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RESUMO: O extrato brute de massas de ovas (MO) de Biomphalaria glabrara (variedade albiaa),
apds precipitacio fracionada com sulfato de mmdnia, fornecen uma fraco protdica de 30-70% de satu-
ragdo, que além da atividade lectinica hemaglutinante, também foi capaz de interagir com Enfdeitos T
humanos. Tal fragko foi submetida & cromatografia em coluna de DEAE Sephadex A-50-120, ¢ trés
fraches com attvidades bioldgicas distintas foram obtidas: F-I} frag@o hemagiutivante; F-IH} fragio de
uteracio com Hnfdcitos, e FIl} contendoe as duas atividades. A tracko de inferagio com linfdeitos (FIL)
se mostron um potente blogueador da formagdio de rosdceas esponténeas entre infdcitos T e eritrdeitos
de carneiro. Essa inibigio ndo foi afetada por fons Ca* e Mg" ¢ nfio fol revertida na presenga dos
nihidores preferencials de hemaglutinaglio (cetohexoses) ou de oulres agiicares. Além disso, o fend-

mene de rosiceas ndc fol inibido quando os eritrocitos foram previamente incubados com FIL.

Ensatos de imunofluorescéncia indireta ¢ citometria de fluxe demonstraram que FIL Mogueou &
ligagio do anticorpo monoclenal ami-CID, com o receptor de membrana de linfdcitos T. reforgande os
dados preliminares obfides com a inibiglio de rosdceas,

DESCRITORES: Lectina, Motuscos, Linf6citos, Biomphalaria glabrara.

INTRODUGAO

Ags lectinas sdo macromoliéculas de natureza protéica,
de origem ndo imune ¢ que se ligam nfo covalente-
mente a carboidratos com configuragiio apropriada™.
Dessa interacdo resultam propriedades quimicas e bi-
oldgices diversas tais como, hemaglutinagio. efeito
mitogénico, aglutinagio de células tumorais, enire
cutras, que t&m conferido is lectinas wma aplicabilidade
crescente, tanto na identificacio de marcadores de su-
perficie celular guanto na purificagdo de oligos-
sacarideos e gliceconjugados de membrana®! 2428

Embora as lectinas de plantas sejam as mais estu-
dadas, ¢las ndo sd3c privativas desse género. Nos
gastropodas, por exemplo, as ectinas sfo encontra-
das principahinente na hemolinfa, glindula de albi-
men e nas massas de ovas “% Os moluscos do gé-
nero Biomphalaria, da fanlia Planorbidae, hospedei-
ros intermedidrios do trematoda Schistosoma mansoni,
foram estudados pela primeira vez em 1973, por
SAMPAJO et alii”. Esses aujores caracterlzaram na
giindula de albtimen de 8. glabrata ¢ B, stramined a
presenga de uma lectina com propriedade hema-
glutinante para eritrécitos humanos dos grupos A ¢ B,
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Posteriormente, STANISLAWSKI et alii, MICHELSON
& DUBOIS e BRETTING et alii®,, também demons-
traram a propriedade hemaglutinante dessa lecting, em-
pregando diferentes métodos de purificagio  por
cromatografia.

Ensaios preliminares realizados em nosso labora-
tério mostraram que além da propriedade hema-
clutinante anteriormente caracterizada, vma fragio
protéica da massa de ovas (MO} de B. glabrata {va-
riedade albina} apresentava atividade de interagfo
com Hnfdeitos T humanos™. Tal atividade nfo foi re-
vertida em presenca de diferentes agdcares testados,
impossibilitande, por enguanto, desominar-se esta fra-
¢30 de lectina, que passa a ser designada como fra-
¢do de interacio com linféeitos (FIL).

Como rdo foi encontrada na literatura nenhuma
investigacko relativa & interacio de proteinas de M.O.
de B. glabrata com linféeitos T humanos, o presente
trabalho tem por objetivo um estude mais detathado dag
arividades bioldgicas destas protefnas, bem como pro-
cura separar ¢ preservar as atividades hemaglutinantes
e de interaciio com linfécitos pelo uso de cromatografia
e coluna de DEAE-Sephadex A-50-120,

MATERIAL E METODOS
Obtengdo das maysas de ovas

Os moluscos do género B, glabram {variedade
albina) foram cedidos pela Universidade Estadual de
Londrina-Pr. Os mesmos foram mantidos em agudri-
os aproprizdos com dgua aerada e iluminagio cons-
tante, As massas de ovas (M.O.3 foram coletadas di-
ariammente da superficie de placas de isopor ¢ conser-
vas em selugio de NaCl 0,9% em freezer a -20°C.

Purificagdo da lectina

O processo de extracio das lectinas de M.O. dos
moluscos B. glabrata foi realizado por trituragio das
M.O. em aparetho de Vou Potter Blvethem, 4 tempe-
ratura de 9-4°C, utllizando NaCl $3,9% (Merck) como
extrator. Apds centrifugaciio a 10.000xg, por 20 mi-
nutos a 4°C (centrifuga refrigerada Sorvall Inc. RC2-
B), o residuo fol reextraido e o sobrenadamente de
cada extraclio reunido e considerado como sendo o
extrato bruto (E.B.). Apds a precipitagiio fracionada
cony sulfate de amdnia, nas saturagdes de 0-30%, 30-
T0% ¢ 70-90%, os precipitados foram solnbitizados
em NaCl 0,9% e exaustivainente dislizados conira esfa
mesma solucfo, até apresentarem feste negativo com
reagente de Nessler. A fiaglio obtida da saturacio de
30-70% com sulfato de amdnia foi submetida a
cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A-50-
120 (Sigma), previamente tratada com solugio de
NaCl 0,9% que também serviu como eluente. O flu-
x0 de escoamento foi de 20ml/hora (coletor LKB-7000

Ultrorac). As fragdes elufdas foram avaliadas quanto
ao teor de proteinas, agicar, atividade hemaglutinante
e interagio com linfécitos.

Ag concentraches de protefna foram determinadas
pelo método de LOWRY et alii™, enquanto as de
carboidratos foram determinadas pele método fenol
dcido suifiirico, conforme descrito por DUBOIS et alii®.

Ensaios de hemaglutinagdo com eritrdcitos humanos

A atividade hemaglutnanie foi avaliada em cada
etapa do processo de purificaciio. A 100Ul de cada
fracfo, adicionava-se 100ul de solugio de NaCl 0,9%
¢ 20ui de suspensido de eritrdeitos humanos a 2% (gro-
pos AB, AB e O separadamente). As leituras foram
realizadas 6-12 horas apds 0 inicio da reagdo,

O efeito de cdtions divalentes {Ca™ e Mg™) e da
atividade Inibidora de agtcares foi testado de forma si-
milaz, substituindo-se, nos sistemas, & solugBo de NaCL
(,9% por solucdo, contendoe os cdtions {10mM), ou agti-
cares inibidores (100umoles/m) respectivamente.

Separucio de linfociios do sangue periférico

Sangue de doadores sadios fol coletado em presen-
¢a de heparina livre de preservativos (Liquemine-
Roche}. As células mononucleares foram obtidas por
centrifugacdo a 200xg por 30 minatos em gradiente
de Ficoll Hypaque (Histopaque-1077, Sigma). As
células foram lavadas duas vezes em NaCl 0,9% e uma
vez em meio RPME-1640 (Sigma). A concentragdo
celular adequada para cada protocole fol ajustada em
meio RPMI-1640 suplementado com 2ZmM de
glutamina (Sigma), 22mM de Hepes (Sigma), 30ug/
mi de ampicilina {Cibran) ¢ 2,0g/1 de bicarbonato de
s6dio (Merck), doravante denominado de meio completo.

Efeito dua proieina de M.O. de B.glabrata sobre a
Jormacdo de rosdeeas espontdneas entre Hnfociios T
e eritrécitos de carneiro (E)

Linfécitos humanos na concentragio de 6 x 106
células/ml de meio complete, num volume de 100pd,
foram misturados com 100u] de cada fracio obtida das
M.O. de B.glabrata ¢ 10011 de meio completo. O sis-
tema foi incubado a 25°C durante 5 horas. A viabifi-
dade celular foi avaliada pelo teste de exclusiio do azul
de Tripan (Merck), a qual sempre se mostrou superi-
or a 953%. Na seqiiéncia, 100yl dessa solugio foram
colocados em presenca de 100u] de £ a 0.5%.

A mistura fol submetida i centrifugacio a 150xg
por 3 minutos 4 temperatura ambiente ¢ incubada por
60 minutos a 4°C em banho de gelo. Apds incubacio,
o sedimento de céinlas fol ressuspenso delicadamen-
te e a contagem de linfdcitos foi efetuada em cAmara
de Neubauer. O resultado foi expresso na forma de
média das porcentagens de células formadoras de
rosdceas E, obtidas a partir das contagens de experi-
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mentos em duplicatas feitas em microscopio Gtice
comum {Olympus CBA).

Linf6eitos ndo tratados com as fracBes protéicas de
M.O. de B.glabrata foram utilizados como controles
normais da formagio de rosdeeas E.

Com a finalidade de se determinar a temperatura
ideal de reacic ente & FIL e os linfdcitos, foram rea-
lizados experimentos semelhantes de rosdceas-E, nos
guais se esiabelecen uma curva com as seguintes em-
peraturas de incubagio: 4%, 157, 25°, 30° e 37°C.

Com relacio a0 tempo necessdrio para a interacio
da protefnra de M.O. de B.glabrata (FIL} com
linfécitos, foram preparados experimentos em que o
3 a foi incubad 13,57, 1624} es-
sistema foi incubade por 1,3, 5, 7, 16 ¢ 24 horas, res
pectivamente, prosseguindo-se conforme descrito

anteriormente.

Nos ensaios com agtcares inibidores, proceden-se
conforme o protocole inicial, substituindo-se os
1001} de meio completo por 100y da solugio de
agticar (10 umoles). Os seguintes agdcares foram
utlizados: D-fratose, D-galactose, D-mannose, L-
fucose, L-sorbose, | -thamnose, ¢-metil-D-glicosideo,
[(-metil-D-galactosideo. myo inositol, metil frutofura-
nosideo, dcido N-acetil neuraminico, acido lctico, ¢
N-acetil-D-glucosamina.

Reagdo de Imunofluorescéncia indireta (1F1}

Células mononucleares na concentracio de 5 x 10°
células/100u! de meio completo foram pré-incubadas
com 100! de FIL por 5 horas a 25°C. A seguir, as
células foram lavadas em meio completo e incubadas
com 2341 de anticorpo monoclonal anti-CD2 (Becton
Dickinson) por 30 minutos a 4°C. Apds nova lavagem,
as células foram incubadas com 100u! de soro de ca-
bra anticamundongo conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC-Sigma, USA}, por 30 minwtos a
4C. Apds duas lavagens, as células foram res-
suspensas e examinadas em  microscdpio de
fluorescéneia (Epi-iluminacio, limpada de halogénio,
Carl Zeiss, Germany}). Trezentas células foram con-
tadas e a porcentagem de células fluorescentes foi
determinada. Como controle foram utilizadas células
nio tratadas com FH., ¢ incubadas com anticorpo
monoclonal anti-CD2.

Citometria de Fluxo

Os testes de imonofluorescéneia foram repetidos em
um apareiho FacScan {Becton-Dickinson, USA). A
fuorescéncia produzida pele FITC foi excitada por
meios de luz de argbnio a 488nm. Os dados foram
coletados em um computador Hewlert Packard $153C

acoplado ao FacScan. Somente as células separadas
na janela para Hafécitos foram analisadas, e 10.000
células medidas em cada andlise.

G aparetho foi calibrado por meio de particulas de
ldtex conjugadas ao FITC {pérolas calibradas de
4:8um-Becton Dickinson, USA). A preparagio de
linfécitos na concentragdo de 1 x 10° células/mi foi
incubada com diferentes concentracdes de FIL (fu-
bos 2.3 e 4) por 5 horas a 25°C. Apds uma lavagem
as células foram incubadas com 20041 do apticorpo
monoclonal anti-CD2 (tubos 2,3 e 4). Em paralelo,
urna parte das células, sem a FIL. foi incubada com
o controle  isotipico (tuhe 5y marcado com
fluoresceina (4°C, 30 minutos). Apds duas lavagens,
as cflulas foram ressuspensas em meio completo e
anelisudas no FacScan. Neo controle negativo, os
linféeitos niio receberam o anticorpo-CD2, nem o
controle isotipico. O controle positivo fol obtido pela
incubagio de linfocitos com anticorpo anti-CD2
(tubo 1)

RESULTADOS
Purificagio parcial dalectinade MLO. de B. glabrata

A Tabela | mostra as etapas de purificag@o da
lectina de B.glabrara com sulfato de amonia,

Apds a precipitagio fracionada com sulfato de
amdnia, a fragio 30-70% permitin recuperar 25% das
protefnas em relacdo ao BE.B., apresentando uma re-
lacBo proteina total/agticar total de 3,15, Esta fracfio,
por apresentar melhor atividade de interaclio com
linfdeitos, foi selecionada para purificagio em colu-
na de DEAE-Sephadex e tal tratamento possibilitou
recuperar 3,4% de proteinas nas fragdes [, 1T e i1 As
demais fraces {F-70-90% e F-90-100%) apresenta-
vam mencr atividade para hemnéceas e linfécitos, e por
isso ndo foram investigadas.

Separagde dos arividades hemoglurinantes ¢ de
interacdo com linfocitos

A cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A-
50-120 da fracio de saturacio 30-70% com sulfato de
amdnia permitin separar e preservar as atividades
hemaglutinantes ¢ de interagdo com linfécitos (FIL).
Os resultados relativos & concentragfio de proteina e
actcar total das fragdes recuperadas da coluna de
DEAE-Sephadex, bem como a atividade bioldgica da
lectina estdo representadas na Figura L

Foram obtidas tz8s fragBes com as seguinles ativi-
dades: F-1) ativa apenas para hemécias do sistema ABO
hwmano; F-111) ativa apenas para linfécitos hamanos
{FIL); F-II} com atividade para ambas as células.
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TABELA |

PURIFICACAQ DA LECTINA DE M. O. DE B. GLABRATA (VAR. ALBINA). FRACIONAMENTO
COM SULFATC DE AMONIA E PURIFICACAO PARCIAL DA FRACAO 30-70%* EM COLUNA DE
DEAE-SEPHADEX A-50-120,

VOI.. PROTTOTAL  ACQ UCAR PROT. TOTAL RENDIMENTG! PROTEINA®

FRAC(-)ES {mi) (mg} TOTAL A(;UC ARTOTAL (%) g

._ (mg) _
EB 6540 5044 11739 0,43 100 339
F-36-T0% 135 1250 397 3.15 25 T7.0
F-10-904% 108 850 495 1,72 {7 131,0
F-90- 100% 56 467 282 1.66 9 135,0

BT 49 42,7 28.07 1,52 0,84 -

P 66 39,9 8,44 7.09 1,19 -

=i 226 67.1 11,03 6,68 1.33 6,3

* - Rendimento em relacio ao extrato bruto (EB).

b - Concentraciio minima de proteina com atividade inibitéria para rosdceas-E.

* - Fragio 30-70% contendo 202mg de proteina total (Lowry et alii).

T« F-1, -1 e F-1 = Frag@es obtidas pela purificagdo da fragio 30-70% (202mg) em coluna de DEAL - Sephadex.
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Propriedade hamagintinante da fectina de B.glabrata

Os ensaios de hemaglutinacio permitiram reafirmar
para 0 moiusco de Boglabrafa {variedade albina), a
auséncia de atividade comn hemécias humanas do gru-
po "0 ¢ atividade acentuada com hemdcias dos gra-
pos AT e “ABT (Figura 1I). A adiciio de cédtions
divalentes Ca++ e Mg++ duplica a atividade hema-
ghutinante maxima sobre herndcias humanas dos gru-
pos A, B, e AB. Apds a purificagdo em DEAE-
Sephadex, foi possivel observar atividade hema-

glutinante a1é a concentragio minima de 1,61ug de
proteina/100WW, o que representou uma purificagio
para F-1 de 3,6 vezes em relaglo & F-306-70%, que
apresentava atividade até a concentragio minima de
5.751g/100u) {dados ndo demonstrados),

Investigando-se o efeito de aglicares inibidores so-
bre a reagio de hemaghutinagfo, verificou-se serem
as ceto hexoses, D-frutose, D-mannose, e L-facose os
inibidores preferenciais da reaco (2.5 & 10pmoles),
conforme observa-se na Tabela 2.

TABELA 2

Agticares inibidores da reagBo de hemaglutinacdo da lecitina de MO, de B.Glabrara {Var, Albina}.

INIBIDORES CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (umoles)
- GRUPO A" GRUPO "B GRUPO "AR"
D frutose 2.5 25 2.5
D-mannose 6,6 2.3 2.5

Meti] frato-Turanosideo 5.0 3,0 5,0
L-sorbose 13,3 13,3 13,3

Myo inositol 16,6 133 13,3
N-zceti-D-glecosaming 13,0 10.0 10,0
L-Tuctose 8.3 0.6 6,0

(s valores obtidos representarn a média de 3 experimentos para cada grupo sangliineo.

FIGURA i

Reacio de hemaghutinagio da lectina de M.O. de B. glabrama com eritréeitos do sistema ABO humano

160+ 4

140

Tiule de hemaglwinaghio recipimoa das
dihiicfias)

Endrabs bt

Fragdes profeicas

Qs titulos obtidos representam a média de 3 experimentos com sangues diferentes para cada grupo
sangiifneo. * F-30-70% e F-70-90% = fracbes semnipurificadas com sulfate de amonia,
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Efeito da FIL sobre a formacdo de rosdceas -E(RE)

Na Tabela 3 estio demonstrados os resultados de
10 experimentos de formacio de RIZ. Os controles nor-
mais apresentaram uma média de 59,7% de células
formadoras de RE, enguanto nos ensalos realizados em
presenga de FIL, a média foi de 1,7%, representando
97,1% de inibigdo de formagio de RE. Nos sistemas
em que as ¢éluias foram lavadas duas vezes com melo
completo, previamente b adigio de eritréeitos de car-
reiro, os valores de inibigfo de RE (99%) foram tfo

clevados guanto agueles com células ndo lavadas
(97,1%). B cada etapa da purificagio da FIL foram
realizadas titulagBes com a finalidade de se detectar
a diluiclo maxima de proteina capaz de inibir a for-
magio de RE (Figura IH & Tabela 1), Observou-se gue
a fraciio de interagfo com linfdcitos, na concentrachio
minima de 6.3lig de proteing (diluiclo 1:64) ainda
produzia um alto indice de inibicio de RE, o que re-
presentava uma purificacdo de 5,38 vezes em relagio
ao BB, que necessitava de uma concentragfo mini-
ma de 33,9ug de protefnas (diluico 1:4) para produ-
zir inibigdo de RE.

TABELA 3
Efeito da protefna de M.O. de B. glabrata sobre a formagiio de Rosdceas-E

% DEROSACEAS - E {5h, 25°C)

LINF, + E.B.

LINF. +EB,

EXPERIMENTO CONTROLE VIABILIDADE CELULAR
{SEM LAVAR} (LAVAID(G)

i 50 (100 (100 98

2 59 (100 € (100} 160

3 61 2 09n ND a7

4 61 G {160) G{160) 99

5 01 3 (95} 2 97 97

& 64 G {100 ND 160

7 60 3 (95 1 (9% 98

8 56 4 (9% ND 98

9 59 2 (96} N 96
i 66 2 (953 NE 95
X 59,7 1,7 (¥7.1) 0,0 (99 978

+4,i4 +1.48 + 0,89 + 1.53

X - Represenia a média de 10 experimentos com sangues de diferentes doadores.
Os valores entre parénteses representam % de inibicdo de formagio de Rosdceas-E.

E.B. - Extrato brute de MO, d¢ B. glabrato.
NI - Nio determinade.

FIGURA 111

Caracterizacdo da diluicio méxima da proteina de M.O. de B. glabrata com efeilo inibitdrio sobre a

formagio de rosdccas-E
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Diluigdes de FIL
Concentragio minima de FIL com atividade inibitdria para rosdceas-E: EB=33.9 ug de prot.(dil. 1:16%; F-30%=T7ug de
prot.(di. 14} F.11i=63ug de prot.(dil. 1:64). *Controle sem FL=60% de rosdceas-E.
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e de interagio com Hafdeitos T husnanos nas fracdes parcielmente
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Experimentos paralelos demonstraram que Fil ndo
se liga aos eritréeitos de carneiro, guando previamente
incubada com estes, uma vez que a porcentagem de
células formadoras de roséceas foi semelhante aque-
la observada nos controles sem a proteina.

Efeito da temperatura sobre g inibigdo de RE

A figura 1V demonstra que a temperatura ideal para
que a FIL iniba a formacio de RE ¢ de 25°C. Nessa
temperatura foi possivel obter uma média de 2,6% de

FIGURA IV

ffeito da temperatura de incubacdo sobre a interacio de proteina de MLO. de B. glabrara (FIL} ¢
linfocitos humanos.
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RE apés incubagio dos linfdeitos com a proteina por
3 horas, o que representou 95,1% de inibicio na for-
macio de RE, sem no entanto se vesificar alteracio
importante nos controles sem a FIL.

Em temperatiras mais elevadas (30 ¢ 37°C), em-
hora 2 porcentagem de inibigo de formagio de RE
seja mator €100 e 87,4% respectivamente), 05 contro-
jes forneceram resuliados discrepantes.

Efeito do tempo de incubacdo sobre a capacida
de inibidora de RE da FIL de B.GLABRATA

A influéscia do tempo de incubaglo sobre a
interagio da FIL com linfécitos humanos pode ser
verificada na Figura V. Esses resultados demonstram
que entre 3 e 7 horas de incubaco, lem-se os melho-
res percentaais de inibicio de RE (3% e 0,6% de RE;

Tabela 4

Efeito de agdcares na inferacio entre proteinas de MO, de B glabrare (FIL) e linfécitos T humanos

Inibidores % de Rosdceas-E Viabilidade Celular
(10 pmoles} {5h {%6)
Meut] frutofurancsideo 4 (7 100
D-frutose 1 (1.7 G8
-galactose 0 ()] a8
I-mannose 0 [§3)] 98
L-sorhose £ {0 99
Myo inositol 4 {73 G&
B-metil P-gaiactosideo 2 (3.5 98
L~-rhamnose 0 {03 496
M-aceii] [3-ghicosamina 4 {73 g7
Deglucosaminn 4 {7 o7
a~-meti! D-glucosideo i (L7 a7
CGlicurenato de sodio i (1.7} Gl
Ae. Neacetil neuraminico 3 (5} 96
L-fucose 3 {5} S5
Ac. ldctico 3 (%) 95

Os valores entre parénieses representain a % de inibigio da atividade da proteina. Controle da reagfio sem FIL= 57% de Rosdceas-[L

Controle com FIL {sem agtcary = 0% de Rosdceas-E.

Tabela 5

incubacio preévia dos Hnfdeitos humanos com a proteina de MO, de B. glabrata: inibicdo da reagdo
com anttcorpo monoclonal

% de Rosdcens-B

% de Linfocitos

Fluorescenies
) . e Linfociios
Experimento Controle Linfdcitos Linfdcitos + FIL
{zem FIL) + FIL + Ac. Monocl. + Ac. Monocl.

”””””” c T Tso T oy 56 6 (89)

2 57 2 {96 49 7 {88)

3 54 3 {94) 52 7 (88

X 53.6 26 (95) 23 66 8
£ 46 *0,47 2,86 47

“- (s valores entre pasdnteses representam a % de inibigSo de formagio de Rosdeeas - E,
E. Qs valores entre parbnteses represeniam a % de inibiglio da ligagiio de anticorpe monoclonal.
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controler 53% e 49% de RE, respectivamente). Assim
sendo, o tempo de 5 horas {oi escolhido comeo sendo
o ideal, tanto no aspecto de inibigio de RE (2,6% RE),
quanto para a viabilidade celular (98%), que se mos-
trou prejudicada somente ap6s 16 horas de incubago.

Efeito dos agiicares inibidores na interacdo protei-
na-Linfocito

As atividades bioidgicas das lectings normalmente
sfo revertidas pelo uso de inibidores especificos.

Na Tabela 4 estiio representados 0s experimentos
gue demonstram os ensaios com agficares inibidores.
Verificou-se que nem mesmo agueles agficares que se
mostraram fortes inibidores da atividade hemagluti-
nante (D-frutose, D-mannose, L-fucose) exerceram
efeito na inferacfo da profeina de MO, de B globrata
com linfdcitos. A presenga dos aglcares nilo alterou
a viabilidade celular.

Possivel interagdo da FIL com o receptor CD2 de
membrana de linfécitos T humanos

Na temtativa de esclarecer se a inibigdo de RE pela
FIL era devido & interagiio com o receptor CD2 na
membrang de linfécitos T, foram realizados ensaios
utifizando anticorpo monoclonal anti-CD2 marcado
com isotiocianato de fluoresceina.

Os resultados da Tabela 3 mostram inicialmente um
grupo de 3 experimentos de rosdceas, onde se obser-
va que 56,6% dos linfécitos formaram RE, enquanto
que linfdcitos previamente incubados com a FIL ndo
foram capazes de formar rosdcess (média=2,6%),
demonstrando forte inibigio de 95% causada pela
presenga da FIL. Experimentos em paralelo com
anticorpo anti-CD2 fluorescente, mostraram que apds
incubaciio de liafécitos com anti-CD2, 52,3% das
células apresentaram fluorescéneia. Por outro lado,
guande os lisfacitos foram previamente incubados
com FIL, apenas 6,6% eram fluorescentes, demons-
trando intensa inibigdo de flucrescéncia devido & pre-
senga de fraciio protéica. Com a finalidade de anali-
sar methor ¢sses resultados foram realizados experi-
mentos adicionais em citometria de fluxo, onde se
ohserven que a protefna de MLO. de B.glabrata (FiL)
foi capaz de inibir parcialmente a interagio do
anticorpe meonoclonal anti-CD2 com o receptor de
membrana de Haféeitos T (tubos 2 a 4), em compara-
cio com os grupos controles (tubos 1,5 e 6). Entre-
tanto, a intensidade da inibicio neste grupo de expe-
rimentos, ndeo foi igual aguela observada pelo méto-
de de imunofluorescéneia em microscdpio com epi
ifuminagio. Pela citometria de fluxo, o nivel maxi-
mo de inibigdo da interacio do anticorpo monoclonal
anti-CD2 com o receptor de membrana de linfocito T
foi de aproximadamente 40% {tubo 4).

FIGURA VI

{nibigio parcial da ligagfo do anticorpo monoclonal ang-CD2 & linféeitos T humanos
previamente incubados com proteina de M.O. de B. glabrata.
Anélise por citometria de fluxo.

média dos Canais da Fluorescéncie

Tubo 1 - Unfdoucs + apl 002

Tuba 2 - Bafécitas « F 30~ snft SO
Tune I - tinfocites » F I+ anti CO2
Tubn & . Anfouios + £ 1 + ant] GB2
Tuba § - Artéuitos - contrale isotipics
Tubo § - Gnfookos ~ meie

Linfocitos incubados Shs com F-IT & temperatura ambiente, Apds lavagem as células foram ressuspensas
em meio completo (1x10%ml) e colocadas em presenca de anticorpo monoclonal anti-CD2. * Concentragdes
de F-IIL: Tubo 2 = 19,6ig de protefna; Tubo 4 = 588ug de protefna.
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DISCUSSAOQ E CONCLUSOES

As lectinas t€m sido muito dtels nos estudos envol-
vendo a modulagic da resposta imune celular™. Mui-
o8 receptores biologicamente imporianges da membra-
na de linfdeitos humanos, entre eles a imunoglobulinas
das células B, os recepiores para antigeno de células
T, moléculas especificas do Complexe Principal de
Histocompatibilidade € 0 receptor para insuling, foram
isolados através de cromatografia de afinidade com
lectinas de plantas de especificidades definidas™*,

Trabalhos apteriores realizados em nosso laboratd-
rio demonstraram que a lectina de B glabrata (varie-
dade albina), embora ndo apresenta-se propriedade
leucoagluiinante, possuia atividade de interacdo com
tinfocitos T humanos, intbindo formacio de rosdceas
com eritroctios de carneiro®™?,

Com base nessas consideragdes, a fraglo 30-70%,
obtida pela semipurificagio com sulfato de amdnia,
por ter sido & que apresentou melhor atividade com
hemdcias e linféeitos, foi submetida & cromatografia
em coluna de DEAE-Sephadex A-50-120. Esse pro-
cesso permitiu a obtengfo de rés fragles protéicas
com atividades distintas, sendo uma ativa apenas
para hemdcias do sistema ABO humano (F-I}, outra
ativa apenas para linfécitos humanos {F-111), enquan-
to que F-1I mostrou-se ativa para as duas populagdes
(Figura I}, A purificagio de diversas lectinas de ori-
gem: vegetal ou animal tem sido realizada por pro-
cessos semelhantes, utilizando precipitaglo fracio-
nada com suifato de amdnia e cromatografia de afi-
nidade®. Embora o processo de purificagdo da pro-
tefna de M.O. de B.glabraia utdlizado neste estudo
necessite aprimoramento através da utilizacio de
outros tipos de separacio cromatogrifica, os dados
da Figura i demonstram que a atividade hemaglu-
finante desta lectina ¢ factivel de separagio da pro-
teina que apresenia a propriedade de interagio com
linfacitos (FIL). Bste fato evidencia a propriedade
do DEAE-Sephadex A-50-120, ndo apenas de sepa-
rar as atividades, mas principalmente de preservar
as mesmas durante o processo utilizado.

Experimentos de monitoragfo do processo de pu-
rificagio realizados através de testes de hemagiuti-
nagic, permitiram demonstrar a propriedade hema-
giutinanie da lectina para hemdceas humanas dos gru-
pos, A, B e AB, sendo que a adicio de fons Ca™ e Mg
favoreceu tal atividade, Esses dados confirmam resol-
tados anteriores de hernaglutinacio™™ além de permi-
tirern demopstrar a propriedade hemaglutinante da
lectina de B.glabrasa (variedade albina) para hemdcias
humanas do sub-grupo Al, previamente tipadas com a
lectina de Dofichos biflorus. Tal fato nio havia sido de-
monsirado sas investipacdes anteriormente realizadas.

Em outro grupo de experimentos, avaliou-se o efeito
da proteina de MO, de B.glabrara (F1L) sobre a for-

magho de RE. Para isso, foram determinadas ay con-
digBes ideais relativas ao tempo ¢ & temperatura de
incubacio. LUBAR et ali®. sugerem que os recepto-
res para as lectinas s&o méveis na superficie celular ¢
que as alteragdes topograficas sdo dependentes da
temperatura. Por ontro lado, tem sido demonstrado
gue o fendmeno de rosdceas pode ser inibido em tem-
peraturas superiores a 30°C11, Foi possivel observar
com 3 horas de meubagiio a 25° (), que a proteina de
M.O. de B.glabrata provoca intensa inibigic na for-
magio de rosdceas-E (RE=2,5%; controle=33,4%;
inibigiio de RE-95,1%) sem comprometer a viabili-
dade celular (Y89%).

Os ensalos com diluigdes da FIL, tanto no extrato
bruto, F-30-70% e F-HI pretendiam caracterizar, alra-
vés da diluicZo médxima da solugio contendo FIL, qual
seria a concentracdo minima de protefna capaz de ini-
bir & formacfo de RE. Desta forma, pode-se observar
que apds a cromatografia em DEAE-Sephadex, F-1H
atingiu wm grau de purificaciio de 5,38 vezes em re-
lagio ao extrato bruto, considerando que F-I na con-
centracio de 6,3pg de protefna ainda produzia am alto
fndice de inibigdo de RE, enquanto o extrato brute
necessitava de 33,9 de proteina para atingir inibi-
¢io semelhante (Figora 115

As atividades bioldgicas das lectinas normalmente
sfo reversivels pelo uso de infbidores especificos 81,
Ensaios com aguicares inibidores caracterizam as ceto
hexoses como intbidores apenas da atividade hema-
clutinante {Tabela 2 ¢ 4), nfo ficapdo caracterizado
nenhun: dos agticares testados como inibidor da Fil..
Este fato, aliado aos resuliados obtidos no processo
de purificacio, reforgam a existéneia de pelo menos
duas protefnas distintas. Uma com atividade lectinia
hemaglutinante ¢ outra com atividade de interacho
com linfocitos, gue ndo pode, neste estudo, ser cha-
mada de lectina pela auséneia, até o momento, da
caracterizagfio de um agéicar inibidor. Vérios outros
agicares vém sendo testados na busca de um inibidor
preferencial da atividade com linfécitos.

Com & finalidade de esclarecer o nivel de interagio
entre a FIL isolada de M.O. de Biomphalaria glabrata
¢ o linféeite T humano, foram realizados experimen-
tos com anticorpos monoclonais anti-CD2. Esses
anticorpos mibem a formacio de RE, além de mibi-
rem a citotoxidade celular mediada por linfécitos T e
a resposta proliferativa a antfgenos ¢ mitdgenos™.
Baseado nesses dados, o receptor CD2 da membrana
de linfdcitos T € considerade atualmente como wma
wolécula sinalizadora ¢ de adesfio celular.

Nossos resultados indicam gue a FIL bloqueia o
sitio de ligagio do anticorpo moenocional anti-CD2,
tanto por imunofleorescéneia indireta quanto por
citometria de fluxe, embora por citometria de fluxo,
ros tenhamos observado nma intensidade de inibicio
bem inferior aquela observada por JFI comum.
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Isso provavelmente se deve 3 malor precisfo na
andlise por citometria de fluxo e também ao fato de
que 0 anticorpo monoclonal anti-CD2, por ser bastante
espectlico e dirigido contra uma pequena regifio da
molécuia CD2, ndo seja completamente bloqueado
pela proteina. que pode estar ocupando regides pro-
ximas ao sitio de ligagio com o anticorpo, deixando
espago para a interacdo entre ambos, mas impedindo
a formacéo de RE, através da interago entre CD2 ¢ &
ghicoproteina LFA-3 na membrana do eritrécito. Ex-
perimentos adicionais serfo necessgrios para confir-
mar se a FIL e o anticorpo moencclonal ocupam o
mesino epitopo na molécnda CD2 (Figura V1),

Tomados em conjunto, os resultados obtidos no
presente estudo representam uma coniribuicio rele-
vante para o estude de lectinas, ac confirmar origi-
nalmente, as afividades bioldgicas da proteina obtida
de MO, de B.glabrata para eritrociios e para Iinfocitos
T humanos, além de sigerirem a existéncia de dois
componentes distintos, factiveis de separacio, sendo
um com atividade de lectina e outro com atividade
para linfocitos T humanos, possivelmenie pela inte-
racio com receptor CHZ,

Nesse ponto, € interessante comparar as atividades
biologicas da proteina de B.glebrata com as observa-

¢Oes relatadas com lectinas de diversas origens, De
acordo com LIS & SHARONY, diversos grupos tém
tentado separar as varias atividades de lectinas obti-
das de uma mesma fonte animal ou vegetal. O exem-
plo mais esclarecedor sobre esse particular € o da
fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA), ca-
racterizada por 3 isolectinas com afinidades distintas

L ET

parva eritrocitos e leucdeitos'™.

Esses dados aliados & aphcabilidade crescente de
fectinas noe campo da imunologia, nos estimulam a
desenvolver experimentos de cultura de Hnfdcitos com
a finalidade de verificar se a FII. € mitogénica para
essas células e, se ndo for, em que nivel de atividade
Linfocitdria ela poderia estar atuando. Em paralelo,
protocolos adicionats de purificagio ¢ caracterizagio
bioguimica da lecting estlo sendo desenvolvidos, além
da determinacfio da especificidade du interagio com
a molécula CD2Z, em comparagio com experimentos
de ligaclio a outros receptores de membrana de
linféeitos T.
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ABSTRACT: The extraction and fractional precipitation of proteins from egg masscs of the snail
B.giabrata (var. albin}, with ammonium sulfate, produced a 30-70% saturation fraction that was able
to interact with human T Iymphocytes, besides the original hemagghntinating lectinic activity.

The fraction was submitted to chromatography on DEAE-Sephadex A 50-120 and three further
fractions were obtained with distinct biological activities: F-1) hemagghutinating fraction; F-1IB iym-
phocyte interaction fraction and F-11} fraction with both activities. Lymphocyie interaction (LIF) has
revealed 1o be a potent inhibitor of spontancouns B rosetle formaton with T lymphoovies. Such inhibi-
tion was not affected by Ca*™ and Mg™ ions and was no reversed in the presence of preferencial inhibi-
tors of hemagglutination {ceto-hexoses) or other sugars. Purther more, rosette formation was not in-
hibited when sheep red blood cells were previously incubated with LIE

Indirect Immunoflnorescence assays and flow cytometry have demonstrated that LIF blocked the
hinding of the anti-CD2 monoclonal antibody to the lvmphocyte membrane receptor, strengthening
preliminary data obtained with B rosette inhibition assays.

DESCRIPTORS: Lectin, Snail, Lvimphocytes, B.glubrata,
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