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RESUMO 

A lectina purificada do veneno de Bothrops jararacussu (BJcuL) é classificada 
como uma lectina tipo-C, com especificidade para D-Galactose. Estudos indicam 
seu envolvimento na ativação de respostas imunes, mais especificamente na 
resposta de neutrófilos. Macrófagos são células de grande plasticidade que atuam 
em diferentes eventos para a preservação da integridade tecidual do organismo, 
garantindo que uma resposta imune apropriada não ceda lugar a imunopatologias. 
No sentido de avaliar a ação de BJcuL em macrófagos, testou-se no presente 
trabalho a ação da lectina em células de linhagem monocítica U937. O objetivo do 
trabalho foi avaliar a capacidade de BJcuL na ativação de macrófagos. Para 
avaliar a capacidade da lectina em promover diferenciação celular, as células 
foram incubadas com a lectina (2,5 µg/ml) por 24 horas. Os resultados revelam 
que BJcuL não promoveu diferenciação da linhagem celular. A capacidade da 
lectina em se ligar a superfície de macrófagos foi confirmada por microscopia de 
fluorescência, para tal análise foi utilizado o programa MetaViewerV 2.0.117, que 
possibilitou a visualização da interação difusa de BJcuL biotinilada (20 µg/ml) à 
superfície de macrófagos. No entanto quando a lectina foi pré-incubada com seu 
carboidrato específico (D-Gal - 100 nM) a ligação célula-lectina foi anulada, 
revelando que a interação é específica para ligantes glicosilados na superfície 
celular. BJcuL não apresentou toxicidade sobre macrófagos, mantendo uma 
viabilidade de aproximadamente 100% para todas as concentrações testadas. A 
ativação celular foi verificada pelo aumento da atividade fagocítica das células pré-
sensibilizadas com BJcuL (2,5 µg/ml), que  mantiveram o padrão de estimulação 
de LPS (50 ng/ml) e INF-ɣ (150 U). A atividade microbicida foi confirmada com o 
aumento da produção de H2O2 após 12 horas de estímulo com INF-ɣ (150U), 
BJcuL (2,5 µg/ml), INF-ɣ + BJcuL (150 U + 2,5 µg/ml); BJcuL exerceu um aumento 
significativo em relação ao controle. Quando foi analisada a expressão de 
moléculas envolvidas na apresentação de antígenos após estímulo com LPS (25 
ng/ml) e BJcuL (2,5 µg/ml), verificou-se aumento para todos os marcadores em 
relação ao controle RPMI, sendo um aumento mais significativo para a expressão 
de CD86 (99%),HLA-DR (74%). Os resultados permitem concluir que BJcuL 
apresenta potencial ativador sobre macrófagos derivados da linhagem celular 
monocítica U937. 
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ABSTRACT 

 

The lectin purified from Bothrops jararacussu (BJcuL) is classified as a C - type 
lectin with specificity for D-galactose. Studies indicate its involvement in the 
activation of immune responses, specifically the response of neutrophils. To 
assess the action of BJcuL in macrophages, we tested in the present study the 
action of the lectin in monocytic cell line U937. Macrophages are cells of plasticity 
that operate in different events for the preservation of tissue integrity of the body, 
ensuring that an appropriate immune response not give rise to immunopathology. 
The objective of this study was to evaluate the ability of BJcuL in macrophage 
activation. To evaluate the ability of the lectin to promote cell differentiation, the 
cells were incubated with lectin (2,5 mg/ml) for 24 hours. The results reveal that 
BJcuL not promoted differentiation of cell lineage. The ability of lectins to bind to 
the surface of macrophages was confirmed by fluorescence microscopy for such 
analysis 2.0.117 MetaViewerV the program, which enabled the visualization of the 
diffuse interaction of biotinylated BJcuL (20 µg/ml) on the surface of macrophages. 
However, when the lectin was preincubated with its specific carbohydrate  
(D-Gal - 100 nM) to cell - binding lectin has annulled, showing that the interaction is 
specific for glycosylated cell surface ligands. BJcuL showed no toxicity while 
maintaining a viability of about 100% for all concentrations tested. The activation 
was verified by an increase in phagocytic activity of cells pre-sensitized with BJcuL 
(2,5 mg/ml), which remained the standard LPS stimulation (50 ng/ml) and IFN-ɣ 
(150 U). The microbicidal activity was confirmed with the increased production of 
H2O2 after 12 hours of stimulation with INF-ɣ (150 U), BJcuL (2,5 mg/ml), INF-ɣ + 
BJcuL (150 U + 2,5 g/ml) or RPMI only 2%; BJcuL had a significant increase over 
the control. When we analyzed the expression of molecules involved in antigen 
presentation after stimulation with LPS (25 ng/ml ) and BJcuL (2,5 g/ml), there was 
increase for markers compared to RPMI, being more significant increase for the 
CD86 (99%) e HLA-DR (74%). The results indicate that BJcuL presents activator of 
macrophages derived from monocytic cell line U937 potential.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 ASPECTOS GERAIS DO SISTEMA IMUNE 

 O sistema imune é constituído por células e moléculas, que atuam de modo 

integrado para manter o equilíbrio do organismo. A função primordial do sistema 

imune é distinguir entre o próprio do indivíduo do que não lhe é próprio, sendo 

capaz de mobilizar um conjunto de mecanismos que lhe permitam ter capacidade 

para resistir às agressões de agentes patogênicos, sejam eles bactérias, fungos, 

parasitas, vírus, toxinas ou células alteradas do próprio corpo, como por exemplo, 

as células neoplásicas (BONILLA et al., 2010;  TURVEY et al., 2010). 

 O sistema imune pode ser classificado didaticamente em duas "linhas de 

defesa”: imunidade inata e adaptativa (Figura 1). A imunidade inata representa a 

primeira linha de defesa do organismo e compreende quatro tipos de barreiras 

defensivas: mecânica (pele e mucosas), química (temperatura, pH baixo e 

mediadores químicos), microbiológica (flora normal) e celular. As células 

envolvidas na imunidade inata são os fagócitos, células dendríticas, mastócitos, 

basófilos, eosinófilos, natural killer (NK) e os linfócitos (células T), todas são 

derivadas de uma célula tronco hematopoética comum da medula óssea 

(TURVEY et al., 2010) 

 Os fagócitos são subdivididos em dois tipos de células principais: neutrófilos 

e macrófagos. Ambas as células compartilham a função de fagocitar os 

microrganismos. Além das suas propriedades fagocíticas, neutrófilos contêm 

grânulos citoplasmáticos que, quando secretados, auxiliam na eliminação de 

patógenos, estes grânulos podem ser classificados como primários e secundários. 

Os grânulos primários contém várias enzimas microbicidas, proteinases e 

hidrolases ácidas e os grânulos secundários, fosfatase alcalina, colagenase, 

lactoferrina e lisozima (MAYADAS et al., 2014).  Ao contrário dos neutrófilos (que 

são células de vida curta), os macrófagos são células de vida longa que não só 

desempenham um papel na fagocitose, mas estão também envolvidos na 
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apresentação de antígenos à células T. Como os neutrófilos e macrófagos, as 

células dendríticas degradam os patógenos que capturam, mas sua principal 

função é a apresentação de antígenos às células T (DALE et al., 2008). Os 

mastócitos possuem grânulos em seu citoplasma e estão envolvidos na res posta 

contra parasitas. Basófilos e eosinófilos parecem estar envolvidos em processos 

inflamatórios alérgicos, enquanto que as células NK reconhecem e matam células 

infectadas por vírus ou células tumorais (JANEWAY et al., 2002;  TURVEY et al., 

2010). 

 A imunidade adaptativa se desenvolve quando a imunidade inata é ineficaz 

na eliminação de agentes infecciosos e a infecção é estabelecida.  As principais 

funções da resposta imune adaptativa são o reconhecimento da presença de 

antígenos específicos, a geração de vias imunológicas efetoras que eliminem 

patógenos ou células infectadas por patógenos, e o desenvolvimento de memória 

imunológica que pode rapidamente eliminar um patógeno específico em infecções 

subsequentes. Atuando nesta linha de defesa estão as células T, que são ativadas 

através da ação de células apresentadoras de antígenos (APCs) e as células B 

(BONILLA et al., 2010).  

 

Figura 1: Células e moléculas do sistema imune inato e adaptativo. A função de resposta 
imune inata como a primeira linha de defesa contra a infecção, é desempenhada por fatores 
solúveis, como proteínas do complemento, e diversos componentes celulares, incluindo 
granulócitos (basófilos, eosinófilos e neutrófilos), mastócitos, macrófagos, células dendríticas e as 
células NK (natural killer). A resposta imune adaptativa é caracterizada por um desenvolvimento 
mais lento, se manifesta aumentando a especificidade antigênica e é caracterizada pela  memória 
imunológica. É constituída por anticorpos, células B, linfócitos T CD4 + e CD8 +.  
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 As células T derivam de células-tronco hematopoéticas da medula óssea e, 

após a migração, amadurecem no timo. Estas células expressam um receptor de 

ligação ao antígeno na sua membrana, conhecido como o receptor da célula T 

(TCR) enquanto que as APCs expressam proteínas de superfície celular, 

conhecido como o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe I 

ou II, responsáveis por apresentar o antígeno à célula T. Este processo de 

apresentação de antígenos estimula as células T naive para maturação em células 

T citotóxicas (CD8+) ou células T helper (Th) (células CD4+) representados na 

figura 2 (BERNINK et al., 2013). 

 As células T CD8+ são estimuladas por MHC de classe I e estão envolvidas 

na destruição de células infectadas por agentes patogênicos. Sua expansão clonal 

produz células efetoras que aumentam a liberação de perforina (proteína que 

causa lise de células-alvo), granizima e granulisina (substâncias que induzem a 

apoptose das células alvo). Após a resolução da infecção a maioria das células 

efetoras morrem e são eliminadas pelos fagócitos. No entanto, algumas são 

mantidas como células de memória que podem ser rapidamente reativadas em 

células efetoras em encontros subsequentes com o mesmo antígeno (BONILLA et 

al., 2010). 

 As células T CD4+ (Th) desempenham um papel importante no 

estabelecimento e na maximização da resposta imune. Elas não exercem 

atividade citotóxica ou fagocítica, nem matam células infectadas ou patógenos, 

mas orquestram a resposta imune direcionando outras células para execução 

dessas tarefas. São ativadas pela interação do TCR a moléculas MHC de classe 

II. Podendo assim gerar dois tipos de resposta: Th1 ou Th2 (JIANG et al., 2013). 

  A resposta Th1 é caracterizada pela a produção de interferon-gama (IFN-ɣ) 

pela célula T, o qual aciona atividades bactericidas de macrófagos, e outras 

citocinas que induzem as células B a fazer opsonização e neutralização através de 

anticorpos. A resposta Th2 é caracterizada pela liberação de citocinas 
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(interleucina – 4, 5 e 13), que estão envolvidas na ativação e/ou recrutamento de 

imunoglobulina E (IgE), anticorpo produzido por células B. Como as células T 

citotóxicas a maioria das células Th irão morrer após a sua ação na resolução da 

infecção, permanecendo algumas células de memória (BONILLA et al., 2010;  

JIANG et al., 2013). 

 

 

Figura 2: Maturação da célula T0 em Th1 e Th2.  Células Th0 sofrem maturação em resposta ao 
antígeno. Para se diferenciarem em linfócitos T citotóxicos (CD8+) devem receber dois sinais 
diferentes. Primeiro, eles devem reconhecer o antígeno apresentado por APCs expressando MHC-I 
e, segundo, eles devem ser estimulados por IL-2. Linfócitos T auxiliares (CD4+) interagem com 
APCs expressando MHC classe II, além de receber o estímulo de IL-4. Como resultado desses 
dois sinais, os lintócitos T0 maturam em um LT ativo que vai lisar as células-alvos que carreiam o 
mesmo antígeno, no caso da resposta Th1 ou irão estimular plasmócitos na produção de 
anticorpos, no caso da resposta Th2. Adaptado de Abbas, et. al. Cellular and Molecular 
Immunology. 3rd Ed., p. 292. 

 

 As células B, que também atuam na imunidade adaptativa, surgem de 

células tronco hematopoéticas da medula óssea e sofrem maturação na própria 

medula. A ativação das células B naive é acionada pelo antígeno e normalmente 

envolve o auxílio de células Th; uma vez ativadas as células B se diferenciam em 

células plasmáticas (plasmócitos) ou células de memória. O papel dos plasmócitos 

é produzir e secretar anticorpos, que auxiliam na eliminação de microrganismos 

ligando-se a eles e tornando-os alvo para os fagócitos. As células B de memória 

são capazes de responder rapidamente a uma segunda exposição ao mesmo 

antígeno reforçando assim a resposta imune (BONILLA et al., 2010). 
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1.2 IMUNIDADE INATA E MACRÓFAGOS 

  

 Macrófagos são células diferenciadas que se originam como monócitos do 

sangue. Apresentam alta plasticidade, o que garante sua diversidade de funções. 

Os macrófagos podem responder a estímulos endógenos que são gerados 

rapidamente após lesão ou infecção, tipicamente produzidos por células do 

sistema imune inato e podem exercer um marcado, porém transitório efeito sobre 

a fisiologia dos macrófagos. Podem também responder a sinais que são 

produzidos por células antígeno-específicas, estes sinais são mais focados e 

prolongados do que estímulos da imunidade inata (DALE et al., 2008). 

 Estudos sugerem três subpopulações de macrófagos (Figura 3), cada uma 

com uma fisiologia distinta, geradas por sinais da imunidade inata ou adaptativa. A 

primeira população trata de macrófagos ativados classicamente que são produto 

da resposta imune mediada por células. Macrófagos ativados classicamente são 

protótipos de células efetoras imunes, que matam patógenos intracelulares pela 

produção de radicais de oxigênio e nitrogênio. Elas também secretam uma bateria 

de citocinas inflamatórias que ajudam a orquestrar e ampliar a resposta imune 

Th1. Os macrófagos classicamente ativados são importantes componentes da 

defesa do hospedeiro, mas também atuam como potentes mediadores da 

inflamação (EDWARDS et al., 2006).  

A segunda população é composta por macrófagos alternativamente 

ativados, que surgem em resposta a interleucina 4 (IL-4), produzida durante a 

resposta imune adaptativa pelas células Th2 ou durante a resposta imune inata 

por eosinófilos. Basófilos e mastócitos também são importantes fontes de início da 

produção de IL-4 (BRANDT et al., 2000). A IL-4 estimula a conversão intracelular 

de arginina em ornitina, um precursor de poliaminas e de colágeno, contribuindo 

assim para a produção da matrix extracelular, e assim promovendo a cicatrização 

de feridas (KREIDER et al., 2007). Estes macrófagos estão envolvidos também no 
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crescimento tumoral, angiogênese e imunossupressão (GORDON, 2003;  

KZHYSHKOWSKA et al., 2006). 

A terceira população é a de macrófagos regulatórios, que são gerados em 

resposta a estímulos inatos ou adaptativos da resposta imune, incluindo 

complexos imunes e prostaglandinas (MOSSER et al., 2008a). Embora as 

respostas ao estresse não sejam considerados parte da imunidade inata, o eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal pode exercer efeitos marcantes sobre os 

macrófagos. Os glicocorticóides são liberados pelas células adrenais em resposta 

ao estresse e podem inibir a defesa do hospedeiro mediada pelos macrófagos e 

funções inflamatórias através da inibição da transcrição de genes de citocinas pró-

inflamatórias e diminuindo a estabilidade do RNAm, dando origem a uma 

população de macrófagos regulatórios (GORDON, 2003;  KZHYSHKOWSKA et 

al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Citocinas produzidas por células imunes podem originar macrófagos com 

fisiologia distinta. Macrófagos classicamente ativados surgem em resposta ao IFN-ɣ. Macrófagos 

que agem no reparo tecidual surgem em resposta a IL-4. Macrófagos regulatórios surgem em 

resposta a vários estímulos. Adaptado de Mosser and Edwards. Exploring the full spectrum of 

macrophage activation. Nat Rev Immunol, 2008. 
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1.2.1 MACRÓFAGOS CLASSICAMENTE ATIVADOS 

 Os estímulos necessários para a polarização de macrófagos classicamente 

ativados são interferon-ɣ (IFN-ɣ) e fator de necrose tumoral (TNF). TNF é 

produzido por APCs e IFN-ɣ pode ser produzido por células natural killer (NK). A 

produção de IFN-ɣ em células NK é geralmente transitória, o que impede a 

sustentação da manutenção dessa população de células pelo sistema imune inato, 

essa resposta é reforçada através da produção de IFN-ɣ por células T auxiliares 

(Th1) (DALE et al., 2008).  

 Estas células são caracterizadas por sua capacidade microbicida e 

tumoricida, secretando elevados níveis de mediadores e citocinas pró- 

inflamatórias (MACKANESS, 1977;  O'SHEA et al., 2008). Possuem receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) que reconhecem moléculas simples e 

padrões regulares de estruturas celulares conhecidas como “Padrões Moleculares 

Associados aos Patógenos” (PAMPs), que estão presentes em muitos 

microrganismos, e incluem estruturas como oligossacarídeos ricos em manose, 

peptídeoglicano e lipopolissacarídeos da parede celular bacteriana. Este 

reconhecimento permite discriminar o que é  próprio e não-próprio (JANEWAY et 

al., 2002). 

 A presença de agentes patogênicos no organismo desencadeia a resposta 

de macrófagos que podem iniciar o processo de fagocitose (Figura 4), fenômeno 

caracterizado por uma série de passos que incluem primeiramente o 

reconhecimento de PAMPs pelos PRRs e ligação ao agente patogênico. Em 

seguida ocorre a geração de sinais que induzem o remodelamento do 

citoesqueleto através da polimerização e o prolongamento de filamentos de actina 

sob a membrana no local de contato que envolvem a partícula, o que possibilita o 

englobamento das membranas celulares ao redor da partícula puxando-a em 

direção ao centro da célula, formando então um vacúolo endocítico conhecido 

como fagossoma. O fagossoma torna-se acidificado possibilitando assim, a morte 

da maioria dos patógenos. Para auxiliar no processo de fagocitose, os macrófagos 
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contam com a presença de lisossomas, os quais contém enzimas, proteínas e 

peptídeos que podem mediar uma resposta intracelular antimicrobiana. O 

fagossoma fusiona com um ou mais lisossomas produzindo o fagolisossoma, onde 

o conteúdo lisossomal é liberado para destruir o patógeno (UNDERHILL et al., 

2002). 

 

Figura 4: O processamento da informação nos diferentes estágios da fagocitose. A 
fagocitose tem início com a ligação do alvo e sua internalização que dependente do 
remodelamento do citoesqueleto através de filamentos de actina. Após a internalização, o alvo é 
digerido no fagolisossoma e os peptídeos formados podem então ser apresentados a células T por 
moléculas do MHC. Adaptado de Hunderhill and Goodridge. Information processing during 
phagocytosis. Nat Rev Immunol, 2013. 
 

 Além da fagocitose, em resposta ao reconhecimento de moléculas não-

próprias, os macrófagos intensificam o consumo de oxigênio, gerando ânion 

superóxido (O2
.-) e peróxido de hidrogênio (H2O2); esta produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) é conhecida como burst respiratório. O burst 

respiratório resulta da ativação da enzima NADPH-oxidase que produz grande 

quantidade O2
.-, que por sua vez gera H2O2 pela reação com a enzima superóxido 
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dismutase. H2O2 e Cl- são convertidos em hipoclorito (OCl-) e H2O pela enzima 

mieloperoxidase. O produto imediato da reação, O2
.-, parece não atravessar a 

parede celular das bactérias, já o  H2O2 gerado no fagolisossomo é capaz de 

entrar na célula bacteriana e agir como precurssor na formação de OCl-, que 

exerce a atividade microbicida (UNDERHILL et al., 2002). 

 A resposta imune inata mediada por macrófagos classicamente ativados 

pode seguir com a apresentação de antígenos (Figura 5), etapa realizada por 

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). As moléculas do 

MHC são classificadas como classe I (denominado antígeno leucocitário humano 

HLA-A, B e C) que são encontrados em todas as células nucleadas, ou classe II 

(denominado HLA-DP, DQ e DR) que são encontradas somente em certas células 

do sistema imune, incluindo macrófagos, células dendríticas e células B. As 

moléculas de MHC classe I coletam peptídeos derivados das proteínas 

sintetizadas no citosol e apresentam os fragmentos de proteínas virais na 

superfície celular, enquanto as moléculas de MHC Classe II ligam peptídeos 

derivados das proteínas nas vesículas intracelulares e, portanto, exibem peptídeos 

derivados de patógenos residentes nas vesículas dos macrófagos ou que foram 

internalizados (BONILLA et al., 2010). 

Atuando neste contexto, além das moléculas MHC, proteínas da família B7, 

CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), são expressas nas APCs e células T e fornecem o 

principal sinal co-estimulatório para sustentar e aumentar a resposta de célula T 

através da interação com o receptor CD28 das células T (MCCOY et al., 1999). 

Embora outros membros da família B7 possam fornecer co-estímulo, evidências 

apoiam um papel dominante para CD86 na resposta primaria da célula T 

(LENSCHOW et al., 1996). Na ativação de células dendríticas, macrófagos e 

células B, a expressão de CD86 pode ser induzida rapidamente e geralmente em 

níveis mais altos que CD80. 
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Figura 5: Moléculas envolvidas na apresentação de antígeno. Para que a apresentação de 
antígenos ocorra é essencial que a molécula de MHC esteja conduzindo o peptídeo, bem como é 
fundamental a presença de moléculas coestimulatórias (CD80 e CD86).  

 

Assim, verifica-se que os macrófagos são células de grande plasticidade, 

que atuam em diferentes eventos para preservação da integridade tecidual e do 

organismo como um todo, formando uma rede regulatória própria e muito 

controlada, para garantir que uma resposta imune apropriada não ceda lugar a 

progressão de imunopatologias. 
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1.3 LECTINAS NA RESPOSTA IMUNOLÓGICA 

 As lectinas são proteínas ou glicoproteínas encontradas em uma gama 

diversificada de organismos. Elas consistem de um grande grupo de moléculas, 

com a capacidade de se ligarem especificamente, de forma reversível e não 

covalente a carboidratos. Sua atividade ligante reside em um segmento 

polipeptídico, designado como Domínio de Reconhecimento de Carboidrato (CRD) 

(KISHORE et al., 1997;  SHARON et al., 2004), que confere a elas uma gama de 

especificidade a carboidratos diferentes (WEIS et al., 1991). A interação de uma 

lectina com glicoconjugados apropriados da superfície dos monócitos/macrófagos, 

induz não apenas a ativação celular, mas também é capaz de alterar o padrão de 

secreção de citocinas aumentando o impacto da ligação da lectina. Essa resposta 

pode modular parâmetros imunitários in vivo e in vitro (CEBO et al., 2002). 

Até o momento, diversos tipos de CRDs foram descritos, cada um 

compartilhando um padrão invariável e altamente conservado de resíduos de 

aminoácidos. Com isso, é possível dividir a maioria das lectinas animais em cinco 

classes principais, com base nos alinhamentos das sequencias de aminoácidos  

(POWELL et al., 1995;  WEIS et al., 1998). 

 Lectinas tipo C: requerem cálcio para a ligação com o carboidrato, CRD 

conservado, possuem especificidade variável a carboidratos, como 

manose, galactose, fucose, entre outros. Na presença de cálcio, iniciam 

uma ampla gama de processos biológicos, tais como adesão, endocitose, 

e neutralização de patógenos. Estas proteínas podem ainda ser 

classificadas em sete grupos (I a VII) com base em suas características 

estruturais (WEIS et al., 1998;  DRICKAMER, 1999). 

 Lectinas do tipo S ou Galectinas: independem de cálcio, possuem CRD 

conservado e ligação a β-galactosídeos. São estudadas intensivamente 

devido ao seu desempenho no papel de adesão, regulação do 

crescimento, diferenciação e sobrevivência celular  (HIRABAYASHI et al., 

1991;  PERILLO et al., 1998;  KILPATRICK, 2002). 
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 Lectinas tipo P: altamente específicas para manose-6-fosfato; possuem 

CRD homólogo, mas ainda não bem definido.  

 Lectinas tipo I: com CRD semelhante ao domínio de imunoglobulina, com 

ligação variável a carboidratos definido. Entre as lectinas tipo I ligantes de 

ácido siálico estão as Siglecs (superfamília das lectinas de ácido siálico 

vinculado à Imunoglobulina). Onze subclasses diferentes de Siglecs foram 

descritas e são expressas em várias células como molécula de adesão de 

macrófagos (Siglec-1), expressão de CD22 em células B (Siglec-2), 

linhagem mielomonocítica (Siglec-3), oligodendrócitos (Siglec-4), entre 

outros (ANGATA et al., 2002). 

 Pentaxinas: com motivo estrutural pentamérico e ligação variável como 

galactose e monossacarídeos fosforilados e sulfatados. São encontradas 

em muitas espécies de vertebrados, e são classificadas tanto pela 

preferência por fosforilcolina (CRP) ou fosfoetanolamina (SAP) 

(KILPATRICK, 2002). 

Verifica-se assim que as lectinas desempenham importantes papéis em 

processos imunológicos. Em especial no processo inflamatório, a ligação inicial de 

leucócitos ao endotélio é mediada por selectinas, lectinas tipo-C que se ligam 

primariamente a antígenos sialyl-Lewis. O tráfego de leucócitos em direção ao 

foco inflamatório também pode ser diretamente influenciado por interações lectina-

ligante. Por se ligar a estruturas de carboidratos na superfície de vários 

microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoários e vírus, as colectinas, 

lectinas tipo-C componentes do surfactante pulmonar, podem promover ativação 

do complemento ou funcionar como opsoninas, estimulando a fagocitose da 

bactéria opsonizada (HARTSHORN et al., 1998) (ALMKVIST et al., 2004). As 

galectinas (ligantes de lactosídeos) são lectinas endógenas envolvidas em 

processos desde o recrutamento de leucócitos, promoção da adesão celular ao 

endotélio, transmigração e quimiotaxia até fagocitose e ativação do burst 



 

 

13 

 

respiratório, agindo principalmente sobre monócitos, macrófagos e neutrófilos 

(RABINOVICH et al., 2002). 

Da mesma maneira, lectinas exógenas de origem vegetal tem demonstrado 

importante atividade imunomodulatória que são iniciadas pela interação com 

moléculas de glicanas presentes na superfície de células do sistema imune.  

Estudos recentes relatam a ação da DvL (Dioclea violaceae Lectin) na 

indução de edema, aumento da permeabilidade vascular e infiltração de 

neutrófilos (DE ALENCAR et al., 2013). Outras são reconhecidas como potentes 

agentes já empregados em diferentes modelos experimentais de controle de 

infecção parasitária (AFONSO-CARDOSO et al., 2011;  DE OLIVEIRA et al., 

2013). Além disso, lectinas tais como  ConA (Canavalia essiformis), PCL (lectina 

Polygonatum cyrtonema) de origem chinesa e as lectinas  MLs do visco (mistletoe 

lectins) de origem européia, exibem potencial anti-tumoral relacionado com 

apoptose, autofagia e imunomodulação (ZHANG et al., 2012). 

Testes in vitro e in vivo demonstraram que lectinas do extrato de visco de 

origem coreana e chinesa (Viscum album coloratum e Viscum articulatum, 

respectivamente), apresentaram propriedades imunomodulatórias e antitumorais . 

A lectina do visco de origem coreana (Korean Mistletoe Lectin – KML), possui uma 

estrutura, conhecida como cadeia-B que promove a ativação de células NK e 

produção de citocinas e mediadores inflamatórios por macrófagos (YOON et al., 

2003;  KANG et al., 2008). Macrófagos estimulados com KML resultam no 

aumento da expressão de TLR-4, acompanhado do aumento na produção de 

TNF-α (PARK et al., 2010). A lectina do visco de origem chinesa (Chinese 

Mistletoe Lectin – CML) estimulou células humanas mononucleares a aumentarem 

TNF-α e IL-6 (LU et al., 2011).  

Estudos revelam que respostas Th1 podem ser estimuladas através de 

ensaios in vitro por diferentes lectinas vegetais, dentre elas: ConA; PHA-e e PHA-

L (Phaseolus vulgaris); PSA (Pisum sativum) ; WGA (Triticum vulgaris) e ArtinM 

(Artocarpus heterophyllus). Estas lectinas mostraram a capacidade de induzir 
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células de baço de origem murina a produzir IL-12 e IFN-ɣ (MURAILLE et al., 

1999;  DE MELO et al., 2010). Adicionalmente, a resposta Th2 também pode ser 

estimulada como demonstrada em estudo com a lectina ScLL (Synadenium 

carinatum), mostrou uma redução de sequelas associadas com doença 

inflamatória crônica em modelos animais (ROGERIO et al., 2007). 

 

 

1.4 BJCUL 

Venenos de serpentes das famílias Viperidae e Elapidae contêm um 

complexo de moléculas farmacologicamente ativas, incluindo enzimas e proteínas 

sem atividade enzimática, tais como lectinas tipo-C, ligantes de galactose na sua 

maioria, podendo também ser encontradas lectinas ligantes de manose (ZHA et 

al., 2001). (HIRABAYASHI et al., 1991;  NIKAI et al., 2000). 

Com base na estrutura e propriedades funcionais as lectinas de veneno 

foram classificadas em lectinas tipo-C verdadeiras (CTL) e lectinas tipo-C like 

(CTL-like). As CTL contém CRD carregado negativamente e apresenta uma forma 

côncava que acomoda a molécula de galactose e o íon cálcio. Estas 

características permitem provavelmente a interação das SVLs (Snake Venom 

Lectins) com o grupo hidroxila da galactose e o íon cálcio modulando, 

consequentemente a função biológica destas lectinas. Por outro lado, um CRD 

incompleto conduz a uma ausência da atividade verdadeira da lectina, exemplo 

destas são as CTL-like, que exercem outras atividades biológicas, estando 

fortemente relacionadas com a ativação da coagulação sanguínea, uma vez que 

podem se ligar a fatores de coagulação e receptores de plaquetas (CLEMETSON 

et al., 2005;  LU et al., 2005). 

As serpentes do gênero Bothrops, são amplamente encontradas do sul ao 

nordeste brasileiro, Bolívia, Paraguai e norte da Argentina (CAMPBELL et al., 

1989). No Brasil são responsáveis por aproximadamente 70% dos casos de 
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acidentes ofídicos em humanos, sendo letais em 0,3% dos casos. O veneno de 

Bothrops jararacussu é composto de uma mistura de proteínas e peptídeos 

bioativos, especialmente enzimas que são responsáveis por lesões locais e 

sistêmicas que caracterizam o envenenamento botrópico (KASHIMA et al., 2004). 

A lectina purificada do veneno de serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) é 

tipicamente uma lectina tipo-C, que possui em sua estrutura uma sequência de 

135 resíduos de aminoácidos e caracteriza-se como uma molécula composta de 

duas subunidades de ~15kDa (CARVALHO et al., 1998;  DE CARVALHO et al., 

2002;  KASSAB et al., 2004). A sequência Gln-Pro-Asp na posição 96-98 é 

essencial para a ligação com galactose. BJcuL não é capaz de promover a 

agregação de plaquetas humanas ou mesmo interromper a agregação induzida 

por ADP ou trombina, reforçando sua classificação como CTL, incapaz de se 

associar a receptores de plaquetas. Em modelos murinos foi capaz de produzir 

edema, aumento de permeabilidade vascular (PANUNTO et al., 2006) e 

diretamente induzir infiltração leucocitária em células endoteliais de vênulas pós-

capilar, criando uma superfície adesiva para a migração de leucócitos (ELIFIO-

ESPOSITO et al., 2007). A lectina foi capaz de modular a resposta de neutrófilos 

como verificado pela alteração na morfologia para uma forma polarizada, aumento 

da taxa de migração, do burst respiratório, fagocitose e aumento do volume 

lisossomal (ELIFIO-ESPOSITO et al., 2011). Todos estes relatos indicam que 

BJcuL pode estar envolvida no processo inflamatório e na ativação de respostas 

imunes, no entanto, os mecanismos envolvidos ainda não estão compreendidos. A 

imunorreatividade de BJcuL com soro antibotrópico comercial indica que pode 

haver a neutralização da atividade biológica desta proteína durante o tratamento 

com soro. Com todos esses efeitos, BJcuL pode ser considerada um agente 

imunomodulador. 

Imunomoduladores são usados na prática clínica para estimular e 

normalizar a atividade do sistema imune, podendo corrigir imunodeficiências 

(GANJU et al., 2003). A maioria dos agentes imunomoduladores exerce seu papel 
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na manutenção do sistema imune por aumentar a atividade da célula T, 

diminuindo ou bloqueando a atividade supressora, bem como estimulando células 

NK e atuando na produção de interferon. Também induzem a produção de 

citocinas específicas por células alvo ativadas (GABIUS, 2001). 

 A imunomodulação por produtos naturais pode fornecer uma alternativa 

para a quimioterapia convencional em uma variedade de doenças, em particular 

quando o mecanismo de defesa do hospedeiro tiver que ser ativado ou quando 

uma imunossupressão seletiva é desejada, em situações como doença 

autoimune.  

Neste sentido, a compreensão as vias envolvidas na modulação, 

relacionada a ação da BJcuL sobre macrófagos pode levar a descobertas 

promissoras e potenciais aplicações farmacológicas desta lectina. 
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2. HIPÓTESE E OBJETIVOS 

2.1 HIPÓTESE  

A hipótese deste estudo é que BJcuL é capaz de provocar alterações na 

resposta funcional de macrófagos da linhagem celular monocítica humana U937. 

 

2.2 OBJETIVO GERAL 

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o potencial 

imunomodulador in vitro de BJcuL em macrófagos derivados da linhagem celular 

monocítica humana U937. 

 

2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Verificar se BJcuL promove a diferenciação celular da linhagem monocítica 

U937. 

 Analisar o efeito de BJcuL sobre a viabilidade celular. 

 Avaliar a ativação celular pela produção de espécies reativas de oxigênio, 

fagocitose e expressão de marcadores da resposta imunológica. 

 

  



 

 

18 

 

3. METODOLOGIA 

3.1 ESTUDO PRÉ-ANALÍTICO 

3.1.1 Obtenção da Lectina BJcuL 

 O veneno bruto de Bothrops jararacussu foi cedido pelo Instituto Butantan-

SP, na forma de pool liofilizado. BJcuL foi purificada por uma etapa cromatográfica 

única, conforme protocolo descrito previamente por ELIFIO-ESPOSITO et al 

(2007). Resumidamente, 100 mg de veneno bruto foram suspensos em tampão 

CTBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM,  CaCl2 5 mM, pH 7,5) até a concentração final 

de 20 mg/ml. A solução foi aplicada em uma coluna contendo 5 ml de gel de 

agarose-D-galactose (Pierce, EUA) equilibrada com o mesmo tampão e 

permaneceu em agitação por 4 horas a 4oC. Após a eluição do material não retido 

com CTBS a fração adsorvida ao gel, contendo a lectina, foi eluída com 100 mM 

de lactose em CTBS e dialisada contra água destilada, até a remoção completa do 

carboidrato. O teor de açúcar total na água de diálise foi estimado pelo método do 

fenol-ácido sulfúrico (DUBOIS M., 1956) e a concentração de proteína das frações 

eluídas da coluna foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). 

A fração purificada foi liofilizada e armazenada a -20oC.  

 

3.1.2 Biotinilação da Lectina 

O método de biotinilação de BJcuL seguiu aquele descrito por ELIFIO-

ESPOSITO (2007). A lectina purificada foi diluída em PBS, com concentração final 

de 2 mg/ml, e então incubada com 125 µl de solução de Sulfo-NHS-Biotina (10 

mM; Pierce Chemical Co). Após 40 minutos de incubação no escuro, a lectina foi 

transferida para um tubo Centricon YM3 (Amicon Division) e foram feitas sete 

ultrafiltrações em água destilada, com rotação a 535 x g por aproximadamente 80 
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minutos cada, a 4ºC. A amostra final de BJcuL biotinilada foi coletada e aliquotada 

em tubo eppendorf, sendo armazenada a -20o C até o uso. 

  

3.1.3 Manutenção da Linhagem Celular Monocítica Humana 

As células U937 (ATCC CRL-1593.2) foram doadas pela Fundação 

Oswaldo Cruz (Fiocruz–Rio de Janeiro) e mantidas em cultura com meio RPMI 

1640 (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino + 100 UI/ml de 

penicilina e 0,1 mg/ ml de estreptomicina em estufa a 37oC, contendo 5% de CO2. 

O repique foi realizado a cada três dias de cultivo. A cada repique as células foram 

avaliadas quanto à viabilidade celular pelo uso do corante Azul de Tripan e 

contagem em câmara de Neubauer para padronização do número de células (1 x 

104/ml).  

 

3.2 ESTUDO EXPERIMENTAL 

3.2.1 Diferenciação da Linhagem Celular Monocítica 

A indução da diferenciação celular foi realizada em placas de 96 poços (100 

µl/poço) ou 6 poços (1000 µl/poço), com suspensões de 1x105 células/ml tratadas 

com Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) a 10 e 20 nM ou BJcuL 2,5 e 20,0 

µg/ml em RPMI suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e 100 UI/ml de 

penicilina + 0,1 mg/ml de estreptomicina – Gibco, por 24 horas em incubadora a 

37oC com 5% de CO2. Após esse período o sobrenadante foi retirado e foi 

adicionado meio RPMI 2% SFB com troca a cada 24 horas, durante 48 horas. Este 

período é essencial para que as células diferenciadas retornem ao seu estado de 

repouso (resting). A diferenciação celular foi avaliada pela análise morfológica por 
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microscopia de luz (OLYMPUS – IX70) e em citômetro de fluxo (FACSCalibur – 

BD Bioscience ), com avaliação do tamanho, granulosidade, auto-fluorescência e 

ainda marcação com anticorpo anti-CD14 (BD Bioscience). Neste caso a 

fluorescência foi ajustada pelo uso do controle isotípico A análise dos parâmetros 

foi realizada utilizando-se o programa WinMDI versão 2.9. 

Para todos os ensaios de ativação celular descritos a seguir as células 

diferenciadas com PMA 20 nM foram desaderidas pela adição de solução de 

tripsina (0,25%) e EDTA (1 mM) e transferidas para tubos de citometria de fluxo. 

 

3.2.2 Avaliação da Interação da Lectina na Superfície Celular  

A ligação da lectina na superfície celular foi avaliada por microscopia de 

fluorescência. Para tal as células diferenciadas com PMA 20 nM (80 µl; 5 x 103 

células/ml) foram depositadas sobre lamínulas de vidro acondicionadas em placa 

de 24 poços e mantidas por uma hora em estufa à 37ºC contendo 5% de CO2 , 

para promover uma adesão inicial à lamínula. Após este período foram 

adicionados 500 µl de meio RPMI contendo 10% SFB e as células permaneceram 

em cultivo por mais três dias. O sobrenadante foi então retirado e as células 

aderidas à lamínula foram fixadas com solução de paraformaldeído 2% por 30 

minutos, a 22 oC, seguindo-se lavagens com solução tampão PBS, PBS contendo 

glicina 0,1 M e novamente com PBS. As células foram incubadas por uma hora 

com BJcuL biotinilada (20 µg/ml) ou com a lectina biotinilada pré-incubada por 45 

minutos com D-galactose 100 mM (ligante específico de BJcuL) ou somente com 

PBS (controle negativo). Para revelação da interação da lectina na superfície 

celular as células foram incubadas com estreptavidina-FITC 100 µg/ml (Sigma-

Aldrich) por 45 minutos. Foram novamente submetidas a lavagens com PBS e 

água milliQ. Por fim, as lamínulas foram montadas sobre lâminas de vidro com 

fluoromount-G contendo DAPI (SouthernBiotech). As lâminas foram fotografadas 

em um scanner de lâminas MIRAX Scan (Carl Zeiss TM). 
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3.2.3 Análise da Viabilidade Celular 

A viabilidade das células tratadas com BJcuL foi analisada pelo teste de 

MTT (MOSMANN, 1983). Após a diferenciação com PMA 20 nM em placa de 96 

poços as células foram incubadas com diferentes concentrações da lectina (1,25; 

2,5; 5,0; 10,0; 20,0 µg/ml) por 24 horas a 37oC em 5% CO2. Foram adicionados a 

cada poço 10 µl de MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-dipheniltetrazolium 

bromide; Sigma, 5 mg/ml) seguindo-se nova incubação por 3 horas a 37oC em 5% 

de CO2. O sobrenadante foi retirado e a cada poço foram adicionados 100 µl de 

DMSO (Sigma) para solubilização dos cristais formados. A absorbância da 

solução foi quantificada a 550 nm em leitor de microplaca (ThermoPlate – TP 

Reader). A faixa de concentrações de BJcuL foi escolhida com base nos trabalhos 

anteriores que mostraram o efeito da lectina na migração de leucócitos (ELIFIO-

ESPOSITO et al., 2007) e ativação de neutrófilos (ELIFIO-ESPOSITO et al., 

2011). 

 

3.2.4 Avaliação da Capacidade Fagocítica 

A atividade fagocítica das células diferenciadas foi medida pela 

incorporação de esferas fluorescentes (FluoSpheres® polystyrene Invitrogen - 

Molecular Probes) mensurada por citometria de fluxo. Após a diferenciação das 

células em placas de 6 poços, foram adicionados os estímulos BJcuL (2,5 µg/ml), 

LPS (50 ng/ml) e IFN-ɣ (150 U) que permaneceram em incubação por 12 e 24  

horas. As células foram transferidas para tubos de citometria e lavadas com PBS 

por centrifugação a 416 x g por 10 minutos. Foram então incubadas durante 3 

horas com as esferas fluorescentes, na ausência de luz a 22 oC. Após esta 

incubação, as células foram lavadas por centrifugação com PBS a 416 x g por 10 

minutos por três vezes e fixadas com 250 µl de FixFACs (azida sódica 1% e 
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formadeído 1% em PBS). As células permaneceram nesta solução até o momento 

da análise. 

 

3.2.5 Determinação da Produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

A indução da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) pelo 

tratamento com BJcuL foi medida por citometria de fluxo usando a sonda 2’,7’-

dichlorfluorescein-diacetate (DCFH-DA) que permite detectar e quantificar a 

produção intracelular de H2O2. DCFH-DA é hidrolisada por estearases para DCFH, 

esta molécula não fluorescente fica retida dentro da célula e sofre oxidação, 

emitindo então fluorescência. Após a diferenciação das células em placa de 6 

poços foram adicionados os estímulos BJcuL 2,5 µg/ml, IFN-ɣ 150U, BJcuL 2,5 

µg/ml + Interferon 150U, ou somente meio RPMI 2% SFB (controle), que 

permaneceram por 12 horas em estufa a 37oC e 5% CO2.  Após o período de 

incubação por 12 horas os estímulos foram retirados e foi adicionado 1 ml de LPS 

50 ng/ml ou somente meio RPMI 2% que permaneceram por 36 horas em estufa a 

37oC e 5% CO2 (MOSSER et al., 2008b). As células foram transferidas para tubos 

de citometria e lavadas por centrifugação com PBS e o sobrenadante foi 

descartado. As células foram incubadas por 30 minutos a 22 oC ao abrigo de luz 

com 100 µl (10 µM) de sonda DCFH-DA (SIGMA-ALDRICH). Após incubação as 

células foram lavadas por centrifugação com 1 ml de PBS, o sobrenadante foi 

descartado e as células foram ressuspendidas em 250 µl de FixFACs, 

permanecendo nesta solução até o momento da análise. 

 

3.2.6 Análise da Expressão de Marcadores da Ativação Celular 

Após diferenciação celular com PMA 200 nM em placa de 6 poços as 

células foram desaderidas, transferidas para tubos de citometria e lavadas com 
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PBS por centrifugação por 10 minutos a 416 x g. Em seguida foram incubadas 

com BJcuL (2,5 µg/ml) e LPS (25 ng/ml) durante 24 horas à 37oC em 5% de CO2. 

As células foram incubadas por 45 minutos a 22 oC com os seguintes marcadores: 

anti-HLA-DR PE; anti HLA-ABC FITC; anti-CD80 FITC; anti-CD86 PE (5 µl 

anticorpo + 45 µl tampão PBS). Após este período as células foram lavadas por 

centrifugação a 416 x g por 10 minutos com PBS e ressuspensas em 250 µl de 

FixFACs para análise em citômetro de fluxo. Todos os reagentes foram adquiridos 

da BD Bioscience. 

 

3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados quantitativos estão representados como média e desvio 

padrão, obtidos de dosagens em triplicata de pelo menos três ensaios 

independentes. A análise estatística de variância foi realizada pelo teste não-

paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney para comparação 

entre grupos, finalizando com correção de Bonferroni. Para tal procedimento foi 

utilizado como ferramenta o programa estatístico SPSS (Statistical Package for 

Social Sciences) versão 13.0 para Windows. 

 



 

 

24 

 

4. RESULTADOS 

4.1 INDUÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO CELULAR  

As células da linhagem monocítica humana U937 são derivadas do fluido 

pleural de pacientes com linfoma histiocítico difuso. Normalmente crescem em 

suspensão no meio de cultura, mas podem ser induzidas a diferenciar por 

diferentes efetores. Ao diferenciar estas células perdem o potencial proliferativo, e 

exibem características morfológicas de macrófagos ativados (GARCIA et al., 

1999).  

A diferenciação altera a morfologia celular, sendo mais evidente o 

desenvolvimento de prolongamentos citoplasmáticos e aumento do número de 

grânulos que conferem como consequência, também aumento da 

autofluorescência. Visando compreender os efeitos de BJcuL sobre as células da 

linhagem monocítica humana U937 foi avaliado inicialmente a capacidade da 

lectina em induzir a diferenciação celular. A análise por citometria de fluxo revelou 

que as células tratadas com diferentes concentrações de BJcuL não mostraram 

diferenças no tamanho, granulosidade (Figura 6A) e intensidade de fluorescência 

(Figura 6B) em relação ao controle, indicando que a lectina nessas concentrações 

e condições de cultivo não estimulam a diferenciação celular. 

O Phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA) é um ativador específico dos 

grupos A e B da proteína quinase C (PKC). Ésteres de forbol como o PMA afetam 

as PKCs por mimetizar o diacilglicerol, um ligante natural e ativador desta enzima, 

resultando na ativação de outros fatores e processos que levam a inibição do 

crescimento e a diferenciação celular. Já foi demonstrado que o tratamento com 

concentrações entre 1 a 100 nM de PMA gera alterações nas características 

morfológicas de U937, tais como diminuição na razão citoplasma/núcleo, 

citoplasma pálido com aumento da granulosidade acompanhado de aumento de 

vacuolização citoplasmática (HATTORI T, 1983). Com base nessa informação 
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determinamos as condições adequadas de diferenciação pelo PMA para posterior 

análise da capacidade de modulação de  BJcuL sobre macrófagos. 

Verifica-se que PMA, nas concentrações de 10 e 20 nM, leva a alterações 

no tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) (Figura 6A) e aumento da fluorescência 

(Figura 6B), com maior incremento nas células tratadas com PMA 20 nM.  

 

 

 
 
 

Figura 6: Análise por citometria de fluxo da capacidade de BJcuL e PMA em induzir a 
diferenciação celular. As células foram tratadas com BJcuL (2,5 µg/ml), PMA (10 e 20 nM) ou 
somente RPMI, como descrito em material e métodos. (A) Dotplot indicando tamanho (FSC) e 
granulosidade (SSC), (B) Histograma de auto-fluorescência (FL1) pelo tratamento com BJcuL e 
PMA (linha) em comparação as células não tratadas (cinza). n=9. 

(A) 
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A confirmação da diferenciação dos monócitos com PMA foi realizada pela análise 

da indução da expressão de CD14 (Figura 7), descrito como uma molécula de 

diferenciação com papel importante para resposta de monócitos e macrófagos 

(MARTIN et al., 1994). Da mesma forma que no resultado anterior verifica-se que 

as células tratadas com PMA 10 nM tiveram aumento da expressão de CD14 

quando comparadas ao controle, este aumento foi ainda mais significativo com 

PMA 20 nM. 

 

 

 

Figura 7: Análise por citometria de fluxo da capacidade de PMA em induzir diferenciação celular. 
As células foram tratadas com PMA 10 e 20 nM ou somente RPMI, conforme descrito em material 
e métodos. Para revelar a diferenciação, as células foram imunomarcadas com anticorpo anti-
CD14. O histograma revela marcação das células com anticorpo anti-CD14 (linha) em comparação 
as células não marcadas (cinza). n=9. 
 
 

 

A diferenciação também foi verificada por análise morfológica 

acompanhada de contagem celular como mostra a Figura 8. Observa-se que as 

células tratadas apenas com RPMI 2% permaneceram arredondadas e em sua 

grande maioria em suspensão. O tratamento com PMA nas concentrações de 10 e 

20 nM induziu modificações fenotípicas como presença de prolongamentos da 

membrana e aquisição de forte aderência pela maioria das células (Figura 8A). Na 

contagem celular verifica-se que o tratamento com PMA 20 nM promoveu a 

diferenciação de um maior número de células, apesar de levar à um grande 

decréscimo no número total de células (Figura 8B). Esses resultados em conjunto 
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reforçam a escolha de PMA 20 nM para a diferenciação celular no decorrer do 

trabalho. 
 

 

  

          

    (B)   

 
Figura 8: Análise por microscopia de luz da alteração morfológica induzida pelo tratamento com 
PMA. Após incubação das células U937 com  RPMI 2% SFB, PMA 10 ou 20 nM as células 
(1x10

5
/ml) foram incubadas por 24h, 37º à 5% CO2 com os estímulos, seguido de 48h de 

incubação com RPMI 2% SFB. A) Registro das células por microscopia invertida. As setas indicam 
células que adquiriram aderência e prolongamento citoplasmático (diferenciadas). A análise foi 
realizada em microscópio óptico com aumento de 100X. B) Contagem total de células por campo 
microscópico e contagem diferencial indicando a porcentagem de células diferenciadas em relação 
ao total de células para cada condição de ensaio, representação de um único ensaio. 
 
 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO DE BJcuL NA SUPERFÍCIE CELULAR 

 A verificação da interação da lectina na superfície celular foi observada por 

microscopia de fluorescência (Figura 9). Para tal análise foi utilizado o programa 

MetaViewerV 2.0.117, que possibilitou a visualização da interação de BJcuL 

biotinilada à superfície de macrófagos (Figura 9 D, E e F), mostrada para intensa 

(A) 
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marcarção verde (FITC) nas células tratadas. Verifica-se que para as células 

controle não há qualquer indício de marcação não específica  

(Figura 9 A, B e C). Quando a lectina foi pré-incubada com seu carboidrato 

específico (D-Gal) a ligação célula-lectina foi anulada (Figura 9 G, H e I), revelando 

que a interação é específica para ligantes glicosilados na superfície celular.  

 

 

 

 

Figura 9: Marcação de superfície de células U937 com BJcuL biotinilada. As células aderidas 
sobre lamínulas de vidro foram fixadas com paraformaldeído 2% e incubadas com PBS (controle), 
com a lectina biotinilada 20 µg/ml e com a lectina biotinilada incubada previamente com D-
galactose (100 mM), seguida da incubação com Estreptavidina-FITC 100 µg/ml (em verde). As 
lamínulas foram montadas sobre lâminas de vidro com meio de montagem Fluoromount-G 
contendo DAPI, que marca o núcleo da célula em azul. (A, B, C) Células controle, (D, E, F) Células 
incubadas com a BJcuL biotinilada e (G, H, I) Células incubadas com a lectina biotinilada 
previamente incubada com D-Gal. 
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4.3 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR  

Para avaliar a citotoxicidade da BJcuL sobre células diferenciadas foi 

utilizado o método direto de MTT. Os resultados apresentados (Figura 10) 

revelaram que  BJcuL concentrações de 1,25 a 20 µg/ml não apresentou 

toxicidade sobre as células  quando comparados ao controle, mantendo uma 

viabilidade de aproximadamente 100%. 

 

Figura 10: Análise da viabilidade celular pelo método de MTT. As células (1x10
5
/ ml) previamente 

tratadas com PMA (20 nM) foram incubadas em placa de 96 poços na presença de BJcuL ou 
apenas RPMI completo (controle). Após 24 horas de incubação foi adicionado MTT e incubadas 
por mais 4 horas. A leitura foi feita  por leitor de microplaca 550nm e o resultado está apresentado 
como porcentagem em relação ao controle (100%). Análise estatística feita pelo Teste Mann-
Whitney (n=9). 

 

4.4 ANÁLISE DA ATIVIDADE FAGOCÍTICA  

 Macrófagos classicamente ativados possuem marcada atividade fagocítica. 

O processo de fagocitose foi avaliado após incubação dos macrófagos com BJcuL 
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(2,5 µg/ml), LPS (50 ng/ml), IFN-ɣ (150U) ou somente RPMI 2% em diferentes 

tempos, seguido de incubação com esferas fluorescentes. A Figura 11 revela que 

no tempo de 12 horas de incubação com os estímulos houve um aumento 

significativo na atividade fagocítica. Na análise de 24 horas fica visível a 

diminuição da atividade fagocítica quando comparado com o tempo de 12 horas. 

No entanto, BJcuL manteve o padrão de estimulação de LPS e IFN-ɣ, 

independente do tempo de estímulo. 

 

 

Figura 11: Avaliação de fagocitose por macrófagos (1x10
5
/ml) previamente diferenciados com 

PMA (20 nM) e  incubadas com BJcuL (2,5 µg/ml), LPS (50 ng/ml), Interferon-ɣ (150 U) ou apenas 
RPMI 2% (controle negativo) por 12 e 24 h, seguida de 3 horas de incubação com esferas 
fluorescentes, em estufa umidificada a 37˚C e 5% CO2. As células foram lavadas 3 vezes por 
centrifugação e ressuspendidas em FixFacs para posterior análise por citometria. (*) diferença 
significativa, em relação ao controle de cada grupo para p<0,05. Teste Mann-Whitney (n=6). 

 
 

4.5 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 

 Sabe-se que uma das funções exercidas por macrófagos classicamente 

ativados é a atividade microbicida desempenhada por um processo de rápido 
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consumo de oxigênio conhecido como “burst respiratório”, onde há produção de 

ânion superóxido (O2
.-) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (MACMICKING et al., 

1997). Desde que foi observado anteriormente que a pré-exposição de células 

U937 a IFN-ɣ modifica a resposta dessas células ao LPS, especificamente na 

produção de ânion superóxido (ROUX-LOMBARD et al., 1986), analisou-se o 

efeito da pré-incubação com IFN-ɣ na indução de H2O2 mediada por LPS. Os 

níveis intracelulares de H2O2 foram avaliados após 12h de estímulo com IFN-ɣ 

(150U), BJcuL (2,5 µg/ml), ou somente meio RPMI 2%. Em alguns ensaios as 

células foram submetidas ainda a incubação por 36 horas com LPS (50 ng/ml). A 

Figura 12 revela que na ausência de LPS BJcuL aumenta a produção de H2O2 

estando associada ou não ao INF-ɣ. Quando as células são submetidas ao 

tratamento com LPS após o estímulo com BJcuL ocorre um decréscimo 

significativo na produção de H2O2 que também afeta a resposta estimulatória do  

IFN-ɣ. 

 

 
Figura 12: A avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio foi realizada com as células 
diferenciadas (1X10

5
/ml) e incubadas com Interferon 150 U, BJcuL 2,5 µg/ml, BJcuL 2,5 µg/ml + 

Interferon 150 U ou somente RPMI 2% (controle) por 12 horas em estufa à 37
o
C e 5% CO2, seguido 

de incubação com LPS ou somente RPMI 2% por 36 horas na mesma condição anterior. As células 
foram ainda incubadas com a sonda DCFH-DA por 45 minutos, lavadas  por centrifugação,  fixadas 
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com FixFacs e analisadas por citometria de fluxo. (*) diferença significativa, em relação ao controle 
de cada grupo para p<0,05. Teste Mann-Whitney e (**)= p<0,012 Correção de Bonferroni (n=6). 
 
 
 

4.6 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE MARCADORES DA ATIVAÇÃO  

4.7  CELULAR 

 A expressão de moléculas coestimulatórias (CD80 e CD86) e moléculas de 

apresentação de antígenos (HLA-DR e HLA-ABC) representam um estado ativo 

da célula. A figura 13 revela aumento discreto da expressão de todos os 

marcadores após estímulo com LPS e BJcuL quando comparadas ao controle 

(RPMI). 

 
 

 

Figura 13: Avaliação da expressão de CD80 (A), CD86 (B), HLA-ABC (C) e HLA-DR (D)  na 
superfície de macrófagos, realizada por citometria de fluxo. As células(1x10

5
/ml)  foram incubadas 

durante 24 horas com os respectivos estímulos: RPMI 2%, PMA 20 nM, LPS 25 ng/ml, BJcuL 2,5 
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µg/ml. Para revelar a presença dos marcadores na superfície celular as células foram 
imunomarcadas com os anticorpos: anti-HLA-DR PE; anti HLA-ABC FITC; anti-CD80 FITC; anti-
CD86 PE, fixadas e analisadas por citometria de fluxo. Resultados correspondem ao incremento de 
fluorescência (%) em relação ao controle de células não marcadas, normalizado pelo valor das 
células tratadas somente com RPMI. 
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5. DISCUSSÃO 

Os venenos de serpentes contém uma grande variedade de moléculas com 

alta diversidade de funções biológicas, resultantes de um longo processo evolutivo 

que garantiu uma mistura heterogênea de substâncias bastante tóxica e eficaz 

(KOH et al., 2006). Por mais que o interesse inicial nos venenos venha pela 

compreensão de como combater os efeitos do envenenamento em humanos, a 

descoberta e caracterização de inúmeras toxinas isoladas mostrou que os 

venenos representam uma interessante fonte de moléculas com efeitos 

farmacológicos muito específicos, o que pode levar ao descobrimento e 

desenvolvimento de novas drogas terapêuticas (KOH et al., 2012). 

Aproximadamente 90% dos constituintes do veneno das serpentes do gênero 

Bothrops são protéicos, destacando-se os componentes enzimáticos (SOUSA et 

al., 2001;  PANFOLI et al., 2010) e não enzimáticos, como desintegrinas 

(SWENSON et al., 2004) e lectinas do tipo C (NAVDAEV et al., 2001;  LU et al., 

2005), todos com importante papel no envenenamento, mas também com 

relevante potencial terapêutico (GOMES et al., 2010). 

Lectinas tipo-C derivadas do veneno botrópico, assim como de outras 

fontes, podem afetar processos relacionados ao sistema imune inato  (SIERRA et 

al., 2005;  WILLMENT et al., 2008;  JIN et al., 2012). Já foi demonstrado que 

BJcuL, uma típica lectina de veneno botrópico, apresenta capacidade de ligar-se a 

superfície de neutrófilos, sem provocar alteração na viabilidade celular, 

promovendo a migração e ativação destas células (ELIFIO-ESPOSITO et al., 

2011). No presente trabalho, nossos resultados também demonstram que BJcuL 

não é citotóxica para macrófagos derivados de monócitos da linhagem 

monocíticca humana U937, também associou-se a ligantes alvo na superfície 

celular, além de demonstrar efeitos sobre a ativação celular.  

A interação de BJcuL a ligantes de membrana é difusa, ocorrendo em toda 

a superfície celular e parece ser dependente do reconhecimento do carboidrato 
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específico, como demonstrado pela inibição gerada pela pré-incubação da lectina 

com D-galactose (Figura 9).  

Em macrófagos existe uma ampla variedade de glicoproteinas de 

membrana (KREIPE et al., 1986;  DONG et al., 1997) que agem como receptores, 

incluindo os PRR (do inglês pattern recognition receptors), tais como os TRLs (toll-

like receptors) (RABINOVICH et al., 2012) que são importantes não só na indução 

da imunidade inata, mas também para o desenvolvimento da imunidade 

adaptativa (QIAN et al., 2013). Está bem estabelecido que estímulos M1 como 

LPS e IFN-ɣ, através de receptores TLR4, IFN-α ou IFN-β  (IFNAR) e receptores 

IFN-ɣ, induzem a ativação de fatores de transcrição NF-κB (p65 e p50), AP-1, 

IRF3 e STAT1, o que leva a transcrição dos genes M1, e consequentemente a 

geração de macrófagos clássicos, caracterizados por uma resposta inflamatória 

(BISWAS et al., 2010). Lectinas exógenas tem sido descritas por interagir com 

diferentes PRRs em macrófagos e outras células do sistema imunológico (SOUZA 

et al., 2013) possivelmente por diferentes vias. A lectina KML (Korean  mistletoe 

lectin) aumentou a expressão de PRRs como dectina-1 e TLR2, mas não 

aumentou TLR4 (LEE et al., 2007). SBA (Soybean aglutinin), ConA (Concavalina 

A) e membros da família de lectinas PHA estimularam somente TLRs 

extracelulares (2/6, 4 e 5) provavelmente devido a falta de acesso intracelular. 

Interessantemente SBA estimulou somente TLR4, ConA estimulou TLR2/6 e PHA-

L estimulou TLR2/6, 4 e 5. Como cada família de lectina exibe especificidade por 

diferentes ligantes, estes resultados sugerem que a ação das lectinas é codificada 

pelo reconhecimento de uma sequencia de carboidratos com consequente 

apresentação destes aminoácidos a diferentes TLRs (UNITT et al., 2011). 

Nossos resultados indicam que a interação de BJcuL com ligantes na 

superfície de células U937 não é capaz de desencadear as importantes alterações 

fenotípicas observadas na diferenciação celular de monócitos, fenômeno este 

induzido por sinais finamente regulados agindo sobre a expressão gênica. Os 

mecanismos regulatórios envolvidos nestes processos ainda não estão totalmente 
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descritos, mas estudos já demonstraram que a diferenciação leva a uma maior 

expressão de proteínas envolvidas em vias biológicas relevantes para as funções 

macrofágicas, como a fagocitose e vias de apresentação de antígeno  (MINAFRA 

et al., 2011). 

A linhagem celular monocítica humana U937 tem sido amplamente utilizada 

como modelo para o estudo de mudanças em eventos intracelulares que 

acontecem durante a diferenciação de monócitos. A diferenciação das células 

U937 pode ser induzida pelo tratamento com ésteres de forbol, como o PMA 

(ROVERA et al., 1979;  LARSSON et al., 1988), que tem efeito pleiotrópico sobre 

células dessa linhagem (HASS et al., 1989). O PMA altera a expressão gênica 

pela ativação da proteína quinase C (Protein Kinase C-PKC) (PEDRINACI et al., 

1990) e a modulação da atividade de fatores transcricionais que ligam elementos 

reguladores, como NF-B (GHOSH et al., 1990). Neste processo a expressão de 

receptores de adesão são alterados, aumentando o número de membros da 

família de β2-integrinas (CD11/CD18) que tem um papel fundamental na interação 

leucócito-endotélio durante reações imunes e inflamatórias. Estas moléculas são 

responsáveis pelo estabelecimento de firme adesão e migração transendotelial 

característicos da diferenciação celular (ARNAOUT, 1990;  WRIGHT et al., 1990). 

Um importante marcador da diferenciação de monócitos é o antígeno CD14, 

uma glicoproteína de 55 KDa  ancorada a glicofosfatidilinositol (GPI), expressa em 

células de linhagem mielo-monocítica, incluindo macrófagos. É um receptor para o 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 1993) 

(LANDMANN et al., 2000). No presente trabalho a análise da expressão deste 

marcador foi feita para se confirmar as condições ótimas para diferenciação da 

linhagem celular U937. As células tratadas com 10 e 20 nM de PMA 

desenvolveram aderência, aumento de prolongamento citoplasmático 

acompanhado de aumento da expressão de CD14, mas de forma mais acentuada 

na maior concentração (Figura 7), mesmo que a marcação positiva para CD14 ou 

a presença de prolongamentos citoplasmáticos (Figura 8) não tenha atingido um 
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grande número absoluto de células, a concentração de 20 nM de PMA foi 

estabelecida no decorrer do trabalho para promover a diferenciação celular em 

todos os ensaios subsequentes.  

A avaliação do efeito de BJcuL sobre a viabilidade das células U937 

diferenciadas foi feito pelo teste do MTT, que mede a ação de enzimas 

mitocondriais e consequentemente, o estado metabólico celular. Os resultados 

mostraram que BJcuL não exerceu qualquer alteração na metabolização do MTT 

pelas células em todas as concentrações testadas (Figura 10). Esse efeito é 

controverso se verificarmos sua ação sobre células de carcinoma gástrico humano 

MKN45 e AGS, que se mostraram suscetíveis ao tratamento com 2,5 g/ml de 

BJcuL com perda de viabilidade de aproximadamente 80% (NOLTE et al., 2012). 

Essa diferença pode ser devido a alteração no padrão de glicosilação que ocorre 

nas células de carcinoma gástrico humano MKN45 e AGS. A glicosilação é a 

modificação pós-traducional mais comum em proteínas e estima-se que 50% de 

todas as proteínas intracelulares e de membrana de mamíferos sejam glicosiladas, 

em processos que variam de acordo com a resposta fisiológica (COMELLI et al., 

2006;  GARCIA-VALLEJO et al., 2006;  BAX et al., 2007) ou patológica 

(BROCKHAUSEN, 1999;  HAKOMORI, 2002;  KOIKE et al., 2004;  OHTSUBO et 

al., 2006). Sabe-se que células tumorais apresentam variação na sua composição 

oligosacarídica de superfície celular (HAKOMORI, 1989), o que pode permitir que 

a associação de ligantes extracelulares como BJcuL possa desencadear 

fenômenos celulares distintos. 

Uma vez diferenciados os macrófagos podem ser ativados de diversas 

maneiras e programados em subtipos funcionais distintos (GORDON, 2003;  

TAYLOR et al., 2003;  GORDON et al., 2005). Macrófagos classicamente ativados 

têm papel fundamental no início da inflamação, fagocitose, aumento dos níveis de 

citocinas inflamatórias, produção de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) e 

ativação da resposta imune adquirida (AUFFRAY et al., 2009). Sendo células com 

alta plasticidade podem potencialmente responder tanto à estimulos endógenos 
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quanto exógenos. Interferon-ɣ (IFN-ɣ) e lipopolissacarídeo (LPS) são reconhecidos 

como ativadores da função macrofágica e foram utilizados no presente trabalho 

como controles positivos. Um dos mais importantes efeitos do IFN-ɣ em 

macrófagos é a ativação do “burst” respiratório (DECKER et al., 2002), enquanto 

que a exposição ao LPS resulta na ativação do fator de transcrição NF-kB, que 

coordena um programa de expressão gênica que sustenta a resposta imune de 

macrófagos.  

A ação de BJcuL como agente exógeno na ativação de macrófagos  pode 

ser verificada pelo aumento da resposta fagocítica de forma bem expressiva após 

incubação por 12 e 24 horas (Figura 11). O efeito de estimulação microbicida da 

lectina foi reforçado pelo aumento significativo na produção de H2O2 nas células 

submetidas ao tratamento por 12 horas com BJcuL, maior do que o encontrado 

para o tratamento com IFN-ɣ (Figura 12). Paralelamente verifica-se que a lectina 

não exerce efeito ativador em presença de LPS, mas ao contrário, leva a uma 

diminuição na produção de peróxido de hidrogênio para valores significativamente 

menores do que em células não tratadas. Este resultado pode sugerir que o efeito 

de BJcuL seja de modulação negativa. 

Foi observado que linhagens de U937, obtidas de diferentes laboratórios, 

exibiram diferenças na expressão de proteínas relacionadas à ativação celular 

quando tratadas com IFN-ɣ ou LPS, (LACHMAN et al., 1978;  FENTON et al., 

1988), (UCLA et al., 1990). Foi sugerido que tais diferenças poderiam refletir o 

estado de diferenciação das sub-linhagens depois de um grande número de 

gerações (SHARIF et al., 2007). Alterações na expressão de proteínas de 

importantes vias de ativação dos macrófagos poderiam explicar porque no 

presente trabalho as células responderam positivamente aos controles positivos 

no ensaio de fagocitose, mas para a produção de H2O2 tanto IFN-ɣ quanto LPS 

sozinhos foram incapazes de induzir aumento, em comparação ao controle sem 

tratamento. 
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A ativação de macrófagos também desencadeia um importante fenômeno 

responsável pela integração da imunidade inata com a adaptativa. Nossos 

resultados demonstraram que BJcuL provocou um discreto aumento na expressão 

de proteínas envolvidas no processo de apresentação de antígenos (Figura 13). 

Esta atividade é desempenhada por proteínas especializadas que são codificadas 

por genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), expressas na 

superfície celular (MANTEGAZZA et al., 2012) e em humanos são chamadas de 

antígeno leucocitário humano e os genes definidos sorologicamente (HLA-A, HLA-

B, HLA-C) compõe os genes MHC classe I, enquanto (HLA-DR, HLA-DP e HLA-

DQ) compõe os genes do MHC classe II (WALDBURGER et al., 2001). Monócitos 

expressam MHC-I, mas durante a diferenciação a expressão de MHC-I é inibida 

enquanto MHC-II é induzida (BARCLAY et al., 1997).  

As proteínas da família B7, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), são expressas nas 

APCs e fornecem o principal sinal coestimulatório para sustentar a apresentação 

de antígenos. Embora outros membros da família B7 possam fornecer coestímulo, 

evidências apoiam um papel dominante para CD86 na resposta primária da célula 

T (LENSCHOW et al., 1996). Na ativação de células dendríticas, macrófagos e 

células B, a expressão de CD86 pode ser induzida rapidamente e geralmente em 

níveis mais altos que CD80. Nossos resultados corroboram com estas afirmações, 

verificando uma expressão acentuada de CD86 e HLA-ABC, bem como um 

aumento mais discreto de CD80 e HLA-DR. 

Avanços da glicobiologia já permitiram comprovar que a interação 

carboidrato-lectina tem papel fundamental nas respostas imunológicas, com maior 

contribuição resultante do estudo de lectinas vegetais. Sabe-se, por exemplo, que 

várias lectinas exercem atividades imunomoduladoras que são iniciadas pela sua 

interação com radicais glicosilados presentes sobre a superfície das células do 

sistema imunológico, muitos deles apresentando beta-galactosideos. Tal interação 

pode modular positivamente a transdução de sinal, para a produção de certas 

citocinas (SOUZA et al., 2013) e induzir respostas imunes do tipo Th1 e Th2, 
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eficazes contra tumores ou infecções microbianas. Notadamente sobre monócitos 

e macrófagos, a lectina ArtinM isolada de Artocarpus heterophyllus, induziu a 

produção tanto de IL-10 quanto IL-12 de macrófagos murinos (PANUNTO-

CASTELO et al., 2001) enquanto que ConA levou a maior produção de citocinas 

inflamatórias como TNF- e IFN- (REIS et al., 2008), da mesma forma que a 

lectina de Phytolacca americana (STANILOVA et al., 2005), dentre outras. 

Nossos resultados mostraram que BJcuL pode agir de modo semelhante, 

apresentando uma diversidade de funções na modulação de células diferenciadas 

da linhagem U937, induzindo respostas clássicas de macrofagos ativados, tais 

como a fagocitose, mas também modulação diferenciada na produção de peróxido 

de hidrogênio em ausência ou presença de LPS. Estes processos parecem ser 

desencadeados após a interação da lectina a proteínas glicosiladas contendo 

galactose na superfície celular. O reconhecimento do seu ligante na superfície 

celular, das vias intracelulares acionadas e dos seus produtos de ativação e 

secreção são fundamentais para qualquer especulação sobre sua ação e potencial 

terapêutico. Os resultados do presente trabalho abrem a possibilidade de um 

estudo mais aprofundado para compreender o mecanismo imunomodulador da 

lectina que poderá comprovar seu potencial como agente imunofarmacológico.  
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6. CONCLUSÃO 

 Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que BJcuL 

apresenta potencial imunomodulatório in vitro sobre macrófagos derivados da 

linhagem celular monocítica U937. A lectina foi capaz de promover a modulação 

da produção de espécies reativas de oxigênio, aumento da taxa de fagocitose e de 

expressão de marcadores da resposta imunológica. BJcuL não promoveu 

diferenciação celular e não foi tóxica nas concentrações testadas. 
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