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RESUMO

SANSONE, A.C.M.B. Ocorréncia e distribuicdo de BanLec em cultivares de
banana e avaliacdo da sua atividade imunomoduladora in vivo. 2014. 88f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2014.

Lectinas sao proteinas cuja principal caracteristica é a de se ligar especifica
e reversivelmente a carboidratos. BanLec € a lectina presente na polpa de bananas,
gue se liga especificamente a manose e glicose, e é capaz de induzir a proliferacdo
de células T, podendo estimular a resposta imune. Existem indicios de que o teor de
BanLec pode variar dependendo do estadio de amadurecimento e do tipo de cultivar,
0 que pode afetar a quantidade de BanlLec existente na fruta quando consumida in
natura e a possivel resposta imune frente ao consumo de banana. Por este motivo,
um dos objetivos desse trabalho foi determinar os teores e a atividade
hemaglutinante de BanLec em extratos de farinha de banana verde, além de
bananas das cultivares Pacovan, Figo, Terra, Mysore e Nanicdo, nos estadios de
maturacdo verde e maduro, e submetidas a tratamento com 1-MCP e baixa
temperatura (para cv. Nanicdo). Com vista a atender ao objetivo de avaliar seus
efeitos imunomoduladores in vivo, a BanLec foi purificada da cultivar Nanicdo e
administrada por via oral a camundongos BALB/c. Os ensaios de atividade
hemaglutinante dos extratos de banana apontaram para maior quantidade de
BanLec no fruto maduro, quando comparado ao verde, e auséncia dessa proteina na
cultivar Figo. Os parametros imunoldgicos analisados ap6s administracdo de BanLec
aos camundongos demonstram que a resposta imune gerada apds ingestdo de
BanLec é dose dependente, além disso, a administracdo de 50 ug de BanLec aos
animais foi capaz de modular citocinas importantes na resposta imunoldgica,
provavelmente causando um efeito que pode ser interpretado como mais protetor do
gue patogénico. Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que existem
diferencas nos teores de BanLec dependendo da cultivar e estadio de maturagao
analisado, sendo que essa proteina ndo estd presente na polpa de todas as
variedades de banana e finalmente, que ela tem grande potencial imunomodulador

in vivo, uma vez que ativou citocinas de resposta anti-inflamatoria.

Palavras-chave: BanLec, atividade biolégica, efeito imunomodulador, ingestdo oral,

estudos in vivo.



ABSTRACT

SANSONE, A.C.M.B. Occurrence and distribution of BanLec in banana cultivars
and evaluation of its immunomodulatory activity in vivo. 2014. 88f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo,
Séo Paulo, 2014.

Lectins are proteins which bind specifically and reversibly to carbohydrates.
BanLec is the lectin present in banana pulp, and it binds to mannose and glucose,
being capable of inducing T-cell proliferation, and to stimulate the immune response.
There are some evidence that the amount of BanLec may vary depending on the
maturation stage of the fruit and the cultivar (cv.), which may affect the amount of
BanLec and the possible immune response after consumption of banana. Thus, this
study aimed to evaluate the amount of BanLec and its hemagglutinating activity in
crude extracts of bananas from cultivars Pacovan, Figo, Terra, Mysore and Nanicéo,
in both unripe and ripe maturation stage, and also fruits which were treated with 1-
MCP and low temperature. In addition, in order to access their immunomodulatory
effects in vivo, BanLec was purified by affinity chromatography and administered
orally to BALB/c mice. The hemagglutinating activity assays indicate higher amount
of BanLec in ripe fruit. Moreover, the possible was undetectable in the pulp of
banana Figo. The immunological parameters of mice orally fed with BanLec showed
that the immunological response is dependent on the amount of protein
administrated, in agreement to previous in vitro studies. Besides, 50 ug of BanLec,
were able to modulate some cytokines in immune response, causing an effect that
seems to be more protective than pathogenic. We conclude that there are important
differences in amount of BanLec depending on the cultivar and the maturation stage,

and BanLec has a dose-dependent immunomodulatory effect in vivo.

Keywords: BanLec, biological activity, immunomodulatory effect, oral intake, in vivo

assay.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Estrutura tridimensional de Banlec de Musa acuminata, em que fitas de
folha B antiparalelas estdo representadas como flechas, conectadas por voltas
reversas. No topo de cada monémero da proteina estdo evidenciados os sitios de
ligacdo a carboidratos (sitio | e sitio Il). Adaptado de MEAGHER et al.

Figura 2. Ensaio de atividade hemaglutinante utilizando hemécias de coelho 2% em
placa de microtitulacdo. As letras a esquerda da tabela representam as linhas, sendo
C para o controle, V e M para extratos de banana verde e madura, respectivamente.
Os numeros acima das colunas da esquerda para a direita representam: extrato puro
(coluna 1), extrato diluido 1:2 (coluna 2) e assim sucessivamente até a coluna 11,
gue representa a diluicdo 1:1024. O poco na linha C, coluna 12, corresponde ao
(odo] a1 o] [N gT=To = LAY o J TP RPUTPRPRTSPPI 32

Figura 3. Distribuicdo dos titulos de hemaglutinagdo de todas as cultivares. A
analise estatistica pelo método de Turkey demonstrou que extratos de bananas
maduras apresentaram titulos de hemaglutinacéo significativamente maiores do que
0s extratos de bananas verdes (p < 0,05). As barras abaixo e acima da caixa
indicam o menor e maior valor observado, respectivamente...............cccovvvviiiieeeeennnns 35

Figura 4. Distribuicdo dos titulos de hemaglutinacdo utilizando extratos de banana
verde e madura da cultivar Terra. A analise estatistica pelo método de Turkey
demonstrou que extratos de bananas maduras apresentaram titulos de
hemaglutinacéo significativamente maiores do que os extratos de bananas verdes (p
< 0,05). As barras abaixo e acima da caixa indicam o menor e maior valor
observado, reSPeCHIVAMENTE. ..........uuuuuiiiiiiiie e e e e e e e e e aeaeas 36

Figura 5. Distribuicdo dos titulos de hemaglutinacéo utilizando extratos brutos de
banana verde e madura da cultivar Nanicdo. A: bananas submetidas a
armazenamento com baixa temperatura; B: bananas submetidas a tratamento com
1-MCP; C e D: respectivos controles das amostragens. A andlise estatistica pelo
método de Turkey demonstrou que extratos de bananas maduras apresentaram
titulos de hemaglutinacédo significativamente maiores do que os extratos de bananas
verdes (p < 0,05). As barras abaixo e acima da caixa indicam o menor e maior valor

observado, reSPeCHIVAMENTE. ... ...uit it 37

Figura 6. Imunodeteccdo de BanLec em extratos de proteinas de bananas das
cultivares Pacovan, Mysore, Figo e Terra, nos estadios de maturagcdo verde e
maduro. A e B: SDS-PAGE corado para proteinas totais com azul de coomassie. C e
D: Western blotting em membrana de nitrocelulose para detecgdo de BanlLec
anticorpo anti-BanLec de coelho (diluigdo 1:2000) usando extratos de banana. Os
numeros a esquerda de cada banda do padrao correspondem as respectivas
MASSAS MOIECUIAIES.........eiieiieee et e e e e e e e e e ae e e aeeaees 39



Figura 7. Perfil eletroforético e Imunodeteccao de BanLec em extratos de proteinas
de bananas da cultivar Nanicdo. A: SDS-PAGE corado para proteinas totais com
azul de coomassie. B: Western blotting em membrana de nitrocelulose para
deteccdo de BanLec utilizando anticorpo anti-BanLec de coelho (diluicdo 1:2000),
usando extratos de banana. Os numeros a esquerda de cada banda do padrédo
correspondem as respectivas massas moleculares. 1: Massa molecular KDa); 2:
Banana verde submetida tratamento com 1-MCP; 3: Banana madura submetida a
tratamento com 1-MCP; 4. Banana verde submetida a armazenamento a baixa
temperatura; 5: Banana madura submetida a armazenamento a baixa temperatura,;
6: Banana verde do grupo néo tratado; 7: Banana madura do grupo néo tratado e 8:
extrato de farinha de banana verde.............ooooi 41

Figura 8. indice de cor da casca (PCl) de acordo com a escala de cor
comercialmente utilizada. Adaptado de AURORE et al, 2009............ccvevvervvvnnevnnnnnnn. 48

Figura 9. Perfil eletroforético e imunorreativo de preparacdes de BanLec A: SDS-
PAGE 15% acrilamida de amostras de BanLec purificadas da polpa de banana
cultivar Nanicdo, visualizadas através da coloracdo para proteinas totais com azul de
coomassie. B: Imunodeteccdo de BanLec por Western blotting em membrana de
nitrocelulose de amostras de BanLec purificadas da polpa de banana cultivar
Nanicao, revelada com substrato cromogénico NBT/BCIP. Os numeros a esquerda
de cada banda de padrédo correspondem as respectivas massas moleculares (MM).
De A a J: lotes de purificacdo realizados. L: BanLec recombinante.......................... 56

Figura 10. Ensaio de atividade biologica de BanLec, com hemacias de coelho 2%
em placa de microtitulagéo. O ensaio foi feito em duplicada e o extrato de feijdo cru
foi utilizado como controle positivo da reacdo, em diluicdo seriada de fator dois; da
esquerda para a direita, o primeiro pogo corresponde ao extrato puro, o segundo a
diluicdo 1:2 e assim por diante. No caso de BanLec, 0 primeiro po¢o a esquerda
corresponde a concentracdo de 0,25 ug/mL, e as diluicbes a partir dessa

concentracéo foram: 1:100, 1:1000, 1:2000, 1:2500, 1:3000; 1:3500, 1:4000.......... 57

Figura 11. Titulo de hemaglutinacdo de BanLec isolada da polpa de banana da
cultivar Nanicdo. O teste foi realizado em duplicada em microplaca de titulacédo
utilizando hemacias de coelho 2%, previamente tripsinizadas. As diluicdes partiram
da concentracéo inicial de BanLec de 0,25 pg/ML.......cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiinee e 58

Figura 12. Representacdo da distribuicdo de células do sangue periférico de
camundongos BALB/c ap0s andlise por citometria de fluxo. A: Destacado em
vermelho estdo os linfocitos, que sdo células de pequena granularidade (eixo y -
Side scatter - SSC) e pequeno tamanho (eixo x - Forward scatter — FSC). B:
Destacado em azul, estédo 0s linfécitos marcados com
(O 1072 .Y o I 1P 59

Figura 13. Representacdo da distribuicdo de células do timo de camundongos
BALB/c apds andlise por citometria de fluxo. A: Destacado em vermelho estdo os
linfécitos, que sdo células de pequena granularidade (eixo y - Side scatter - SSC) e
pequeno tamanho (eixo x - Forward scatter — FSC). B: Destacado em azul, estdo os
linfocitos marcados COmM CDASFITC... ... e e e e 59



Figura 14. Estratégia de gate utilizada para analise de linfocitos T CD4 no sangue
periférico. Destaque para o quadro rosa, porcentagem dos linfocitos CD3+/CD4+ A:
animais do grupo controle; B: animais do grupo BanLec 50...........cccccvviiiiiiiieennnnnnn. 62

Figura 15. Concentracdo de citocinas no sangue periférico de camundongos
BALB/c. As barras em cinza escuro correspondem aos animais do grupo Controle e
as barras em cinza claro o grupo BanLec 50. Foi utilizado o teste de comparacéo de
médias Tukey. Os asteriscos representam as diferencas estatisticamente
significantes, sendo (**) p< 0,01 € (*) P<O,05.....ccoii i 68

Figura 16. Concentracdo de citocinas no timo de camundongos BALB/c. As barras
em cinza escuro correspondem aos animais do grupo Controle e as barras em cinza
claro o grupo BanLec 50. Foi utilizado o teste de comparacdo de médias Tukey (p <
01101 ) S EPRPPRRR 68

Figura 17. Distribuicdo da concentracdo de IL-6 no sangue periférico de
camundongos BALB/c do grupo Controle e BanLec 50, utilizando o teste de
comparacdo de médias Tukey. As barras abaixo da caixa indicam 0s menores
valores observados Para [L-6.........ccoouuuiiiiiiiiiieiiee e e 70

Figura 18. Distribuicdo da concentracdo de TNFa no sangue periférico de
camundongos BALB/c do grupo Controle e BanLec 50, utilizando o teste de
comparacao de médias Tukey. As barras acima da caixa indicam os maiores valores
0DSEIVAUOS PArA TINFOL ...eeiiiiiiieeei e e eas 71

Figura 19. Peso dos animais do grupo BanLec 50 (O) e animais do grupo Controle
(m). As medicbes foram feitas dois dias antes do inicio do experimento e até a
eutanasia do animal. Foi utilizado o teste de comparacdo de médias Tukey para
avaliacao de diferenca estatisticamente significante (p < 0,05), as barras indicam o
(0TS (o o F=To |- Lo J PP SRR PP 72



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Cultivares de banana e respectivos subgrupos e grupos gendémicos....... 26
Tabela 2. Grupos de animais tratados com BanLec (n=5 em cada grupo).............. 51
Tabela 3. Grupos de animais tratados com BanLec (n= 25 em cada grupo)........... 52

Tabela 4. Medianas e desvios padrdes nas porcentagens dos linfécitos T no sangue
periférico de camundongos BALB/c submetidos a tratamento com BanlLec.
Destacado em verde, a diminuicdo de populacdo de linfocitos T CD4 no grupo
BANLEC 50... ettt e et e e e tetas e e e eeanes 60

Tabela 5. Medianas e desvios padrdes nas porcentagens dos linfocitos T no timo de
camundongos BALB/c submetidos a tratamento com BanLec. Destacado em verde e
laranja, diminuicdo e aumento, respectivamente, das populacbes de células
ANALISAUAS. ...ttt e e 61

Tabela 6. Teste de Wilcoxon para amostras ndo pareadas para avaliar o efeito de
BanLec sobre linfécitos T e citocinas no sangue periférico de camundongos.......... 63

Tabela 7. Teste de Wilcoxon para amostras ndo pareadas para avaliar o efeito de
BanLec sobre linfocitos T e citocinas no timo de camundongos.............c..eevvvienennnn... 63

Tabela 8. Resultado das médias e desvio padrdo nas porcentagens dos linfocitos T
no sangue periférico de camundongos BALB/c que foram submetidos a tratamento
por via oral com 50 pg de BanLec, além do grupo controle..........ccccvvveeeeeeeieiieeennnnn. 67

Tabela 9. Resultado das médias e desvio padrédo nas porcentagens dos linfécitos T
no timo de camundongos BALB/c que foram submetidos a tratamento por via oral
com 50 ug de BanLec, além do grupo ndo tratado. Destacado em verde e em
laranja, diminuicdo e aumento, respectivamente, das populagbes de células
ANALISATAS. ....cco it e et e e e e e e e e e 67

Tabela 10. Resultado do teste de Tukey para avaliar efeito imunomodulador no
sangue periférico e timo dos camundongos do grupo BanLec 50................cc.ceveeeee. 67



LISTA DE ABREVIATURAS

uL microlitro

ug micrograma

°C graus Celsius

1-MCP 1 Metilciclopropeno

APC Cy7 aloficocianina 7

APC célula apresentadora de antigeno

ArtinM lectina extraida de Artocarpus heterophyllus
BanLec banana Lectin (lectina de banana)

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
CD cluster of differentiation

Con A concanavalina A

DSC calorimetria diferencial de varredura
DTT ditiotreitol

E. coli Escherichia coli

EBL lectina de banana da cultivar ‘Emperor’
EDTA acido etilenodiaminotetraacético

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FITC isotiocianato de fluoresceina

g aceleracao gravitacional

g grama

ap glicoproteina

GSL lectina extraida de Gymnopilus spectabilis
HIV-1 virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1
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PREFACIO

O presente documento esta dividido em trés capitulos em que serdo
abordados questdes referentes a BanLec, uma lectina presente na polpa de
bananas.

No capitulo | é feita uma introducdo as lectinas, proteinas amplamente
presentes na natureza, sendo discutidas suas principais caracteristicas e
apresentadas informacdes a respeito da lectina presente em polpa de bananas, bem
como as razfes que motivaram o estudo mais aprofundado dessa proteina.

No capitulo Il sdo apresentados estudos in vitro realizados com BanLec
provenientes de cinco diferentes cultivares de bananas, nos estadios de maturacéo
verde e maduro, de modo a prover informacOes sobre eventuais diferencas nos
perfis de BanLec, e sua dependéncia do estddio de maturacdo e da cultivar
analisada.

O capitulo Il traz as etapas de isolamento e purificacdo dessa proteina para
0S ensaios in vivo, sendo apresentados os resultados da administracdo dessa
proteina por gavagem a camundongos da linhagem Balb/c, como vista a comprovar
os efeitos imunomoduladores de BanLec ja relatados em estudos in vitro.

Por fim, segue um breve resumo do conjunto dos resultados obtidos e a partir
dessas informacdes, sdo apresentadas algumas perspectivas de investigacdo de

BanLec.



CAPITULO |

INTRODUCAO

1.1. Lectinas

Lectinas séo proteinas de origem ndo imune capazes de reconhecer e se
ligar reversivelmente a carboidratos, independentemente da fonte, sem alterar sua
estrutura covalente (PUSZTAI; BARDOCZ, 1996; SHARON; LIS, 2004). A maioria
das lectinas de plantas reconhece e interage com unidades néo redutoras de oligo e
polissacarideos e polimeros complexos, como glicoproteinas e glicolipides
(GOLDSTEIN, 2002).

A definicdo acima sé foi elaborada muitas décadas ap0s a descoberta
totalmente ao acaso dessas proteinas, em 1888, quando um pesquisador que
estudava a toxicidade das sementes de mamona (Ricinus communis) ao misturar
sangue de animais com extrato aquoso dessa planta, observou que as hemacias
aglutinavam (FREED, 1985; RUDIGER; GABIUS, 2001). Esse foi o primeiro relato
descrito em literatura das hemaglutininas ou fitoaglutininas, como eram inicialmente
chamadas as lectinas.

Ainda que Stillmark em 1888 tenha sido o primeiro pesquisador a relatar a
caracteristica hemaglutinante destas proteinas em plantas, alguns anos antes, S.
Weir Mitchel provavelmente foi o primeiro pesquisador a observar a atividade
envolvendo lectinas per se, utilizando veneno de cobra (KILPATRICK, 2002). Em
1902, pesquisadores da Universidade da Pensilvania, nos Estados Unidos,
publicaram um estudo detalhado sobre aglutinacdo e lise de eritrcitos e leucécitos
por uma variedade de venenos de cobras. Na época, eles atribuiram tais fendmenos
a “corpos intermediarios”, que eram produtos de reagdes imunologicas.

De fato, embora as lectinas estejam presentes em todos 0s organismos
vivos, desde plantas e animais, a bactérias e fungos (GONZALEZ DE MEJIA;
PRISECARU, 2005) as plantas sdo a fonte mais abundante dessas proteinas,
especialmente nas sementes ou seus tecidos de estocagem. A exemplo disso
podemos citar a ricina, lectina extraida da semente da mamona, e a concanavalina A
(con A), extraida do feijao-de-porco (Canavalia ensiformis). Entretanto, essas

proteinas podem ser encontradas em todos os 0rgéos vegetais, como caule, raizes,



tubérculos, folhas e também em alguns frutos (FREED, 1985; RUDIGER; GABIUS,
2001; GONZALEZ DE MEJIA; PRISECARU, 2005).

Por muito tempo, as lectinas nao tiveram muita atencdo da comunidade
cientifica, pois se acreditava que a capacidade de aglutinar eritrécitos eram as suas
principais caracteristicas, e que estivessem presentes somente em plantas, sem
uma grande funcdo especifica. Até que em meados da década de 30, os
pesquisadores Sumner e Hower isolaram e purificaram a con A, lectina que se
tornaria uma das mais estudadas (SHARON; LIS, 2004). Esses pesquisadores
observaram que a hemaglutinacdo da con A era inibida por carboidratos de baixo
peso molecular como a sacarose, sendo, portanto, sugerido que na hemaglutinacao
envolvendo lectinas ocorre a ligacdo destas proteinas com carboidratos presentes
na superficie das hemacias (SUMNER; HOWELL, 1936), ao contrario de uma reacao
de hemaglutinacdo imunoldgica, onde ocorre uma ligacdo antigeno-anticorpo
levando a formacéo de complexos imunes.

Além da especificidade de ligacdo para carboidratos, a propriedade
hemaglutinante das lectinas parece também estar relacionada com a espécie animal
e tipo sanguineo. Na década de 40, a especificidade de lectinas para o grupamento
sanguineo do sistema ABO foi comprovada, quando pesquisadores testaram
extratos do feijdo-fava (Phaseolus limensis) e de ervilhaca tufada (Vicia cracca) e
observaram que estes extratos aglutinavam eritrocitos do grupo sanguineo A, mas
nao do grupo B ou O (SHARON; LIS, 2004). Essa caracteristica de ligacao seletiva
para grupos sanguineos dentro do sistema ABO decorre do reconhecimento
especifico de  diferentes estruturas de  carboidratos na  superfic
ie das células (PUSZTAI et al., 2008) e foi pela capacidade de distinguir eritrécitos
de diferentes tipos sanguineos que em 1954, William C. Boyd e Elizabeth Shapleigh
propuseram para esse grupo distinto de proteinas o nome lectina, que vem do latim
e significa selecionar, escolher (BOYD; SHAPLEIGH, 1954).

Em meados de 1960, a tarefa de purificar lectinas se tornou menos
complicada com a introducéo da técnica de cromatografia por afinidade por Irwin J.
Goldstein, originalmente utilizando dextrana imobilizada (Sephadex) para obter con
A, 0 que aumentou consideravelmente o numero de lectinas isoladas de animais e,
principalmente, de fontes vegetais (SHARON, 2008). A partir de entdo, lectinas de

diversas fontes foram isoladas e purificadas, tendo como principal objetivo estudos



de interacbes célula-célula, estimulo mitogénico em linfocitos T, aglutinacdo de
células tumorais, entre outros (SHARON; LIS, 2004). As andlises estruturais e
moleculares dessas proteinas isoladas permitiram conhecer mais detalhadamente
suas caracteristicas, além de poder distingui-las estruturalmente.

LORIS (2002) comparou estruturas de lectinas provenientes de fontes
animais e de plantas. Ele relatou que embora sejam estruturas diferentes, essas
lectinas apresentam algumas propriedades em comum. Lectinas animais do tipo C e
lectinas de leguminosas dependem da ligacdo com ions metdlicos divalentes para
gue o sitio de ligagdo a carboidratos esteja ativo. Desse modo, a perda de ions
metélicos causa mudancas na conformacao da proteina, destruindo a funcionalidade
de ligacdo especifica a carboidratos. Além disso, esse autor relatou outra
caracteristica em comum de lectinas de leguminosas e lectinas do tipo C; na
estrutura dessas proteinas existe um sitio primario de ligacdo que embora seja
especifico para um determinado monossacarideo, é de baixa afinidade. Subsitios
adjacentes a esse sitio primario aumentam a afinidade para di e oligossacarideos e
neles so se ligam carboidratos covalentemente ligados aqueles do sitio primario, o
gue permite um aumento na afinidade das lectinas aos carboidratos (LORIS et al.,
1998).

As lectinas presentes na superficie de células bacterianas parecem ter papel
de adesdo a célula do hospedeiro no inicio da infeccdo (SHARON, 2008),
principalmente aquelas do trato urinério e gastrointestinal. O trabalho realizado por
SHARON e LIS (1989) mostrou que Escherichia coli (E. coli) aderiu facilmente em
células epiteliais da boca, e que essa adesdao foi inibida na presenca de manose e
metil a-manosideo, bem como com tratamento prévio com Con A. Dessa forma, é
razoavel pensar que as lectinas possam ser utilizadas como forma de terapia anti-
adesao, principalmente no caso de doencas causadas por bactérias. De fato, a
atividade antimicrobiana da lectina extraida do cogumelo Gymnopilus spectabilis
(GSL) foi demonstrada por ALBORES et al. (2014) a partir da inibicdo de
crescimento de Staphylococcus aureus, E. coli, e Aspergillus niger em placas de
cultura utilizando 200 pg de GSL.

Por outro lado, lectinas de animais geralmente sdo consideradas moléculas
de reconhecimento do sistema imune, trabalhando na primeira linha de defesa

contra patégenos e imunoregulacdo (KILPATRICK, 2002). Além disso, podem ser



utilizadas como moléculas carreadoras de drogas, principalmente em casos de
cancer e doencas imunes (DANGUY et al., 2002).

As lectinas de plantas, em especial de leguminosas, apresentam
semelhancgas nas suas estruturas primarias, porém, elas possuem especificidade por
diferentes carboidratos (NASI et al., 2009), o que pode ocasionar diferencas nas
suas atividades biologicas.

Evidéncias de que as lectinas exercem um papel de protecdo nas plantas
comecaram a surgir em 1976, quando um grupo de pesquisadores alimentou larvas
do besouro Callosobruchus maculatus, que € patogénico para o feijao, com isolados
de lectina de feijdo preto, resultando na morte dos animais (SHARON; LIS, 2004).
Desde entdo, varias outras lectinas de plantas foram estudadas e tiveram sua acao
inseticida comprovada. Como exemplo, HABIBI et al. (2000), que em estudos
anteriores observaram a ligacao da fitohemaglutinina (Phytohemagglutinin, PHA), a
lectina do feijdo comum (Phaseolus vulgaris), com células do intestino de insetos
causando intumescimento do tecido e morte celular, relatando a atividade inseticida
dessa proteina frente a diversos patdgenos.

Embora as fungbes que as lectinas de plantas exercem néo tenham sido
totalmente elucidadas ainda, parece claro que seus efeitos ndo estdo restritos as
atividades inseticidas.

Os efeitos imunomodulatérios de lectinas presentes em diversas plantas
foram descritos por SOUZA et al. (2013), demonstrando o papel das lectinas na
resposta contra infec¢cbes, que pode ser estimulando ou suprimindo o sistema
imune. Esses pesquisadores relataram anteriormente que a ArtinM, lectina extraida
de sementes de jaca (Artocarpus heterophyllus) foi capaz de induzir a producéao de
interleucina 12 (IL-12) em camundongos e desenvolver a resposta imune adaptativa
mediada por Thl, sendo que essa resposta foi dependente da concentracdo da
lectina (PANUNTO-CASTELO et al., 2001).

Além disso, estudos envolvendo lectinas de cogumelos ou fungos
comestiveis realizados nas ultimas décadas estdo em crescente desenvolvimento,
devido ao interesse em suas atividades imunomodulatérias, antitumorais, entre
outras. WANG et al. (2000) relataram que a lectina extraida do shimeji preto
(Pleurotus ostreatus - POL) apresentou intensa atividade antitumoral. Apos terem
sido inoculados com células tumorais (sarcoma S-180 e hepatoma H-22),

camundongos tratados com a POL, além apresentarem tumores menores quando



comparados ao grupo controle ndo tratado com a lectina, também tiveram uma taxa
de sobrevida maior.

Outra importante propriedade envolvendo lectinas foi descrita por SILVA et
al. (2013), em que camundongos que tiveram contragdes abdominais induzidas pela
injecdo de acido acético 0,6% apresentaram diminuicdes no numero de contracdes
em 34% a 58% dos casos, de acordo com a dose de PBL (lectina extraida da
semente de Parkia biglobosa) administrada via endovenosa, demonstrando o efeito
antinociceptivo dessa lectina. Além disso, essa lectina apresentou potente efeito
anti-inflamatério frente ao processo inflamatério agudo a que os animais foram
submetidos.

De maneira geral, as proteinas provenientes da dieta sdo degradadas
durante a passagem pelo trato gastrintestinal por enzimas digestivas (PUSZTAI;
BARDOCZ, 1996). Contudo, quase todas as lectinas de plantas sdo resistentes as
enzimas proteoliticas do estdmago e intestino (RUDIGER; GABIUS, 2001;
GONZALEZ DE MEJIA; PRISECARU, 2005), passando pelo trato gastrointestinal e
permanecendo biologicamente ativas no intestino delgado. Dessa forma, as lectinas
podem se ligar ao enterécitos e promover mudancas como a ruptura das
microvilosidades e desorganizacdo das principais células absortivas, e também
podem diminuir a absorcdo de nutrientes (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004).
Esses efeitos podem ser observados especialmente quando as lectinas séo
consumidas em altas quantidades (PUSZTAI;, BARDOCZ, 1996). Por isso, €
importante conhecer a quantidade de lectina presente nos alimentos, e de que forma
elas interagem com 0 nOSSO organismo.

Sabe-se que a ingestdo de feijdo cru pode gerar efeitos tdxicos, como
nauseas, diarréia e outros problemas gastrointestinais (NASI et al., 2009). Por este
motivo, o consumo de alguns alimentos ricos em lectinas, como é o caso da PHA, sé
€ recomendado ap0s cozimento a altas temperaturas, para que haja a desnaturacao
desta proteina e a diminuicdo dos seus efeitos tdxicos no organismo. Em outro
exemplo de efeito deletério apds ingestdo de lectinas, NASI et al. (2009)
descreveram um estudo onde a PHA foi administrada em ratos, e houve ligagcao
desta a mucosa intestinal, resultando em lesGes e desenvolvimento anormal das
microvilosidades.

Por outro lado, em doses controladas, a PHA ao chegar ao intestino delgado

se liga aos enterocitos, estimulando fatores de crescimento, aumentando o nimero



de células e o tamanho da cripta do intestino. Pelo fato de serem capazes de
estimular a liberacdo de horménios necessarios para o bom funcionamento do trato
gastrointestinal, quando ingeridas por via oral essas lectinas também podem ser
utilizadas para o tratamento de doencgas cronicas intestinais, como, por exemplo, a
atrofia do intestino delgado que ocorre em pacientes que sédo alimentados por via
parenteral e mucosites desencadeadas apO0s o tratamento com quimio e/ou
radioterapia (PUSZTAI et al., 2008).

Uma vez que o reconhecimento celular € o primeiro passo para interacdes
célula-célula e que estas interacbes podem gerar eventos como defesa imune,
migracdo celular, entre outros, a ideia de que carboidratos presentes na superficie
das células podem auxiliar no reconhecimento celular estimulou a busca por novas
lectinas, pois em um sentido mais amplo as lectinas podem funcionar como
moléculas de reconhecimento no interior e na superficie das células (SHARON; LIS,
1989).

GONZALEZ DE MEJIA e PRISECARU (2005) descreveram varios estudos
relacionando lectinas e seu efeito inibitdrio no crescimento de tumores em diversas
linhagens celulares, em testes in vitro e in vivo. Nestes estudos, a atividade
antitumoral de algumas lectinas foi comprovada, e este efeito pode ser devido a uma
remodelacdo do sistema imune, causando diminuicdo do tamanho do tumor e morte
celular, entre outros eventos.

Algumas lectinas de cereais e leguminosas ao se ligarem aos enterocitos
aumentam a permeabilidade intestinal, facilitando a passagem de bactérias e
antigenos da dieta, sendo capazes de estimular células T (PUSZTAI et al., 2008). O
estimulo constante de linfécitos T em individuos geneticamente suscetiveis pode
acelerar o desenvolvimento de doencas crbnicas, como € o0 caso da artrite
reumatoide (CORDAIN et al., 2000). Este grupo de pesquisadores mostrou que as
modificagdes geradas com o aumento de atividade do sistema imune e de bactérias
do intestino, que culminam em aumento dos linfécitos T, podem ser reduzidas
eliminando algumas lectinas da dieta, o que contribui para a diminuicdo dos
sintomas em alguns pacientes com artrite reumatoide.

Como citado anteriormente, o consumo de grandes quantidades de algumas
lectinas estd associado com efeitos deletérios no organismo, comecando no

intestino delgado e podendo alcancar efeitos sistémicos, entretanto, o consumo de



pequenas quantidades de lectinas, ou daquelas que sdo menos abundantes,
demonstrou ter efeitos benéficos.

Do ponto de vista nutricional, é importante saber se um alimento contém
lectinas que podem ser tdxicas apOs ingestdo. Contudo, considerando que o
consumo de pequenas quantidades de lectina pode ser benéfico, é importante
investigar os efeitos daquelas que sdo menos abundantes, como é o caso de
algumas lectinas presentes nos frutos, que sdo alimentos geralmente consumidos in
natura. Essas informac6es podem ser de extrema importancia para a saude do
consumidor e ampliar nosso entendimento sobre a relagdo entre a alimentacao e
saude.

KILPATRICK et al. (1985) realizaram um estudo in vivo analisando o
intestino de ratos e o sangue periférico de humanos que ingeriram a lectina de
tomate. Os autores verificaram que essa lectina ndo foi toxica para os ratos e assim
como a maioria das lectinas, a de tomate também resiste a digestao no intestino de
ratos. Ao contrario da PHA, que em doses controladas pode auxiliar na perda de
peso, 0s ratos que ingeriram a lectina de tomate perderam menos peso quando
comparados aos animais que ingeriram outro tipo de alimento sem ter sido
suplementado com proteina.

Com base na tradicdo popular, em que se faz uso de goiaba (Psidium
guava) em casos de diarreia, ou tamarindo (Tamarindus indica) em casos de
constipacao intestinal, COUTINO-RODRIGUEZ et al. (2001) analisaram extratos de
lectinas dessas e outras frutas, como, por exemplo, manga (Mangifera indica) e
ameixa (Spontia vulgaris), além de extratos de lectinas de leguminosas como o
feijdo (Phaseolus vulgaris) e a soja (Glicina max), que foram usados para testar sua
participacdo na interacdo patdgeno-hospedeiro. Como modelo de infeccdo, foi
utilizada a cepa de E. coli 0157:H7, uma bactéria enterohemorragica extremamente
virulenta. Os resultados deste estudo mostraram que somente a lectina da goiaba foi
capaz de aderir a E. coli 0157:H7, inibindo a interacdo patégeno-hospedeiro e,
portanto, a infeccdo. De maneira oposta, a lectina de soja induziu ao processo de

lise celular da bactéria podendo facilitar a sua ligacdo com a célula do hospedeiro.

1.2. BanlLec



No inicio dos anos 80, GIBBONS e DANKERS (1981) relataram o forte efeito
inibitério do extrato de banana na adesdo do Streptococcus mutans em
hidroxiapatita tratada com saliva, em um modelo mimetizando o dente humano.
Embora estes autores ndo tenham isolado a molécula responsavel por este efeito,
eles sugeriram que o componente presente no extrato tinha caracteristicas de uma
lectina, pois apresentou atividade aglutinante.

De fato, a lectina presente na banana somente foi isolada e purificada, e
recebeu o0 nome de BanLec, posteriormente, em trabalho de KOSHTE et al. (1990).
Os autores estudavam o efeito da resposta imunoldgica frente a varios alimentos e
perceberam que um componente presente no extrato de banana era capaz de
estimular a producéo de células T humanas. Devido a natureza mucilaginosa deste
extrato, apos passagem dos extratos de banana em coluna de Sephadex G-75, esta
atividade foi removida e recuperada por eluicdo com manosideo, demonstrando,
portanto, tratar-se de uma lectina. A BanLec purificada neste estudo apresentou
massa molecular de aproximadamente 27 kDa na sua forma nativa e de 13 KDa em
condicbes desnaturantes, ponto isoelétrico de aproximadamente 7,3 e capacidade
de aglutinar fortemente heméacias de coelho, mas ndo as de humanos ou de
carneiro, sendo essa atividade inibida na presenca de o-metil manosideo, manose e
glicose. Os autores conseguiram um rendimento de BanLec de 4 pg.g™* na polpa
fresca e 7 ng.g™ na polpa seca dos frutos, o que constitui um baixo rendimento se
comparado & con A extraida do feijdo seco (26 mg.g™).

Os relatos existentes sobre as lectinas de banana ja estudadas mostram
algumas diferencas de acordo com a espécie estudada. Como anteriormente citado,
a BanlLec extraida de Musa paradisiaca por KOSHTE et al. (1990) apresentou 27
KDa com subunidades de aproximadamente 13 KDa, com especificidade de ligagao
para a-metil manosideo, manose e glicose. A BanLec de Musa acuminata
apresentou duas subunidades de 15 KDa (PEUMANS et al.,, 2000), ligacéo
especifica para manose e glicose (MO et al., 2001) e reconheceu ligacbes a-1,3 de
residuos internos de a-glicanos, assim como ligacdes B-1,3 de extremidades
redutoras de oligossacarideos (GOLDSTEIN et al., 2001; MEAGHER et al., 2005) e
extremidades glicosidicas pB-1,6 de polissacarideos (GOLDSTEIN et al., 2001). A
lectina de banana da cultivar ‘Emperor’ de Musa basjoo, assim como a lectina de
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ligacdo especifica para manose e glicose (WONG; NG, 2006). A Figura 1 mostra a
estrutura de BanLec de Musa acuminata deduzida a partir de analise cristalografica,
sendo possivel constatar que essa lectina possui dois sitios de ligacdo a
carboidratos em cada um dos seus mondémeros (MEAGHER et al., 2005; SINGH et
al., 2005).

Figura 1. Estrutura tridimensional de Banlec de Musa acuminata, em que fitas de folha
antiparalelas estdo representadas como flechas, conectadas por voltas reversas. No topo de
cada mondmero da proteina estdo evidenciados os sitios de ligacdo a carboidratos (sitio | e
sitio I1). Adaptado de MEAGHER et al. (2005).

A BanLec pertence a familia das lectinas similares a jacalina, e assim como
essa Ultima, esta abundantemente presente na polpa de frutos frescos, ndo sendo
encontradas em outras partes da planta. Porém, PEUMANS et al. (2000)
conseguiram induzir a producao de BanLec nas folhas da bananeira apds tratamento
com metil-jasmonato, um horménio que estd normalmente relacionado com
mecanismos de defesa da planta.

PEUMANS et al. (2000) também verificaram que BanLec de bananas de
sobremesa (Musa acuminata) e platano séo resistentes até 70°C e estaveis a
variagOes de pH na faixa de 2,5 a 12. As andlises dos simulados de fluidos géstricos
(SGF) e intestinais (SIF) contendo BanlLec recombinante (rBanLec) produzida em
E.coli (DIMITRIJEVIC et al., 2010) mostraram que esta proteina foi capaz de resistir

a protedlise das enzimas pepsina e pancreatina, como revelado pelos tratamentos
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durante 2 horas nos fluidos gastricos e por 1 hora nos intestinais. Neste estudo, a
analise por calorimetria diferencial de varredura (DSC) revelou que apos atingir
60,8°C, a rBanLec comecou a sofrer degradacdo, mostrando que a forma
recombinante da lectina de banana € discretamente mais sensivel ao calor, quando
comparados com o0s experimentos de PEUMANS et al. (2000) realizados com
BanLec natural.

KOSHTE et al. (1992) verificaram que BanLec € capaz de induzir fortemente
a 1gG4 humana, que é a proteina menos abundante dentre as subclasses de IgG,
sendo na clinica médica comum solicitar medicdo desta proteina no caso de
suspeita de alergia alimentar. Porém, sua positividade ou aumento nao significa
alergia (ou intolerancia), mas o nivel de uma resposta fisioldgica do sistema imune
frente ao contato com os compostos presentes no alimento (STAPEL et al., 2008).

A BanLec também ¢é considerada uma lectina com atividade
imunomoduladora, uma vez que € capaz de induzir a proliferacao de linfécitos T. Em
um estudo realizado por PEUMANS et al. (2000), utilizando esplenécitos de
camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6, em concentracbes de
aproximadamente 1 ug.mL-1, as lectinas das cultivares ‘Grand Nain’ (BanLec), e
‘False Horn’ (PlanLec), consideradas bananas de sobremesa e platano
respectivamente, foram capazes de estimular a proliferacdo de células T em
esplendcitos de camundongos de ambas as linhagens.

Da mesma forma, a lectina da ‘Emperor banana’ (EBL), uma cultivar de
Musa basjoo (WONG; NG, 2006) foi capaz de provocar atividade mitogénica em
esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c em concentracdes menores de
10 pg.mL™, que foi inibida quando glicose estava presente nos extratos. Por outro
lado, em concentracdes maiores do que 10 pg.mL?, a EBL mostrou ndo ser
mitogénica, indicando haver uma relacdo dose-dependente destas proteinas e uma
possivel diferenca na intensidade de resposta quando as cultivares sdo comparadas.

Pelo fato de existirem quantidades relativamente pequenas dessas proteinas
na fruta in natura quando comparadas as lectinas de sementes e de inconsisténcias
entre lotes quando extraidas de fontes naturais, um grupo de pesquisadores
resolveu construir uma BanLec recombinante e testar suas caracteristicas. O
primeiro estudo foi de caracterizacdo e comparacédo, utilizando BanLec natural
(nBanLec), extraida de Musa acuminata, e BanLec recombinante (rBanLec),
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produzida em E.coli (GAVROVIC-JANKULOVIC et al.,, 2008). Neste estudo os
pesquisadores verificaram que ambas as lectinas tem caracteristicas muito
semelhantes, como massa molecular e sequéncia de aminoacidos. Porém, a
nBanLec é uma proteina heterogénea, possuindo varias isoformas, enquanto que a
rBanLec é uma proteina mais homogénea. Além disso, a rBanLec apresentou
capacidade de ligacdo maior as células T quando comparada a nBanLec. Isto pode
ser devido a microheterogeneidade no preparo e também € possivel que algumas
fracbes com atividade biolégica de nBanLec tenham sido perdidas durante o
processo de purificagcdo. De qualquer forma, ambas as lectinas foram capazes de
estimular a producdo de linfocitos T, sendo a concentragdo minima mitogénica de
nBanLec e rBanlec de 0,2 pug.mL™, tendo como concentracdo 6tima 2 pg.mL™.
Corroborando os dados de WONG e NG (2006), a uma concentracédo de 10 ug.mL‘1
ambas as lectinas ndo mostraram atividade mitogénica.

Além da capacidade de induzir proliferacdo de linfécitos T, ja relatada
(KOSHTE et al.,, 1990; PEUMANS et al. 2000; WONG; NG, 2006), a adicdo de
BanLec da cultivar ‘Emperor’ foi capaz de induzir a producdo de éxido nitrico por
macrofagos de camundongos e inibir a atividade da transcriptase reversa do Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1). Os autores comprovaram que esta lectina
possui atividade antiproliferativa em células leucémicas da linhagem L1210 em uma
concentracdo de 0,25 mg.mL™?, podendo ser usada como potencial terapéutico em
doencas linfoproliferativas (WONG; NG, 2006). Apos testes de inducdo de rBanLec
por STOJANOVIC et al. (2010) em esplendcitos de camundongos, 0s autores
observaram que esta lectina também foi capaz de induzir a producédo de citocinas,
como Interferon gama (IFN- y), interleucinas (IL)-4 e 10. Efeitos similares também
foram notados para a lectina da cultivar ‘Del Monte’ (DBL), que induziu a expressao
de IFN-y, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e IL-2 (CHEUNG et al., 2009).

Um dos componentes mais promissores na inibicdo da transmisséao do HIV-1
via retal ou vaginal sdo os agentes que bloqueiam o virus antes da integragdo com o
genoma viral da célula alvo. SWANSON et al. (2010) relataram que BanLec foi
capaz de se ligar ao envelope rico em manose do HIV-1 e, portanto, foi capaz de
bloguear a infeccéo, além de reduzir a replicacédo do virus, abrindo a perspectiva de
gue seus efeitos anti-virais possam servir de base para elaboracdo de formas

farmacéuticas utilizadas como microbicida topico.
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Recentemente, DIMITRIJEVIC et al., (2012) analisaram os efeitos de rBanLec
guando administrada via oral. Além disso, os autores analisaram, in vivo, a
estabilidade e interacdo com células na superficie da mucosa do trato digestivo de
camundongos, além de suas consequéncias imunoldgicas em termos de producao
de anticorpos ap0s administracdo oral. Neste estudo, foi possivel observar que
rBanLec interage especificamente com a superficie de mucosa do intestino de
camundongos podendo ser utiizada como uma molécula estavel e
imunoestimulatéria, sendo uma candidata a adjuvante do trato gastrointestinal. Os
autores sugerem uma possivel substituicdo da BanLec natural por esta forma
recombinante, visto que os estudos iniciais mostraram que ela é segura para o
consumo humano e animal. No entanto, ainda ndo foram feitos estudos em humanos
com nenhuma das formas desta lectina.

Os dados existentes sobre BanLec sugerem que existem diferencas nos teores
desta lectina dependendo do tipo de cultivar. Além disso, o estadio de maturacao e
métodos pos-colheita utilizados também parecem exercer algum tipo de influéncia
nos teores de BanLec encontrados. Um estudo realizado por PEUMANS et al.
(2002) com a cultivar ‘Grand Nain’, mostrou que quando os frutos amadureceram
ligados & planta o valor maximo de BanLec foi de 96 pg.g™, enquanto para bananas
gue amadureceram naturalmente depois de destacadas da planta o teor maximo foi
de 24 pg.g’. Para bananas que foram destacadas da planta, mas induzidas a
amadurecer com Ethephon, o valor maximo de BanLec foi superior a 70 pg.g™*. Os
autores do estudo especulam que € possivel que a expressdo da lectina de banana
esteja sujeita ao controle de outros hormdénios vegetais ou metabdlitos, associados
com a resposta ao stress biotico ou abiético.

KOSHTE et al. (1990), embora n&o tenham estudado estes efeitos, sugeriram
gue é possivel que existam diferentes teores de BanLec nos diferentes estadios de
maturacao. Mais tarde, CLENDENNEN e MAY (1997) identificaram um fragmento de
um gene relacionado a lectina de banana em frutos da cultivar ‘Grand Nain’, que
teve a expressao diminuida nas fases iniciais do amadurecimento, inclusive quando
a fruta estava madura. A analise mostrou expressdo desses transcritos na polpa do
fruto e na raiz da planta. Embora a expressao de transcritos deste gene tenha sido
encontrada inclusive nas raizes, a analise por Northern blotting n&o foi positiva para

esses transcritos na casca do fruto.
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No entanto, em desacordo com esses estudos, PEUMANS et al. (2002)
relataram que a quantidade de BanlLec aumentou progressivamente no fruto
maduro. Em contraste com a polpa, ndo foi observado acumulo de lectina na casca
dos frutos, assim como ndo foram encontradas concentragfes detectaveis de
BanLec na polpa e na casca de frutos verdes. O tratamento com etileno exégeno
realizado no estudo ndo somente acelerou o acumulo, como também aumentou a
guantidade de BanLec na polpa dos frutos tratados quando comparados ao controle
sem tratamento. Além disso, plantas jovens tratadas com metil jasmonato exibiram
forte induc&o da transcricdo do gene de BanLec nas folhas (PEUMANS et al., 2000).
CAAMAL-VELASQUEZ et al. (2007) encontraram genes semelhantes aos ja
descritos anteriormente por CLENDENNEN e MAY (1997), de provavel BanLec na
casca da banana, embora a analise por Northern blotting s6 tenha sido positiva para
este gene na polpa de frutos submetidos a injaria pelo frio.

1.3. Cultivares de banana e manejo pos-colheita

A banana € uma monocotiledénea do género Musa (Musaceae), sendo uma
das frutas mais consumidas no mundo em raz&do do contetdo de vitaminas, minerais
e sabor agradavel. Embora a banana nado tenha sua origem comprovada, 0S
primeiros cultivos de bananeira datam de aproximadamente 7 mil anos atras, no
sudeste asiatico (LI et al., 2013).

Existe mais de 1000 cultivares de banana identificados em todo o mundo,
gue de acordo com a classificacdo genémica, podem ser diploides, tripléides ou
tetraploides, sendo a maioria dessas cultivares proveniente do cruzamento de Musa
acuminata (doador do genoma A) e Musa balbisiana (doador do genoma B). Grande
parte dessas bananas domesticadas € de origem triploide, podendo ser AAA, AAB
ou ABB (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007), sendo essas Ultimas
geralmente consumidas ap0s processamento térmico. No grupo de bananas de
origem triploide, destacam-se as bananas de sobremesa do subgrupo Cavendish,
gue sao as mais consumidas mundialmente e sao triploides AAA. No mercado
nacional, esse grupo genémico corresponde a cultivar Nanica ou Nanicdo, mas as
cultivares mais consumidas no Brasil sdo do subgrupo prata, que sao triploides AAB

(EMBRAPA, 2009). As bananas que sdo geralmente consumidas apos
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processamento térmico (cozimento), nomeadas plantain ou platano, em geral sédo
AAB, ABB ou BBB (AURORE et al, 2013).

A banana é considerada um fruto climatérico (ROSSETO et al.,, 2004;
WATKINS, 2006), ou seja, ela é capaz de produzir elementos necessarios para o
seu amadurecimento mesmo apoés ser destacada da planta-mae. Diversas enzimas
e hormdnios estédo envolvidos neste processo de amadurecimento, que irdo auxiliar
no desenvolvimento de caracteristicas como cor, sabor e odor, que tornam o fruto
desejavel para o consumo (CLENDENNEN; MAY, 1997).

Aproximadamente um quinto da producdo de banana no Brasil € perdido
apos a colheita, e em virtude dessas altas taxas de perda de produtividade, muitos
procedimentos de manipulacdo e tecnologia sdo realizados nesta etapa com o
objetivo de desacelerar o processo de senescéncia, que é o processo no qual
ocorrem eventos que vao levar a morte do fruto (FENNEMA, 2007). A estocagem de
bananas a baixas temperaturas é uma das medidas adotadas para aumentar o
tempo de prateleira da banana para o consumidor, pois esse procedimento diminui a
taxa respiratoria do fruto, retardando o amadurecimento e mantendo o etileno em
concentracbes mais baixas possiveis (SEYMOUR et al, 1993).

Dentre o0s horménios relacionados ao amadurecimento dos frutos,
certamente o etileno € o que recebe mais atencdo. Também chamado de “hormdnio
do amadurecimento”, ele é biologicamente ativo em quantidades minimas e seus
efeitos fisiolégicos sdo extremamente importantes. O etileno pode ser liberado
dentro e fora dos tecidos vegetais, e os efeitos causados aos frutos expostos a esse
horménio podem variar dependendo do fruto, do estadio de desenvolvimento em que
ele se encontra, e qual objetivo da sua utilizacdo (SALVEIT, 1999). Ele atua como
hormoénio vegetal e afeta muitos processos do desenvolvimento da planta como
metabolismo celular, germinacdo de sementes, senescéncia de flores e folhas,
crescimento e diferenciacdo de raizes e o amadurecimento de frutos. A aplicacdo de
etileno exdgeno em bananas no estadio pré-climatérico (verdes) induz a biossintese
autocatalitica desse hormonio, podendo acelerar o processo de degradacdo de
amido e consequente conversao em acgucares sollveis (PURGATTO et al., 2002). O
amido é a forma mais importante de polissacarideos de reserva nas plantas. Na
banana, ele é acumulado durante o desenvolvimento do fruto e rapidamente
degradado durante o amadurecimento, iniciando a sintese de sacarose e acgucares
soliveis (CORDENUNSI; LAJOLO, 1995).
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Outro fator que n&o pode ser desconsiderado no amadurecimento de frutos
€ a taxa respiratéria. Mesmo apos serem destacados da planta-mae, os frutos
climatéricos continuam respirando, utilizando o oxigénio do ar e liberando gas
carbdnico. A energia necesséria para realizar Vvarios processos que Sserao
fundamentais para o desenvolvimento do fruto e seu consequente amadurecimento,
€ retirada da respiracdo (FENNEMA, 2007). Portanto, pela reducdo do metabolismo
respiratorio de um fruto € possivel aumentar a sua vida util ou ‘vida verde’.

Visando melhorar a qualidade dos frutos, dentre as técnicas utilizadas estao
a aplicacdo de inibidores de etileno, como exemplo, o 1-Metilciclopropeno (1-MCP) e
0 armazenamento a baixas temperaturas com atmosfera modificada ou controlada
gue leva a diminuicdo da atividade enzimética (BHANDE et al.,, 2008). Ambas
promovem o retardo no amadurecimento, permitindo estender a vida util de
prateleira e assim, o prazo de comercializacdo dos frutos (WATKINS, 2006).

Entretanto, esses métodos pds-colheita utilizados podem afetar a qualidade
do fruto tornando-o mais ou menos atrativo, dependendo do tipo de tratamento
utilizado. Em um trabalho realizado com bananas da cultivar Nanicéo tratadas com
etileno exdgeno e 1-MCP foi possivel observar um aumento significativo da atividade
da amido fosforilase, uma enzima ligada a degradagao de amido em bananas, sendo
gue o etileno exdgeno ndo afetou os niveis de atividade dessa enzima (MAINARDI
et al, 2006). Por outro lado, o armazenamento de frutos de banana a baixas
temperaturas pode ocasionar injurias ao fruto que séo indesejaveis comercialmente.
CAAMAL-VELASQUEZ et al. (2007) observaram que 0s primeiros sinais de injaria
em bananas da cultivar Grand Nain do grupo genémico AAA apareceram no fruto
apos 8 horas de exposicao ao tratamento com baixa temperatura. Do mesmo modo,
DER AGOPIAN et al. (2011) demonstraram que frutos da cultivar Nanicdo (grupo
gendmico AAA, muito semelhante a cultivar Grand Nain) sofreram injdrias quando
submetidas ao tratamento baixas temperaturas, fato que néo foi observado para a
cultivar Prata, cujo grupo genémico € AAB. A presenca do genoétipo B pode ser um
indicativo de resisténcia ao tratamento com baixas temperaturas, conforme descrito
por LICHTEMBERG et al., (2001).

Além disso, frutos da banana Nanicdo submetidos a baixas temperaturas de
armazenamento apresentaram auséncia de sabor e odor caracteristicos da banana
(DER AGOPIAN et al., 2011), fato posteriormente comprovado por FACUNDO et al.

(2012) que relataram uma perda de compostos volateis bem mais significativa na
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cultivar Nanicdo do que na Prata. Também foi observado em frutos da cultivar
Nanicdo atraso na degradacdo de amido associado ao aumento da quantidade de
amido residual apés o amadurecimento de frutos, o que resultou em
aproximadamente metade da quantidade de acUcares sollveis que normalmente
estariam presentes no fruto maduro (PERONI-OKITA et al., 2013). Com base nesses
estudos € possivel afirmar que o0 armazenamento de bananas a baixas
temperaturas, embora seja um meétodo utilizado principalmente para transporte a
longas distancias, afeta as caracteristicas sensoriais do fruto, principalmente de
bananas da cultivar Nanicdo. Essa é uma caracteristica comercialmente indesejavel,
pois cor, aroma e sabor sdo atrativos essenciais para o consumo de frutos.

Uma vez que os tratamentos pos-colheita podem causar estresse ao fruto e
modular a expressao de alguns genes (KESARI et al., 2007), é razoavel pensar que
possa haver diferencas na quantidade de lectinas presentes nos frutos depois da
colheita, uma vez que ja foi proposto que a sintese dessas proteinas estd associada
a fatores de resposta ao estresse bidtico ou abidtico da planta, como é o caso da
lectina presente na polpa de bananas (PEUMANS et al., 2000).

Também pode ser relevante investigar a presenca de BanLec em produtos
derivados de banana, Nesse caso, merece destaque a farinha de banana verde, que
€ um produto que permite aproveitar excedentes dos frutos e resulta em um produto
gue tem grande aceitacdo no mercado, pois seu consumo pode influenciar
positivamente na salde humana, em razdo do alto teor de amido resistente e
acucares soluveis (MENEZES et al., 2011). Em consequéncia de sua capacidade de
se ligar a carboidratos, em especial daqueles que tem glicose, é possivel que
BanLec se ligue as cadeias do amido e resista ao tratamento térmico realizado na
preparacao deste produto, promovendo, portanto, uma concentracdo desta lectina
na farinha de banana verde. Além disso, como se trata de um produto desidratado e
com grandes quantidades de amido, os niveis de exposi¢cédo a BanLec pelo consumo
da farinha podem ser maiores que o da fruta in natura, em consequéncia do

processo de secagem.

1.4. Objetivos do estudo

Todos estes relatos sobre os efeitos imunomoduladores de BanlLec e outras

lectinas indicam que os efeitos observados sdo dose-dependentes. Além disso,
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ainda que discretas, parecem existir diferengas nos efeitos observados para diversas
cultivares de banana, ainda que isso ndo tenha sido estudado especificamente. Os
estudos feitos até o momento com as diferentes cultivares de banana também
apontam para variacdo nos teores desta lectina, que pode estar relacionado com o
estadio de maturagdo do fruto. Recentemente, foi constatado que BanLec pode
chegar ao intestino interagir com esse 6rgdo, oferecendo a possibilidade de
promover efeitos sistémicos. Assim, é possivel que o consumo de bananas possa
desencadear os efeitos imunomoduladores, sendo interessante conhecer os teores
de BanLec existentes nas cultivares que s&o consumidas pela nossa populacao,
além da possivel influéncia que os tratamentos pos-colheita efetuados nos frutos
possam exercer sobre os teores dessa proteina. Dessa forma, pode ser de grande
relevancia saber que efeitos podem ser observados apds a ingestdo de BanlLec
extraida de fontes naturais, e identificar quantidades de BanLec que possam estar

associados aos efeitos sobre o0 sistema imune.
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CAPITULO I

EFEITO DAS CULTIVARES E ESTADIO DE MATURACAO NOS PERFIS DE
BANLEC

2.1. RESUMO

BanLec é a lectina presente na polpa de bananas que tem especificidade de
ligagdo a manose e glicose. Existem indicios de que os teores de BanLec podem
mudar dependendo da cultivar analisada e do estadio de maturacdo, o que pode
afetar a quantidade de BanLec existente na fruta quando consumida in natura e a
possivel resposta imune frente ao consumo de banana. No Brasil, as cultivares
Pacovan, Mysore e Terra estdo entre as cultivares mais consumidas, sendo a
cultivar Nanicado destinada principalmente para exportacdo e industrializacdo. Por
este motivo, o objetivo deste trabalho foi determinar os teores e a atividade
hemaglutinante de BanlLec em extratos de farinha de banana verde, além de
bananas das cultivares Pacovan, Figo, Terra, Mysore e Nanicdo, nos estadios de
maturacdo verde e maduro, e submetidas a tratamento com 1-MCP e
armazenamento em baixa temperatura (para cv. Nanicdo). Foram realizados ensaios
de hemaglutinacdo, obtidos perfis eletroforéticos e western blotting com anticorpo
especifico anti-BanLec para todas as cultivares, nos estadios de maturacao verde e
maduro, além de tentativa de quantificagdo de BanLec por ELISA. Os ensaios de
atividade hemaglutinante apontaram para quantidade maior de BanLec no fruto
maduro, e a auséncia dessa proteina na banana Figo, uma das cultivares testadas.
Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que existem diferencas
expressivas nos teores de BanLec dependendo da cultivar e do estadio de

maturacao analisado.



25

2.2. INTRODUCAO

A lectina presente na polpa de bananas, denominada BanLec, foi isolada
pela primeira vez de Musa paradisiaca, por KOSHTE et al. (1990). Nesse mesmo
estudo, os autores relataram diferencas nos teores de lectina que foram
relacionadas com a cultivar analisada (10 ug/g de BanLec na polpa de uma cultivar
de sobremesa versus 50 ug/g na polpa de uma cultivar de cozinhar). As diferencas
nos teores de BanLec também parecem estar relacionados ao estadio de
maturacdo, embora existam na literatura relatos aparentemente contraditorios, pois
os teores de BanLec estiveram aumentados em bananas que amadureceram na
planta e apds inducdo com etileno exdgeno, como descrito por PEUMANS et al.,
(2002), enquanto CLENDENNEN e MAY (1997) identificaram um fragmento de um
gene relacionado a lectina de banana em frutos da cultivar ‘Grand Nain’ que teve a
expressao diminuida nas fases iniciais do amadurecimento, inclusive quando a fruta
estava madura.

Conforme apresentado, os dados sobre a ocorréncia de BanLec e sua
distribuicdo em tecidos da bananeira sdo conflitantes, além disso, o conjunto de
resultados sugere que seus niveis podem ser afetados por condicdes ambientais ou
depender da cultivar. Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar os teores e a
atividade bioldgica de BanLec em frutas de diferentes cultivares, sob diferentes
condi¢Bes pos-colheita, e também em farinha derivada de frutas verdes. Para isso,
foram estudadas amostras de bananas das cultivares Pacovan, Figo, Terra, Mysore
e Nanicdo, nos estadios de maturacdo verde e maduro, além de bananas
submetidas a tratamento com 1-MCP e armazenamento em baixa temperatura para
a cultivar Nanicdo. Os resultados obtidos com esses experimentos nos forneceram
informagBes necesséarias para selecionar a cultivar cuja BanLec foi purificada e

utilizada nos ensaios in vivo, apresentados no Capitulo Ill.

2.3. MATERIAL E METODOS

2.3.1. Material

2.3.1.1. Banana
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Nessa etapa do estudo foram utilizadas amostras de farinha de banana
verde (cv. Nanicdo), amostras de banana das cultivares Pacovan, Mysore, Terra e
Figo, provenientes do estudo de SOARES (2009) e amostras de banana da cultivar
Nanicdo (Tabela 2.1), provenientes do estudo de PERONI (2007), que foram
submetidas a armazenamento em baixa temperatura (1) e tratamento com 1-
Metilciclopropeno (MCP) (2), descritos a seguir:

1) Os frutos submetidos ao armazenamento em baixa temperatura foram
contidos a 13°C por 17 dias, quando a temperatura do armazenamento foi
aumentada para 18°C até o completo amadurecimento. Os frutos do grupo
controle foram submetidos ao armazenamento em estufa incubadora refrigerada
do tipo BOD (Biochemical oxygen demand) com temperatura de 20°C + 2 e
umidade 75% % 5.

2) Os frutos submetidos ao tratamento com 1-MCP foram hermeticamente
fechados em uma caixa de polietileno contendo 100 nL/L (100 ppb) de 1-MCP
(Ethylbloc, Rhom e Haas, Co). A liberacdo do gas foi feita pela adicdo de agua
ao 1-MCP soélido contido num béquer no interior da caixa. Apés 12 horas de
tratamento (conforme instru¢gdes do fabricante), os frutos foram armazenados em
estufa incubadora refrigerada tipo BOD com temperatura de 20°C + 2 e umidade
75% + 5. Os frutos do grupo controle foram tratados como descrito acima.

Para cada cultivar foram definidos dois grupos de estudo: o primeiro grupo
foi considerado representativo de frutas verdes e o segundo de frutas maduras com
base em determinagcfes de amido e aguUcares sollveis e medidas de respiracédo e
etileno enddgeno realizados por cromatografia gasosa (PERONI, 2007; SOARES,
2009). As amostras foram trituradas em presenca de nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C para posterior analise.

Tabela 1. Cultivares de banana e respectivos subgrupos e grupos genémicos.

Cultivar Subgrupo Grupo genbémico
Figo Figo ABB
Mysore AAB
Nanicéo Cavendish AAA
Pacovan Prata AAB

Terra Platano AAB
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2.3.1.2. Sangue de coelho

O sangue de coelho utilizado foi obtido de dois fornecedores: Costa e Melo
Produtos Agrocupecuérios Ltda (intitulado Fornecedor A) e Granja dos Ipés Ltda

(intitulado Fornecedor B).

2.3.2. Métodos

2.3.2.1. Extracdo de proteinas de banana com 1,3-diaminopropano

Para os ensaios de hemaglutinacéo e posteriormente purificacdo de BanLec,
as proteinas de banana foram extraidas de acordo com PEUMANS et al. (2002).
Um grama de polpa foi triturado em presenca de nitrogénio liquido e
homogeneizado em 6 mL de uma solucdo 20 mM 1,3-diaminopropano. Os
homogenatos foram transferidos para tubos de 2 mL e centrifugados a 12000 g por
10 minutos a 4°C e o sobrenadante considerado o extrato de banana, o qual foi

utilizado para medida da atividade hemaglutinante.

2.3.2.2. Extracao de proteinas de banana com fenol

O segundo método de extracao utilizado foi baseado no protocolo descrito
por CARPENTIER et al. (2005). Um grama de polpa previamente triturado em
presenca de nitrogénio liquido foi pesado em um tubo com tampa de borracha e
dispersado em 5 mL de tampao de extracdo (50 mM Tris-HCI pH 8,5, 5 mM, 100
mM KCI, sacarose 30% e DTT 1%) gelado. A mistura foi agitada por 30 segundos,
e em seguida foram acrescentados 5 mL de fenol tamponado com Tris (pH 8,0)
gelado. Os tubos foram deixados em agitagdo por 15 minutos a 4°C e
posteriormente centrifugados a 6000g por 15 minutos a 4°C.

A fase organica contendo as proteinas foi coletada e transferida para um
segundo tubo. Foi realizada uma re-extracado dessa fase, adicionando-se 5 mL de
tampado de extracdo e repetindo os passos acima até que a fase organica fosse
novamente coletada, em um terceiro tubo.

O material foi precipitado por, no minimo, 16 horas, por adicdo de 5

volumes (aproximadamente 25 mL) de solucéo de acetato de aménio 100mM em
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metanol a -20 °C. O material precipitado foi centrifugado a 16000 g por 30 minutos
a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o tubo contendo o precipitado foi
cuidadosamente lavado com 3 mL de solucdo de acetona gelada/DTT 0,2%. O
material foi deixado secar ao ar por 30 minutos e apés adicionar 1 mL de tamp&o
de ressuspensao (7 M Uréia, 2 M Tiouréia, CHAPS 4% e DTT 1%), o material foi
submetido a agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente o
material foi transferido para um microtubo e centrifugado a 11000 g por 30 minutos

a temperatura ambiente. O sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20°C.

2.3.2.3. Extracao de proteinas de feijao

As proteinas de feijao foram extraidas de acordo com GENOVESE e
LAJOLO (2001). Foram adicionados 50 mL de solucdo hidréxido de sodio 0,01 N
em 1 g de farinha de feijdo cru, que foi obtida através de moagem das sementes de
feijdo em moinho Janke & Kunkel, e deixado em agitacdo por 3 horas. Apos este
tempo, a suspensdo foi centrifugada a 11000 g por 20 minutos a 4°C e o
sobrenadante dessa etapa foi considerado o extrato de feijao, o qual foi utilizado

como controle positivo no teste de atividade hemaglutinante.

2.3.2.4. Separacado das hemacias do sangue de coelho

As amostras de sangue de coelho foram colhidas em tubos contendo
solucao de Alsever (LOWE et al., 1973), que € o anticoagulante geralmente utilizado
guando o objetivo final € a preservacdo das hemacias. A proporcdo do
anticoagulante foi de 1:1, ou seja, uma parte de solucdo de Alsever para uma parte
de sangue total. O sangue de coelho contendo anticoagulante foi encaminhado para
0 nosso laboratério refrigerado (2 a 8°C), para evitar hemodlise e deterioracao
precoce do material.

Apés o recebimento do sangue de coelho no laboratério, as amostras
foram imediatamente submetidas ao processo de separacdo das hemacias por
centrifugacéo e lavagem com solugéo de cloreto de sddio 0,9%. Rapidamente, em
um tubo de polipropileno de 15 mL, foram adicionados 10 mL de solu¢éo de cloreto
de sédio 0,9% em 5 mL de sangue total de coelho e este material foi centrifugado a

150 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado com o
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auxilio de pipeta e descartado, sendo que este processo de lavagem foi repetido
por trés vezes. Na ultima centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e o material

sedimentado foi mantido a 4°C até o uso.

2.3.2.5. Tripsinizacdo das hemacias

A tripsinizacdo de hemacias foi feita conforme relatado por PEUMANS et al.
(1997). As hemécias que foram reservadas na etapa acima foram incubadas com
tripsina de pancreas suino 1% (Sigma-Aldrich) em banho-maria a 37°C por 1 hora.
Em seguida, o material foi lavado duas vezes com solucdo de cloreto de sodio
0,9% e as hemacias foram reconstituidas em volume suficiente para resultar em

uma solugéo 2% sendo posteriormente utilizadas no ensaio de hemaglutinagéo.

2.3.2.6. Ensaio de hemaglutinacéao

O ensaio para andlise da atividade hemaglutinante foi realizado em
duplicata, em uma placa de microtitulagdo com poco de fundo concavo em volume
final de 50uL. Foram realizadas diluicbes seriadas em 1,3-diaminopropano 20 mM
dos extratos de feijao e banana na proporcdo de 1:2 e cada poco recebeu uma
destas diluicbes, sendo o poco de numero 1 correspondendo ao extrato puro, o de
numero 2 a diluicdo 1:2, o de nimero 3 a diluicdo 1:4 e assim sucessivamente, até
a diluicdo 1:1024 (poco 11). Para algumas amostras, a diluicdo efetuada seguiu até
1:2048.

Em cada poco foram adicionados 10uL de extrato, 20uL de sulfato de
aménio 1M e 20uL de suspensdo de hemacias de coelho a 2% previamente
tripsinizadas.

A leitura do ensaio foi realizada visualmente, uma hora apos a incubacéo a
temperatura ambiente. O titulo de hemaglutinacao foi definido como o reciproco da
maior diluigdo em que se observou aglutinagédo (WONG; NG, 2003).

2.3.2.7. SDS-PAGE
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As proteinas dos extratos de banana foram separadas por SDS-PAGE em
géis a 15% de acrilamida/bisacrilamida, preparados de acordo com SAMBROOK et
al. (1989). As proteinas dos extratos foram desnaturadas por adicdo de f-
mercaptoetanol 5% e incubacdo em banho fervente por 5 minutos. O tamanho das
proteinas foi estimado utilizando um padrdo com bandas na faixa de 10 a 200 KDa
(Page Ruler Unstained Protein Ladder - Fermentas). Os géis foram preparados em
duplicata, sendo que em cada poco foram colocados 8 ug de proteina de cada
extrato analisado. Para realizar a quantificacdo das proteinas totais foi utilizado o 2D
Quant-Kit (GE Healthcare Life Sciences) de acordo com as instru¢des do fabricante.

A corrida foi realizada sob voltagem constante (200 V) por 45 minutos a
4°C. Apbs a corrida, um dos géis foi colocado em solucao para posterior coloracao
com o reagente azul de coomassie e o0 outro foi reservado para realizacdo de

western blotting.

2.3.2.8. Coloracdao dos géis de poliacrilamida

Os géis foram corados por incubacdo em solucdo corante de azul de
Coomassie G250 0,025% em acido acético 10% por, no minimo, 2 horas, de
acordo com (WESTERMEIER, 2006). Apos este periodo, foram descorados por
incubacéo, sob agitacdo, em solucéo de etanol 5% e &cido acético 7,5%. A solucao

foi trocada a cada 15 minutos, até atingir o contraste desejado.

2.3.2.9. Western blotting

Apdés a eletroforese, os géis que nao foram corados com azul de
coomassie tiveram as proteinas transferidas para membrana de nitrocelulose
(Hybond ECL 0,45um — Amersham Biosciences) em tampao Tris/Glicina (pH
8,3)/Metanol 20%, a voltagem constante de 100V por 1 hora a 4°C no aparato de
transferéncia Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad).

Apés a transferéncia das proteinas, a membrana foi bloqueada com
tampdo 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; Tween 20 0,02% (Tampao TBS-T)
adicionado de leite em p6 desnatado a 5%, por 90 minutos de incubacéo a 40C.

Apo6s o bloqueio, as proteinas foram incubadas nessa temperatura com o anticorpo
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especifico anti-BanLec de coelho (gentiimente cedido pela Prof* Marija Gavrovic-
Jankulovic, Faculdade de Quimica, Universidade de Belgrado, Sérvia) a diluicdo de
1:2000, em TBS-T adicionado de leite em pO desnatado 5% por 2 horas. Na
sequéncia, foram feitas trés lavagens com TBS por 10 minutos, e entdo as
membranas foram incubadas com o anticorpo secundario IgG anti-coelho
conjugado com fosfatase alcalina a diluicdo de 1:30000 (Sigma Aldrich) em TBS-T
+ leite em po desnatado 5% por 1 hora. Apés trés lavagens com TBS por 10
minutos, as membranas foram reveladas utilizando o substrato cromogénico
NBT/BCIP de acordo com SAMBROOK et al. (1989) até atingir a coloracéo

desejada.

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. Ensaios de hemaglutinacéao

A extracdo de BanLec utilizando 1,3-diaminopropano € um método
relativamente simples e rapido de ser realizado. A escolha do reagente se deve ao
fato dessas proteinas permanecerem inativadas reversivelmente em pH elevado
com isso evitando a possivel ligacdo com carboidratos presentes no extrato.
Acrescentando-se uma solucédo de sulfato de amonio ao meio, o pH € reduzido, e
as lectinas recuperam sua conformacao nativa e atividade. Esta metodologia de
extracdo foi importante para a realizacdo dos testes de hemaglutinagcdo para a
BanLec, e posteriormente, para a purificacdo dessa proteina. KOSHTE et al. (1990)
demostraram que a BanLec ndo aglutina hemacias de carneiro ou de humanos,
mas aglutina hemécias de coelho. Por este motivo, foi utilizado no ensaio para
medida da atividade hemaglutinante de BanLec suspensdo de hemécias de coelho
2%.

A auséncia de ligacdo entre a BanlLec e os carboidratos presentes na
superficie das hemacias foi caracterizada pela sedimentacdo das hemacias no
fundo da placa, e quando houve aglutinacdo, as hemacias formaram uma trama
difusa. Desse modo, o ponto de maior titulo de hemaglutinagdo correspondeu ao
ultimo ponto em que foi possivel detectar hemaglutinagdo sem que fosse

observada a decantacdo das hemacias, quando comparadas ao controle negativo.
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Os ensaios de hemaglutinagdo utilizando extrato de proteinas de banana Figo,

Pacovan, Mysore, Terra e Nanicao sédo apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Ensaio de atividade hemaglutinante utilizando hemécias de coelho 2% em placa
de microtitulacdo. As letras a esquerda da tabela representam as linhas, sendo C para o
controle, V e M para extratos de banana verde e madura, respectivamente. Os numeros
acima das colunas da esquerda para a direita representam: extrato puro (coluna 1), extrato
diluido 1:2 (coluna 2) e assim sucessivamente até a coluna 11, que representa a diluicdo
1:1024. O pogo na linha C, coluna 12, corresponde ao controle negativo.

Por ter grandes quantidades de lectina, o extrato de proteinas de feijao foi
utilizado como controle positivo, sendo um indicativo de que o ensaio funcionou

adequadamente. Na linha C, observa-se que a aglutinacdo das hemacias pode
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variar desde forte (colunas 1 a 5) a moderada (colunas 6 a 10), com provavel
reacao negativa (colunas 11 e 12).

Devido ao grande namero de amostras analisadas foi necessario utilizar
diferentes lotes de sangue de coelho para a realizagéo do teste de hemaglutinacéo,
que foram inicialmente adquiridos do Fornecedor A. Os dois primeiros lotes
mostraram resultados semelhantes, com a discreta diferenca de uma diluicdo no
titulo de hemaglutinacdo entre as analises. Porém, quando realizamos 0s ensaios
utilizando o sangue de coelho adquirido do Fornecedor B, observamos que 0s
titulos de hemaglutinacdo obtidos com esse lote de sangue estavam muito abaixo
dos anteriormente observados. Decidiu-se, entéo, por utilizar novamente sangue de
coelho do Fornecedor A, no entanto, surpreendentemente, os resultados obtidos
também estiveram bem abaixo dos resultados anteriormente observados para esse
mesmo fornecedor. Um dado muito interessante obtido com esse ensaio foi o fato
da cultivar Figo ndo apresentar atividade hemaglutinante, independentemente do
fornecedor de sangue de coelho, seja com extratos de banana verde ou madura.

Diante das diferencas entre os resultados obtidos com os diferentes lotes
de sangue de coelho, foi constatado que o sangue fornecido para os primeiros
ensaios de hemaglutinagéo realizados foram provenientes do mesmo animal,
porém, o material fornecido posteriormente foi de outro coelho do mesmo sexo e
raca. O sangue de coelho fornecido pelo Fornecedor B correspondeu a um pool,
pois era material proveniente do abatedouro de animais.

De acordo com PUSZTAI et al. (2008), as lectinas aglutinam eritrocitos de
maneira especifica, incluindo especificidade para grupo sanguineo dentro da
mesma espécie, porque elas tém a capacidade de reconhecer e se ligar a
estruturas de carboidratos distintas. Esta informag&do nos forneceu base para
sugerir que os resultados discrepantes que obtivemos com 0s ensaios de
hemaglutinacdo foram decorrentes da provavel diferengca de grupo sanguineo nos
lotes de sangue que foram utilizados nos testes.

A classificacdo para grupo sanguineo utilizada para outros animais (como 0s
coelhos, por exemplo) difere do sistema ABO adotado para os humanos. Os
antigenos celulares do coelho tém sido investigados desde 1901, quando um grupo
de pesquisadores em um estudo sobre anemia observou que os coelhos podiam
produzir hemolisina e aglutinina contra eritrocitos da mesma espécie (COHEN,

1955). JOYSEY (1955) propds uma classificacdo que englobava todos os principais
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alelos ja descritos, e sugeriu que fossem chamados de G? G’ e G° e também
constatou que as células mais fortemente aglutinaveis (ou seja, com maior titulo de
hemaglutinacédo) possuem mais sitios de ligacao de antigenos (para o anticorpo em
guestdo) do que as menos aglutinaveis (com menor titulo de hemaglutinacao).

Diante disso, € possivel supor que as diferencas encontradas nos ensaios
de hemaglutinacdo foram decorrentes dos variaveis lotes de sangue de coelho
recebidos, com provaveis diferencas nos grupos sanguineos. Porém, nao
realizamos o teste para tipagem sanguinea destas amostras para comprovar esta
hipoétese, pois quando essa questdo foi levantada, ja ndo havia material adequado
para esta andalise, uma vez que nenhum dos meétodos de preservacdo das
hemacias listados na literatura se mostrou eficaz para a reproducédo do teste. Outra
guestao levantada, diante dessas diferencas, seria por qual alelo a BanLec tem
maior especificidade de ligagdo, no entanto, ndo existem dados na literatura sobre
essas informacoes.

De qualquer forma, apesar da discrepancia entre os resultados obtidos com
os diferentes lotes, ap0s analise estatistica utilizando o teste de Tukey é possivel
afirmar que o titulo de hemaglutinacdo dos extratos é significantemente maior (p<
0.05) com o amadurecimento da banana (Figura 3), confirmando observagdes
anteriores feitas por PEUMANS et al. (2002) para a cultivar Grand Naine (subgrupo

Cavendish).

O fato da cultivar Figo ndo ter apresentado atividade hemaglutinante nao
descarta a presenca de BanLec nestes extratos, podendo ser um indicativo de que
essa cultivar possui uma quantidade tdo pequena dessa proteina que ndo pode ser
detectada por esta metodologia. Entretanto, fazendo uma analise comparativa entre
0s genodtipos das cultivares estudadas, a cultivar Figo é a Unica que possui dois

genomas B no seu grupo gendémico (ABB).
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Figura 3. Distribuicdo dos titulos de hemaglutinagdo de todas as cultivares. A anélise
estatistica pelo método de Turkey demonstrou que extratos de bananas maduras
apresentaram titulos de hemaglutinagcdo significativamente maiores do que os extratos de
bananas verdes (p < 0,05). As barras abaixo e acima da caixa indicam o menor e maior
valor observado, respectivamente.

O gendtipo das bananas vem sendo estudado por influenciar em alguns
fatores, tais como suscetibilidade a queda natural dos frutos da banana (PEREIRA et
al., 2004) e danos nos frutos causados pelo frio (LICHTEMBERG et al., 2001), como
tentativa de diminuir a perecibilidade poés-colheita dos frutos. O primeiro estudo
mostrou que a presenca do genoma B em diferentes cultivares pode estar associada
a resisténcia ao despencamento dos frutos, corroborando dados do segundo estudo
gue mostra que a presenca do genoma B no genétipo das bananas esta relacionada
a resisténcia a baixas temperaturas tanto no campo quanto durante o
armazenamento poés-colheita. Embora esses estudos correlacionem o efeito do
genoma B com a resisténcia dos frutos de banana, até o0 momento ndo existem
relatos de que o gendtipo possa influenciar na quantidade de BanLec presente na
polpa de bananas. Esta hipétese ndo pode ser descartada, uma vez que a presenca
do genoma B também pode estar relacionada com as diferengas entre os resultados
obtidos até o momento, porém no nosso trabalho n&o foi possivel analisar outra

cultivar com mais de um genoma B além da cultivar Figo.
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Embora a banana da cultivar Terra seja geralmente consumida apés algum
tipo cozimento ou fritura, os ensaios de hemaglutinacao realizados para esta cultivar
foram realizados sem tratamento térmico prévio. Os resultados desses ensaios sao
apresentados na Figura 4 sugerindo que possivelmente existem grandes
guantidades de BanLec na banana madura da cultivar Terra, devido aos altos titulos

de hemaglutinacdo observados.
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Figura 4. Distribuicdo dos titulos de hemaglutinacdo utilizando extratos de banana verde e
madura da cultivar Terra. A andlise estatistica pelo método de Turkey demonstrou que
extratos de bananas maduras apresentaram titulos de hemaglutinagdo significativamente
maiores do que os extratos de bananas verdes (p < 0,05). As barras abaixo e acima da
caixa indicam o menor e maior valor observado, respectivamente.

Para a cultivar Nanicédo, foram analisados extratos brutos de bananas que
foram submetidas a armazenamentos em baixa temperatura (Figura 5 A), exposicéo
ao 1-MCP (Figura 5 B), grupo controle desses tratamentos (Figura 5 C e D) e farinha
de banana verde. Os extratos de farinha de banana verde apresentaram altos titulos
de hemaglutinacdo, indicando maior quantidade de BanLec nesse material,

provavelmente por ser um produto processado e concentrado.
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Figura 5. Distribuicdo dos titulos de hemaglutinacdo utilizando extratos brutos de banana
verde e madura da cultivar Nanicdo. A: bananas submetidas a armazenamento em baixa
temperatura; B: bananas submetidas a tratamento com 1-MCP; C e D: respectivos controles
das amostragens. A andlise estatistica pelo método de Turkey demonstrou que extratos de
bananas maduras apresentaram titulos de hemaglutinagdo significativamente maiores do
gue os extratos de bananas verdes (p < 0,05). As barras abaixo e acima da caixa indicam o
menor e maior valor observado, respectivamente.

Os extratos de banana madura dessa cultivar que foram submetidos ao
tratamento com baixa temperatura apresentaram titulo de hemaglutinagdo menor
guando comparados aos extratos do grupo controle ou aos extratos dos frutos
submetidos ao tratamento com 1-MCP. Embora CAAMAL-VELASQUEZ et al. (2007),
gue encontraram genes com caracteristicas de lectina na polpa de frutos submetidos
a injuria pelo frio, e PEUMANS et al. (2002), que relataram maiores niveis de
BanLec nas bananas que foram submetidas a tratamento com etileno exdgeno, até o
momento ndo ha um estudo comparativo entre os niveis de BanLec em bananas

submetidas a diferentes tratamentos. Os resultados obtidos nesse trabalho, portanto,
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sugerem que bananas que foram armazenadas a baixa temperatura tem niveis mais
baixos de BanLec quando comparadas as bananas tratadas com 1-MCP.
Entretanto, ndo foi possivel observar diferencas significativas entre as amostras
tratadas e seus respectivos grupos controle, podendo sugerir que os tratamentos
realizados nédo influenciam nos teores de BanLec.

Quando comparado se ha diferenca estatistica (p < 0.05) entre as cultivares
analisadas, observou-se que as médias dos titulos de hemaglutinacdo utilizando
extratos de farinha de banana verde (cv. Nanicdo) foram maiores do que 0s outros
extratos de banana verde de todas as cultivares testadas no estudo. Além disso, foi
possivel observar que extratos de banana da cultivar Nanicdo que foram submetidos
ao tratamento com 1-MCP e curiosamente as bananas que corresponderam ao
grupo controle desse tratamento também apresentaram diferencas estatisticamente
significantes de todas as outras amostras de banana verde testadas no estudo, com
excecdo de extratos de banana da cultivar Terra. O mesmo padrdo é observado
guando analisamos o efeito das cultivares utilizando extratos de bananas maduras

Os ensaios de hemaglutinacdo foram realizados para termos uma visao
geral das amostras que estavam sendo analisadas. Em vista do maior titulo de
hemaglutinagdo, algumas cultivares apresentaram maior potencial para futuros
estudos de purificacdo e aplicacdo de acordo com as suas propriedades bioldgicas,
como por exemplo, Nanicdo e Terra. Por esse motivo, seria interessante proceder a
guantificacdo de BanLec nos extratos totais de banana das diferentes cultivares. De
fato, houve uma tentativa de realizar esta quantificacdo pelo método de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), mas os resultados obtidos ndo foram

conclusivos e, portanto, ndo foram apresentados.

2.4.2. Perfil eletroforético e Imunodeteccdo de BanLec nos extratos de banana

Pela coloracdo com azul de coomassie foi possivel observar em algumas
cultivares possivel banda de BanLec com peso molecular entre 13 KDa e 15KDa,
em concordancia com dados previamente publicados (KOSHTE et al., 1990;
PEUMANS et al.,, 2000; WONG; NG, 2006). Na Figura 6, sdo apresentados
resultados utilizando extratos de bananas verdes e maduras. As Figuras 6 A e B
representam SDS-PAGE com extratos de banana das cultivares Pacovan e Mysore,
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e Figo e Terra, respectivamente, enquanto as Figuras 6 C e D correspondem ao

Western blotting dessas amostras.
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Figura 6. Imunodeteccdo de BanLec em extratos de proteinas de bananas das cultivares
Pacovan, Mysore, Figo e Terra, nos estadios de maturacdo verde e maduro. A e B: SDS-
PAGE corado para proteinas totais com azul de coomassie. C e D: Western blotting em
membrana de nitrocelulose para deteccdo de BanLec anticorpo anti-BanLec de coelho
(diluicdo 1:2000) usando extratos de banana. Os numeros a esquerda de cada banda do
padrdo correspondem as respectivas massas moleculares.

Para a cultivar Pacovan ndo foi possivel observar a banda correspondente a
BanLec no gel de poliacrilamida, e a analise dessa proteina por Western blotting
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mostrou resultados fracamente positivos, 0 que sugere pequenas quantidades de
BanLec nesta cultivar. No entanto, na eletroforese com extratos proteicos da cultivar
Mysore é possivel observar a banda que provavelmente correspondente a BanlLec
nos estadios de maturacdo verde e maduro, sendo que, aparentemente, na banana
madura a banda estd mais forte, como confirmado pelo Western blotting. Estes
resultados corroboram os ensaios de hemaglutinacdo, em que foi observado titulo
de hemaglutinacdo baixo para a cultivar Pacovan e mais alto para a cultivar Mysore.
Quando analisados extratos proteicos da cultivar Figo, € interessante notar
que a banda correspondente a BanLec n&o foi observada tanto no gel de
poliacrilamida quanto na analise por Western blotting, corroborando os resultados do
teste de hemaglutinacdo, em que nao houve atividade hemaglutinante para esta
cultivar nas amostras de banana verdes ou maduras. Para a cultivar Terra, foi
possivel observar na eletroforese provaveis bandas de BanLec que foram
confirmadas na analise por Western blotting e que mostraram um padrdo de banda
reativa discretamente mais forte na banana madura. Estes resultados também
confirmam as analises dos ensaios de hemaglutinacéo, sugerindo quantidade maior
de BanLec na banana madura quando comparada a verde também nesta cultivar.
Na Figura 7 A sao apresentados os resultados de SDS-PAGE dos ensaios
realizados com extratos de banana da cultivar Nanicdo. A presenca de BanLec
nesses extratos proteicos foi confirmada pelo Western blotting (Figura 7 B). Nos
extratos de amostras apés armazenamento a baixa temperatura quase nao é
possivel observar as bandas caracteristicas de BanlLec, pois foram coradas muito
fracamente pelo azul de coomassie. A fraca expressédo de BanLec nesses extratos
€ confirmada nas analises por Western blotting. Contudo, quando sédo analisados
0s extratos de amostras de bananas tratadas com 1-MCP, amostras controle sem
tratamento e para a farinha de banana verde, € possivel observar a banda de
BanLec confirmada pela forte reacdo positiva na analise por Western blotting.
Esses dados também corroboram os ensaios de hemaglutinacdo, pois 0s extratos
de bananas da cultivar Nanicdo submetidos a tratamento com baixa temperatura
nado evidenciaram altos titulos de hemaglutinacdo, e as andlises realizadas com os
extratos de bananas tratadas com 1-MCP, controle néo tratado e farinha de banana

verde apresentaram titulos de hemaglutinacdo maiores.
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Figura 7. Perfil eletroforético e Imunodeteccdo de BanLec em extratos de proteinas de
bananas da cultivar Nanicdo. A: SDS-PAGE corado para proteinas totais com azul de
coomassie. B: Western blotting em membrana de nitrocelulose para detec¢cdo de BanLec
utilizando anticorpo anti-BanLec de coelho (diluicdo 1:2000), usando extratos de banana. Os
numeros a esquerda de cada banda do padrdo correspondem as respectivas massas
moleculares. 1: Massa molecular KDa); 2: Banana verde submetida tratamento com 1-MCP;
3: Banana madura submetida a tratamento com 1-MCP; 4: Banana verde submetida a
armazenamento a baixa temperatura; 5: Banana madura submetida a armazenamento a
baixa temperatura; 6: Banana verde do grupo nao tratado; 7: Banana madura do grupo nao
tratado e 8: extrato de farinha de banana verde.

2.5. CONCLUSOES

Ainda que realizados com extratos brutos de proteina de banana, os ensaios
para medida da atividade hemaglutinante nos permitem afirmar que o titulo de
hemaglutinacdo é maior na banana madura quando comparada a verde. Além disso,
as cultivares Nanicdo e Terra apresentaram diferencas estatisticamente significantes
das cultivares Pacovan e Mysore, sugerindo que bananas no estadio maduro das
cultivares Nanicdo e Terra podem apresentar teores de BanLec maiores quando
comparadas as bananas das cultivares Pacovan e Mysore.

E possivel também que a aglutinagcdo das hemaécias gerada por BanLec seja
dependente do grupo sanguineo do animal utilizado, dadas as diferencas
observadas com os lotes de sangue de coelho utilizados.

A cultivar Figo ndo apresentou atividade hemaglutinante, pois a banda
correspondente a BanLec ndo foi visualizada no gel de poliacrilamida, bem como
nao houve positividade para BanLec quando realizado Western blotting utilizando
extratos de banana dessa cultivar. Por esse motivo, acreditamos que a BanlLec pode
ndo estar presente na polpa de frutos dessa cultivar. E oportuno comentar que essa
€ a Unica cultivar representante do grupo genémico ABB do estudo, pois as outras

cultivares utilizadas foram AAB ou AAA. De acordo com estudos anteriormente
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mencionados, cultivares com grupo gendmico ABB sdo mais resistentes ao

despencamento e injaria pelo frio.
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CAPITULO llI

BANLEC INGERIDA POR VIA ORAL E CAPAZ DE MODULAR O SISTEMA
IMUNE DE CAMUNDONGOS

3.1. RESUMO

A lectina presente na polpa de bananas possui grande potencial
imunomodulador, como foi demonstrado pela capacidade de induzir a proliferacéo
de linfécitos T e algumas citocinas em condi¢cdes controladas de cultura celular.
Contudo, ainda ndo foi demonstrado que essa proteina € capaz de modular o
sistema imune in vivo quando administrada por via oral. Portanto, o objetivo do
estudo foi isolar essa proteina da polpa de bananas maduras (cv. Nanicdo — AAA) e
administra-la por via oral a camundongos BALB/c, diariamente, por sete dias.
Inicialmente foi realizado um estudo piloto testando trés diferentes doses dessa
proteina (10 ug, 50 ug e 200 pug) em animais que tiveram o sangue e timo coletados
para analise de linfécitos T (CD3, CD4, CD8 e vo) ligados a molécula CD69
(ativados) ou ndo, e citocinas pro e anti-inflamatorias (IL-2, IL-4, IL-6, TNFa, IFNy, IL-
10 e IL-17). Os resultados apontaram efeito imunomodulador de BanLec apos
administracao oral, que foi dependente da dose administrada. Posteriormente, foi
feito um estudo com animais tratados com 50 pug de BanlLec, sendo observado
aumento de linfécitos T CD4 e diminuicdo de T CD8 no timo; diminuicdo dos niveis
das citocinas IL-6 e IFNy no sangue periférico, além de aumento de TNFa, IL-10 e
IL-17. Considerando que a IL-17 produzida na auséncia de IL-6 ndo tem efeito
patogénico, e que isso esteve associado ao aumento de IL-10, a resposta gerada
por BanLec parece ser do tipo anti-inflamatéria tardia. Com esses resultados
podemos concluir que BanLec administrada por via oral a camundongos teve efeito
imunomodulador, sendo que a resposta gerada esta diretamente relacionada com a
guantidade de proteina administrada e 50 ug de BanlLec promoveu uma resposta

anti-inflamatéria tardia.
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3.2. INTRODUCAO

A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra o ataque de
patdégenos, promovendo resposta rapida as infec¢des, gerando estimulos como a
producdo de citocinas, ativacdo do complemento e respostas fagociticas.
(JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). O processo de imunidade adaptativa € um sistema
alternativo de reconhecimento a patégenos utilizado pelos vertebrados (BEUTLER,
2004). Nesse caso ocorre uma resposta mais lenta que envolve mecanismos
altamente antigeno-especificos, como a producdo de anticorpos e imunidade
mediada por células, com geracdo de células de memdria imunologica (GARCIA et
al., 1999).

O inicio do processo de imunidade adaptativa depende das moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il, que sado expressas
principalmente pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) e que tem como
principal funcdo servir como transportadores de peptideos dos antigenos
extracelulares a superficie das células, levando a ativacdo dos linfocitos T helper
CD4 (MCDEVITT, 2000). Em um sentido mais amplo, de acordo com o padréo de
citocinas produzidas, os linfécitos T CD4 podem ser do tipo T helper (Th) 1 ou Th2.
Os linfécitos Thl secretam interferon y (IFN vy) e interleucina (IL)- 2, entre outras
citocinas, que irdo ativar linfocitos T e macrofagos para atacar patdgenos de origem
viral, bacteriana ou protozodrios, enquanto que citocinas secretadas pelos linfocitos
Th2, as IL-4 e IL-5, por exemplo, irdo estimular os linfécitos B e eosinoéfilos para
combater patdgenos extracelulares, em particular os helmintos, além de estarem
envolvidos na resposta alérgica de diversas origens (KAUFMANN, 1996).

As substancias que sao capazes de modular o sistema imune, seja
suprimindo ou estimulando, s&o chamadas de imunomoduladores. Alguns
imunomoduladores séo utilizados com o objetivo de melhorar a resposta do
individuo frente a um agente infeccioso, por exemplo. Neste caso, ocorre um
aumento das células do sistema imune, como os linfocitos T e outras células de
defesa (MASIHI, 2000). Durante os ultimos anos, varios compostos bioativos
isolados de cogumelos, fungos, algas e plantas superiores tem chamado atencéo
por causa dos seus efeitos imunomoduladores (XIE et al., 2007). No caso das
plantas superiores, esses compostos melhoram a atividade de células do sistema

imune inato e mudam a resposta do hospedeiro (HOLDERNESS et al., 2008). Uma
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vez que o bom funcionamento dos linfécitos T, B e da imunidade inata estdo
fortemente relacionados ao status nutricional do individuo (WICHERS, 2009), o
estudo de compostos com potencial imunomodulador vindos da dieta constitui um
tema importante, visto que esses alimentos podem auxiliar na manutengdo da
homeostase do sistema imune em individuos saudaveis. Considerando que o0s
efeitos benéficos das lectinas geralmente estdo associados ao seu uso em baixas
doses (PUSZTAI, 1993), é razoavel pensar que as lectinas que sdao menos
abundantes também podem estimular positivamente os sistemas imune e enddécrino.

Os efeitos imunomoduladores de BanLec ja foram apontados em ensaios in
vitro. KOSHTE et al. (1992) descreveram que essa proteina é capaz de induzir a
producdo de IgG4 em células de cultura de sangue periférico humano. Quando
usada em quantidades menores do que 10 pg/mL, a BanLec apresentou atividade
mitogénica em esplendcitos de camundongos (PEUMANS et. al, 2000; WONG; NG,
2006; CHEUNG et. al, 2009). Além disso, essa proteina estimulou a producdo de
oxido nitrico por macréfagos de camundongos (WONG; NG, 2006; CHEUNG et. al,
2009; STOJANOVIC et al., 2010). A BanLec extraida da cultivar Del Monte também
foi capaz de causar efeito antiproliferativo em linhagens de células de hepatoma
(HepG2) e leucemia (L1210), além de estimular a expressao génica do fator de
necrose tumoral o (TNFa) e IFN y (CHEUNG et. al, 2009). A inibicdo da atividade da
transcriptase reversa do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1) foi demonstrada
por WONG; NG (2006). Nessa dire¢ao, um passo adicional foi dado por SWANSON
et al. (2010) relatando a capacidade de BanLec se ligar a gpl120, a proteina do
envelope do HIV-1 rico em manose, bloqueando a infeccdo. GAVROVIC-
JANKULOVIC et al. (2008) produziram em E. coli a BanLec recombinante (rBanLec),
a qual também estimulou a producéo de linfécitos T em células do sangue periférico
de humanos quando utilizada em baixas doses. A capacidade de ligacdo aos
linfécitos T de rBanLec foi maior quando comparada a BanLec extraida da polpa de

banana da cultivar Grand Nain (Musa acuminata).

No primeiro, e Unico, até o momento, relato de estudo in vivo foi conduzido
com essa lectina, descrito por DIMITRIJEVIC et al.,, (2012), foram analisadas a
estabilidade e interacdo de rBanLec com células na superficie da mucosa do trato
digestivo de camundongos, além de consequéncias imunoldgicas em termos de

producdo de anticorpos apds administracdo oral. Esse trabalho trouxe a
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comprovacgéo da estabilidade e interacdo de BanLec com a mucosa do intestino, o
gue reforcou a hipétese de que os ja demonstrados efeitos imunomoduladores in
vitro pudessem ser observados também in vivo. Com isso, foi possivel tracar os
objetivos do nosso trabalho, visto que os linfécitos T e citocinas ndo foram avaliados
apos a administracdo de rBanLec por via oral. Além disso, uma vez que no estudo
de DIMITRIJEVIC et al., (2012) foi administrada a rBanLec, optou-se por empregar
a forma natural da proteina, pois as caracteristicas imunomoduladora poderiam ser
distintas.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi realizar um estudo em que o efeito
sistémico apds administracdo por via oral de BanLec natural fosse avaliado, com a
finalidade de fornecer mais informacdes relacionadas aos efeitos imunomoduladores
de BanLec em animais. Para isso, foram selecionados camundongos machos da
linhagem BALB/c que receberam por via oral, durante sete dias, trés diferentes
quantidades de BanLec isolada da polpa de bananas maduras da cultivar Nanicéo.
O sangue e o timo desses animais foram coletados e a influéncia de BanlLec no
sistema imune dos camundongos foi avaliada através da analise de linfocitos T, B e

citocinas.

3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. Material

3.3.1.1. Banana

Foram utilizadas amostras de polpa de banana madura da cultivar Nanicéo
compradas em um mercado local. Conforme descrito por WEARNE et al. (2013),
guando os frutos alcancaram o estadio de amadurecimento PCI-6-7 (Figura 8), os
mesmos foram descascados, cortados e tiveram suas polpas congeladas em
presenca de nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até serem utilizados para os

procedimentos de extracdo de proteinas e isolamento e purificacdo de BanLec.
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verdes pontos marrons

Figura 8. indice de cor da casca (PCI) de acordo com a escala de cor comercialmente
utilizada. Adaptado de AURORE et al, 2009.

3.3.1.2. Camundongos

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c com idade entre
6 e 8 semanas, provenientes do Biotério de Producdo e Experimentacdo da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/Instituto de Quimica da Universidade de Séo
Paulo. Os animais foram separados por grupos com agua e ragao ad libitum e sob
condicbes ambientais de umidade relativa de 55 £10%, temperatura de 22°C 2, 15-
20 trocas de ar por hora e ciclo claro/escuro: 12 horas em ambiente claro/12 horas
em ambiente escuro. As informacdes gerais sobre a ragdo consumida pelos animais
estdo disponibilizadas no Anexo 1. O tratamento dos animais sO pode ter inicio apos
treinamento dos procedimentos que foram propostos no projeto, sendo 0 manejo dos
animais feito de acordo com as Normas do Biotério de Experimentacao (Biotério
USP, 2014).

3.3.2. Métodos
3.3.2.1. Extracdo de proteinas de banana com 1,3-diaminopropano

As proteinas de banana da cultivar Nanicdo no estaddio de maturacéo
maduro foram extraidas de acordo com PEUMANS et al. (2002). Vinte gramas de

polpa de banana foram triturados em gral com ajuda de pistilo em presenca de

nitrogénio liquido e homogeneizados em 120 mL de uma solu¢cdo 1,3-
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diaminopropano 20 mM. Os homogenatos foram transferidos para tubos de 30 mL e
centrifugados a 6000 g por 30 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante considerado o

extrato de banana, o qual foi utilizado para a etapa de purificacdo de BanLec.

3.3.2.2. Purificacao de BanLec

Apds a etapa de extracdo descrita em 3.3.2.1, as proteinas foram
submetidas a precipitacdo com 80% de sulfato de aménio de acordo com DAWSON
et al. (1968) em banho de gelo, sob agitacdo, por 30 minutos. O material foi
centrifugado a 7500 g por 20 minutos a 4°C e o precipitado dialisado contra tampéao
PBS (NaCl 140 mM; KCI 3 mM; NaH,PO4 10 mM; KH,PO4, 2 mM pH 7,4) por 36
horas a 4°C, utilizando membrana para dialise Spectra/Por (limite de massa
molecular 6-8 KDa), com volume de tampéao de pelo menos 100 vezes o volume da
amostra dialisada e com no minimo seis trocas do tampao. O material dialisado foi
aplicado em coluna cromatogréafica com resina Sephadex G-75 (GE Healthcare Life
Sciences), previamente equilibrada com tampao PBS. Apds lavagem da coluna com
trés volumes de PBS, as proteinas adsorvidas foram eluidas com o-
metilmanopiranosideo 0,5 M em tampdo PBS. O material eluido foi submetido a
outro processo de dialise e cromatografia em coluna Sephadex G-75, como descrito
acima, para se obter a BanLec com maior grau de pureza. A quantificacdo de
proteinas do material foi feita utilizando o 2-D Quant Kit (GE Healthcare) seguindo as
orientagcdes do fabricante.

3.3.2.3. SDS-PAGE

Para avaliar a qualidade do procedimento de purificacdo de Banlec utilizou-
se a técnica de SDS-PAGE, conforme descrito no Capitulo I, item 2.3.2.7. Os géis
foram confeccionados em duplicata, sendo um deles corado com azul de coomassie
e 0 outro transferido para membrana de nitrocelulose para posterior Western
blotting.

3.3.2.4. Coloracéo dos géis de poliacrilamida
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Os géis foram corados com azul de coomassie, conforme descrito no
Capitulo Il, item 2.3.2.8.

3.3.2.5. Western blotting

Para confirmar a presenca de BanLec no material purificado, foi realizado
Western blotting utilizando anticorpo de coelho anti-BanLec, conforme descrito no
Capitulo Il, item 2.3.2.9.

3.3.2.6. Ensaio de hemaglutinacao

Os ensaios de hemaglutinacdo nessa etapa do trabalho foram feitos para
confirmar a atividade biolégica de BanLec antes da administracdo aos
camundongos. O ensaio foi conduzido em duplicata, em placa de microtitulacdo com
poco de fundo concavo e volume final de 50 uL. Em cada pogo foram colocados 25
uL de amostra de BanLec e 25 uL de suspensdo de hemécias de coelho 2%
previamente tripsinizadas. Foram preparadas diferentes diluicbes (1:100, 1: 1000,
1:2000, 1:3000 e 1:3500) e distribuidas nos pocos, sendo que essas diluicdes
partiram da concentracéo inicial de 0,25 pg/mL de BanLec. Para o controle positivo,
foi utilizado extrato de feijdo cru e adicionados em cada poco 10 uL de extrato de
feijdo + 20 uL de sulfato de aménio 1 M e 20 uL de hemécias de coelho 2%
previamente tripsinizadas.

A leitura do resultado do ensaio foi feita visualmente, uma hora apés a
incubacdo a temperatura ambiente. O titulo de hemaglutinacdo foi definido como o

reciproco da maior diluicdo em que se observou aglutinacdo (WONG; NG, 2003).

3.3.2.7. Delineamento experimental — Estudo piloto

O objetivo desse estudo piloto (protocolo de aprovacdo pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP n° 416 —
Anexo 2) foi comparar a resposta imune de camundongos da linhagem BALB/c que
receberam BanlLec por sete dias por gavagem frente a trés diferentes doses dessa

proteina. Foram utilizados 25 camundongos machos da linhagem BALB/c divididos
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em 5 grupos contendo 5 animais, conforme descrito na Tabela 2. Os animais que
nao foram submetidos ao procedimento de gavagem, doravante nomeados grupo
controle “pré-tratamento”, foram eutanasiados previamente ao inicio do tratamento.
J& os animais que foram submetidos a gavagem, porém receberam PBS no lugar de
BanLec, foram nomeados grupo “controle”, e os animais tratados com BanLec foram
nomeados “BanLec 10", “BanLec 50” e “BanLec 200", de acordo com a quantidade

de BanLec que receberam.

Tabela 2. Grupos de animais tratados com BanLec (n= 5 em cada grupo).
Dose (ug/ 20g peso

Grupos Tratamento corpéreo)
Pré-tratamento s e
Controle pBS e
BanLec 10 BanLec 10
BanLec 50 BanLec 50
BanLec 200 BanLec 200

Os animais foram submetidos a pesagem corpoérea a cada dois dias para
ajuste da dose a ser administrada. No primeiro dia do experimento foi feita a coleta
de sangue e eutanasia do grupo de animais nao-tratados pré-tratamento. Aos
animais foi administrado Isoflurano por via inalatoria, a 3 — 4% até inducéo do efeito
anestésico. O sangue dos animais foi colhido com seringa, via pun¢do cardiaca
(aproximadamente 1,0 mL) e colocado em tubo contendo anticoagulante EDTA Kj,
Os animais foram eutanasiados por hipovolemia e subsequentemente colocados em
camara de CO; com fluxo de 8 mL/min. O timo foi coletado posteriormente a
eutanasia dos animais.

A partir dessa etapa e nos sete dias seguintes, diariamente no inicio da
tarde, os demais grupos de animais receberam por gavagem 200 pL da dose de
BanLec purificada de Banana Nanicdo de acordo com o grupo ao qual pertenciam,
com excecdo do grupo controle, que recebeu 200 pL de PBS pH 7,4. No 8° dia ap6s
o inicio do tratamento foi realizada a coleta de sangue e timo dos animais dos

demais grupos, como descrito acima.

3.3.2.8. Delineamento experimental — Estudo principal
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No estudo principal (protocolo de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP n° 448 — Anexo 3)
foram utilizados 50 camundongos machos da linhagem BALB/c divididos em dois
grupos: 25 animais fizeram parte do grupo nao-tratado (doravante chamado de
grupo Controle) e 25 animais receberam diariamente por gavagem, por sete dias, 50

ug de BanLec (nomeado grupo BanLec 50), de acordo com a descricdo na Tabela 3.

Tabela 3. Grupos de animais tratados com BanLec (n= 25 em cada grupo).
Dose (ng/ 20g peso

Grupos Tratamento 3
corporeo)
Controle PBS
BanLec 50 BanlLec 50

O esquema de tratamento e eutanasia dos animais foi realizado conforme
descrito no item 3.3.2.7, com a diferenca de nessa fase do estudo haver apenas um

grupo tratado com BanLec, que recebeu 50 pg dessa proteina diariamente.

3.3.2.9. Contagem global de leucocitos no sangue periférico dos animais

Foram utilizados 20 uL do sangue periférico total colhido do animal em tubo
com anticoagulante EDTA K3 e diluidos em 400 uL de solucdo de Turk (1:20), de
modo a causar hemolise dos eritrocitos, mas nao afeta os leucocitos. A solucéo foi
homogeneizada e uma parte transferida para camara de Neubauer onde os
leucocitos totais foram contados. Apds a contagem o material foi dividido e uma

aliquota foi congelada para posterior dosagem de citocinas.

3.3.2.10. Contagem global de leucocitos no timo dos animais

O timo foi colhido em 1 mL de meio RPMI (Gibco ®) suplementado com soro
fetal bovino (SFB), para evitar a deterioracao precoce do material, e cuidadosamente
macerado em placa de petri com ajuda de bisturi. Em seguida, 20 uL dessa
suspensao foram diluidos em 400 pL de solucéo de Turk (1:20), sendo uma parte

transferida para camara de Neubauer para contagem de leucdcitos totais. Apds a
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contagem o material foi dividido e uma aliquota foi congelada para posterior

dosagem de citocinas.

3.3.2.11. Andlise da populagéo de linfocitos por citometria de fluxo

Aproximadamente 0,5x10° células do material analisado foram distribuidos
em tubos de poliestireno 12x75 mm e em seguida acrescentados 0s seguintes
anticorpos monoclonais para andlise de linfocitos T e de ativacdo (Biolegend ®):
CD3 APC/Cy7 (clone 17A2), CD4 PE/Cy7 (clone GK1.5), CD8a PerCP/Cy5.5 (clone
53-6.7), CD45 FITC (clone 30-F11), CD69 APC (clone H1.2F3) e TCR yd PE (clone
GL3). Para o estudo principal, foi incluido o anticorpo monoclonal para linfocitos B
CD19 PE (clone 1D3 — BD Pharmigen), nas concentracdes definidas apos titulacédo
prévia dos mesmos, segundo recomendacdes do fabricante. Apds incubacao por 20
minutos a temperatura ambiente no escuro, foi feita a lise das hemacias adicionando
aos tubos 2 mL de solugcdo NaCl 0,2% por 20 segundos seguida da adicdo de 2 mL
de solucdo de NaCl 1,6%. O material foi centrifugado a 1800 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante descartado, apos lavagem do material com PBS suplementado com
SFB 2% o precipitado foi ressuspendido em 0,4 mL de PBS com SFB 2%. A
aquisicdo das amostras foi feita no citdbmetro de fluxo FACS Canto Il (BD
Biosciences), utilizando o programa de aquisicdo BD CellQuest. Foram contadas
aproximadamente 30.000 células no gate de linfocitos, e os dados foram analisados
no programa Flow Jo®.

3.3.2.12. Analise de citocinas por citometria de fluxo

A andlise de citocinas foi realizada utilizando o kit de citocinas Th1/Th2/Th17
Cytometric Bead Array (CBA — BD Biosciences), seguindo as orientacdes do
fabricante. Foram adicionados 10 uL de cada pérola (bead) de captura
(correspondente a citocina de interesse a ser analisada/tubo de amostra) em um
tubo plastico de 15 mL que foi identificado como “Mix de beads de captura. Dessa
forma, se 20 tubos para IL-2 foram analisados, entdo foram pipetados 200 uL de
pérolas de captura para IL-2 e da mesma forma para as outras citocinas analisadas.

Em tubos plasticos 12x75 mm, foram adicionadas 25 puL da mistura de pérolas de
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captura, 25 puL de amostra (plasma ou suspensao de células de timo) e 25 uL do
reagente de detecgdo “mouse Th1/Th2/Th17 PE”. Os tubos foram incubados por 2
horas a temperatura ambiente, no escuro. Apds incubacdo, cada tubo foi adicionado
de 0,5 mL de tamp&do de lavagem e centrifugado a 200 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e em seguida foram adicionados 150 pL de tampéo de
lavagem em cada tubo, para posterior analise no citdmetro de fluxo (FACS Canto Il —
BD Biosciences) utilizando o programa BD CellQuest (BD Biosciences). Os dados
foram analisados utilizando o programa FCAP Array (BD Biosciences).

3.3.2.13. Analise estatistica

Para o estudo piloto, foi utilizado o teste para amostras ndo pareadas de
Wilcoxon-Mann-Whitney empregando o programa estatistico R (The R Foundation
for Statistical Computing — versao 3.0.1) para avaliar significancia estatistica entre as
variaveis e para comparacao de doses. Para analisar os resultados obtidos com o
experimento principal foi aplicado o teste de médias (Tukey), com o auxilio do
programa estatistico SAS (Statistical Analysis System — versdo 9.3 - SAS Institute,

Inc.), considerando um valor estatisticamente significante de p < 0,05.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Purificacdo de BanLec

A principal caracteristica das lectinas € a ligacdo especifica a carboidratos,
sendo que BanLec se liga a manose e oligossacarideos que contenham manose em
sua estrutura (KOSHTE et al., 1990) e interage com com cadeias ramificadas de a-
glicanos (MO et al., 2001; GOLDSTEIN et al., 2001).

Por esse motivo, em muitos protocolos a cromatografia por afinidade
utilizando colunas de Sephadex € utilizada, uma vez que essa resina é constituida
de dextrose, sendo a eluigédo da lectina realizada com a-metilmanopiranosideo ou
o-metilglicopiranosideo. Como alternativa para os varios procedimentos de
purificacdo de lectinas utilizando técnicas cromatogréaficas, NAKAMURA-TSURUTA

et al. (2008) purificaram a lectina de banana utilizando nano particulas de ouro
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diferentes agucares imobilizados em sua superficie. Embora esses autores tenham
utiizado PBS (pH 7,2) contendo 10 mM de 2-mercaptoetanol como solucéo
extratora das proteinas, ap6s a “captura” das lectinas de banana presentes no
extrato pelos agucares que revestiam as nano particulas de ouro, o produto obtido
foi de alto grau de pureza, como demonstrado através de analises de
espectrometria de massa.

A banana é facilmente encontrada e a precos acessiveis, no entanto, o
procedimento de extracdo e purificacdo de BanLec proveniente do fruto maduro é
desafiador, por causa da grande quantidade de amido presente nesses frutos (MO
et al., 2001). Provavelmente por esse motivo, a maioria dos procedimentos de
purificacdo de BanLec realizados até o momento utiliza bananas muito maduras,
pois a maior parte do amido ja foi degradado em acucares soluveis, e solu¢des de
extracdo em faixa de pH muito baixa (KOSHTE et al., 1990; PEUMANS et al.,
2000), o que diminuiria a interacdo amido-lectina (WEARNE et al., 2013).

O protocolo para isolamento e purificacdo de BanLec da polpa de bananas
utilizado nesse trabalho foi uma adaptacdo de varias metodologias, sendo utilizada
a cromatografia por afinidade para ligagdo da BanLec a resina de dextrose com
posterior eluicdo com a-metilmanopiranosideo. Aléem disso, foram consideradas as
observacbes de WEARNE et al. (2013), que demonstraram que o rendimento de
BanLec utilizando bananas extremamente maduras foi menor quando quando
comparados a extracao dessa proteina com bananas apresentando PCI 6-7, razdo
pela qual foram utilizadas bananas com esse grau de amadurecimento. Uma vez
gue a quantidade de BanLec presente naturalmente no fruto é relativamente baixa,
foram necessarios varios lotes de purificacdo para obter quantidade suficiente para
a administracdo dessa proteina aos animais. No entanto, a despeito das
dificuldades técnicas no decorrer de todo esse processo, o rendimento médio foi de
25 ug por grama de polpa de banana, que apesar de estar abaixo dos 40 ug/g de
polpa relatado por KOSHTE et al. (1990), foi superior aos 10 pg/g relatado por
PEUMANS et al. (2000).

3.4.2. Perfil eletroforético e Imunodeteccdo de BanlLec
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Os lotes de purificagdo foram avaliados pelo perfil eletroforético e
imunodeteccdo com anticorpo anti-BanLec. A Figura 9 A mostra o gel corado com
azul de coomassie, em que € possivel observar bandas Unicas correspondente a
BanLec, demonstrando boa qualidade no procedimento de isolamento e
purificacdo. Como controle positivo da reagdo de Western blotting (Figura 9 B), foi
utiizada amostra de BanLec recombinante, a qual apresentou massa
discretamente maior que a BanLec natural, como ja observado por GAVROVIC-
JANKULOVIC et al. (2008). A imunodeteccdo apresentou positividade para todas

as amostras testadas, confirmando a presenca de BanLec em todos os lotes

testados.
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Figura 9. Perfil eletroforético e imunorreativo de preparacées de BanLec A: SDS-PAGE
15% acrilamida de amostras de BanLec purificadas da polpa de banana cultivar Nanicao,
visualizadas através da coloracdo para proteinas totais com azul de coomassie. B:
Imunodeteccdo de BanlLec por Western blotting em membrana de nitrocelulose de
amostras de BanlLec purificadas da polpa de banana cultivar Nanicdo, revelada com
substrato cromogénico NBT/BCIP. Os numeros a esquerda de cada banda de padréo
correspondem as respectivas massas moleculares (MM). De A a J: lotes de purificacao
realizados. L: BanLec recombinante.

Para confirmacédo da identidade, uma das bandas do gel foi recortada e
encaminhada ao Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP — USP) para
analise em espectrometro de massas (LTQ-Orbitrap Velos ETD acoplado com Easy
nano LC Il - Thermo®). As analises foram feitas em duplicata, e o resultado obtido
(Anexo 4) mostra duas proteinas principais contendo 141 aminoacidos e massa
molecular de 14,6 e 14,7 KDa, respectivamente, sendo ambas com caracteristicas
de lectina. O primeiro relato de purificagcdo de BanLec feito por KOSHTE et al.,
(1990) apontou uma proteina de massa molecular de aproximadamente 27 kDa na

sua forma nativa e de 13 KDa em condi¢des desnaturantes. Entretanto, PEUMANS
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et al., (2000) e WONG e NG (2006) descreveram massa molecular de 15 KDa
guando desnaturada. Desse modo, os resultados apresentados aqui estédo
compativeis com os descritos na literatura e evidencia a presenca de BanLec nas

preparacdes administradas aos animais.
3.4.3. Ensaio de hemaglutinacéo

Antes de administrar BanLec aos animais, a manutencdo da atividade
biolégica dessa proteina foi comprovada através do ensaio de hemaglutinagéo,
utilizando heméacias de coelho 2% (PEUMANS et al., 1997). A Figura 10 ilustra um
dos testes realizados com amostras de BanLec purificada em PBS e extrato de

feijdo cru como controle positivo.
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Figura 10. Ensaio de atividade biolégica de BanLec, com hemacias de coelho 2% em
placa de microtitulagdo. O ensaio foi feito em duplicada e o extrato de feijdo cru foi utilizado
como controle positivo da reacdo, em diluicdo seriada de fator dois; da esquerda para a
direita, o primeiro poco corresponde ao extrato puro, o segundo a diluicdo 1:2 e assim por
diante. No caso de BanlLec, o primeiro po¢o a esquerda corresponde a concentracdo de
0,25 pg/mL, e as diluicdes a partir dessa concentracdo foram: 1:100, 1:1000, 1:2000,
1:2500, 1:3000; 1:3500, 1:4000.

Para os testes com BanLec, partiu-se de 0,25 upg/mL de proteina para
realizacao das diluicdes de todos os lotes testados e foi possivel observar que houve
uma variacdo no titulo de hemaglutinacdo entre os lotes, de 1:10 a 1:2000 (Figura
11).



58

2000 -

o
uT
& 1500 -
£
E
(@]
©
£ 1000 -
(&)
e
(4]
©
(@]
S 500
=
0 - . . . . . . .
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Amostras de BanlLec purificada

Figura 11. Titulo de hemaglutinacdo de BanLec isolada da polpa de banana da cultivar
Nanicdo. O teste foi realizado em duplicada em microplaca de titulagcao utilizando heméacias
de coelho 2%, previamente tripsinizadas. As diluicbes partiram da concentracao inicial de
BanLec de 0,25 pug/mL.

E possivel que a diferenca observada nos titulos de hemaglutinagéo dos lotes
testados seja devido a presenca de diferentes isoformas de BanLec quando
purificada de fonte natural, como ja apontado por GAVROVIC-JANKULOVIC et al.
(2008) ou mesmo porque os ensaios foram realizados em dias diferentes, tendo-se
entdo que levar em consideracdo a viabilidade das hemécias utilizadas no ensaio.
De qualquer forma, para que o ensaio in vivo ndo fosse prejudicado por essas
diferencas, foi preparado um pool das amostras com alto titulo de hemaglutinacdo, o

gual foi posteriormente administrado aos animais.

3.4.4. Estudo piloto

STOJANOVIC et al., 2010 e PEUMANS et al., (2000) demonstraram que
células de camundongos da linhagem BALB/c responderam melhor aos estimulos de
BanLec, quando comparadas as células de camundongos da linhagem C57 BL/6.
Por esse motivo, camundongos machos da linhagem BALB/c foram escolhidos para
o estudo. A modulagao do sistema imune dos animais foi estimada pela investigacao
de parametros imunoldégicos no sangue periférico e timo. Foram determinadas
diferencas nas porcentagens de linfécitos T (CD3, CD4, CD8 e yd) ligados ou nédo a
molécula de CD69 (linfocitos ativados), e além disso, dosagens de citocinas (IL-2, IL-
4, IL-6, TNFa, IFNy, IL-10 e IL-17).



59

Alguns resultados das analises por citometria de fluxo do sangue periférico
(Figura 12) e timo (Figura 13) dos camundongos sd@o apresentados a seguir. E
possivel notar as células dispostas entre tamanho (Forward Scatter - FSC) e
granularidade (Side Scatter - SSC). Quanto maior o tamanho da célula, mais ela se
desloca para a direita; assim como maior a sua granularidade, mais ela se desloca
para cima. Portanto, as células de interesse no estudo (linfécitos), por possuirem
pequeno tamanho e baixa granularidade estdo dispostas na parte inferior esquerda

do grafico, destacadas com um circulo vermelho.
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Figura 12. Representacdo da distribuicdo de células do sangue periférico de camundongos
BALB/c apds analise por citometria de fluxo. A: Destacado em vermelho estéo os linfocitos,
células de pequena granularidade (eixo y - Side scatter - SSC) e pequeno tamanho (eixo X -
Forward scatter — FSC). B: Destacado em azul, estdo os linfécitos marcados com
CD45FITC.
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Figura 13. Representacado da distribuicdo de células do timo de camundongos BALB/c apo6s
analise por citometria de fluxo. A: Destacado em vermelho estdo os linfécitos, células de
pequena granularidade (eixo y - Side scatter - SSC) e pequeno tamanho (eixo x - Forward
scatter — FSC). B: Destacado em azul, estédo os linfécitos marcados com CD45FITC.
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Para auxiliar na identificagdo da populacdo celular estudada, utilizam-se
anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos, que reagem com epitopos
especificos na superficie ou dentro das células. Para melhor separacdo dos
linfécitos, sem interferéncia dos mondcitos, utilizou-se o anticorpo monoclonal CD45
0 qual é expresso em todas as células hematopoiéticas, conjugado com isotiocianato
de fluoresceina (FITC). Nas Figuras 12 e 13 B, os leucdcitos totais estdo marcados
com CD45 FITC, e o gate feito na populacdo de linfécitos esta destacado em azul.
Embora no timo a populacéo de células seja predominantemente linfocitica, o CD45
FITC também foi utilizado, como forma de padronizacéo da técnica utilizada.

Os resultados das medianas de porcentagens de linfocitos T para o sangue
e timo sdo apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Os resultados do
grupo pré-tratamento nao foram apresentados pois esse grupo de animais foi
utilizado apenas para estimar o efeito da administragao por gavagem que pode ser
um procedimento estressante para o animal e poderia alterar algum parametro
imunolégico. Portanto, as analises estatisticas do estudo piloto foram realizadas

comparando os animais tratados com BanLec e os animais do grupo controle.

Tabela 4. Medianas e desvios padrdes nas porcentagens dos linfécitos T no sangue
periférico de camundongos BALB/c submetidos a tratamento com BanLec. Destacado em
verde, a diminuicdo de populacéo de linfocitos T CD4 no grupo BanLec 50.

Linfécito T Controle BanLec 10 BanLec 50 BanLec 200
CD3 39,1 +10,7 39,6 +7,8 35,8+8,7 42,4 +6,2
CD4 72,1+49 66,2 +4,2 63,2+4,4 68,8 +2,7
CD8 22,3+ 3,7 235+25 25,8+2,5 22,2+3,3
TCR S 7,4+3,0 70+£29 10,4 + 10,8 58+2,8
CDa3 ativ. 1,1+25 1,1+1,8 1,9+3,8 1,9+4,4
CD4 ativ. 09+1,8 1,1+£1,9 1,7+4,1 1,1+4,0
CDS8 ativ. 0,8+4,6 1,2+1,8 25+3.8 1,3+6,1
TCR 3 ativ. 2,1+1,7 2,3+3,9 2,8+3,5 3,8+5,5

Conforme apresentado na Tabela 4, houve uma diminuicdo na populacao de
linfécitos CD4 no sangue periférico de animais do grupo BanLec 50, quando
comparados ao grupo controle. Funcionalmente, os linfocitos T (CD3) séo divididos
em linfécitos T auxiliares (T helper — Th) e linfécitos T citotdxicos, 0s quais sao
células da defesa adaptativa do sistema imune. Os linfécitos Th possuem um
receptor CD4 na superficie, por isso sdo mais comumente chamados de linfécito T

CD4 e sao, indiscutivelmente, as células mais importantes da imunidade adaptativa
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(ALBERTS et al, 2002). Essas células se ligam ao complexo de
histocompatibilidade principal de classe Il (MHC-II) e tornam-se ativadas ap0s serem
apresentadas a um antigeno pelas células apresentadoras de antigeno (APCSs),
iniciando entéo a liberag&o de citocinas. Os linfocitos T CD4 podem estar diminuidos
apos exposicdo as APCs ou infeccdo por virus (MARATHIAS et al.,, 1994). A
diminuicdo dessas células por infeccao viral € tipica no HIV, o qual se liga aos
linfécitos CD4 e se replica, causando a diminuicdo dessas células no sangue
periférico do individuo infectado (ARNDT; KEESER, 1989). Individuos que possuem
no sangue periférico valores de CD4 iguais ou inferiores a 200 células por mm?® tem
possibilidade de progressédo a doenca, e estdo mais susceptiveis a outras infeccées
(JIAO et al., 2014).

Essas células também podem estar diminuidas em pacientes com tumores
cerebrais que j& passaram pelo tratamento radioterapico contra o cancer (HUGHES
et al., 2005), além de individuos portadores de glioblastoma multiforme, que
apresentaram niveis dessa populacdo celular muito baixos mesmo sem a

apresentacao de sintomas (FECCI et al., 2006).

No caso desse estudo, entretanto, ndo é possivel estabelecer uma ligacédo
entre a diminui¢cdo da populagéo de linfécitos T CD4 no grupo BanLec 50, pois como
sera discutido adiante, esse grupo apresentou aumento de IL-17, uma citocina que

pode ter sua producéao induzida pelas células Th17.

Tabela 5. Medianas e desvios padrBes nas porcentagens dos linfécitos T no timo de
camundongos BALB/c submetidos a tratamento com BanlLec. Destacado em verde e em
laranja, diminuicdo e aumento, respectivamente, das populacées de células analisadas.

Linfécito T Controle BanLec 10 BanLec 50 BanLec 200
CD3 51,5+55 _ 52+ 1,9
CD4 57,8 +2,3 59,8 + 2,9 54,4 + 3,6 56,9 + 2,5
CD8 41,1 +2,0 31,4+ 1,6 36,1+ 2,8 40,3 +2,3
TCR Y5 4,6 +0,7 2,4+0,5 3,3+1,0 4,5+0,5
CD3 ativ. 51+5,5 473+2,1 42,5 +2,7

CD4 ativ. 56,9 + 7,1 53,4 + 1,6 52,9 + 4,6 -
CD8 ativ. 41,4 + 3,3 41,7 + 4,5 33,6 + 3,7 46,1 + 2,2
TCR 3 ativ. 328+17 31,2+1,8 32,8+24 !
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A Figura 14 ilustra a estratégia de gate utilizada para analisar a populacéo
de células CD4+ de linfocitos de camundongos do grupo controle (Figura 14 A) e do
grupo BanLec 50 (Figura 14 B). Uma vez que os linfécitos CD4 sdo um subtipo de
linfocitos T CD3, foi feito o cruzamento dessas populacdes e o valor de porcentagem

duplo positivo (destacado em rosa) foi obtido.
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Figura 14. Estratégia de gate utilizada para analise de linfécitos T CD4 no sangue periférico.
Destaque para o quadro rosa, porcentagem dos linfécitos CD3+/CD4+ A: animais do grupo
controle; B: animais do grupo BanLec 50.

Nas Tabelas 6 e 7, sdo apresentados os resultados apos andlise estatistica
utilizando o teste para amostras ndo-pareadas de Wilcoxon, no sangue periférico e
timo dos animais tratados, respectivamente. Essas tabelas também incluem a
significancia estatistica para as citocinas analisadas, em que foi feita a comparacao

entre camundongos que néo receberam BanLec e os que receberam.

Para avaliar se os linfocitos seriam ativados apés administracdo de BanlLec,
nés utilizamos o CD69 que é um marcador de ativacdo precoce dos linfécitos T que
aparece apoés 24 horas de estimulo com lectinas (BISELLI et al., 1992) e tem sido
usado tanto in vitro como in vivo (COSULICH et al., 1987). No timo, a expressao de
CD69 parece estar relacionada com o processo de maturacdo dos linfécitos T e a
medida que essas ceélulas vao saindo do ambiente timico, a expressao de CD69 vai
diminuindo (VANHECKE et al., 1995). Foi possivel observar aumento de linfocitos
CD3, CD4 e yo ativados somente no timo do grupo BanLec 200. Esses achados

serdo comentados mais detalhadamente adiante.
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Tabela 6. Teste de Wilcoxon para amostras nao pareadas para avaliar o efeito de BanLec sobre linfécitos T e citocinas no sangue

periférico de camundongos.

BanLec CD3 CD4 CDS8 v
CD3 CD4 CDS8 ) _ _ _ IL-2 IL-4 IL-6 TNFo IFNy IL-17 IL-10

(ug) ativ. ativ.  ativ. ativ.
10 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
50 NS * NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS *x NS
200 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

NS: Diferenca ndo significativa
* Diferenca significativa ao nivel de 5% (p < 0,05)
** Diferenca significativa ao nivel de 1% (p < 0,01)

Tabela 7. Teste de Wilcoxon para amostras ndo pareadas para avaliar o efeito de BanLec sobre linfocitos T e citocinas no timo de

camundongos.
BanlLec CD3 CD4 CDS8 v0
CD3 CD4 CD8 ) ) _ _ IL-2 IL-4 IL-6 TNFa IFNy IL-17 IL-10
(ng) ativ. ativ.  ativ. ativ.
10 o NS * ** NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
50 * NS NS NS NS NS o NS NS NS NS NS NS NS NS
200 NS NS NS NS * * NS * NS NS * NS NS NS NS

NS: Diferenca ndo significativa
* Diferenca significativa ao nivel de 5% (p < 0,05)
** Diferenca significativa ao nivel de 1% (p < 0,01)
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Nos parametros avaliados no sangue periférico, as diferencas significativas
foram observadas apenas em relacdo aos animais do grupo BanLec 50. Embora
tenha sido observada diminuicdo de células CD4+ no sangue periférico desses
animais, quando comparados com o grupo controle, no timo de animais desse grupo
houve aumento de populacdo de CD3 e diminuicdo de CD8 ativado. Os linfocitos T
citotoxicos (LTc) sdo também conhecidos por linfocitos CD8+, pelo fato de
expressarem essa proteina na sua superficie celular, e secretam moléculas que irdo
destruir a célula a qual estiverem ligados, estando geralmente associados ao
combate as células tumorais ou outros agentes patogénicos, como virus e bactérias.
Em contraste, a auséncia ou deficiéncia desse tipo celular estd associada a doencas
cronicas autoimunes (PENDER, 2012). Ainda no grupo BanLec 50 foi observado no
sangue periférico aumento significativo de IL-17, cuja expressdo em sido
amplamente relacionada com doencas autoimunes e inflamatérias, como artrite
reumatoide, lUpus, asma e rejeicdo de transplantes (HARRINGTON et al., 2005;
WYNN, 2005). No entanto, a origem de sua producdo € controversa, pois a auséncia
de IFNy provou estar relacionada com o aumento de producéo de IL-17. A inibic&o
de sinalizacdo por IFNy, portanto, pode aumentar o desenvolvimento de células
Th17, principais produtoras dessa citocina (HARRINGTON et al., 2005). De fato, no
estudo piloto, essa citocina (IFNy) por muito pouco nao teve significancia estatistica
(p<0,056), estando diminuida em relacdo ao grupo BanLec 50, o que iria corroborar
essa tese. De qualquer forma, o aumento de populacdo de linfécitos CD3 no timo
desse grupo de animais confirma a resposta de natureza inflamatoria gerada com

essa dose de lectina.

Nos animais do grupo BanLec 10 sé foram notadas alteracbes dos
parametros imunolégicos no timo. Verificou-se aumento de populacdo de linfécitos
CD3 sendo que a populacdo de linfocitos CD8 e gamma/delta (y3) estiveram
diminuidas nesse grupo de animais. Alguns pesquisadores tem buscado maior
conhecimento no papel dos linfocitos yd células na patogénese de doencas
autoimunes (SU et al., 2013), e é possivel que essas células tenham funcdes
similares aquelas desempenhadas pelos linfécitos CD4+, liberando citocinas e até
mesmo funcionando como APCs, dependendo do microambiente em que elas

estejam.
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No timo dos animais do grupo BanLec 200, foi observado aumento das
medianas de CD3+ ativado, CD4+ ativado, yo ativado e IL-6 quando comparados aos
camundongos nao-tratados, mostrando que essa dose foi capaz de ativar os
linfécitos, deixando o sistema imune dos animais em alerta, como confirmado pelo
aumento da IL-6 que normalmente est4 associada a resposta durante infeccdo e
depois de trauma. Esses resultados confirmam a atividade proliferativa de linfocitos
T apés inducao com BanLec como foi relatada por GAVROVIC-JANKULOVIC et al.
(2008), que utilizando células mononucleares do sangue periférico de humanos,
observaram que elas foram induzidas com a forma recombinante dessa lectina
(rBanLec). A BanLec extraida da cultivar Del Monte induziu expressao de IFNy,
TNFo e IL-2 em esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c, também
apresentando efeito antiproliferativo em células leucémicas (L1210) e de hepatoma
(HepG2), além de atividade inibitoria da transcritase reversa do HIV-1 (CHEUNG et
al.,, 2009). Do mesmo modo, houve proliferacdo de linfécitos T e aumento de
secrecdo de IFNy induzida por rBanLec em esplenécitos de camundongos
(STOJANOVIC et al. 2010).

3.4.5. Estudo principal

Com os dados do estudo piloto, foi realizada andlise estatistica dos dados
utilizando o método de Wilcoxon, comparando as trés doses utilizadas e o niamero
minimo de animais necessario para observar significancia estatistica na maioria dos
parametros analisados. Dessa forma, foi determinado que o niamero minimo de 50
animais e quantidade de 50 ug de BanLec seria ideal para o estudo principal.
Embora o efeito proliferativo de linfocitos em células estimuladas com BanLec tenha
sido observado somente nos linfécitos T (GAVROVIC-JANKULOVIC et al., 2008), os
autores relataram marcacéo de BanLec com outras populacdes celulares, inclusive
linfécitos B. Portanto, consideramos testar se a BanLec administrada por via oral
provocaria alguma mudanca nos linfécitos B dos animais, e para isso,
acrescentamos as analises o anticorpo monoclonal CD19 conjugado com ficoeritrina
(PE).

Nas Tabelas 8 e 9 sédo apresentados os resultados de porcentagem de

linfécitos T no sangue periférico e timo dos animais do grupo BanLec 50. No sangue
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periférico observamos diminuicdo da IL-6 e aumento de IL-10, IL-17 e TNFo.
Novamente, a IFNy por uma margem muito estreita ndo foi estatisticamente
significante, o que nos chamou a atencdo para o limite de detec¢ao do kit. Dessa
forma, essa citocina foi novamente analisada utilizando um reagente com maior
sensibilidade (BD™ Cytometric Bead Array [CBA] Enhanced Sensitivity Flex Set
system), o qual nos permitiu observar diminuicdo estatisticamente significante dessa
citocina (p= 0,03). Na Tabela 10 s&o apresentados os dados para todos os
parametros imunolégicos analisados no sangue periférico e timo, incluindo a
reandlise da citocina IFNy.

Embora no estudo piloto tenhamos observado diminuicéo de linfécitos T CD4
no sangue periférico do grupo BanlLec 50, nessa etapa do estudo foi notado
aumento dessa populagcdo celular no timo dos animais, além disso, no timo dos
camundongos que receberam BanLec também foi observada diminuicdo de
populacéo de linfocitos T CD8.

O aumento de linfécitos T CD4 pode estar relacionado com o aumento da IL-
17, citocina que pode ser secretada pelos linfocitos Thl7. Em camundongos,
QUESNIAUX et al. (2009) relacionaram a IL-17 produzida na presenca de IL-6 como
tendo uma funcdo patogénica, ou seja, essas citocinas podem sinalizar a mau
prognostico de determinadas doencas, como é o caso de doencas cardiovasculares
em pacientes acometidos por artrite reumatoide (HOT et al, 2010) e é possivel que a
sua producdo também seja mediada por IL-23 (MCGEACHY et al., 2007).
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Tabela 8. Resultado das médias e desvio padrdo nas porcentagens dos linfécitos T no sangue periférico de camundongos BALB/c que foram submetidos a
tratamento por via oral com 50 ug de BanLec, além do grupo controle.
Grupo CD3 CDa3 ativ. CD4 CD4 ativ. CDS8 CDS8 ativ. ) vo ativ. CD19 CD19 ativ.

Controle 545+9 451+18,7 68,8+6,7 48,0+195 212+48 453+24,7 12+03 742+144 37,3+10,5 19,7+151
BanLec 50 53,2+12 44,1+15 68,6+8,9 475+165 212+64 43,7+211 12+03 71,5+108 386+116 18,0+ 13,3

Tabela 9. Resultado das médias e desvio padrdo nas porcentagens dos linfocitos T no timo de camundongos BALB/c que foram submetidos a tratamento
por via oral com 50 ug de BanLec, além do grupo néo tratado. Destacado em verde e em laranja, diminuicdo e aumento, respectivamente, das populagfes
de células analisadas.

Grupo CD3 CD3 ativ. CD4 CD4 ativ. CD8 CDS8 ativ. Yo o ativ. CD19 CD19 ativ.

Controle 683+7,2 418+74 58=*6,7 45,7+53 394+72 372+124 46+04 72,3+53 4+15 42,8 +9,1

BanLec 50 649+99 43,6+4,8 - 465+3,7 34952 373+126 44+14 686+71 41+26 439+11,6

Tabela 10. Resultado do teste de Tukey para avaliar efeito imunomodulador no sangue periférico e timo de camundongos do grupo BanLec 50.

. CD3 CD4 CD8 , CD19
Material CD3 CD4 CD8 vy5 CDI19 ativ. ativ. ativ. o ativ. ativ. IL-2  IL-4 IL-6 TNFoa IFNy IL-17 IL-10
Sangue NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS * * * o o
Timo NS * * NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

* NS: Diferenca néo significativa
* Diferenca significativa ao nivel de 5% (p < 0,05)
** Diferenca significativa ao nivel de 1% (p < 0,01)
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Nas figuras 15 e 16 sdo apresentados os resultados para as citocinas no

sangue periférico e timo, respectivamente.

5 *

*%

Concentragéo (pg/ml)

*

IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-17 TNFa IFNy

Citocinas

Figura 15. Concentracdo de citocinas no sangue periférico de camundongos BALB/c. As
barras em cinza escuro correspondem aos animais do grupo Controle e as barras em cinza
claro o grupo BanLec 50. Foi utilizado o teste de comparagcdo de médias Tukey. Os

asteriscos representam as diferengas estatisticamente significantes, sendo (**) p< 0,01 e (*)
p<0,05.
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Figura 16. Concentracdo de citocinas no timo de camundongos BALB/c. As barras em cinza

escuro correspondem aos animais do grupo Controle e as barras em cinza claro o grupo
BanLec 50. Foi utilizado o teste de compara¢cédo de médias Tukey (p < 0,05).
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As células Th1l7 podem ser reguladas por diversas vias, entretanto, parece
gque o fator de crescimento transformante B (TGFB) tem grande influéncia na
producéo de IL-17, com presenca ou ndo de IL-6 (MANGAN et al., 2006). Embora as
células Thl7 estejam normalmente ligadas as doencas autoimunes, ndo se pode
dizer que todas elas sdo patogénicas. Existem indicios de que ha dois subtipos de
células TH17, as patogénicas e as ndo-patogénicas; as patogénicas, geralmente sédo
produzidas na presenca de TGFp e outras citocinas pré-inflamatorias, como a IL-6,
gue ira induzir o fator de transcricdo nuclear ligado ao acido retindico (RORyt) a
produzir células Th1l7, que constituem um grupo de células pro-inflamatorias
(IVANOV et al., 2006). Por outro lado, na auséncia de IL-6, ocorre a expressao do
fator de transcricdo especifico para linhagem (Foxp3), que leva a producdo de
células Th1l7 com fendétipo de linfécitos T regulatérios (BETTELLI et al., 2006), ou
seja, células ndo-patogénicas que sdo importantes no controle da autoimunidade e
na cascata anti-inflamatoria reguladora do sistema imune. Embora ndo tenhamos
feito a dosagem de TGFf no nosso estudo, os camundongos tratados com BanLec
apresentaram niveis de IL-6 diminuidos quando comparados aos camundongos do
grupo Controle, como podemos observar na Figura 17, sugerindo que o aumento de
IL-17 observado nao foi dependente de IL-6, ou seja, provavelmente o subtipo de IL-
17 nao-patogénica.

A IL-6 é normalmente expressa em linfocitos T, linfocitos B, hepatécitos e
outras células da medula 6éssea, atuando fortemente na hematopoese,
principalmente na maturacéo de linfocitos B e plasmadcitos produtores de anticorpos
(KISHIMOTO, 2010), além de ativacdo de linfécitos T e secrecdo de proteinas de
fase aguda pelo figado. A IL-6 é uma citocina pro-inflamatoria, e geralmente se
apresenta aumentada em varias doencas, inclusive autoimune. Como anteriormente
relatado, os camundongos do grupo BanLec 50 apresentaram diminuicdo dessa
citocina no sangue periférico quando comparados com o0s animais do grupo

Controle.
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Distribuicdo da concentragdo de IL-6 no sangue periférico
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Figura 17. Distribuicdo da concentracdo de IL-6 no sangue periférico de camundongos
BALB/c do grupo Controle e BanLec 50, utilizando o teste de comparacdo de médias Tukey.
As barras abaixo da caixa indicam os menores valores observados para IL-6.

O TNFa é um potente mediador inflamatoério agindo no sistema imune através
de inducdo de producdo de citocinas, ativacdo ou expressdo de moléculas de
adesado e fatores estimulantes de crescimento (ROTHE et al., 1992) Além disso,
também estimula a proliferacdo de células normais, exerce atividade citostéatica ou
citolitica contra células tumorais e causa efeitos inflamatérios, antivirais e
imunoregulatérios (GUPTA, 2002). Esse membro da superfamilia TNF é
principalmente secretado por macrofagos ativados, no entanto, ele pode ser
secretado por outras células, como mondcitos, linfocitos T, mastdcitos, linfécitos
Natural Killer (NK) e outras (STOW et al., 2009). O precursor de TNFa pode sofrer
varios eventos de clivagem, liberando dessa forma, potentes moduladores de
inflamag&o (TURNER et al., 2014). A Figura 18 mostra a distribuicdo da medida de
TNFa no sangue periférico dos animais do grupo BanLec 50, sendo possivel notar

aumento de producao dessa citocina, a qual € inibida na presenca de IL-6.
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Distribuicdo da concentragio de TNFa no sangue periférico
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Figura 18. Distribuicdo da concentracdo de TNFa no sangue periférico de camundongos
BALB/c do grupo Controle e BanLec 50, utilizando o teste de comparacédo de médias Tukey.
As barras acima da caixa indicam os maiores valores observados para TNFa.

CHEVREL et. al (2002) analisaram culturas de sangue periférico de pacientes
com artrite reumatoide que foram pré-incubados com o receptor soluvel de
TNFoa (STNFR), também utilizado no tratamento de artrite reumatoide. Os autores
demonstraram que em presenca do receptor de IL-17 (IL-17R) na cultura de células
ocorreu um diminuicdo na expresséao de IL-6 em 16%, quando comparado as células
somente estimuladas com sTNFR. Portanto, uma vez que o efeito da combinacao de
IL-17 e TNFa ocasionou na diminuicdo de producdo de IL-6, os autores sugerem
uma terapia combinada de sTNFR e IL-17R para diminuir a severidade da doenca.
Contudo, uma producdo persistente de TNFa pode levar a perda de apetite e
consequentemente a caquexia (SILVA, 2006). No nosso estudo, apesar do aumento
de TNFa ndo houve perda significativa de peso dos animais, inclusive quando
comparamos 0s animais do grupo BanLec 50 com o grupo Controle (Figura 19). As
medicOes foram feitas a cada dois dias, sendo tomadas pelo menos um dia antes do

inicio do experimento e concluidas no dia em que os animais foram eutanasiados.
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Figura 19. Peso dos animais do grupo BanLec 50 (O) e animais do grupo Controle (B). As
medicdes foram feitas dois dias antes do inicio do experimento e até a eutandsia do animal.
Foi utilizado o teste de comparacdo de médias Tukey para avaliacdo de diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05), as barras indicam o desvio padréo.

Vérias lectinas de plantas tem comprovada acdo imunomoduladora afetando
0 sistema imune através da liberacdo de citocinas. Esplendcitos de camundongos
estimulados com ArtinM, a lectina extraida da semente de jaca (Artocarpus
heterophyllus), tiveram a produgédo de IL-10 e IFNy induzidas (CARDOSO et al.,
2011). De forma similar, as lectinas Cramoll, extraida de Cratylia mollis (DE MELO et
al., 2010), da Conbr, extraida do feijdo Canavalia brasiliensis (TEIXEIRA et al.,
2006), da ConA, extraida do feijdo Canavalia ensiformis (MURAILLE et al., 1999) e
da ASA-I, extraida do alho (Alium sativum - DONG et al., 2011) também produziram
respostas imunes com producdo de citocinas. O estimulo de lectinas em outras
células também produziu esse tipo de resposta, como é o caso da DrosL, lectina
extraida de Dioclea rostrata (REIS et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009) e a PHA
extraida do feijdo comum Phaseolus vulgaris (MURAILLE et al., 1999).

Embora muitos desses estudos tenham utilizado lectinas de plantas
comestiveis, como € o caso daquelas extraidas do feijao, existem poucos estudos
relacionando o potencial imunomodulatério de lectinas presentes em frutos. Uma vez
gue sdo alimentos consumidos crus, ou sdo minimamente processados, € muito
mais provavel que a lectina presente nos frutos depois de ingerida por via oral

preserve a sua forma nativa quando comparadas as lectinas de outros alimentos que
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necessitem de algum processamento antes do consumo, como por exemplo, o
cozimento.

Nesse sentido, € importante ressaltar o estudo da lectina extraida da polpa de
bananas, BanLec. O potencial imunomodulador dessa lectina ja havia sido apontado
em alguns ensaios in vitro (WONG; NG, 2006; GAVROVIC-JANKULOVIC et al.,
2008; CHEUNG et al., 2009; SWANSON et al., 2010; STOJANOVIC et al., 2010) e in
vivo (DIMITRIJEVIC et al., 2012), ficando evidente diante que a resposta gerada por
BanLec é dependente da populacdo celular estudada. O estudo in vivo utilizando
BanLec recombinante descrito por DIMITRIJEVIC et al. (2012) foi muito importante
porque os autores confirmaram sua estabilidade, demonstrando que essa proteina
chega intacta ao intestino, interagindo com células desse 6rgao. No entanto, nédo
haviam sido analisados os efeitos dessas interacdes em linfécitos T e citocinas, que
sdo importantes na resposta imune do individuo. Nesse sentido, o presente trabalho

trouxe informacdes que preencheram essa lacuna.

3.5. CONCLUSOES

Nesse estudo, foi possivel definir uma dose em que os efeitos
imunomoduladores gerados por BanLec natural foram observados em células do
sangue periférico e timo dos camundongos que receberam essa lectina por via oral.
Além disso, corroborando dados da literatura, foi constatado que a resposta gerada
€ dose-dependente, uma vez que obtivemos respostas diferentes quando foram
testadas trés diferentes doses de BanLec.

Além disso, foram demonstradas alteracdes em linfécitos T e citocinas no
sangue periférico e timo dos animais tratados com BanLec, como aumento de
linfécitos T CD4 no timo e modulagdo de algumas citocinas pro e anti-inflamatorias
no sangue periférico. Desse modo, o0 conjunto de dados aponta para um efeito mais
protetor e ativador do que patogénico, a despeito da modulacdo de citocinas pro
inflamatorias.

Diante dessas andlises podemos concluir que a BanLec extraida da polpa de
bananas da cultivar Nanicdo tem importante potencial imunomodulador, capaz de
promover importantes alteragbes no sistema imune dos animais apl0s a

administracéo por via oral.
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CAPITULO IV
CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Foram realizadas analises que nos permitiram conhecer melhor o perfil de
BanLec nos extratos de banana, e embora a quantificacdo utilizando anticorpo
especifico ndo tenha sido possivel através da técnica de ELISA, os ensaios de
hemaglutinacdo apontaram para um maior teor de BanLec na banana madura
guando comparado a banana verde. Os ensaios conduzidos com bananas da
cultivar Nanicdo que foram submetidas a tratamento com baixa temperatura
apresentou titulos de hemaglutinacdo menores quando comparados aos titulos de
hemaglutinacdo de bananas Nanicdo tratadas com 1-MCP, embora ndo tenha sido
possivel observar diferencas entre 0os grupos tratados com 0s respectivos controles.
Ainda, diante dos dados apresentados, parece que BanlLec ndo esta presente na
polpa da cultivar Figo, e até o momento, ndo existem relatos de cultivares de
bananas que néo apresentem essa proteina.

O sequenciamento de BanLec utilizando as bandas recortadas do gel de
eletroforese mostrou duas proteinas principais com caracteristicas de lectina,
contendo 141 aminoacidos e com massas moleculares de 14,7 KDa e 14,6 KDa,
resultados que sdo compativeis com dados da literatura, mostrando que foram
encontradas duas diferentes subunidades de BanLec nessas amostras.

A administracédo por via oral de BanLec a camundongos comprovou o efeito
modulador dessa proteina. Até o0 momento, ndo haviam sido feitas mensuracdes de
linfécitos T, B e citocinas de forma sistémica; portanto, os dados obtidos permitem
concluir que essa proteina tem grande potencial imunomodulador, alterando
populacdes de linfécitos T e importantes citocinas da resposta imunoldgica do
individuo.

Além do sangue periférico e timo, segmentos do intestino delgado (jejuno e
ileo) também foram coletados ap6s eutandsia dos animais, 0s quais estdo
preservados em parafina. O estudo in vivo conduzido por DIMITRIJEVIC et al. (2012)
confirmou a interacao dessa proteina com a mucosa intestinal, entretanto, nao foram
analisados os linfocitos T e citocinas nesse material. Uma vez apés administracao
por via oral o primeiro contato com BanLec se da no trato gastrointestinal, e no

intestino delgado irdo acontecer os primeiros eventos de natureza imunoldgica,
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estdo programadas analises desses parametros imunoldgicos no jejuno e ileo
através de imunohistoquimica, para avaliar se a interacdo de BanLec com a mucosa
intestinal pode causar efeitos imunomoduladores similares aos observados no

sangue periférico e timo dos camundongos.
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ANEXO 1: InformagOes gerais sobre a ragcdo administrada aos camundongos
durante o experimento in vivo.

NUVILAB CR-1 IRRADIADA
Esterelizagao por Irradiacdo Gama

Composigzode preduto W > 7 7
Mitha integra! moido. fare o de soja. faralo de trigo. carbonato ce célcio, Informa(;oes gerais sobre a allmentagao
fosfato bicaleco. cloreto de sédia. dl2o vagelal, viiamina A, vitamina 03,

visamina E, vitamina K3, vitamina 81, vitamina B2. vitamina B6, vilamina

B12 niacina, pantetenats ce calcio, &cido flica. bictina, cloreto de celina, Forma de administragdo da ragéo : A vontace
sulfato de ferro. mondxide de manganés. dxido de zinco. sufato de cebre, Ingestio média didria de ragio

iodatode calcio, seleniio de sdd o, sulfato de cooalio, lisina, meticnina, BHT.

Camundongos:dedatg.
niveis de garantia por quilograma do produto Ratos:ce 18a30q.
Umidade {méx.)... vnnssrissenieins 125 0K Consumomédio diario deragao
Protaira Bruta imin. Camundongos:de 7 a 12g.
Extrato Etérea {mn.)... Ratos: e 30245,
Matéria Mineral {max.) {variavel em fungioda apetibiidade caracdo, da intensidace da compactagic

Matéria Fibrosa (max. e G ediametrodosgranulos).
CZIOG\'Tll'i.-ma!.j...,....4.4.....,... J RUERERHT] Consumo médio diério de dgua
(R0 (g (1)) ) P ..6.000 mgke Camunciongos:6mi

Vitaminas Ratos: ce 35a40m!.
vitamna A {min) 13,000 Uikg; vitamina D3 {min) 2,000 Ullke; vitamina E Modo de fornecimento de dgua

(miny 3¢ Ulkg; vitamina K3 {m'n) 3 mgikg: vilamina B1 {min) 5 me/kg;

el i
vitamna B2 {(m'n) § mgixg; viiamina B8 {min} 7 mglkg: vitamina B12 (min) e

22 meglkg; riating {min} 60 mglkg; Acide panteténico (min) 21 my/kg: dcido Tipo de alimento
f&ico {min) 1 mglkg: biatina {min) 0,05 mgikg: calina (min) 1.800 mg'kg. Camundongos: ragaa balanceada para camurdangss {exclusivamenie).
Minerais: sddio {min} 2.700 mgikg: ferra {min} 50 mg/kg; manganés {min) Ratos: ragaobalanceada para ratos (exclusivamente)

69 mgikg; zinco {min) 60 mg'kg; cobre (min} 10 mglkg; iado imin) 2 me/kg;
selén'e (min) 0.05 ma'kg. cobalto {min) 1,5 mg/kg; fidar {max) 60 meskg.
Amineacidos: Lisina {min) 12 ghg melanina (min) 4.000 me'kg.

Apresentacdo daracdo
Granuloscom 152 16 mmdediametree 30 a 10 mm de comprimento.

Aditives: BHT 100 mg'kg. Modo de fornecimento
Camundongos: alavés de fampas comecouros, con‘eccioradas com
Indicagao arames, dispostos paralelamente e distantesentre sipor 8, 8a 7.1 mm.

Ragaoirraciada para camundonges e ratos ce laboratdrio 2 3
roNea P Gos & Ratos: através de lampas comedoures, confeccionadas com arames,

Uso dispostos paralelamente e distantes entresipor9a 1imm

Administracdo 3 vonlace airavés de comedouros suspansos

Conservagao »

Canservar ¢ produio em amboients seco o argjado, sobre estrados, > {’

evitando-se luz e calor excessivos. B

Apresentagdo "f

Pelelizada | cu farelada scb consulla). =4 an
% S

Validade: 06 meses apos a data da fabricagaa,

2 Nuvital
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ANEXO 2: Estudo piloto: Protocolo de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP n° 416.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 622013

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
(CEUA/FCF/USP) CERTIFICA que o Projeto de Pesquisa “Efeito das
cultivares, tratamentos pds-colheita e do processamento nos
teores de 'BanLec', uma lectina com ag¢do imunomoduladora e
anti-viral presente na polpa de bananas.” (Protocolo
CEUA/FCF/416), de responsabilidade do(a) pesquisador(a) Ana
Claudia Miranda Brito Sansone, sob orientagdo/supervisdo do(a)
Prof. Dr. Jodo Roberto Oliveira do Nascimento, esta de acordo
com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) e foi APROVADO em reunido de 13 de maio de
2013.

Sé&o Paulo, 11 de junho de 2013.
| ;;‘r/ L(AC’

Prof./Dﬁ—JoiIsph é Oliveira Martins
Coordenador da CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622/ Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br



84

ANEXO 3: Estudo principal: Protocolo de aprovacéo pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP n° 448,

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE plENCIAS FARMACEUTICAS
Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 24.2014-P448

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de S&o Paulo,
CERTIFICA que o Projeto de Pesquisa “Efeito das cultivares,
tratamentos pds-colheita e do processamento nos teores de
'BanLec’, uma lectina com agdao imunomoduladora e anti-viral
presente na polpa de bananas” (Protocolo CEUA/FCF/448), de
responsabilidade do(a) pesquisador(a) Ana Claudia Miranda Brito
Sansone, sob orientagdo do(a) Prof. Dr. Joao Roberto Oliveira do
Nascimento, estd de acordo com as normas do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi APROVADO
em reunido de 21 de fevereiro de 2014. Conforme a legislagédo
vigente, devera ser apresentado, no encerramento deste Projeto de

Pesquisa, o respectivo relatério final.

Séo Paulo, 18 de margo de 2014.

{

Prof. Dr. Joilson de Olivéiré Martins
Coordenador da CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Cidade Universitaria, CEP 05508-900, S&o Paulo, SP
Telefone: (11) 3091 3622 - e-mail: ceuafci@usp.br



ANEXO 4: Sequenciamento de banda de gel de eletroforese para identificacdo de BanLec

Acesso no o o B _ ) _ Amino- Massa
bando de Descricao da proteina identificada Score Coverage Proteinas Pept!deos Peptideos PSMs Acidos Molecular  pl
dados Unicos [kDa]

Q8L5H4  Lectin OS=Musa acuminata PE=1 SV=1 - [Q8L5H4_MUSAC] 473,05 79,43 3 6 7 114 141 14,7 6,79

022321 Ripening-associated protein OS=Musa acuminata PE=1 SV=2 383,80 50,35 2 4 5 83 141 14,6 7,49
- [022321_MUSAC]

MOTS72 Uncharacterized protein OS=Musa acuminata subsp. 64,83 9,90 1 1 1 19 192 20,5 8,95
malaccensis PE=4 SV=1 - [MOTS72_MUSAM]

E9ONX13 Lectin OS=Musa acuminata AAA Group PE=2 SV=1 - 6,53 24,82 1 2 2 2 141 14,7 6,52
[E9NX13_MUSAC]

MOSLPO Uncharacterized protein OS=Musa acuminata subsp. 3,35 1,11 1 1 1 1 1166 131,0 5,50
malaccensis PE=4 SV=1 - [MOSLPO_MUSAM]

MOST63 Uncharacterized protein OS=Musa acuminata subsp. 3,31 18,52 1 1 1 1 81 8,2 9,99
malaccensis PE=4 SV=1 - [MOST63_MUSAM]

E5FY32 Phosphatidic acid phosphatase-like protein OS=Musa 3,14 5,83 2 1 1 1 309 35,6 9,60
acuminata AAA Group PE=2 SV=1 - [E5FY32_MUSAC]

MOS2V5 Uncharacterized protein OS=Musa acuminata subsp. 3,07 1,81 1 1 1 1 830 89,6 7,28
malaccensis PE=4 SV=1 - [M0S2V5_MUSAM]

MOTVGO Uncharacterized protein OS=Musa acuminata subsp. 3,04 2,32 1 1 1 1 691 73,8 6,57
malaccensis PE=4 SV=1 - [MOTVG0_MUSAM]

MOU573  Uncharacterized protein OS=Musa acuminata subsp. 2,95 1,19 1 1 1 1 1593 177,8 6,18
malaccensis PE=4 SV=1 - [MOU573_MUSAM]

MOSCD5 Uncharacterized protein OS=Musa acuminata subsp. 0,00 2,06 1 1 1 1 388 42,8 9,80

malaccensis PE=4 SV=1 - [MOSCD5_MUSAM]

* A busca foi feita no banco de dados Musaceae Uniprot
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ANEXO 5: Informagbes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULD

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduagao

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado [ Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

2, 0z membros da banca fardo a arglicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argdir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, & o candidato dispora de trinta minutos para sua

resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), €
facultada a argiicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinadaor.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4, Terminada a argiicdo por todos o3 membros da banca, a mesma se
reunira reservadamentz e expressara na ata (relatdrio d= defesa) a aprovacdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito & na argdicdo.

4,1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrite em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno gue obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Dividas poderdo ser esclarecidas junto & Secretaria de Pds-

Graduagdo: pgfarma@wsp.br, (11) 3091 3621.

80 Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalbertos Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP
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ANEXO 6: Ficha do aluno
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.'_ill'l % - Sistema sdminstrative da Pos-Graduagio

g
X

Universidade de $S3o Paulo
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALLUMNC

3131 - T361556H - Ana Claudia Miranda Brito Sansons

Emall:

Diata de Nascimanto:
Cedula ds ldentidads |
Lizal da Mascimsnio:
Hacionalidads:

Graduagao:

Cured

Programa:

Araa:

Drata de Matricula:

Inicio da Contagam da Prazo
Dwata Umits para o Dapdako;
Orientador:

Profickencla am Linguas:
Profrogacin:

Dwata de Aprovagiono Exama de
Gualificagao:

Diata do Depdalie de Trabalhs:
Titule de Trabalho:

Diata Maxima para Aprovagao da
Banca:

Diata de Aprovagioda Bamca:
Diata Maxima para Defasa:
Diata ds Defeaa:
Resultado da Defesa;

Hiztérico g Domménclas:

AN3sansonedLspor
15021550
R&-327681.526-7-5P
Estado ge 530 Pauk
Brasl=ira

Farmacuticn - Universldade 530 Judas Tadew - 530 Paulo - Brasll - 2004

Douirato DIreD
Ciencia dos Allmenins
Bromatologla
(2082010
(2082010
01122014

Proffa). Drjal. Jodo Roberio Oilvelra do MNasdmenio - 02082010 2% o
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ngias, Aprovado em 02082010

120 dias
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05112014
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