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RESUMO: O extrato bruto de massas de ovas (MO) de Biomphalaria glabrata (variedade albina),
após precipitação fracionada com sulfato de amônia, forneceu uma fração protéica de 30-70% de satu-
ração, que além da atividade lectínica hernaglutinantc, também foi capaz de interagir com linfócitos T
humanos. Tal fração foi submetida à cromatografia em coluna de DEAE Sephadex A-50-120, e três
frações com atividades biológicas distintas foram obtidas: F-I) fração hemaglutinante; F-III) fração de
interação com linfócitos, e FIl) contendo as duas atividades. A fração de interação com linfócitos (FIL)
se mostrou um potente bloqueador da formação de rosáceas espontâneas entre linfócitos Te eritrócitos
de carneiro. Essa inibição não foi afetada por íons Ca'" e Mg " e não foi revertida na presença dos
inibidores preferenciais de hemaglutinação (cetohexoses) ou de outros açúcares. Além disso, o fenô-
meno de rosáceas não foi inibido quando os eritrócitos foram previamente incubados com FIL.

Ensaios de irnunofluorescência indireta e citometria de fluxo demonstraram que FIL bloqueou a
ligação do anticorpo monoclonal anti-Cl), com o receptor de membrana de linfócitos T, reforçando os
dados preliminares obtidos com a inibição de rosáceas.

DESCRITORES: Lectina, Moluscos, Linfócitos, Biomphalaria glabrata.

INTRODUÇÃO Embora as lectinas de plantas sejam as mais estu-
dadas, elas não são privativas desse gênero. Nos
gastrópodas, por exemplo, as lectinas são encontra-
das principalmente na hemolinfa, glândula de albú-
men e nas massas de ovas 5.16.19. Os moluscos do gê-
nero Biomphalaria. da família Planorbidae, hospedei-
ros intermediários do trematoda Schistosoma rnansoni,
foram estudados pela primeira vez em 1973, por
SAMPAIO et alii'". Esses autores caracterizaram na
glândula de albúmen de B. glabrata e B. straminea a
presença de uma lectina com propriedade hema-
glutinante para eritrócitos humanos dos grupos A e B.

As lectinas são macromoléculas de natureza protéica,
de origem não imune e que se ligam não covalente-
mente a carboidratos com configuração apropriada'".
Dessa interação resultam propriedades químicas e bi-
ológicas diversas tais como, hemaglutinação, efeito
mitogênico, aglutinação de células rumorais, entre
outras, que têm conferido às lectinas uma aplicabilidade
crescente, tanto na identificação de marcadores de su-
perfície celular quanto na purificação de oligos-
sacarídeos e glicoconjugados de membrana'tt-":".
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Posteriormente, STANISLAWSKI et alii, MICHELSON
& DUBOIS'ó e BRETTING et alir'., também demons-
traram a propriedade hemaglutinante dessa lectina, em-
pregando diferentes métodos de purificação por
cromatografia.

Ensaios preliminares realizados em nosso labora-
tório mostraram que além da propriedade hema-
glutinante anteriormente caracterizada, uma fração
protéica da massa de ovas (M.O.) de B. glabrata (va-
riedade albina) apresentava atividade de interação
com linfócitos T humanos", Tal atividade não foi re-
vertida em presença de diferentes açúcares testados,
impossibilitando, por enquanto, denominar-se esta fra-
ção de lectina, que passa a ser designada como fra-
ção de interação com linfócitos (FIL).

Como não foi encontrada na literatura nenhuma
investigação relativa à interação de proteínas de M.O.
de B. glabrata com linfócitos T humanos, o presente
trabalho tem por objetivo um estudo mais detalhado das
atividades biológicas destas proteínas, bem como pro-
cura separar e preservar as atividades hemaglutinantes
e de interação com linfócitos pelo uso de cromatografia
em coluna de DEAE-Sephadex A-50-120.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção das massas de ovas

Os moluscos do gênero B. glabrata (variedade
albina) foram cedidos pela Universidade Estadual de
Londrina-Pr. Os mesmos foram mantidos em aquári-
os apropriados com água aerada e iluminação cons-
tante. As massas de ovas (M.O.) foram coletadas di-
ariamente da superfície de placas de isopor e conser-
vas em solução de NaCI 0,9% em freezer a -20°C.

Purificação da lectina

O processo de extração das lectinas de M.O. dos
moluscos B. glabrata foi realizado por trituração das
M.O. em aparelho de Von Potter Elvejhem, à tempe-
ratura de O-4°C, utilizando NaCI 0,9% (Merck) como
extrator. Após centrifugação a 1O.000xg, por 20 mi-
nutos a 4°C (centrífuga refrigerada Sorvall Inc. RC2-
B), o resíduo foi reextraído e o sobrenadamente de
cada extração reunido e considerado como sendo o
extrato bruto (E.B.). Após a precipitação fracionada
com sulfato de amônia, nas saturações de 0-30%, 30-
70% e 70-90%, os precipitados foram solubilizados
em NaCI 0,9% e exaustivamente dializados contra esta
mesma solução, até apresentarem teste negativo com
reagente de Nessler. A fração obtida da saturação de
30-70% com sulfato de amônia foi submetida à
cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A-50-
120 (Sigma), previamente tratada com solução de
NaCI 0,9% que também serviu como eluente. O flu-
xo de escoamento foi de 20ml/hora (coletor LKB-7000
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Ultrorac). As frações eluídas foram avaliadas quanto
ao teor de proteínas, açúcar, atividade hemaglutinante
e interação com linfócitos.

As concentrações de proteína foram determinadas
pelo método de LOWRY et alii 13 , enquanto as de
carboidratos foram determinadas pelo método fenol
ácido sulfúrico, conforme descrito por DUBOIS et alii".

Ensaios de hemaglutinação com eritrócitos humanos

A atividade hemaglutinante foi avaliada em cada
etapa do processo de purificação. A 100J..L!de cada
fração, adicionava-se 100j..tlde solução de NaCl 0,9%
e 20j..t1de suspensão de eritrócitos humanos a 2% (gru-
pos A,B, AB e O separadamente). As leituras foram
realizadas 6-12 horas após o início da reação.

O efeito de cátions divalentes (Ca " e Mg ") e da
atividade inibidora de açúcares foi testado de forma si-
milar, substituindo-se, nos sistemas, a solução de NaCL
0,9% por solução, contendo os cátions (lOmM), ou açú-
cares inibidores (lOOj..tmoles/ml) respectivamente.

Separação de linfocitos do sangue periférico

Sangue de doadores sadios foi coletado em presen-
ça de heparina livre de preservativos (Liquemine-
Roche). As células mononuc1eares foram obtidas por
centrifugação a 200xg por 30 minutos em gradiente
de Ficoll Hypaque (Histopaque-1077, Sigma). As
células foram lavadas duas vezes em NaCI 0,9% e uma
vez em meio RPMI-I640 (Sigma). A concentração
celular adequada para cada protocolo foi ajustada em
meio RPMI-1640 suplementado com 2mM de
glutamina (Sigma), 22mM de Hepes (Sigma), 30j..tg/
ml de ampicilina (Cibran) e 2,Og/1 de bicarbonato de
sódio (Merck), doravante denominado de meio completo.

Efeito da proteína de M.O. de B.glabrata sobre a
formação de rosáceas espontâneas entre linfócitos T
e eritrócitos de carneiro (E)

Linfócitos humanos na concentração de 6 x 106

células/ml de meio completo, num volume de 100j..tl,
foram misturados com 100j..t1de cada fração obtida das
M.O. de B.glabrata e 100j..t1de meio completo. O sis-
tema foi incubado a 25°C durante 5 horas. A viabili-
dade celular foi avaliada pelo teste de exclusão do azul
de Tripan (Merck), a qual sempre se mostrou superi-
or a 95%. Na seqüência, 100j..t1dessa solução foram
colocados em presença de 100j..t1de E a 0,5%.

A mistura foi submetida à centrifugação a 150xg
por 5 minutos à temperatura ambiente e incubada por
60 minutos a 4°C em banho de gelo. Após incubação,
o sedimento de células foi ressuspenso delicadamen-
te e a contagem de linfócitos foi efetuada em câmara
de Neubauer. O resultado foi expresso na forma de
média das porcentagens de células formadoras de
rosáceas E, obtidas a partir das contagens de experi-
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mentos em duplicatas feitas em microscópio ótico
comum (Olympus CBA).

Linfócitos não tratados com as frações protéicas de
M.O. de B.glabrata foram utilizados como controles
normais da formação de rosáceas E.

Com a finalidade de se determinar a temperatura
ideal de reação entre a FIL e os linfócitos, foram rea-
lizados experimentos semelhantes de rosáceas-E, nos
quais se estabeleceu uma curva com as seguintes tem-
peraturas de incubação: 4°, ISO, 25°, 30° e 37°C.

Com relação ao tempo necessário para a interação
da proteína de M.O. de B.glabrata (FIL) com
linfócitos, foram preparados experimentos em que o
sistema foi incubado por 1,3,5,7, 16 e 24 horas, res-
pectivamente, prosseguindo-se conforme descrito
anteriormente.

Nos ensaios com açúcares inibidores, procedeu-se
conforme o protocolo inicial, substituindo-se os
100/.11de meio completo por 100/.11da solução de
açúcar (10 umoles). Os seguintes açúcares foram
utlizados: Dvfrutose, D-galactose, D-mannose, L-
fucose, L-sorbose, L-rhamnose, rz-metil-Dcglucosfdeo,
~-metil-D-galactosídeo, myo inositol, meti! frutofura-
nosídeo, ácido N-acetil neuramínico, ácido láctico, e
N -acetil- D-glucosamina.

Reação de Imunofluorescência Indireta (IFI)

Células mononucleares na concentração de 5 x 105

células/l Oôul de meio completo foram pré-incubadas
com 100/.11de FIL por 5 horas a 2SOC. A seguir, as
células foram lavadas em meio completo e incubadas
com 25/.11de anticorpo monoclonal anti-CD2 (Becton
Dickinson) por 30 minutos a 4°C. Após nova lavagem,
as células foram incubadas com 100/.11de soro de ca-
bra anticamundongo conjugado a isotiocianato de
fluoresceína (FITC-Sigma, USA), por 30 minutos a
4OC. Após duas lavagens, as células foram res-
suspensas e examinadas em microscópio de
fluorescência (Epi-iluminação, lâmpada de halogênio,
Carl Zeiss, Germany). Trezentas células foram con-
tadas e a porcentagem de células fluorescentes foi
determinada. Como controle foram utilizadas células
não tratadas com FIL, e incubadas com anticorpo
monoclonal anti-CD2.

Citometria de Fluxo

Os testes de imonofluorescência foram repetidos em
um aparelho FacScan (Becton-Dickinson, USA). A
fluorescência produzida pelo FITC foi excitada por
meios de luz de argônio a 488nm. Os dados foram
coletados em um computador Hewlett Packard 9153C

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

O aparelho foi calibrado por meio de partículas de
látex conjugadas ao FITC (pérolas calibradas de
4:8/.1m-Becton Dickinson, USA). A preparação de
linfócitos na concentração de 1 x 106 células/ml foi
incubada com diferentes concentrações de FIL (tu-
bos 2,3 e 4) por 5 horas a 25°C. Após uma lavagem
as células foram incubadas com 200/.11do anticorpo
monoclonal anti-CD2 (tubos 2,3 e 4). Em paralelo,
uma parte das células, sem a FIL, foi incubada com
o controle isotípico (tubo 5) marcado com
fluoresceína (4°C, 30 minutos). Após duas lavagens,
as células foram ressuspensas em meio completo e
analisadas no FacScan. No controle negativo, os
linfócitos não receberam o anticorpo-CD2, nem o
controle isotípico. O controle positivo foi obtido pela
incubação de linfócitos com anticorpo anti-CD2
(tubo 1).

RESULTADOS

Purificação parcial da lectinadeM.O. deB.glabrata

A Tabela 1 mostra as etapas de purificação da
lectina de B.glabrata com sulfato de amônia.

Após a precipitação fracionada com sulfato de
amônia, a fração 30-70% permitiu recuperar 25% das
proteínas em relação ao E.B., apresentando uma re-
lação proteína total/açúcar total de 3,15. Esta fração,
por apresentar melhor atividade de interação com
linfócitos, foi selecionada para purificação em colu-
na de DEAE-Sephadex e tal tratamento possibilitou
recuperar 3,4% de proteínas nas frações I, H e IH. As
demais frações (F-70-90% e F-90-100%) apresenta-
vam menor atividade para hemáceas e linfócitos, e por
isso não foram investigadas.

Separação das atividades hemaglutinantes e de
interação com linfácitos

A cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A-
50-120 da fração de saturação 30-70% com sulfato de
amônia permitiu separar e preservar as atividades
hemaglutinantes e de interação com linfócitos (FIL).
Os resultados relativos à concentração de proteína e
açúcar total das frações recuperadas da coluna de
DEAE-Sephadex, bem como a atividade biológica da
lectina estão representadas na Figura L

Foram obtidas três frações com as seguintes ativi-
dades: F-l) ativa apenas para hemácias do sistemaABO
humano; F-III) ativa apenas para linfócitos humanos
(FIL); F-H) com atividade para ambas as células.
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TABELA 1

PURIFICAÇÃO DA LECTINA DE M. O. DE B. GLABRATA (VAR. ALBINA). FRACIONAMENTO
COM SULFATO DE AMÔNIA E PURIFICAÇÃO PARCIAL DA FRAÇÃO 30-70%* EM COLUNA DE

DEAE-SEPHADEX A-50-120.

VOL. PROT.TOTAL AÇÚCAR PROT. TOTAL RENDIMENTO" PROTEÍNA"
FRAÇÕES (ml) (mg) TOTAL AÇÚCAR TOTAL (%) Ilg

(mg)

EB 650 5044 11739 0,43 100 33,9
F-30-70% 135 1250 397 3,15 25 77,0
F-70-90% 108 850 495 1,72 17 131,0
F-90-100% 50 467 282 1.66 9 155,0
+F-I 40 42,7 28,07 1,52 0,84
+F-II 60 59,9 8,44 7,09 1,19

+F-III 220 67,1 11,03 6,08 1,33 6,3

a - Rendimento em relação ao extrato bruto (EB).
h _ Concentração mínima de proteína com atividade inibitória para rosáceas-E.
* - Fração 30-70% contendo 202mg de proteína total (Lowry et alii).
+- F- I, F- Il e F- III = Frações obtidas pela purificação da fração 30-70% (202mg) em coluna de DEAE - Sephadex.

50 -
40

]
~ 30 -
<-<

'"o'::lo-ro
'" 20
ro
,5
,',l
o'-< 10 -c,

0-

100

50 -

-.-.- Açucar total (Dubois et alii)
-0--0- Proteína total (Lowry et alii)

100
,. I I t ' •= ~ ~ = ~

I
I
I

f
I
I

'"
\

100

Volume (ml)

_ 50

100 200 300 500400 600
e Título de Hemaglutinação +Inibição de Rosáceas (%)

F-I) Fração ativa para hemácias (eluída entre 140e 180 ml)
F-II) Fração com atividade mista (eluída entre 180 e 260 ml)
F-III) Fração ativa com linfócitos (eluída entre 260 2 440 ml)
* Coluna utilizada: 40/3,5cm; eluente: NaCI 0,9%; fluxo de escoamento: 20 ml/hora.
Fração aplicada: F-30-70% (12,5 ml- 202,4 mg de proteínas
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Propriedade hamaglutinante da lectina de B.glabrata glutinante até a concentração mínima de 1,61 ug de
proteína/l 00/-11,o que representou uma purificação
para F-I de 3,6 vezes em relação à F-30-70%, que
apresentava atividade até a concentração mínima de
5,75/-1g/l00/-11(dados não demonstrados).

Os ensaios de hemaglutinação permitiram reafirmar
para o molusco de B.glabrata (variedade albina), a
ausência de atividade com hemácias humanas do gru-
po "O" e atividade acentuada com hemácias dos gru-
pos "A" e "AB" (Figura II). A adição de cátions
divalentes Ca-+ e Mg++ duplica a atividade hema-
glutinante máxima sobre hemácias humanas dos gru-
pos A, B, e AB. Após a purificação em DEAE-
Sephadex, foi possível observar atividade hema-

Investigando-se o efeito de açúcares inibidores so-
bre a reação de hemaglutinação, verificou-se serem
as ceto hexoses, D-frutose, D-mannose, e L-fucose os
inibidores preferenciais da reação (2,5 a l Oumoles).
conforme observa-se na Tabela 2.

TABELA 2

Açúcares inibidores da reação de hemaglutinação da lecitina de M.O. de B.Glabrata (Var. Albina).

CONCENTRAÇÃOMÍNIMA INIBITÓRIA (umoles)INIBIDORES

GRUPO "A" GRUPO"B" GRUPO "AB"

2,5 2,5 2,5
6.6 2,5 2,5
5,0 5,0 5,0
13,3 13,3 13,3
16,6 13,3 13,3
10,0 10,0 10,0
8,3 6,6 6,6

D-frutose
D-mannose
Metil fruto-furauosídeo
L-sorbose
Myo inositol
N-acetil-D-g1ucosamina
L-fuctose

Os valores obtidos representam a média de 3 experimentos para cada grupo sangüíneo.

FIGURA II

Reação de hemaglutinação da lectina de M.O. de B. glabrata com eritrócitos do sistema ABO humano

Frações proteicas

Os títulos obtidos representam a média de 3 experimentos com sangues diferentes para cada grupo
sangüíneo, * F-30-70% e F-70-90% = frações semipurificadas com sulfato de amônia.
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Efeito da F/L sobre aformação de rosáceas -E(RE)

Na Tabela 3 estão demonstrados os resultados de
10 experimentos de formação de RE. Os controles nor-
mais apresentaram uma média de 59,7% de células
formadoras de RE, enquanto nos ensaios realizados em
presença de FIL, a média foi de 1,7%, representando
97,1 % de inibição de formação de RE. Nos sistemas
em que as células foram lavadas duas vezes com meio
completo, previamente à adição de eritrócitos de car-
neiro, os valores de inibição de RE (99%) foram tão

elevados quanto aqueles com células não lavadas
(97, I %). Em cada etapa da purificação da FIL foram
realizadas titulações com a finalidade de se detectar
a diluição máxima de proteína capaz de inibir a for-
mação de RE (Figura III e Tabela I). Observou-se que
a fração de interação com linfócitos, na concentração
mínima de 6,3J..lg de proteína (diluição 1:64) ainda
produzia um alto índice de inibição de RE, o que re-
presentava uma purificação de 5,38 vezes em relação
ao E.B. que necessitava de uma concentração míni-
ma de 33,9J..lgde proteínas (diluição 1:4) para produ-
zir inibição de RE.

TABELA 3
Efeito da proteína de M.O. de B. glabrata sobre a formação de Rosáceas-E

%DE ROSÁCEAS - E (5h, 2SOC)

EXPERIMENTO CONTROLE LINF. +E.B. LINF. + E.B. VIABILIDADE CELULAR
(SEMLAVAR) (LAVADO)

1 50 0(100) O (100) 98
2 59 0(100) 0(100) 100
3 61 2 (97) ND 97
4 61 0(100) 0(100) 99
5 61 3 (95) 2 (97) 97
6 64 0(100) ND 100
7 60 3 (95) 1 (98) 98
8 56 4 (93) ND 98
9 59 2 (96) ND 96
10 66 2 (95) ND 95

X 59,7 1,7 (97,1) 0,6 (99) 97,8
±4,14 ± 1,48 ±0,89 ± 1,53

X -Representa a média de 10 experimentos com sangues de diferentes doadores.
Os valores entre parênteses representam % de inibição de formação de Rosáceas-E.
E.B. - Extrato bruto de M.O. de B. glabrata.
ND - Não determinado.

FIGURA III

Caracterização da diluição máxima da proteína de M.O. de B. glabrata com efeito inibitório sobre a
formação de rosáceas-E

Diluições de FIL
Concentração mínima de FIL com atividade inibitória para rosáceas-E: EB=33,9 ug de prot.(dil. 1:16); F-30%=77~g de

prot.(di!. 1:4); F-III=6,3~g de prot.(di!. 1:64). *Controle sem FIL=60% de rosáceas-E.
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Experimentos paralelos demonstraram que FIL não
se liga aos eritrócitos de carneiro, quando previamente
incubada com estes, uma vez que a porcentagem de
células formadoras de rosáceas foi semelhante àque-
la observada nos controles sem a proteína.

Efeito da temperatura sobre a inibição de RE

A figura IV demonstra que a temperatura ideal para
que a FIL iniba a formação de RE é de 25°C. Nessa
temperatura foi possível obter uma média de 2,6% de

FIGURA IV

Efeito da temperatura de incubação sobre a interação de proteína de M.a. de B. glabrata (FIL) e
linfócitos humanos.

Todos os valores representam a média de 5 experimentos com sangues diferentes. *Tempo de incubação
entre linfócitos e FIL = 5 horas.

FIGURA V

Efeito do tempo de incubação sobre a interação de proteína de M.a. de B. glabrata (FIL) e linfócitos humanos.
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RE após incubação dos linfócitos com a proteína por
5 horas, o que representou 95,1 % de inibição na for-
mação de RE, sem no entanto se verificar alteração
importante nos controles sem a FIL.

Em temperaturas mais elevadas (30 e 37°C), em-
bora a porcentagem de inibição de formação de RE
seja maior (100 e 97,4% respectivamente), os contro-
les forneceram resultados discrepantes.

Efeito do tempo de incubação sobre a capacida
de inibidor« de RE da FIL de B.GLABRATA

A int1uência do tempo de incubação sobre a
interação da FIL com linfócitos humanos pode ser
verificada na Figura V. Esses resultados demonstram
que entre 3 e 7 horas de incubação, tem-se os melho-
res percentuais de inibição de RE (3% e 0,6% de RE;

Efeito de açúcares na interação entre proteínas de M.O. de B.glabrata (FIL) e linfócitos T humanos

Tabela 4

Inibidores % de Rosáceas-E Viabilidade Celular

(10 umoles) (5h,25°C) (%)

Metil frurofuranosfdeo 4 (7) 100
D-frutose (1,7) 98
D-galactose O (O) 98
D-mannose O (O) 98
L-sorbose O (O) 99
Myo inositol 4 (7) 99
B-metil D-galactosídeo 2 (3,5) 98
L-rhamnose O (O) 96
N-acetil D-glucosamina 4 (7) 97
D-glucosamina 4 (7) 97
a-metil D-glucosídeo I (1,7) 97
Glicuronato de sódio (1,7) 90
Ác. N-acetil neuramínico 3 (5) 96
L-fucose 3 (5) 95
Ác.láctico 3 (5) 95

Os valores entre parênteses representam a % de inibição da atividade da proteína. Controle da reação sem FIL= 57% de Rosáceas-E.
Controle com FIL (sem açúcar) = 0% de Rosáceas-E.

Tabela 5

Incubação preévia dos linfócitos humanos com a proteína de M.O. de B. glabrata: inibição da reação
com anticorpo monoclonal

% de Rosáceas-E
% de Linfócitos
Fluorescentes

Experimento Controle Linfócitos
(semFIL) +FIL

50 3 (94)"
57 2 (96)
54 3 (94)

53,6 2,6 (95)

±2,86 ±0,47

I
2
3

x

Linfócitos
Linfócitos +FIL

+ Ác. Monoel. +Ác.Monocl.

56 6 (89)b
49 7 (86)
52 7 (86)

52,3 6,6 (87)

±2,86 ±0,47

e, Os valores entre parênteses representam a % de inibição de formação de Rosáceas - E.
b _ Os valores entre parênteses representam a % de inibição da ligação do anticorpo monoclonal.
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controle: 53% e 49% de RE, respectivamente). Assim
sendo, o tempo de 5 horas foi escolhido como sendo
o ideal, tanto no aspecto de inibição de RE (2,6% RE),
quanto para a viabilidade celular (98 %), que se mos-
trou prejudicada somente após 16 horas de incubação.

Efeito dos açúcares inibidores na interação protei-
na-linfôcito

As atividades biológicas das lectinas normalmente
são revertidas pelo uso de inibidores específicos.

Na Tabela 4 estão representados os experimentos
que demonstram os ensaios com açúcares inibidores.
Verificou-se que nem mesmo aqueles açúcares que se
mostraram fortes inibi dores da atividade hemagluti-
nante (D-frutose, D-mannose, L-fucose) exerceram
efeito na interação da proteína de M.O. de B.glabrata
com linfócitos. A presença dos açúcares não alterou
a viabilidade celular.

Possível interação da FIL com o receptor CD2 de
membrana de linfocitos T humanos

Na tentativa de esclarecer se a inibição de RE pela
FIL era devido à interação com o receptor CD2 na
membrana de linfócitos T, foram realizados ensaios
utilizando anticorpo monoclonal anti-CD2 marcado
com isotiocianato de fluoresceína.

Os resultados da Tabela 5 mostram inicialmente um
grupo de 3 experimentos de rosáceas, onde se obser-
va que 56,6% dos linfócitos formaram RE, enquanto
que linfócitos previamente incubados com a FIL não
foram capazes de formar rosáceas (média=2,6%),
demonstrando forte inibição de 95% causada pela
presença da FIL. Experimentos em paralelo com
anticorpo anti-CD2 fluorescente, mostraram que após
incubação de linfócitos com anti-CD2, 52,3% das
células apresentaram fluorescência. Por outro lado,
quando os linfócitos foram previamente incubados
com FIL, apenas 6,6% eram fluorescentes, demons-
trando intensa inibição de fluorescência devido à pre-
sença de fração protéica. Com a finalidade de anali-
sar melhor esses resultados foram realizados experi-
mentos adicionais em citometria de fluxo, onde se
observou que a proteína de M.O. de B.glabrata (FIL)
foi capaz de inibir parcialmente a interação do
anticorpo monoclonal anti-CD2 com o receptor de
membrana de linfócitos T (tubos 2 a 4), em compara-
ção com os grupos controles (tubos 1,5 e 6). Entre-
tanto, a intensidade da inibição neste grupo de expe-
rimentos, não foi igual àquela observada pelo méto-
do de imunofluorescência em microscópio com epi
iluminação. Pela citometria de fluxo, o nível máxi-
mo de inibição da interação do anticorpo monoclonal
anti-CD2 com o receptor de membrana de linfócito T
foi de aproximadamente 40% (tubo 4).

FIGURA VI

Inibição parcial da ligação do anticorpo monoclonal anti-CD2 à linfócitos T humanos
previamente incubados com proteína de M.O. de B. glabrata.

Análise por citometria de fluxo.

120

100
e
Õc
'~

" 80i!
o
:;u::~
'" 60""ceo
"o 40
'"":;;
'i

20

C02
F H! 4< {'jnti COl

.•.antt C02
üntócitcs controle tsouptcc

Tubo 6 • tirttócitos « meto

Linfócitos incubados 5hs com F-III à temperatura ambiente. Após lavagem as células foram ressuspensas
em meio completo (Lx l O'vml) e colocadas em presença de anticorpo monoclonal anti-CD2. * Concentrações
de F-III: Tubo 2 = 19,61lg de proteína; Tubo 4 = 5881lg de proteína.

9



UTIYAMA,S.R et alii -Avaliaçãodas atividadeshemaglutinantesedeinteraçãocomlinfócitosT humanosnasfraçõesparcialmente
purificadas da lectina de massas de ovas de Biomphalaria glabrata (variedade albina). Rev. Inst. Adolfo Lutz: 56(1): 1-12, 1996.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

As lectinas têm sido muito úteis nos estudos envol-
vendo a modulação da resposta imune celular", Mui-
tos receptores biologicamente importantes da membra-
na de linfócitos humanos, entre eles a imunoglobulinas
das células B, os receptores para antígeno de células
T, moléculas específicas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade e o receptor para insulina, foram
isolados através de cromatografia de afinidade com
1ectinas de plantas de especificidades definidas":".

Trabalhos anteriores realizados em nosso laborató-
rio demonstraram que a lectina de B.glabrata (varie-
dade albina), embora não apresenta-se propriedade
leucoaglutinante, possuia atividade de interação com
linfócitos T humanos, inibindo formação de rosáceas
com eritrócitos de carneiro22.23.

Com base nessas considerações, a fração 30-70%,
obtida pela semipurificação com sulfato de amônia,
por ter sido a que apresentou melhor atividade com
hernácias e linfócitos, foi submetida à cromatografia
em coluna de DEAE-Sephadex A-50-120. Esse pro-
cesso permitiu a obtenção de três frações protéicas
com atividades distintas, sendo uma ativa apenas
para hemácias do sistema ABO humano (F-I), outra
ativa apenas para linfócitos humanos (F- IlI), enquan-
to que F-1I mostrou-se ativa para as duas populações
(Figura I). A purificação de diversas lectinas de ori-
gem vegetal ou animal tem sido realizada por pro-
cessos semelhantes, utilizando precipitação fracio-
nada com sulfato de amônia e cromatografia de afi-
nidade>. Embora o processo de purificação da pro-
teína de M.O. de B.glabrata utilizado neste estudo
necessite aprimoramento através da utilização de
outros tipos de separação cromatográfica, os dados
da Figura I demonstram que a atividade hemaglu-
tinante desta lectina é factível de separação da pro-
teína que apresenta a propriedade de interação com
linfócitos (FIL). Este fato evidencia a propriedade
do DEAE-Sephadex A-50-120, não apenas de sepa-
rar as atividades, mas principalmente de preservar
as mesmas durante o processo utilizado.

Experimentos de monitoração do processo de pu-
rificação realizados através de testes de hemagluti-
nação, permitiram demonstrar a propriedade hema-
glutinante da lectina para hemáceas humanas dos gru-
pos, A, B eAB, sendo que a adição de íons Ca"' eMg"
favoreceu tal atividade. Esses dados confirmam resul-
tados anteriores de hemaglutinaçã04.18 além de permi-
tirem demonstrar a propriedade hemaglutinante da
lectina de B.glabrata (variedade albina) para hemácias
humanas do sub-grupo AI, previamente tipadas com a
lectina de Dolichos biflorus. Tal fato não havia sido de-
monstrado nas investigações anteriormente realizadas.

Em outro grupo de experimentos, avaliou-se o efeito
da proteína de M.O. de B.glabrata (FIL) sobre a for-
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mação de RE. Para isso, foram determinadas as con-
dições ideais relativas ao tempo e à temperatura de
incubação. LUBAR et alii". sugerem que os recepto-
res para as lectinas são móveis na superfície celular e
que as alterações topográficas são dependentes da
temperatura. Por outro lado, tem sido demonstrado
que o fenômeno de rosáceas pode ser inibido em tem-
peraturas superiores a 30°ClO.15.Foi possível observar
com 5 horas de incubação a 25° C, que a proteína de
M.O. de B.glabrata provoca intensa inibição na for-
mação de rosáceas-E (RE=2,5%; controle=53,4%;
inibição de RE-95, 1%) sem comprometer a viabili-
dade celular (98%).

Os ensaios com diluições da FIL, tanto no extrato
bruto, F-30-70% e F-III pretendiam caracterizar, atra-
vés da diluição máxima da solução contendo FIL, qual
seria a concentração mínima de proteína capaz de ini-
bir a formação de RE. Desta forma, pode-se observar
que após a cromatografia em DEAE-Sephadex, F-III
atingiu um grau de purificação de 5,38 vezes em re-
lação ao extrato bruto, considerando que F-III na con-
centração de 6,31lg de proteína ainda produzia um alto
índice de inibição de RE, enquanto o extrato bruto
necessitava de 33,91lg de proteína para atingir inibi-
ção semelhante (Figura IlI).

As atividades biológicas das lectinas normalmente
são reversíveis pelo uso de inibi dores específicos 8.11.20.
Ensaios com açúcares inibi dores caracterizam as ceto
hexoses como inibidores apenas da atividade hema-
glutinante (Tabela 2 e 4), não ficando caracterizado
nenhum dos açúcares testados como inibi dor da FIL.
Este fato, aliado aos resultados obtidos no processo
de purificação, reforçam a existência de pelo menos
duas proteínas distintas. Uma com atividade lectínia
hemaglutinante e outra com atividade de interação
com linfócitos, que não pode, neste estudo, ser cha-
mada de lectina pela ausência, até o momento, da
caracterização de um açúcar inibidor. Vários outros
açúcares vêm sendo testados na busca de um inibidor
preferencial da atividade com linfócitos.

Com a finalidade de esclarecer o nível de interação
entre a FIL isolada de M.O. de Biomphalaria glabrata
e o linfócito T humano, foram realizados experimen-
tos com anticorpos monoclonais anti-CD2. Esses
anticorpos inibem a formação de RE, além de inibi-
rem a citotoxidade celular mediada por linfócitos T e
a resposta proliferativa a antígenos e mitógenos":
Baseado nesses dados, o receptor CD2 da membrana
de linfócitos T é considerado atualmente como uma
molécula sinalizadora e de adesão celular.

Nossos resultados indicam que a FlL bloqueia o
sítio de ligação do anticorpo monoclonal anti-CD2,
tanto por imunofluorescência indireta quanto por
citometria de t1uxo, embora por citometria de t1uxo,
nós tenhamos observado uma intensidade de inibição
bem inferior àquela observada por 1FI comum.
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Isso provavelmente se deve à maior precisão na
análise por citometria de fluxo e também ao fato de
que o anticorpo monoclonal anti-CD2, por ser bastante
específico e dirigido contra uma pequena região da
molécula CD2, não seja completamente bloqueado
pela proteína, que pode estar ocupando regiões pró-
ximas ao sítio de ligação com o anticorpo, deixando
espaço para a interação entre ambos, mas impedindo
a formação de RE, através da interação entre CD2 e a
glicoproteína LFA-3 na membrana do eritrócito. Ex-
perimentos adicionais serão necessários para confir-
mar se a FIL e o anticorpo monoclonal ocupam o
mesmo epítopo na molécula CD2 (Figura VI).

Tomados em conjunto, os resultados obtidos no
presente estudo representam uma contribuição rele-
vante para o estudo de lectinas, ao confirmar origi-
nalmente, as atividades biológicas da proteína obtida
de M.O. deB.glabrata para eritrócitos e para linfócitos
T humanos, além de sigerirem a existência de dois
componentes distintos, factíveis de separação, sendo
um com atividade de lectina e outro com atividade
para linfócitos T humanos, possivelmente pela inte-
ração com receptor CD2.

Nesse ponto, é interessante comparar as atividades
biológicas da proteína de B.glabrata com as observa-

ções relatadas com lectinas de diversas origens. De
acordo com LlS & SHARONII, diversos grupos têm
tentado separar as várias atividades de lectinas obti-
das de uma mesma fonte animal ou vegetal. O exem-
plo mais esclarecedor sobre esse particular é o da
fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA), ca-
racterizada por 5 isolectinas com afinidades distintas
para eritrócitos e lcucócitos!':".

Esses dados aliados à aplicabilidade crescente de
lectinas no campo da imunologia, nos estimulam a
desenvolver experimentos de cultura de linfócitos com
a finalidade de verificar se a FIL é mitogênica para
essas células e, se não for, em que nível de atividade
linfocitária ela poderia estar atuando. Em paralelo,
protocolos adicionais de purificação e caracterização
bioquímica da lectina estão sendo desenvolvidos, além
da determinação da especificidade da interação com
a molécula CD2, em comparação com experimentos
de ligação a outros receptores de membrana de
linfócitos T.
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ABSTRACT: The extraction and fractional precipitation of proteins from egg masses of the snail
Biglabrata (var. albin), with ammonium sulfate, produced a 30-70% saturation fraction that was able
to interact with human T lyrnphocytes, besides the original hemagglutinating lectinic activity.

The fraction was submitted to chromatography on DEAE-Sepbadex A 50-120 and three further
fractions were obtained with distinct biological activities: F-I) hemagglutinating fraction; F-III) Iym-
phocyte interaction fraction and F- II) fraction with both activities. Lyrnphocyte interaction (LlF) has
revealed to be a potent inhibitor of spontaneous E rosette formation with T lymphocytes. Such inhibi-
tion was not affected by Ca'" and Mg " ions and was no reversed in the prescnce of preferencial inhibi-
tors of hemagglutination (ceto-hexoses) or other sugars. Further more, rosette fonnation was not in-
hibited when sheep red blood cells were previously incubated with LlF.

Indirect Immunofluorescence assays and flow cytornetry have demonstrated that LIF blocked the
binding of the anti-CD2 monoclonal antibody to lhe lymphocyte membrane receptor, strengthening
preliminary data obtained with E rosette inhibition assays.

DESCRIPTORS: Lectin, Snail, Lymphocytes, B.glabrata.
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