isolamento de glicoconjugados de membrana e do
soro (Guillot; Konska, 1997).

Guillot e Konka (1997) citaram um namero de lectinas de fungos como exemplos
para ilustrar que cromatografias de afinidade, troca i6nica e gel filtragdo podem ser
usadas para seu isolamento. Eles concluiram ainda que estas lectinas apresentam
diferencas no nimero de subunidades (1-5), massa molecular (abrangendo 12 a 190
kDa), conteudo de carboidratos (0-18%), composicdo de aminoéacidos, ponto
isoelétrico, especificidade a carboidratos e especificidade frente a eritrécitos humanos.

As lectinas de fungos tém atraido a atencdo de pesquisadores por apresentarem
uma variedade de aplicacdes biomédicas. Lectinas presentes nos cogumelos Agaricus
bisporus, Boletus satanus, Flammulina velutipes, Ganoderma lucidum, Grifola fronsosa,
Tricholoma mongolicum e Volvariella volvacea apresentam atividades biologicas
importantes tais como: citotoxicidade, antitumoral e imunomodulatoria (Wang; Ng; Ooi,
1998).

A lectina de Agaricus bisporus (ABL) € uma mistura de duas lectinas, lectina A e
lectina B com especificidades similares para receptores de carboidratos da superficie
celular (Kawagishi, 1988; Presant; Kornfeld, 1972) ABL, inibe a proliferacdo de células
epiteliais alcancando o papel de potencial agente no tratamento anticancer. A
sequéncia N-terminal da lectina do fungo Boletus edulis € semelhante a da ABL apesar
de serem bem diferentes em massa molecular, numero de subunidades e
especificidade a acUcares (Sueyoshi; Tsuji; Osawa, 1985).

A lectina isolada de Boletus edulis apresenta uma especificidade Unica frente
aos acucares xilose e melibiose. Sua natureza dimérica esta de acordo com relatos de
lectinas diméricas de Tricholoma mongolicum (Wang, et al., 1995), Pleurotus ostreatus
(Wang; Gao; Ng, 2000) Agrocybe cilindracea (Wang; Ng; Liu, 2002), Coprinus cinereus
(Cooper et al., 1997), e Volvariella volvacea (Lin; Chou, 1984). A lectina de B. edulis
manifesta uma potente atividade mitogénica frente a esplenécitos de camundongos e
atividade inibitéria frente a transcriptase reversa HIV-1 (Zheng et al, 2007), sendo vistas
também estas atividades nas lectinas dos cogumelos Armillaria luteo-virens (Feng et
al., 2006), Pleurotus citrinopileatus (Li, et al., 2008).
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Ganoderma lucidum é um cogumelo medicinal bem conhecido, e muitos efeitos
terapéuticos tém sido atribuidos a esse fungo. Uma lectina de 18 kDa foi isolada do seu
micélio e outra foi purificada do corpo de frutificacdo (Kawagishi et al., 1997).
Possuindo o0 mesmo género, a espécie Ganoderma capense tem uma lectina que
apresentou uma surpreendente termoestabilidade, manteve uma atividade
hemaglutinante constante em uma ampla faixa de pH, uma potente atividade
mitogénica frente a esplendcitos e atividade antiproliferativa em células tumorais
(Patrick; Ngai; Ng, 2003).

Recentes avangos na tecnologia quimica tém permitido o isolamento e a
purificacdo desses compostos, pertencentes aos Basidiomicetos superiores
(cogumelos), que possuem forte imunomodulacdo e atividades antitumorais. O
potencial farmacologico de tais compostos continua sendo o objetivo principal da
maioria das pesquisas, incluindo isolamento, determinagdo da estrutura quimica e

experimentos in vitro e in vivo (Smith; Rowan; Sulivan, 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Purificar e caracterizar uma lectina do fungo Clavaria cristata (CcL), avaliar sua

inducdo na ativacdo de macrofagos in vitro, verificar seu efeito antiproliferativo sobre

linhagens de células tumorais e determinar seu potencial pré-inflamatorio.

2.2. Objetivos especificos
» Caracterizar a lectina isolada (CcL) quanto a (ao):
0 Massa molecular;
o Presenca de subunidades;
o Especificidade de ligacdo com diferentes tipos sanguineos,
carboidratos e glicoproteinas;
o Efeito do pH sobre sua atividade hemaglutinante;
o Efeito da temperatura sobre sua atividade hemaglutinante;
o Dependéncia por ions bivalentes;

» Avaliar a atividade da CcL na indugéo da ativacdo de macréfagos in vitro
e verificar a producdo de oxido nitrico por macrofagos através de uma
cinética de tempo;

» Avaliar o potencial pro-inflamatério da CcL por meio de modelo de edema
de pata em camundongos.

* Avaliar o efeito antiproliferativo da CcL sobre linhagens de células

tumorais;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL

3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO
Fungos

As amostras do fungo da espécie Clavaria cristata foram coletados no Parque
Estadual Dunas (05°46'S - 35°12'0), localizado em Natal, Estado do Rio Grande do
Norte, durante os periodos chuvosos de junho/ 2009 a agosto/2009. Os fungos foram,
em seguida, transportados para o laboratorio de Quimica e Funcdo de Proteinas
Bioativas, no Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, no qual foram armazenados a —20 °C. A identificacdo da espécie coletada foi
realizada pelo Professor Dr. luri Goulart Baseia, do Departamento de Boténica e
Zoologia da mesma Universidade.

Classificagdo Taxondmica

Filo: Basidiomycota
Classe: Agaricomycetes
Ordem: Agaricales
Familia: Clavariaceae
Género: Clavaria

Espécie: Clavaria cristata

Figura 2 : Fungo Clavaria cristata. Fonte: www.calphotos.berkeley.edu
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Camundongos Swiss

Os animais foram mantidos em Biotério localizado no Centro de Biociéncias
pertencente ao departamento de Bioquimica da UFRN até atingirem peso entre 25 a 35
g. Estes foram mantidos com acesso livre a alimento e agua, em temperatura ambiente
e ciclo de 12/12 horas de claro e escuro. O presente trabalho foi submetido a Comisséo
de Etica no Uso de Animal (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte e
aprovado sob o protocolo No. 011/2010.

Eritrécitos humanos

Os eritrocitos humanos foram obtidos através de doac¢des de bolsas de sangue
pelo HEMOCENTRO — RN. As bolsas fornecidas encontravam-se fora do prazo de

validade para transfusoes.

3.1.2. REAGENTES
. Papaina (Sigma-Co);
. Tripsina (Sigma-Co);

. Concanavalina A (Sigma-Co)

. Albumina sérica bovina — BSA (Sigma-Co)

. Kit de ensaio colorimétrico Nitrato/nitrito (Cayman Chemicals)

. Kit de quantificacdo de proteinas por BCA (Sigma-Co)

. Carboidratos: D-glucose, D-galactose, D-frutose, L-fucose, D-manose, D-

arabinose, D-xilose, N-aceti-D-glucosamina, D-glucosamina, D-galactosamina, D-
ribose, rafinose, L-rhamnose, acido glucurbnico, &cido galacturénico, metil-a-D-
manopiranosideoos; D-melibiose, D-lactose e sacarose. Todos estes reagentes foram
obtidos da Sigma-Co.

. Mucina submaxilar bovina - BSM(Sigma-Co)

. Mucina submaxilar suina - PSM (Sigma-Co)

. Fibrinogénio (Sigma-Co)
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Holo-transferrina (Sigma-Co)

Tireoglobulina (Sigma-Co)

LPS (Lipopolissacarideos de E. coli (Sigma-Co)
Carragenana (Sigma-Co)

Acrilamida e N'N’-metilenobisacrilamida (Sigma-Co).
TEMED - N, N, N’,N’-tetrametiletilinodiamino — (Sigma-Co);

Padrdes de massas moleculares para eletroforese (Fermantas life sciences);
Coomassie Blue G-250 e R-250 (Sigma-Co);

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.

3.1.3. EQUIPAMENTOS

Sistema de cromatografia liquida AKTA purifier (GE);
Espectrofotdmetro HITACHI U-2000;

Agitador magnético TECNAL TE-081

Banho-Maria (Tecnal - Te 056);

Balanca analitica eletrénica — SCIENTECH AS 210;

Micro centrifuga eppendorf 5410;

Concentrador 5301 Eppendorff

pHmetro PHTEK

Centrifuga HITACHI CR 21,

Bomba Pump-1 Amersham Biosciences

Coletor de fragdes REDIFRAC modelo 2112 da LKB (Bromma, Suécia).
Microscopio bioldgico molecular E-100 (Nikon)

Liofilizador Tecnal L108

Purificador de agua Milli-Q® Water System da Millipore Corp.

(Bedford,MA, USA);
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3.2. METODOS

3.2.1. Extragdo protéica do fungo Clavaria cristata

Os fungos foram limpos com &gua corrente, liofilizados e triturados em um
liquidificador para obtencdo de um p6 de granulacado fina. As proteinas sollUveis totais
dessa farinha foram extraidas em tampéao Tris-HCI 50 mM pH 7,5, na propor¢do 1:10
(p/v). O extrato protéico foi submetido a agitacdo constante, em temperatura ambiente,
por 2 h. ApGs tal procedimento, o material foi centrifugado a 12.000 x g por 30 min a 4

°C, para separar o precipitado da fracéo soltvel que foi designada de extrato bruto.

3.2.2. Dosagem protéica

A determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada pelo
método do &cido bicinconinico BCA, (Smith et al., 1985), utilizando um kit de
guantificacdo por BCA (SIGMA), conforme instrugbes do fabricante, e albumina sérica

bovina como padrao.

3.2.3 Preparacdao de eritrocitos para ensaios de hem  aglutinacéo

- Lavagem dos eritrgcitos para ensaios de hemaglutinacdo

Aliquotas de 2 mL de sangue foram lavadas com 12 mL de solucdo salina
fisiologica e centrifugadas a 924 x g, até a obtencdo de uma massa de eritrocitos
integros livre de soro e material hemolisado.

- Tratamento dos eritrocitos com papaina

Uma solucado estoque de papaina de 1 mg/mL em solucéo salina foi adicionada
ao sangue, previamente lavado, na proporcédo de 1:1 (v/v). A mistura foi incubada por
30 minutos a 37 °C, com leve agitacdo ocasional. Em seguida, foi centrifugada a 924 x
g, por 5 minutos e seu precipitado foi lavado 6 vezes com solucao salina. Em seguida

uma suspensao de eritrécitos na concentracao de 4% foi preparada.
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- Tratamento dos eritrocitos com tripsina

Uma solucao estoque de tripsina na concentracdo de 1 mg/mL foi preparada e
adicionada a 1 mL de sangue, previamente lavado. A mistura foi deixada em repouso
por 1 hora, a temperatura ambiente, com leve agitacdo ocasional. Em seguida, foi
centrifugada a 924 x g, por 5 minutos e seu precipitado lavado por 6 vezes com solucao
salina. Realizou-se o hematdécrito e uma suspensdo de eritrocitos diluida a 4% em

solucéo salina foi preparada.

3.2.4. Detecc¢ao da atividade hemaglutinante

Com a finalidade de verificar a atividade hemaglutinante no extrato total e
fracOes protéicas oriundos do fungo, testes de hemaglutinagdo foram realizados de
acordo com a metodologia descrita por Debray et al. (1981) por meio de diluicdo
seriada das amostras (1/2, 1/4, 1/8, 1/16...) em placas de ELISA com fundo em “V”,
tanto na presenca como na auséncia dos fons metélicos: Ca*? e Mg*? (200 mM). No
primeiro poco foram adicionados 25 pL do extrato total de Clavaria cristata e 25 pL de
uma suspensao de eritrocitos a 4% tratados enzimaticamente enquanto que, a partir do
segundo em diante foram adicionados 25 pL de solugéo salina contendo ou né&o ions,
25 pL da amostra diluida seriadamente e 25 pL de uma suspensao de eritrécitos a 4%,
tratados com papaina e/ou tripsina. A reacao foi incubada por 30 min, a temperatura
ambiente. A aglutinacdo foi observada visualmente e o titulo expresso em unidades de
hemaglutinacdo (UH), que foi definido como o inverso da maior diluicdo da amostra que
tenha apresentado nitida aglutinacédo (Moreira et al., 1997).
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3.2.5 Cromatografia de exclusdo molecular Sephacryl S200

Para o isolamento da lectina, presente no extrato bruto do fungo C. cristata,
foram aplicados 33 mg de proteinas do extrato bruto em uma coluna de gel filtracdo
Sephacryl S200 previamente equilibrada com tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,5 com um
fluxo de 0,4 mL/min. Fracdes de 1,2 mL das amostras foram coletadas e a absorbancia
medida a 280 nm. Ensaios de hemaglutinacdo foram realizados para a identificacdo do
pico de atividade lectinica.

3.2.6. Cromatografia de troca i6nica em Resource Q  em sistema de FPLC-
AKTA

Para purificar a lectina isolada na etapa anterior, 1 mL (1,4 mg) do pico com
atividade hemaglutinante foi submetido a cromatografia de troca i6nica Resource Q, em
sistema de FPLC-AKTA em tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,0. Fracdes de 0,5 mL foram
coletadas sob fluxo de 2 mL/min e as absorbancias medidas a 280 e 215 nm. As
fracbes que apresentaram atividade hemaglutinante foram reunidas e denominadas
CcL.

3.2.7. Determinacdo da massa molecular por cromatog rafia de exclusédo
molecular em superose 6 10 300 GL em sistema de FPL C-AKTA

Para confirmacgé&o da purificacdo e determinacdo da massa molecular de CcL em
condic¢des nativas, 1mL (260 pg) de solucdo da proteina foi submetido a cromatografia
de exclusao molecular em Superose 6 10 300 GL, acoplada ao sistema de FPLC-AKTA
em tampao Tris-HClI 50 mM pH 7,5. Esta coluna foi previamente calibrada com o
seguinte padrdo de proteinas: tireoglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), aldolase
(158 kDa), Conalbumina (75 kDa). Fra¢cdes de 0,5 mL foram coletadas sob fluxo de 0,5
mL/min e as absorbancias medidas a 280 e 215 nm. A massa molecular aparente da
lectina foi estimada a partir da interpolacéo logaritmica entre massas moleculares dos

diferentes marcadores protéicos utilizados e 0s seus respectivos volumes de eluicao.
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3.2.8. Determinacéo da curva de dependéncia do ion  célcio

Objetivando-se determinar a curva de dependéncia de Ca*?, aliquotas da lectina
foram diluidas em solucdes salinas contendo o fon Ca*? nas seguintes concentracées:
200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78 mM. A atividade da proteina foi
visualizada e quantificada através do ensaio de hemaglutinacdo, descrito
anteriormente.

3.2.9. Efeito da temperatura sobre a atividade da| ectina

O efeito da temperatura sobre a atividade da lectina foi investigado, usando
aliquotas da solucéo de lectina em Tris HClI 50 mM pH 7,5, as quais foram incubadas
as temperaturas de 4, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C por uma hora. Apds esse
periodo sua atividade foi analisada pelo ensaio de hemaglutinagdo, a temperatura

ambiente.

3.2.10. Efeito do pH sobre a atividade da lectina

Aliquotas da lectina foram dialisadas a 4°C por 24 horas contra tamp&es com pH
variando entre 2,5 e 11,5 com a realizacao de 3 trocas para cada tampéao. Os tampbes
utilizados foram Glicina-HCI 50 mM (pH 2,5 e 3,5), Acetato de sédio 50 mM (pH 4,5 e
5,5), Tris-HCI 50 mM (pH 7,5, 8,5 e 9,5) e Glicina-NaOH 50 mM (pH 10,5 e 11,5). ApGs
esse tratamento, uma nova dialise foi realizada contra tamp&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,5,

a 4 °C por 24 horas. Ensaios de hemaglutinagdo foram realizados em seguida.

3.2.11. Especificidade da lectina purificada a carb  oidratos e glicoproteinas

Os ensaios de hemaglutinacdo para determinacdo da especificidade da CcL
foram realizados da mesma forma que descrito no item 3.2.4. No entanto, apés a

diluicho seriada da amostra, 25 pL das glicoproteinas e carboidratos, nas
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concentracdes de 2,0 mg/mL e 200 mM, respectivamente, foram adicionados.A
mistura foi deixada em contato por 1 hora, antes da adicao dos eritrocitos. Os inibidores
testados foram os monossacarideos: D-glucose, D-galactose, D-frutose, L-fucose, D-
manose, D-arabinose, D-xilose, N-aceti-D-glucosamina, D-glucosamina, D-
galactosamina, D-ribose, rafinose, L-rhamnose, acido glucurénico, acido galacturdnico,
metil-a-D-manopiranosideoos; os dissacarideos D-melibiose, D-lactose e sacarose; 0s
polissacarideos fucoidan, inulina, condroitin sulfato A e condroitin sulfato C; e as
glicoproteinas mucina bovina (BSM), asialo-BSM, mucina suina (PSM), asialo-PSM,

fetuina, asialofetuina, fibrinogénio, asialofibrinogénio, holo-tranferrina e tireoglobulina.

3.2.12. Determinacdo da menor concentracao inibitér  ia da glicoproteina

Para a determinagcdo da menor concentracdo de mucina capaz de inibir a
atividade hemaglutinante da lectina, a glicoproteina BSM, na concentracéo inicial de 2
mg/mL, foi submetido a diluicdo seriada em solucdo de NaCl 150 mM, de forma
semelhante ao descrito anteriormente. Vinte e cinco microlitros da amostra foram
adicionados e deixados em contato por 1 hora, antes da adi¢éo dos eritrécitos. A menor
concentragcdo de mucina capaz de inibir a hemaglutinagdo da preparacéo de lectina foi

calculada.

3.2.13. Eletroforese em gel de poliacrilamida desco ntinuo e desnaturante
(SDS-PAGE)

Com o intuito de avaliar o grau de pureza das amostras protéicas, as mesmas
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em presenca de SDS,
de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). O gel de separacéo foi
preparado com 1,25 mL de acrilamida-bisacrilamida 30%; 1,25 mL de tampé&o Tris-HCI
1,5,M pH 8,8; 2,425 mL de agua destilada; 50 pL de SDS 10%; 5 yL de TEMED
concentrado e 25 L de persulfato de aménio 30%. O gel de concentracdo continha
0,33 mL de acrilamida-bisacrilamida 30%; 625 yL de tampéo Tris-HCI| 0,5 M, pH 6,8;
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1,5 mL de agua destilada; 25 pL de SDS 10%; 5 uL de TEMED e 12,5 pL de persulfato
de amodnio. O tampé&o de corrida consistia de Tris 25 mM; glicina 192 mM e SDS 10%.
Uma vez diluida em tampé&o de amostra (Tris-HCI 0,0625 M, SDS 2%, glicerol 10% v/v,
0,01% de azul de bromofenol), num volume de 20 pL, a aliquota foi aplicada no gel (10
x 14 cm, com espacadores de 0,75 mm), sendo foi submetido a corrente constante de
30 mA por, aproximadamente, 2 horas. O gel foi corado em solugcdo de Coomasie Blue
R 250 a 1%, etanol 40% e acido acético 10% em agua. As bandas protéicas foram
descoradas apo6s a imersdo do gel em uma solucdo descorante (etanol 30% e acido
acetico 10%). Para determinar a massa molecular da proteina isolada, foram utilizados

marcadores padrées de proteinas.

3.2.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida descon tinuo e nao
desnaturante (PAGE)

A metodologia estabelecida por Laemmli (1970) foi modificada para a anélise de
CcL. O protocolo do item 3.2.13 foi repetido, sem a adicdo de SDS. A eletroforese foi
realizada sob corrente constante de 20 mA por, aproximadamente, 2 horas até que o

marcador de corrida (azul de bromofenol) atingisse o final do gel.

3.2.15. Preparo da cultura de macréfagos para avali acdo da inducdo e
producao de Oxido nitrico pela lectina

A metodologia estabelecida por Oliveira et al (2006) foi modificada para o
preparo da cultura de macréfagos e avaliagdo da inducéo e producéo de 6xido nitrico
pela lectina. Macrofagos foram coletados da cavidade peritoneal de camundongos por
lavagem com 4 mL de tampéao fosfato a 4C. Posterior mente, o lavado peritoneal foi
centrifugado a 924 x g, 4C, por 3 min. O sobrenada nte foi desprezado e o precipitado
homogeneizado com 8 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
a 37C. Em seguida, as células foram contadas usand o camara de Newbauer. Os

macréfagos (2,0 x 10° células/poco/100uL em meio DMEM suplementado com 10% de
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soro fetal bovino) foram distribuidos em uma placa estéril de 96 pocos e incubados a
37T sob uma atmosfera Umida de 5% de CO , por 30min. As células ndo — aderidas
foram removidas por lavagem com meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, e entdo, este mesmo meio foi acrescentado a cultura, sendo novamente
incubada por mais 3h a 37C sob uma atmosfera imida de 5% de CO,. Apds o tempo
de 3h, foi realizada mais uma lavagem para a retirada do meio suplementado com soro
e adicionar o meio DMEM sem soro fetal bovino e em seguida a placa foi incubada com
a lectina por 24h e posteriormente foi realizada uma cinética de tempo para verificar a
producéo de oxido nitrico nos tempos de 12h, 18h, 24h, 36h, 48h e 72h.

Para a avaliagdo da producdo de oOxido nitrico no tempo de 24h, a lectina foi
inicialmente adicionada a cultura nas concentracées de 10, 25, 50 e 100ug/mL. Um
controle foi realizado pré-incubando a lectina com a glicoproteina BSM por 30 min a
37T, antes da adicdo desta mistura no ensaio. A al bumina também foi adicionada a
cultura na concentracdo de 100ug/mL. O lipopolissacaridio (LPS) foi utilizado como
controle positivo na concentracdo de 10ug/mL, visto que ele € um dos mais bem
estudados lipopolissacarios da parede celular bacteriana com forte atividade
imunomodulatéria para inducdo da producdo de 6xido nitrico, e o controle negativo
sendo apenas a cultura de macrofago sem a adicdo de nenhum outro composto. Para a
realizacdo da cinética de tempo, a CcL (100pg/mL), CcL (100ug/mL) + glicoproteina
BSM, ConA (10pg/mL), LPS (10pg/mL), Dexametasona (5mM), albumina (100ug/mL)
foram adicionadas a cultura de macrofagos nos tempos de 12h, 18h, 24h, 36h, 48h e

72h. Os experimentos foram executados em triplicata.

3.2.16. Ensaio para a medi¢ao dos niveis de nitrato  /nitrito

Os niveis de nitrato/nitrito sao utilizados como uma medida indireta para verificar
a producgédo de oxido nitrico produzido pelos macréfagos visto que o Oxido nitrico tem
um tempo de meia vida curto e sofre oxidacdo espontanea para esses metabdlitos
inativos.

A producdo de o6xido nitrico foi estimada medindo a concentracdo de nitrato

(com ou sem nitrito) presentes no sobrenadante da cultura de macréfagos utilizando
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um kit de ensaio colorimétrico para nitrito/nitrato (Cayman chemical). Os ensaios foram
realizados acrescentando-se 80ul do sobrenadante do meio de cultura de macrofagos
nos pocos de uma placa de ELISA. Em seguida, 10 pl do cofator de enzima foram
adicionados nos testes e logo depois foram adicionados 10 pl da enzima redutase
nitrato. As amostras ficaram incubadas por 2h a temperatura ambiente, e apds esse
periodo foram adicionados 50ul do reagente de Griess R1 a cada um dos pocos e
imediatamente acrescentou-se 50ul do reagente de Griess R2. A reagcdo processou-se
por mais 10 min, a temperatura ambiente e entdo a absorbancia foi medida utilizando
um espectofotdmetro (leitor de microplaca ) com um filtro de 540nm.

Os resultados foram expresso em pM de NOj, baseado em uma curva padréo

de NaNOs dissolvida em meio de cultura.

3.2.17. Cultura de células

As linhagens de células 3T3 (fibroblastos) e HepG2 (hepatoma)foram cultivadas
em meio DMEM , enquanto que MDA — 435 (cancer de mama) foram cultivadas em
RPMI 1640 ambos suplementados com 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina, e 100
Mg/mL de estreptomicina a 37°C em atmosfera imida de 5% de CO,. As células HepG2
e 3T3 foram semeadas (3 x 10° células/mL) e MDA (2 x 10 células/mL) em microplacas
de cultivo de 96 pocos e incubadas por um periodo de 72 horas com concentracdes de

CcL que variaram de (0,5 a 50 yg/mL).

3.2.18. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de reducéo do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) de acordo com a metodologia utilizada por
Yan et al (2009) com modificagbes. O teste do MTT avalia a integridade mitocondrial
das células testadas baseado na reducdo enzimatica do corante até o produto
chamado formazan pelas desidrogenases mitocondriais. Apds o periodo de tratamento

de 72 horas com as diferentes concentracdes de CcL, as células foram incubadas em
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meio de cultura contendo 1 mg/mL de MTT por 4 horas e posteriormente lavadas com
etanol por cinco minutos para solubilizagcdo do formazan. A absorbancia das amostras

foi monitorada a 570 nm.

3.2.19. Avaliacao da acdo da CcL sobre o edema de p ata em camundongos

O modelo experimental de edema de pata em camundongos, induzido pela CcL,
foi utilizado para testar a capacidade dessa lectina em produzir um processo
inflamatorio agudo segundo a metodologia descrita por Queiroz et al (2008). Os
animais foram separados em grupos de seis camundongos. Cada animal recebeu na
superficie plantar da pata traseira direita 1, 5, 10 ou 50 ug de CcL dissolvida em 50 pL
de solucéo estéril de NaCl a 0,15M, como controle foram injetados 50 uL de solucéo
estéril de NaCl a 0,15M na superficie plantar da pata traseira esquerda. A carragenana
1% dissolvida em 50 uL de solucéo estéril de NaCl a 0,15M foi injetada na pata traseira
direita no grupo controle positivo. Apds o periodo de 4h, os animais foram sacrificados
e as patas foram amputadas no nivel da junta tarso-crural e a massa das patas foi
mensurada em balanga analitica digital. A diferenca de massa entre as patas direita e
esquerda indicava o grau de inflamacdo. A média do aumento do volume das patas

para cada grupo foi calculada.

3.2.20. Andlise estatistica
Os resultados foram expressos como meédia + SD e analisados por ANOVA. A

diferenca entre os grupos foi realizada pelo teste de Tukey-Kramer. O valor de p<0,001

é considerado extremamente significante.
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4. RESULTADOS

4.1. Deteccdo da atividade hemaglutinante no extrat o bruto do fungo
Clavaria cristata

Para detectar a presenca de lectinas nos extratos bruto de C. cristata foram
realizados ensaios de hemaglutinacdo com eritrécitos humanos nativos, sem a
presenca de ions e os resultados estdo apresentados na tabela 1. Nestas condi¢fes a
maior atividade especifica foi detectada para sangue do tipo O. Posteriormente a
atividade hemaglutinante também foi testada com eritrécitos humanos submetidos a
tratamentos enziméaticos com papaina e tripsina, na presenca de ions calcio e
magnésio, e os resultados estdo demonstrados na tabela 2. Os eritrgcitos tratados com
tripsina foram os que apresentarem uma maior sensibilidade a aglutinacdo. Dentre os
ions testados, os ions calcio e manganés demonstraram ser os melhores ativadores da
atividade lectinica, especialmente para os eritrocitos do tipo O. Dessa forma, o sangue
tipo O tratado enzimaticamente com tripsina e ion célcio passaram a ser utilizados nos

ensaios posteriores de hemaglutinacéo.

Tabelal: Atividade Hemaglutinante do Extr  ato Bruto do Fungo

TIPO EXTRATO BRUTO FUNGO
SANGUINEO C. cristata (U.H*/mg)**
A 1,07
B 0,13
O 2,14

*Unidade de Hemaglutinacdo (UH): definida como o in  verso da maior diluicio da amostra que
apresentou nitida aglutinacgao.
**Atividade especifica: unidades de hemaglutinagao por miligrama de proteina. (UH/mg).
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Tabela2: Atividade Hemaglutinante do Extrato Bruto do fungo Clavaria cristata na
presenca de ions bivalentes

TITULO DE HEMAGLUTINACAO (U.H*./mg**)
] TIPO
ION SANGUINEO o TRATADOS
PAPAINA TRIPSINA
A 17,14 0,53 17,14
CALCIO B 8,57 0,27 8,57
o) 4,28 0,53 34,28
A 8,57 0,53 8,57
MAGNESIO B 4,28 0,27 1,07
o) 4,28 0,53 17,14

* Unidade de Hemaglutinacado: definida como o invers o da maior diluigdo da amostra que apresen
tou nitida aglutinacao.
** Atividade especifica: unidades de hemaglutinagao por miligrama de proteina.

4.2. Determinacgéo da especificidade da lectina pres  ente no extrato bruto do
fungo

A atividade hemaglutinante foi reduzida pelas glicoproteinas BSM, asialo-BSM,
PSM, asialo-PSM, fetuina, asialofetuina, fibrinogénio e asialofibrinogénio. Com
destaque para as glicoproteinas BSM, asialo-BSM, mucina e asialofetuina em que se
obteve 100% de inibicdo (Figura 3). Os demais acgUcares e glicoconjugados
apresentaram pouco ou henhum efeito sobre a atividade lectinica do extrato bruto do
fungo.
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Figura 3: Inibico da atividade hemaglutinante do extrato bruto do fungo. Apds diluicdo seriada
da amostra foram adicionados 25 pL do inibidor teste, na concentragdo de 200 mM ou
2mg/mL, e deixados em contato por 1 hora, antes da adi¢cdo dos eritrécitos do tipo O trisinizados
na presenca de ions célcio. Os resultados foram representados como média + DP da triplicata.
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4.3. Purificacdo da lectina em cromatografia de exc Ilusdao molecular
Sephacryl s-200

As proteinas do extrato bruto foram separadas em coluna de exclusdo molecular
Sephacryl S-200 e observou-se a presenca de quatro fragdes protéicas. Em seguida,
foi realizado um ensaio de hemaglutinagcdo com a finalidade de detectar qual destas
fracbes apresentava atividade hemaglutinante e verificou que das quatro fragdes
protéicas somente uma fracdo apresentou atividade (Figura 4). Desta forma, o pico
com atividade lectinica foi reunido para posteriores processos de purificacdo. Nesta
etapa de purificagdo, a lectina apresentou um aumento de 14 vezes na sua atividade

especifica (Tabela 3).
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Figura 4 : Perfil cromatografico do extrato bruto do fungo C. cristata, em coluna de exclusdo molecular
S200. A coluna foi equilibrada e a amostra foi eluida com tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, sob um fluxo
de 0,4mL/min, monitorada a 280 nm. A atividade hemaglutinante foi detectada na presenca de 4% de
eritrocitos humanos do tipo O tratados com tripsina na presenca de ions calcio. A linha tracejada refere-
se as fragBes as quais apresentam atividade hemaglutinante.
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4.4. Purificacdo da lectina por cromatografia de tr  oca ibnica, Resource Q
em sistema de FPLC-AKTA

A fracdo lectinica enriquecida em atividade hemaglutinante separada por
exclusdo molecular em coluna de Sephacryl S-200 foi aplicada numa coluna de troca
anionica Resource Q em sistema de FPLC-AKTA e as fracdbes com atividade
hemaglutinante, foram reunidas para efetuar a caracterizacdo da proteina (figura 5). A
lectina apresentou atividade especifica de aproximadamente 3938 UH/mg e essa
atividade foi aumentada 115 vezes, conforme mostra a tabela de purificacéo (Tabela 3).
A lectina purificada nesta etapa foi denominada CcL (Lectina de Clavaria cristata).

700 - % 100
600 - n
14 s0
500
L 60 =
:400 f =
I =
= O
300 - + 40 =
200
1 20
100
O T T T O
0.0 5.0 10.0 15,0 20.0 250 30.0

Fragcdoes{(mL)}

Figura 5: Perfil Cromatografico de CcL na coluna de troca iénica Resource Q em sistema de FPLC-
AKTA. A coluna foi previamente equilibrada com tampdo Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 (Tampéo A) e a
amostra foi eluida da coluna com tampéo Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 contendo 1M de NaCl (Tampéao B) sob
um fluxo de 2 mL/min. As frag6es (0,5 mL/tubo) foram monitoradas a 280 e 215 nm. A atividade
hemaglutinante (1024U.H) foi detectada na presenca de 4% de eritrocitos humanos do tipo O tratados
com tripsina na presenca de fons célcio. A barra horizontal representa as fracdes com atividade
hemaglutinante.
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Tabela 3: Etapas de purificagdo da Lectina do Fungo C.cristata.
Volume Pr_I(_J(t)(te;Ta Atl.l\_/:)?gfj € eAstl\ggi?i?;z Purificagéo Rendimento

Fracéo P

Total vezes %

oh (mo (UH)  UHmg (Ve )
Extrato 10,0 119,48 4095,77 34,28 1 100
Bruto
CcL
Isolada 3,0 4,33 2047,65 472,97 14 3,6
P6s-S200
CcL

Y 1,0 0,26 1023,98 3938,46 115 0,2

Purificada

4.5. Determinacdo da massa molecular da proteina na
cromatografia de exclusdo molecular em Superose 6 1

FPLC-AKTA

tiva por
0 300 GL em sistema

Para confirmar a purificacdo e determinar a massa molecular de CcL, a proteina

foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular Superose 6 10 300 GL, em

sistema de FPLC-AKTA, previamente calibrada com proteinas de massas moleculares

conhecidas (Figura 6A). Apos determinacdo dos volumes de eluicdo das proteinas

marcadoras e da proteina teste foi construida uma curva em escala semi-log (Figura

6B), e calculada a massa molecular da CcL, em sua forma nativa, apresentando uma

massa molecular de aproximadamente 140 kDa.
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Figura 6 : Perfil cromatografico de CcL em coluna de exclusdo molecular e determinagdo da
massa molecular. (A) Perfil Cromatografico de CcL na Coluna de Exclusdo Molecular Superose 6
10 300 GL em sistema de FPLC-AKTA, em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. As fracdes
(0,5mL/tubo) foram monitoradas a 280 e 215nm. A atividade hemaglutinante foi detectada na
presenca de 4% de eritrdcitos humanos do tipo O. (B) Determinac¢éo da massa molecular de CCL
(140,3 kDa). Os marcadores de massa molecular padrao utilizados foram: (a) Blue Dextran
(2000kDa), (b)Tireoglobulina (668kDa), (c) Ferritina (440kDa), (d) Aldolase (158 kDa), (e)
Conalbumina (75kDa), Log Mr — logaritmo da massa molecular, Ve/VO — relagdo entre o volume
de eluicdo da proteina e o volume de vazio.
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4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida
As diversas etapas de purificacdo da lectina do fungo C. cristata foram

analisadas por eletroforese em condi¢cdes desnaturantes por SDS-PAGE (12%) e nao-
desnaturantes por PAGE (12%) (Figura 7A e B). A lectina analisada por SDS-PAGE em
condicbes desnhaturantes apresentou uma banda protéica homogénea com massa
molecular de aproximadamente 66 kDa e quando submetida a aquecimento a 100 °C
por 5 min apresentou uma Unica banda em torno de 14,5 kDa, calculada por regressao
linear, tendo por base padrdes protéicos de massas moleculares conhecidas. A mesma
banda de 14,5 kDa foi verificada quando a amostra foi analisada em condi¢des
redutoras por B-mercaptoetanol (dados ndo mostrados). A banda protéica em torno de
14,5 kDa , provavelmente, se trata das subunidades desta proteina e a banda protéica
em torno de 66 kDa se deve provavelmente a um complexo de subunidades. Uma
Unica banda corada por Comassie blue foi observada no PAGE para a CcL, revelando

gue, de fato, a lectina foi purificada.
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Figura 7 : Eletroforese em gel de Poliacrilamida. (A) Desnaturante a 12% (SDS-PAGE) e (B) Nao
desnaturante a 12% (PAGE): Linha 1 — Extrato Bruto; Linha 2 — Material pds-coluna de gel
filtragdo S-200; Linha 3 — CcL (sem tratamento térmico); Linha 4 —CcL (com tratamento térmico);
M - Marcadores de massa molecular (kDa): B-galactosidase (116,0); Albumina Sérica Bovina
(66,2); Ovalbumina (45,0); Lactato desidrogenase (35,0), Endonuclease de restricdo BAP 981
(25,0); B-lactoglobulina (18,4) e Lisozima (14,4). As proteinas foram coradas com Comassie
blue.
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4.7. Determinagdo da massa molecular por SDS-PAGE

A massa molecular da CcL né&o-aquecida e aquecida foi determinada,
analisando a sua mobilidade eletroforética com relacdo aos marcadores (Figura 8),
correspondendo a 66 kDa e 14,2 kDa respectivamente.

2,5 -

Log PM

Rf

Figura 8: Determinacdo da massa molecular da CcL por SDS-PAGE através da curva de
calibragédo dos padrdes moleculares de proteinas, determinada por SDS-PAGE. Os marcadores
de massa molecular padrdo utilizados foram: (a) B-galactosidase (116,0); (b) Albumina Sérica
Bovina (66,2); (c) Ovalbumina (45,0); (d) Lactato desidrogenase (35,0), (e) Endonuclease de

restricdo BAP 981 (25,0); (f) B-lactoglobulina (18,4) e (g) Lisozima (14,4). As proteinas foram
coradas com Comassie blue.
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4.8. Atividade hemaglutinante da CcL
A lectina do fungo C. cristata purificada foi submetida a ensaios de

hemaglutinacdo, apresentando os resultados descritos na tabela 4. Apesar de
demonstrar atividade hemaglutinante para todos os tipos de eritrécitos do sistema ABO,
submetidos ou ndo a tratamentos enzimaticos, eritrécitos do tipo O demonstraram 0s
mais elevados titulos de aglutinacdo, preferencialmente apds tratamento com tripsina e
na dependéncia de fons Ca*".

Tabela 4: Atividade hemaglutinante de CcL purificad  a.

) ) TITULO DE HEMAGLUTINACAO (U.H*./mg**)

foN TIPO SANGUINEO

TRATADOS
NATIVOS
PAPAINA TRIPSINA

CALCIO A 484,8 0 484,8
484,8 0 484,8
o 4,28 0 3938,4
MAGNESIO A 484,8 0 484,8
B 484,8 0 969,7
o 4,28 0 484,8

*Unidade de Hemaglutinacdo (UH): definida como o inv  erso da maior diluicdo da amostra
gue apresentou nitida aglutinagéo.
**Atividade especifica: unidades de hemaglutinacao por miligrama de proteina. (UH/mg).
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4.9. Curva de dependéncia da lectina por ion calcio

A lectina isolada do fungo C. cristata apresentou atividade hemaglutinante
dependente da presenca do fon Ca'®. Em virtude desse fato, uma curva de
dependéncia do ion foi construida utilizando-se as concentra¢des de 200, 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,12, 1,56 mM (figura 9).

O experimento revelou que a maxima atividade hemaglutinante da lectina é

alcancada na concentracdo de 50 mM de célcio.
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Figura 9: Curva de Dependéncia da Lectina por fon célcio. Ensaios de hemaglutinacdo com a
lectina foram realizados utilizando-se as concentrages de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12,
1,56 mM do ion célcio.
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4.10. Curva de termoestabilidade da CcL

CcL manteve sua atividade hemaglutinante até a temperatura maxima de 80°C,
apresentando uma redugdo em 50% da sua atividade a temperatura de 90°C, e uma

completa inibicdo da atividade hemaglutinante apés 60 min a 100°C. (Figura 10).
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Figura 10: Curva de Termoestabilidade da CcL. A lectina foi submetida a temperaturas de 4, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 e 100°C durante 1 hora. Apés a incubagdo, ensaios de hemaglutinacdo com a
lectina foram realizados a temperatura ambiente.
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4.11. Curva de efeito do pH sobre a atividade hemag lutinante da CcL
A figura 11 mostra o efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante apos dialise

da lectina em diferentes tamp0es para diferentes faixas de pH seguido de retorno ao
tampdo Tris-HCI 50 mM pH 7,5. Observa-se uma atividade constante

independentemente do valor de pH ao que a mesma foi submetida.
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Figura 11 : Efeito do pH sobre a lectina. A lectina isolada do fungo C. cristata foi submetida aos
diferentes tampdes: Glicina-HCI 50 mM pH 2,5 e 3,5; Acetato de s6dio 50mM pH 4,5 e 5,5; Tris-
HCI 50 mM pH 7,5; 8,5 e 9,5; Glicina-NaOH 50 mM pH 10,5 e 11,5. Seguida de uma nova dialise
contra o tampao Tris-HCI| 50 mM pH 7,5 a 4°C durante 24 horas. Terminado esse tratamento
ensaios de hemaglutinagdo foram realizados.
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4.12. Inibicdo da atividade hemaglutinante da CcL p or carboidratos e
glicoproteinas

Utilizando os mesmos acucares e gliconjugados empregados na inibicao do
extrato bruto, foi realizado o ensaio de inibicdo da atividade da lectina purificada. Foi
possivel observar que a CcL teve sua atividade hemaglutinante inibida completamente
apenas com as glicoproteinas BSM, asialo-BSM e asialofetuina, o que indica sua
especificidade para essas glicoproteinas. A menor concentracdo de BSM, asialo-BSM e
asialofetuina capaz de inibir a sua atividade hemaglutinante foi de 0,125, 1 e 1 mg/mL,

respectivamente.

4.13. Avaliacdo dos niveis de nitrato/nitrito em cu  ltura de macrofagos

Como algumas lectinas isoladas possuem habilidade de atuar como
imunomoduladoras promovendo a ativacao de macrofagos com consequente liberacédo
de Oxido nitrico foi realizado um teste para verificar se a CcL também apresentava esta
capacidade.

Considerando os produtos finais mais estaveis do oxido nitrico in vivo, quanto
maior a ativacdo de macrofagos, maiores serdo os niveis de nitrito/nitrato presentes na
cultura. Inicialmente, os experimentos foram realizados utilizando a lectina nas
concentracoes de 10, 25, 50 e 100 pg/mL com o objetivo de verificar qual concentracao
resultaria em maior producédo de oxido nitrico (Figura 12A). A partir dos dados obtidos
na curva dose resposta (lectina/nitrito-nitrato), um segundo experimento foi realizado
utilizando a lectina na concentracdo de 100 pg/mL (em que se obteve maior ativagédo
do macrofago), na presenca (e auséncia) da glicoproteina BSM e também com um
inibidor da Oxido nitrico sintase, a dexametasona. Os resultados demonstrados na
figura 12A indicaram que CcL na concentracdo de 25 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL
obteve aumento significativo em relacdo ao controle negativo (**p<0,01, ***p<0,001 e
***P<(0,001, respectivamente), enquanto que na concentracdo de 10 yg/mL ndo houve
diferenca estatistica. N&do houve diferenca estatistica entre a lectina ConA (10 pg/mL),

uma lectina em que sua capacidade de ativar macréfagos com consequente liberacédo
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de oxido nitrico j& tem sido muito bem estabelecida, e CcL (Figura 12B). Nos ensaios
nos quais a CcL (100 pg/mL) foi incubada com dexametasona houve uma diminuicéo
estatisticamente significante (***p<0,001) na producdo de Oxido nitrico, ndo havendo
diferenca estatistica entre a lectina incubada com dexametasona e o controle negativo,
indicando que essa liberagdo de oOxido nitrico esta relacionada com a atividade da

enzima oxido nitrico sintase (Figura 12B).
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Figura 12: Producéo de Oxido Nitrico. (A)*** p<0,001 indica um aumento significativo entre o
controle negativo e LPS e a CcL nas concentragbes de 50 e 100 yg/ml e ** p<0,01 indica o
aumento significativo entre o controle negativo e a CcL na concentracdo de 25 ug/mL. N&o
houve diferenca significativa entre o controle negativo, albumina e a lectina na concentragéo de
10 pg/mL. (B) Houve um aumento significativo entre o controle negativo e a ConA (***p<0,001).
N&o houve diferenga significativa entre o controle negativo, albumina, dexametasona e a lectina
na concentragdo de 100 pg/mL incubada com dexametasona. Cada coluna representa os valores
médios + DP, n=3.
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Em decorréncia do tratamento de macrofagos com concentracdes diferentes de
ConA e CcL resultar na producdo de oxido nitrico, foi realizada uma cinética de tempo
da producao de NO. A producdo maxima foi observada com 10 pg/mL de ConA e 100
png/mL de CcL no tempo de 24h. Foi observado um leve declinio na producéo de 6xido

nitrico apés o pico de 24h.
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Figura 13: Cinética de tempo da produgdo de NO por macréfagos. Os tratamentos foram: LPS, ConA
(10ug/ml), CcL (100ug/mL) e CcL(100ug/mL) + dexametasona. Os resultados foram representados como
médiax DP da triplicata.
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4.14. Inducéo do edema de pata pela CcL

Apoés aplicacdo de CcL nas patas dos camundongos foi observada uma indugéo
dose-dependente do edema, nas concentragcbes de 1,5, 10 e 50 pg, quando
comparadas com as massas das patas controle (salinas). Nao houve diferenca
estatistica entre carragenana 1% e a CcL. Este maior valor mostrou entdo que CcL tem
um potencial pro-inflamatorio tdo significante quanto a carragenana, um conhecido

potente agente pré-inflamatorio.
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Figura 14 : Edema de pata em camundongo induzido por CcL. Concentrac¢des variando de 1 a 50ug/pata.
***n<(0,001 indica uma aumento significativo entre a massa do edema do grupo salina e 0s grupos em
gue a CcL administrada nas concentragdes de 5, 10 e 50 pg/pata Nao houve diferenca significativa entre
o grupo salina e o grupo em que a CcL foi administrada na concentracdo de 1 pg/pata. As andlises foram
feitas 4h apéds a injecdo. Cada coluna representa os valores médios + DP, n=6.
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4.15. Efeitos da CcL sobre a proliferacéo celular

A viabilidade de células MDA 435, HepG2 e 3T3 foi analisada apds incubacgéo
por 72 horas com concentracdes crescentes de CcL (0,5 a 50 ug/mL). Apds este
periodo foi possivel observar a diminuicdo estatisticamente significante da viabilidade
das células HepG2 em resposta a CcL. O valor de ICsy (a dose que diminui a
viabilidade celular em 50%) foi obtido com CcL na concentracédo de 50 uyg/mL (FIGURA
14). Entretanto a CcL ndo promoveu alteragdo estatisticamente significante na
proliferacédo de células MDA 435 e apenas uma pequena alteracao na proliferacédo das

células 3T3 foi verificada na concentracéo de 50 pg/mL.
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Figura 15 : Citotoxicidade da CcL em células HepG2 avaliada pelo teste de redugdo de MTT. As células
foram tratadas com diferentes concentragbes de CcL (0,5-50 pg/ml) por 72h em microplacas de cultura.
A viabilidade das células tratadas com CcL foi expressa como porcentagem da viabilidade das células
controles néo tratadas. Os resultados foram representados como média+ DP da quadruplicata.
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DISCUSSAO

Os cogumelos sdao um grupo especial de macrofungos com corpos de
frutificagdo proeminentes e sdo abundantes em regifes tropicais e subtropicais do
mundo (Ho et al., 2004). Mais de 50 lectinas de fungos tém sido relatadas (Wang; Ng;
Ooi, 1998) e na ultima década, um numero crescente dessas lectinas tem sido isolado
como em Boletopsis leucomelas (Koyama et al., 2002), Agrocybe aegerita (Zhao et al.,
2003), Ciborinia camelliae (Otta et al., 2002), Clitocybe nebularis (Pohleven et al.,
2009), Cordyceps militaris (Jung et al., 2007), Inocybe umbrinella (Zhao; Wang; Ng,
2009), Armillaria luteo-virens (Feng, et al., 2006), Schizophyllum commune (Han et al.,
2005), Pleurotus citrinopileatus (Li, et al., 2008), Pholiota adiposa (Zhang et al., 2009),
Ganoderma capense (Ngai; Ng, 2004) e Russula lepida (Zhang et al., 2010). Essas
lectinas tém diferentes subunidades, massas moleculares, especificidades de ligacédo
de acucares e atividades biologicas.

A lectina purificada do fungo Clavaria cristata apresentou uma massa molecular
de aproximadamente 140,0 kDa, determinada por cromatografia de gel filtracdo em
Superose 6 10 300 GL em sistema de FPLC-AKTA. Este valor encontra-se dentro da
ampla faixa de massas moleculares para lectinas de fungos que estd compreendida
entre 12,4 kDa e 190 kDa (Guillot; Konska, 1997), que séao referentes a massa
molecular de uma proteina com atividade hemaglutinante isolada do micélio do fungo
Ganoderma lucidum (Tanaka et al.,, 1989) e para a lectina do fungo Laetiporus
sulphureus (Konska, et al., 1994), respectivamente. A andlise eletroforética da CcL em
condi¢cbes ndo desnaturantes (PAGE), permitiu a visualizacdo de apenas uma banda
protéica, demonstrando a homogeneidade da lectina purificada. Em condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE), uma banda com massa molecular por volta de 66kDa foi
observada, porém apo0s aquecimento da amostra e na presenca de agente redutor (-
mercaptoetanol) foi observada uma banda protéica com massa molecular de
aproximadamente 14,5 kDa. Esse fato indica que sua estrutura quaternarial é
estabilizada apenas por ligagbes fracas, nao apresentando pontes dissulfeto em sua
estrutura. De acordo com essas eletroforeses e com a massa molecular nativa obtida

por cromatografia de gel filtracdo, conclui-se que a banda de cerca de 66 kDa se deve
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provavelmente a dois dimeros de 4 subunidades de ~14,5 kDa e que a CcL
provavelmente € uma lectina multimérica. Resultado semelhante a respeito de lectinas
multiméricas foi relatado para a lectina de Oncorhynchus mykiss ( Jensen et al, 1997)
gue apresenta uma estrutura multimérica composta de um numero variavel de
polipeptidios idénticos com massas moleculares de 16 kDa.

A maioria das lectinas de fungos € composta por subunidades, porém as
lectinas de Auricularia polytricha, Boletus satanas, Coprinus cinereus, Ganoderma
lucidum, Laccaria amethystine, Psathyrella laurymabunda, Psathyrella velutina, e
Xerocomus chrysenteron consistem somente de uma cadeia polipeptidica (Wang; Ng;
Ooi, 1998). Aproximadamente, 80% das lectinas de fungos conhecidas tém
subunidades com massa molecular em torno de 16kDa e somente as lectinas de
Aleuria aurantia, Boletus satanas, Laetiporus sulfureus, Pleurotus ostreatus, Psathyrella
lacrymabunda, P. velutina, e Rigidoporus lignosus apresentaram subunidades com
massa molecular entre 36 kDa e 63 kDa (Wang; Ng; Ooi, 1998).

CcL promoveu aglutinacdo de todos os tipos de eritrécitos humanos
principalmente quando tratados com a enzima tripsina, o que difere da maioria das
lectinas de fungos relatadas na literatura em que apenas eritrocitos humanos tratados
com pronase foram aglutinados, como as lectinas das espécies Fusarium solani (Khan;
Ahmad; Khan, 2007), Macrophomina phaseolina (Bhowal; Guha; Chatterjee, 2005),
Amanita patherina (Zhuang et al., 1996), e Ganoderma lucidum (Thakur et al., 2007).

A atividade hemaglutinante da CcL mostrou ser dependente de ions célcio,
resultado semelhante ao observado para a lectina do fungo fitopatogénico
Macrophomina phaseolina (Bhowal; Guha; Chatterjee, 2005), mas difere dos resultados
obtidos para as lectinas das espécies Pleurotus citrinopileatus (Li, et al., 2008), Xylaria
hipoxylon (Liu; Wang; Ng, 2006), Ganoderma capense (Patrick; Ngai; Ng, 2003),
Cordyceps militaris (Jung, et al., 2007), Amanita patherina (Zhuang, et al.,,
1996),Chlorophyllum molybdites (Kobayashi et al., 2004), Lactarius rufus (Panchak;
Antoniuk, 2007) e Hericium erinaceum (Kawagishi et al., 1994) que nao apresentaram
alteracdo da atividade hemaglutinante na presenca de ions bivalentes.

A alta termoestabilidade observada da CcL foi relatada também para as lectinas

dos fungos Tricholomas mongolicum (Wang, et al., 1995), Volvariella volvacea (Lin;
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Chou, 1984), e Ganoderma capense (Patrick; Ngai; Ng, 2003), Pleurotus cornucopiae
(Oguri; Yoshida; Nagata, 1994), Boletus edulis (Feng, et al., 2006) e Russula lépida
(Zhang, et al., 2010) 2010). A termoestabilidade da CcL foi bem superior comparado
com as lectinas dos fungos Agrocybe aegerita (Sun et al., 2003), Xylaria hipoxylon (Liu;
Wang; Ng, 2006), Xerocomus spadiceus (Liu; Wang; Ng, 2004), Peziza sylvestris
(Wang; Ng, 2005), Cordyceps militaris (Jung, et al., 2007)), Boletus edulis (Zheng et al,
2007) e Schizophylum commune (Han, et al., 2005), Inocybe umbrinella (Zhao; Wang;
Ng, 2009).

A CcL manteve sua atividade hemaglutinante constante quando submetida a
uma ampla faixa de pH que variou entre 2,5 e 11,5. Isto demonstra a importancia de
um composto que apresente uma boa biodisponibilidade e estabilidade em diferentes
pH, inclusive o pH fisiolégico. Resultados semelhantes foram observados nas lectinas
dos fungos Schizophyllum commune (Chumkhunthod et al., 2006), Ganoderma
capense (Patrick; Ngai; Ng, 2003), Agaricus campestris (Sage; Connett, 1969),
Lactarius rufus (Panchak; Antoniuk, 2007), Pleorotus cornucopiae (Oguri; Yoshida;
Nagata, 1994) .

A lectina do fungo C. cristata apresentou uma atividade especifica de 3938,46
UH/mg e grau de purificacdo de 115 vezes. A atividade hemaglutinante da CcL foi
100% inibida pelas glicoproteinas asialofetuina, BSM e asialo-BSM sendo a
glicoproteina BSM a que apresentou o maior potencial de inibicAo com concentragédo
inibitéria minima de 0,156 mg/mL. BSM contém os &cidos sialicos N-acetil-neuraminico,
N-glicolil-neuraminico, N-acetil 9-O-aceti-neuraminico e 8,9 di-O-acetil-neuraminico
(Schauer, 1982), sendo destes 65% de O-acetilneuraminico, e através do ensaio de
inibicdo da hemaglutinagdo provou ser um potente inibidor. Por outro lado, PSM que
contém 90% de acido glicolil-neuraminico e 10% de N-acetil- neuraminico e tracos de
N- acetil-O-neuraminico (Fragkiadakis; Stratakis, 1995) apresentou uma atividade
inibitéria mais fraca. A diferenga na composi¢cdo em N-acetil-O-neuraminico entre as
duas glicoproteinas pode estar relacionada a diferenca na atividade inibitéria para CcL.
Asialofetuina apresenta ligacbes ndo especificas de grupos acetil conjugados a
proteinas e outros acucares. Este resultado é semelhante a lectina especifica para

acido sialico do caranguejo Paratelphusa jacquemontii (Denis, et al., 2003) e para
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lectinas ligantes a mucina (Banerjee et al.,, 2004; Belogortseva et al., 1998a;
Belogortseva et al., 1998b; Nagano et al., 2005; Sampaio; Rogers; Barwell, 1998; Xiong
et al., 2006). Lectinas de fungos que se ligam a glicoproteinas também tém sido
relatadas para outras espécies como Amanita patherina (Zhuang, et al., 1996),
Chlorophyllum molybdites. (Kobayashi, et al., 2004) e Ganoderma lucidum (Thakur, et
al., 2007), mas também tém sido relatadas com atividade hemaglutinante ndo afetadas
por acucares simples e inibidas somente por glicoproteinas como as do fungo
Volvariella volvacea (Lin; Chou, 1984), Mycoleptodonoids aitchisonii (Kawagishi et al.,
2001) e Lactarius lignyotus (Vidari et al., 1995). Algumas das lectinas isoladas de
fungos fitopatogénicos tém especificidade para aglUcares complexos, tais como os de
mucina e fetuina. (Khan; Ahmad; Khan, 2007).

Um numero cada vez maior de evidéncias tem mostrado que lectinas de
diferentes origens podem interferir a resposta imune do hospedeiro. Compostos que
modulam as fun¢des dos macréfagos, atuando como imunomoduladores aumentam ou
prolongam a duracdo da resposta imune especifica sdo de grande interesse (Muller, et
al., 1996). O tratamento de ConA ativou macrofagos e neutréfilos gerando um aumento
na producdo de ROS e RNS (Brummer; Sugar; Stevens, 1983; Cameron; Nelson;
Forman, 1983; Dorio; Forman, 1988; Fernandis; Subrahmanyam, 1998; Forman;
Torres, 2001; Matsubara et al., 1983; Matsubara; Hirohata, 1983; Ohta et al., 1992,
Rodrigues et al.,, 2002; Stoika et al.,, 2001). Fitohemaglutinina (PHA), até entéo,
demonstrou ativar somente células T (Abraham et al., 1987; Pahlavani, 1998). O
tratamento com a aglutinina do gérmen de trigo (WGA) também promoveu a ativacdo
de macrofagos (Tomioka; Saito, 1987). Neste trabalho, verificou-se que a lectina do
fungo Clavaria cristata induziu a ativagdo de macréfagos in vitro com consequente
liberacdo de 6xido nitrico.

Os macrofagos constituem o grupo principal de leucdcitos fagocitarios e séo
cruciais para a vigilancia imune contra a invasdo de patégenos Sob ativacao,
macrofagos expressam uma ou mais moléculas efetoras citotoxicas, tais como,
peroxidase, Oxido nitrico e citocinas pro-inflamatérias (Adams; Hamilton, 1984;
Klostergaard; Leroux; Hung, 1991). Sendo assim, a ativagdo de macréfagos € essencial

para cumprir seu papel na defesa do hospedeiro. A producdo de oOxido nitrico pelos
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macréfagos € um dos principais mecanismos efetores de citoxicidade celular (Hibbs et
al., 1988; Klostergaard; Leroux; Hung, 1991). O NO produzido por eles é um importante
mensageiro quimico para a indugdo de muitas respostas biologicas (Wasser et al.,
2005). CcL induziu a ativagdo de macrofagos murinos atingindo a maxima producédo de
NO no tempo de 24h. Um leve declinio observado na producédo de 6xido nitrico apés o
pico de 24h pode ser devido a acidificacdo do meio de cultura resultando em
desestabilidade do nitrito (Sodhi; Biswas, 2002).

Até agora, somente poucos pesquisadores tém mostrado a relagdo entre
lectinas e a producdo de NO (Wong; Ng, 2006). A ativacdo de macréfagos com
consequente liberacdo de oxido nitrico induzida pela CcL foi observada também para
as lectinas ConA (Kesherwani; Sodhi, 2007), lectina da banana imperador EBL (Wong;
Ng, 2006) e lectina do visco koreano (KML) (Lee et al., 2009). Esses dados sdo de
grande importancia visto que macrofagos séo células efetoras contra microrganismos
intracelulares, entdo sua ativacdo € essencial para o controle da infeccdo. Ainda,
corroborando os resultados do presente trabalho, as lectinas do fungo Tricholomas
mongolicum, TML-1 e TML-2, apresentaram também atividade imunomodulatéria
estimulando a producéo de ions nitrito e ativando macréfagos murinos a produzir fator
de necrose tumoral (Wang et al., 1996) apresentando assim atividade antitumoral.

O potencial pré-inflamatorio da CcL foi determinado em um modelo de edema de
pata utilizando a carragenana como indutor da hiperalgesia inflamatoria. A inflamacao
induzida pela carragenana é um processo muito complexo envolvendo um grande
namero de mediadores inflamatérios. Dentre esses mediadores podemos destacar
produtos do metabolismo do &cido araquiddnico (Blackham et al, 1979), contetdos de
mastocitos (Histamina 5-HT) (Buritova et al, 1997; Di-Rosa; Sorrentino, 1968; Kocher et
al, 1987), neurocininas (substancia P) (Coderre; Melzack, 1991) citocinas (IL-1B)
(lanaro et al, 1999) e oxido nitrico (Salvemini et al, 1996). Entretanto, o papel exato de
cada um desses componentes na inflamacgéo induzida por carragenana néo esta ainda
bem definido. No resultado obtido pelo modelo de edema de pata induzido pela CcL foi
verificado que na dose de 50ug/pata foi observado que as patas tiveram a mesma
massa daquelas injetadas com carragenana 1% apos 4h. Resultados semelhantes

foram observados para a lectina da esponja marinha Cliona varians (CvL) (Queiroz et
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al., 2008) e para lectinas de origem vegetal como as das sementes de Talisia esculenta
(Freire et al., 2003), Artocarpus integrigolia (Santos-De-Oliveira et al., 1994) e da
Erythrina veluntina (Moraes et al., 1996). As interacfes carboidrato-proteina ocorrem
em um nuamero de processos bioquimicos em diferentes tipos celulares tais como
linfocitos, macrofagos e mastécitos (Andrade et al., 1999; Lis; Sharon, 1986; Serke;
Huhn, 1990). Acredita-se que essas interacfes sirvam como sinais nessas células
causando a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, tais como, citocinas, Oxido
nitrico, leucotrienos e PAF (Benjamin et al., 1997). A descoberta de lectinas pro-
inflamatorias indicam que elas podem ser utilizadas como ferramentas para melhor
compreender os mecanismos envolvidos nas respostas inflamatorias e nos eventos
celulares de inflamacao.

As propriedades anticancer tém sido demonstradas in vitro e in vivo sugerindo
um possivel papel das lectinas como agentes terapéuticos (Yan et al., 2009). CcL
apresentou atividade antiproliferativa para a linhagem celular HepG2 apds incubacgéo
por 72h com a lectina, apresentando um valor de ICsy de 50ug/mL. Resultados
semelhantes foram observados para atividade antiproliferativa em células HepG2 das
lectinas dos fungos Russula lepida (Zhang, et al., 2010), Clitocybe nebularis
(Pohleven, et al., 2009), Inocybe umbrinella (Zhao; Wang; Ng, 2009); Pholiota adiposa
(Zhang, et al., 2009) e as lectinas de origem vegetal, Phaseolus vulgaris cultivar feijao
francés (Lam; Ng, 2010), feijdo de ervilha (Wong; Ng, 2006), das raizes de Astragalus
mongholicus (Yan, et al., 2009), e da membrana de Astragalus mongholicus (Yan et al,
2010). As diferencas na especificidade a acuUcares apresentada pelas diferentes
lectinas podem refletir em diferencas nas suas atividades antiproliferativas (Dhuna, et
al., 2007; Kaur et al., 2006; Luo et al., 2007; Singh; Singh; Kamboj, 2004; Yan, et al.,
20009).

Esta é a primeira vez na literatura que é descrito a purificacdo e caracterizacao
de uma lectina do fungo C. cristata. Suas caracteristicas bioquimicas, como alta
termoestabilidade, atividade hemaglutinante independente da variacdo de pH (entre 2,5
e 11,5), dependéncia de ions calcio e inibicdo por mucina bovina (BSM), associado a

seus efeitos imunomodulatério e antiproliferativo, torna a CcL uma molécula promissora
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para o estudo a nivel molecular de suas propriedades tumoricidas e as vias para

atividade imunomodulatéria de acordo com a interacéo lectina-carboidrato.
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6. CONCLUSOES
- Uma lectina foi purificada do fungo Clavaria cristata (CcL) e apresentou atividade

hemaglutinante preferencial para os eritrécitos do tipo O, submetidos ao tratamento
com tripsina.

- CcL apresentou atividade hemaglutinante dependente de ions calcio;

- A glicoproteina BSM na concentracdo de 0,125 mg/mL inibiu fortemente a atividade
hemaglutinate de CcL;

- A massa molecular da lectina, determinada em condi¢cbes nativas por gel filtracdo
Superose 6 10 300 GL foi de 140,0 kDa;

- Em SDS-PAGE, a CcL apresentou uma Unica banda com massa molecular de 14,5
kDa quando aquecida a 100 °C, sugerindo uma organizacdo multimérica em
subunidades;

- A atividade hemaglutinante da lectina foi termoestavel, até 80 °C, e apresentou
estabilidade a uma ampla faixa de pH, de 2,5a 11,5;

- CcL induziu a ativacao de macrofagos murinos in vitro com consequente liberacéo de
oxido nitrico, atigindo a maxima producéo no tempo de 24h;

- A lectina do fungo apresentou atividade pro-inflamatéria sendo capaz de induzir a
formacao de edema de pata em camundongos;

- CcL apresentou um efeito antiproliferativo para a linhagem de células HepG2 com o
ICs0 de 50ug/mL .
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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