7 SECRETARIA
|\ POS-GRADUACAD ]
i. B.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
UNICAMP
INSTITUTO DE BIOLOGIA

MARISTELA DELGADO >**

LECTINAS DE Artocarpus integrifolia
ESTIMULAM PADRAO DIFERENTE DE
CITOCINAS

Orientador:  Prof. Dr. JOAO SANTANA DASIVA®

Co-Orientador: Prof. Dr. ANTONIO;CAMPOS NETOL

%Este exemplar coresponds A redagio  fingl 1993

iz :
da tese defandiia ;‘;'zgn (2) candidato ‘a) ifwaa.u TECA CEMTHAL

"CAMPINAS-SP.

favstele delse.
awsiet delseclo /@A/M Mé Q/;g

Coccejpoe ) (7 2l aieceei pro o 15




Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de
Campinas, para obtencdo do titulo de Mestre
em Imunologia.



Delgado, Maristela
Lectinas de Artocarpus integrifolia estimulam padrio
diferente de citocinas / Maristela Delgado. -- Campinas, 1993.
80p.; 28cm.

Tese (Mestrado -- Imunologia Basica) -- Univesidade
Estadual de Campinas.

1. Lectinas. 2. Citocinas. 3. Artocarpus integrifolia. 4.
Mitogenos




Ao meu marido Evaristo Orellana Alves,
com amor e gratidio.



Aos meus pais, José Paulo e Ignéz, pelos
esforgos ndo poupados durante minha
formagio educacional.



Ao Prof. Dr. Jodo Santana da Silva, pela
humildade e seriedade com o0s quais me
ensinou os primeiros passos da pesquisa
cientifica.

Ao Prof. Dr. Antonio Campos Neto, pela
orientagio  neste  trabalho e  pela
oportunidade de meu aprimoramento
profissional.



AGRAD ECIMENTOS

- Ao Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto - USP, por ter possibilitado a realizacdo desta tese.

- Aos Professores do Departamento de Microbiologia ¢ Imunologia do Instituto de
Biologia da UNICAMP, pelos cursos oferecidos, necessarios e importantes para minha
formagio na area de Imunologia.

- A Prof Dr® Isabel Kinney Ferreira de Miranda Santos, pela amizade, assessoria ¢
sugestdes nesse trabalho.

- Ao José Orivaldo Mengel, pela amizade e colaboragio nas sugestdes.

- Aos amigos Virmondes Rodrigues Jinior e Auro Nomizo, pelos ensinamentos iniciais na
area de Imunologia e incentivos.

- As amigas de laboratorio Deijanira, Patricia, Alexandrina, Maria Angélica, Fabiola,
Glaucia, Gislaine, Matilde, Maria ¢ Therezinha, pelo companheirismo e incentivos
constantes.

- A Patricia Vianna Bonini e ao Ronaldo Sordi Campanini, pelo grande apoio na parte
computacional deste trabalho e também pela amizade.

- A amiga da Turma de Pés-Graduagdo, Maria Tereza, por todas as ajudas e incentivos.

- A amiga Aparecida Maria Fontes pela correcio dos manuscritos e pelo estimulo
constante

- Aos funcionarios Maria Meira de Oliveira Rossi, Therezinha Aparecida Cunha Lorenzzi,
Adelino Rodrigues, Walter Aguilar, Ivo Mazucato, Edinelson Mazzoto, Jilio Anselmo
de Siqueira e Terezinha de Oliveira Penatti pelo apoio técnico.

- Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico ¢ Tecnolégico (CNPq), pela bolsa
concedida, a qual possibilitou a realizacdo deste trabalho.

- A todas as pessoas que, direta ou indiretamente, ajudaram na realizacio dessa tese, os
meus sinceros agradecimentos.



"Tudo é vivido pela primeira vez e sem prepara¢do. Como se um ator entrasse em cena
sem nunca ter ensaiado. Mas, o que pode valer a vida, se o primeiro ensaio da vida ja € a
propria vida? E isso que faz com que a vida pareca sempre um esbogo. No entanto,
mesmo esbogo ndo € a palavra certa, porque um esbogo ¢ sempre um projeto de alguma
coisa, a prepara¢io de um quadro, ao passo que o esbogo que € sempre a nossa vida ndo €
um esbogo de nada, ¢ um esbogo sem quadro.”

Milam Kundera em: "A insustentavel leveza do ser."
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1- INTRODUCAO



1. PAPEL DAS CITOCINAS E DAS LECTINAS NA RESPOSTA IMUNE.

A resposta imune a antigenos ndo proprios resulta na rapida expansdo de
linfoeitos efetores com especificidade para o antigeno indutor. Os linfécitos podem ser
separados em duas populagdes principais, que sdo os linfocitos T e os linfécitos B. Os
linfocitos T se originam de precursores da medula 6ssea e sdo dependentes do Timo para
que sua maturagdo ocorra. Ja os linfécitos B se originam de precursores da medula dssea e
sua maturagdo parece ocorrer na propria medula O0ssea em mamiferos. Ambas as células
apresentam grande heterogeneidade de fungdes e especificidade-antigénica.

A fungio predominante das células B € a produgdo de anticorpos
especificos. Os receptores para antigeno nas células B sdo constituidos pelas duas cadeias
leves e duas cadeias pesadas das imunoglobulinas, que s3o divididas em regides varidveis e
constantes. Nas regides variaveis das imunoglobulinas aparecem sitios para ligagdo de
antigenos. Apos interagdo da imunoglobulina de superficie celular com seu especifico
antigeno, na presenga de células T, as células B diferenciam em plasmocitos, que sdo os
responsaveis pela produgo dos anticorpos circulantes.

Ja, a principal fungio das células T € de auxiliar as células B, outras células
T, macrofagos, células citotoxicas naturais, entre outras, através de interacdes celulares
diretas e através da secregdo de linfocinas. As células T com estas fungdes sdo chamadas
de células T auxiliares e expressam na sua superficie a molécula CD4. Algumas células T
sdo também capazes de matar outras células que expressam antigenos nio proprios e sdo
entfio denominadas de células T citotoxicas. A maioria das células T citotoxicas expressam
a molécula CD8 na sua superficie. A expressio de moléculas CD4 ou CD8 esti
geralmente correlacionada com a especificidade do receptor da célula T. Células T-CD4*

reconhecem antigenos em associacio com proteinas classe-II do complexo principal de



histocompatibilidade (MHC), enquanto que células T-CDg™ reconhecem antigenos em
associagdo com proteinas de classe-1 do MHC.

Os receptores para os antigenos presentes nas células T (TCR) constituem
um complexo molecular formado por wvarias cadeias constantes, coletivamente
denominadas de complexo CD3, associadas ndo covalentemente a duas cadeias
polimérficas que formam um heterodimero (TCR). Cada cadeia do heterodimero é
dividida em regides constantes e varidveis, as regides varidveis formam um sitio para
ligacdo de antigenos.

A principal diferenga entre os receptores de antigenos nas células T e B &
que as células B podem interagir com antigenos livres em solugio, enquanto as células T
somente reconhecem os antigenos apresentados em associagio com glicoproteinas do
MHC expressas nas chamadas "células acessorias". As células acessorias possuem como
fun¢des processar e apresentar os antigenos para as células T, bem como secretar os
fatores de crescimento e diferenciagio durante o desenvolvimento da resposta imune.
Varios tipos de c¢élulas podem funcionar como células acessorias incluindo macréfagos,
monocitos, células dendriticas, células B, células endoteliais e fibroblastos

Portanto, o funcionamento do sistema imune depende de interacdes entre
varias populagdes e subpopulagdes de células linfoides (CLAMAN, 1987) via moléculas
de superficie celular e de moléculas soliveis como as citocinas que sdo liberadas por

populagdes distintas de células imunes.

1.1. CITOCINAS NA REGULACAO DA RESPOSTA IMUNE.

A questdo de como as células envolvidas na resposta imune se comunicam

entre si tem sido alvo de pesquisa desde 1960, quando foi demonstrado pela primeira vez



que linfécitos poderiam proliferar "in vitro" quando desafiados com mitogenos, antigenos
ou células alogénicas. Numerosos estudos que surgiram apos esta década demonstraram
que sobrenadantes da cultura de linfocitos estimulados com antigenos ou mitogenos
apresentavam fatores soluveis que poderiam induzir a proliferagio de células T ou B,
resultando na diferenciago de células produtoras de anticorpos e ainda poderiam induzir a
ativagiio de células T citotoxicas, macrofagos e outras células inflamatérias. Foi
originalmente assumido que a principal fonte desses fatores eram os linfocitos. No
entanto, GERY e col. demonstraram em 1972 que os macréfagos poderiam também
liberar um fator mitogénico solavel denominado fator ativador de linfocito (LAF). A
caracterizagio desses mediadores progrediu lentamente nessa época, devido ao fato deles
serem produzidos por populagdes mistas de células linféides e ainda pelos ensaios usados
para detecta-los que eram complexos e na maioria das vezes envolviam populagdes
heterogéneas de células linfoides. Portanto, usando esses ensaios a atividade avaliada
poderia ser resultante da a¢do de mais de um fator ativador. Nesta época entdo, a
caracterizagdo bioquimica desses fatores limitou-se a determinar o peso molecular por
cromatografia de filtragdo bem como o ponto isoelétrico desses mediadores. O termo
genérico de linfocina foi adotado para descrever esses fatores e a cada fator foi dado o
nome da atividade biologica por ele induzido, de modo que na metade da década de 70
mais de 100 diferentes atividades biologicas tinham sido descritas.

O ponto predominante visto na década de 70 foi que os fatores
mitogénicos eram de fato mediadores da resposta proliferativa das células T, e foi
considerado que essa resposta proliferativa dependia da presenca de antigeno ou
mitégeno. Este panorama mudou radicalmente em 1976 quando MORGAN e col.
observaram que o sobrenadante da cultura de células mononucleares do sangue periférico
humano estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) promoviam a proliferagio de células T
“In vitro" na auséncia de antigeno ou mitogeno. Esses achados permitiram o isolamento de

clones funcionais de células T. A clonagem de linhagens de células T permitiu o



desenvolvimento de ensaios para determinar as atividades mitogénicas presentes nos
sobrenadantes da cultura de linfocitos. Em 1979, no "Second International Lymphokine
Workshop", um consenso foi atingido (AARDEN et al., 1979) a respeito da defini¢io de
dois fatores qque modulavam a ativagio de linfocitos, o LAF um fator produzido por
macrofago e o fator produzido por linfocito T, estudado por muitos laboratérios e
chamados de varias maneiras incluindo fator mitogénico para timéocito (TMF), fator de
crescimento de célula T (FCCT) e fator auxiliar de célula Killer (KHF). Embora ambos os
fatores fossern capazes de estimular a resposta mitogénica de timdcitos a PHA, eles
podiam ser facilmente diferenciados com base no tipo de célula responsavel pela
produgdo, por critérios bioquimicos e mais importante pela capacidade do produto da
célula T mas ndo do LAF, para manter linhagens de célula T "in vitro". Devido a
propriedade essencial de ambos os fatores agirem como um sinal de comunicagio entre
diferentes populagdes de leucdcitos, o termo interleucina (entre leucécitos) foi adotado. O
LAF foi designado interleucina-1 (IL-1) e o TSF foi designado interleucina-2 (IL-2).

Nos ultimos 10 anos, muitas citocinas tém sido caracterizadas a nivel
celular e molecular. A sua identificagio foi facilitada pelo desenvolvimento de bioensaios
que monitoram a atividade de um dnico fator, pelo isolamento de linhagens de células
clonadas que servem como fonte homogénea do fator, pelo uso de anticorpos
monoclonais e pela a aplicagiio de procedimentos bioquimicos (ex: cromaﬁograﬁa liquida
de alta resolugdo) para separar os fatores ativos, das proteinas contaminantes. E ainda, a
aplicagéio das técnicas de biologia molecular tem permitido isolar os cDNAs responsaveis
pela sintese de cada uma delas, permitindo a produgfio de citocinas recombinantes que
podem ser usados em estudos "in vivoe" e "in vitro".

Sabe-se hoje, que as citocinas sdo proteinas hormonais secretadas durante
a resposta imunologica e inflamatoria por varios tipos de células, e sdo responsaveis pela
maioria dos sinais intercelulares necessarios a integridade da resposta a grande variedade

de estimulos externos. Foi demonstrado que as citocinas estdo envolvidas na regulacio da



hematopoiese e linfopoiese por afetar as fungdes de todos os tipos de células responsaveis
pela resposta imune. Excessiva produgdo de citocinas como visto nas inflamagdes cronicas
tem consequéncias patologicas. Cada citocina ¢ frequentemente produzida por mais de
um tipo de ce€lula e um padréo diferente de produgio de citocinas pode ser induzido por
varios estimulos. Adicionalmente, diferentes estimulos podem ativar tipos distintos de
células levando a secregdo de varias combinagdes de citocinas. Isto pode resultar em
diferentes respostas fisiologicas para cada tipo de estimulo.

As citocinas sdo mediadores extremamente importantes que interagem com
os receptores de superficie celular especificos de alta afinidade e cuja agdo geralmente
ocorre de maneira autécrina ou paracrina. A produgdo das citocinas é transitoria e os
RNAm para algumas dessas citocinas (ex: INF-3 e IFN-y , GM-CSF e G-CSF) possuem
mela vida extremamente curta (< 30 minutos) enquanto que a meia vida de outros RNAm
(ex: IL-16,IL-2, IL-3, IL-4, TNF-a) € maior (1-2 horas), mas ainda curta se comparadas
com a maioria dos RNAm de mamiferos (OPPENHEIM et al., 1991).

Assim, podemos organizar as citocinas em quatro grandes grupos de

acordo com suas principais propriedades biologicas.

GRUPO 0t:
CITOCINAS MEDIADORAS DA IMUNIDADE NATURAL.

Esse grupo de citocinas inclui aquelas que estdo envolvidas na protegio
contra a infecg@o viral e aquelas que iniciam a resposta inflamatoria conferindo protecio
contra bactérias e alguns protozoarios. Fazem parte desse grupo o IFN ac e B, o TNF-q, a
IL-1, IL-6 ¢ as citocinas inflamatorias de baixo peso molecular (ABBAS et al, 1991).

Suas propriedades quimicas e biologicas estdo resumidas na Tabela 1.



TABELSA 1 — ¢ITOCINA HEDIADCRAS DA IBMUNIDADE KATURAL.
CITOCIM NIMEROS DE  P.M.CKD) CELILA CELLA EFEIT0S FRIMARIGS
PRODUTORA ALVO NS CELULAS ALV
IFH (€& B3 20 Ifh-« 184w Nacrofago Todas Anti~viral, ausento da
outros tipos express&o BHC classe-]
celulares anti-proiiferative
1 IFH-B 23 Fibroblasto L} Ativaglo
THF—¢ b 17 ] ?réfa 0 Reutrotfilo Ativagdo (inflamagdo)
edliula
celula B célufa Qtivafaa (inflamapde,
Endeteiial toagulagao)
seiula do Febre
Hipotalamo
Hepatdcito Hoéulai ? Erudugao
sro einas de fage
aguda
¢fiulas ] _
Ruscular ¢ Catabolisme {caquexial
gordurasa
ceiulas T e B (oestimulader
IL-1 2tll-ice 17w tacrofago celulas T ¢ B Coestimulador
outros tipos .
gelulares celula Rttuagao ¢inf famagde,
Endotelial coagulagio)
celula do Febre
Hipotaiams
depatdcito nodulaiap da groducao
e1nas
aguda
eélulas Catabolisme (caquexia)
Huscular e
Gordurosa
IL-6 { 26 () Nacrdfago séiulas T e B Coestimulader
célula . . "
ceéluja celula B Preliferagao
Endotelial madura
hepatacite Hadula%aq da grndupia
Hro einas de fase
aguda
€ITﬁ{:INaa,R 20* 8-18 (wd) Kacrofago Leucocito Quimiotaxia e ativagde
INFLARRTORIAS célula
DE BRIXG PESO Plaqueta
KOLECULRR celula
Endotelial
Fibroblasto

(#) = monOmer

¢

{d) - dimero

% _ 29 genes descrites e outros ainda ndo relatados



GRUPO 02:
CITOCINAS REGULADORAS DA ATIVACAO, PROLIFERACAO E
DIFERENCIACAOQ.

Desse grupo fazem parte as citocinas produzidas principalmente por
linfocitos T ativados por antigeno e que 530 responsaveis pela regulagio dos proprios
linfocitos T. As citocinas que possuem essa funcdo sdo a IL-2, 1.4 ¢ TGF-B, cujas

atividades estdo resumidas na Tabela 2 (ABBAS et al., 1991).

GRUPO 03:
CITOCINAS ATIVADORAS DE CELULAS INFLAMATORIAS,

Nesse grupo estdo aquelas citocinas produzidas por células T CD4™ e
CD8™ apés a estimulacio antigeno especifica e sio responsaveis pela ativacio das
fungdes de células efetoras nio especificas. Portanto essas citocinas, IFN-y, linfotoxinas,
IL-5 e MIF sio mediadores da fase efetora da imunidade celular. As propriedades gerais

dessas citocinas estdo resumidas na Tabelz 3 (ABBAS et al , 1991).

GRUPO 04:
CITOCINAS QUE ESTIMULAM A HEMATOPOIESE.

Varias citocinas produzidas durante a resposta imune possuem um efeito
estimulatorio na proliferacio e diferenciagdo de células progenitoras da medula 6ssea. Por

conseguinte, as reagdes inflamatorias e imunes induzem a produgio de novos leucdcitos.



TABELA 2 ~— CIT0CINAS MEDIADORAS DA ATIVAGAD, PROLIFERAGRD E DIFERENCIACKD,

CITOCING NOMEROS DE P (KD CELULA CELUL EFEIT0S PRIMARIOS
GENES PRODUTORA ALYO NAS CELULAS ALVOS
IL-2 { 14-17{m) célula T celula I ?rol;feragaa, proéup?n de
¢citocinas
célula KK Proliferagdy,  ativaglo
célula B Proliferagfo, sintese de
anticorpo
-4 | 28w celula T (D4* célula T Proliferaphs
célula B Ativacde, Yral:ferap?o,
switehigg g ?
expressao de € 23(F0€R b
Macrdfago  Expressdo de (D23
1GF-5 2 14{he/he) sélula T célula 1 In:blgib da _ ativagdo e
macrdfago @ da pr Elferaqao
putras . “
kaerdfago  Inidige da ativagdo
sutras Requiag?o da proliferap?o
(M) - mondmero

(ho/he) =  homodimero/hetercdiners
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TABELA 3 — C(ITGCINAS HEDIRDORAS DA QTiURg’;E DE CELULAS EFETORAS.

CITOCINA HUMEROS DE P.M.(RD) CELULA CELYLA EFEITOS PRIMARIOS
GENES PRODUTORS: ALvo NS CELULAS ALWOS
IFN- i 21-24(ho) célala T Maerdfage Rtiuagga
célula Nk .
gelula C w
Endotelial ktivagao
célula KK Rtivagdo
autras fumento de MHC classe-i
e classe Il
THF-5 1 24(ht) célula T Neutrdfilo Ativapdo
oélula W
Endotelial Ativagae
IL-5 { 200m) ciula T Eosindfile ativaglo
célula B Proliferagio ¢ ativagio
nIF 7 ? cfiula T Hasrdfoge Conversin do estade de
mebifidade para imobi-
lidade
(" - wonBmero
tho) - hompdimero

¢ht) homotrimero



i1

As citocinas que estimulam a expansdo e diferenciagdo de células progenitoras da medula
Ossea sdo coletivamente chamadas de fatores estimuladores de colonias (CSFs) devido a
sua capacidadade de estimular a formagdo de coldnias de células na cultura de medula
ossea. Os nomes que antecedem ao CSFs refletem o tipo de coldnia que é produzida,
como mostra a Tabela 4 (ABBAS et al., 1991).

Portanto, as citocinas servem como mediadores da informagio regulatoria,
mas como citamos anteriormente, ¢ reconhecimento intercelular é um evento central no
desenvolvimento da resposta imune especifica e inflamatdria. O funcionamento
inapropriado das interagdes celulares pode causar doenga. Por exemplo, um defeito na
adesdio de leucocitos e na adesdo de plaquetas pode resultar respectivamente em
infecgBes bacterianas repetitivas ¢ sangramento da mucosa (SHARON & LIS, 1989). Por
outro lado, © reconhecimento e interacdes aberrantes entre células tém como
consequéncias crescimento ¢ mobilidade ndo controlados que caracterizam as

transformacdes neoplasicas e as metastases (RAZ & LOTON, 1987).

1.2. LECTINAS ENDOGENAS COMO MOLECULAS DE RECONHECIMENTO.

Para o entendimento da base molecular das inteagdes entre as células foi
necessario o auxilio de muitas areas da biologia. Varios dados tém sugerido que esse
processo € altamente seletivo e geralmente provido de uma especificidade estereoquimica
de complementariedade entre as moléculas. Isto é, deve haver complementariedade entre a
molécula que carrega a informagio biologica e aquela que é capaz de decodificar a

informagdo. O reconhecimento intercelular ¢, portanto, outro aspecto do conceito



TABELA 4 - C(IT0CINAS HEDIADGRAS DA ?RQLIFERR;EG E DIFEREHCERQEQ DE LEUCOCITOS THATURCS.

CITOCINA NOMEROS DE  P.N.(KD) CELULA CELULA EFEITOS PRIMARICS
GENES PRODUTORA ALUO NAS CELULAS ALUOS
IL-3 i 20-28(m célula T oflula Prgliferagge ¢ diferenciagdo
progenitora de  toda as hnhaans
imztura celulares
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fundamental de complementariedade chave fechadura originalmente formulado por EMIL
FISCHER (1897)! para explicar a interacdo entre enzimas e substratos. Esta hipotese foi
estendida por PAUL EHRLICH (1900)! e FRANK LILLIE (1914)! para descrever a
interagdo das células com moléculas soltiveis e com outras células respectivamente. Na
década de 20, a hipotese chave-fechadura tornou-se um conceito tedrico central para a
biologia celular. A natureza das moléculas envolvidas no reconhecimento celular era ainda
um mistério.

A possibilidade de que varios dos eventos envolvidos no reconhecimento
celular sejam mediados por carboidratos e lectinas, tem recebido aten¢do nos timos 20
anos. As lectinas representam uma classe de proteinas de origem nfo imune que se ligam
de maneira ndo covalente a carboidratos (LIS & SHARON, 1986).

INos anos 70 foi estabelecido que a maioria das células apresentam na sua
superficie carboidratos na forma de glicoproteinas, glicolipides e polissacarideos (COOK,
1986). Ao mesmo tempo, foi demonstrado que os carboidratos possuem potencial para
codificar informagdes biologicas (COOK, 1986; SHARON, 1975, SHARON, 1980).

Nos peptideos e oligonucleotideos a informagio contida é baseada somente
no numero e sequéncia de unidades. Nos polissacarideos no entanto, a informagio é
também codificada através da posi¢io e configuragdo anomérica (a ou B8) de unidades
glicosidicas e ainda na ocorréncia de arranjos lineares ou ramificados. Dessa maneira, a
partir do mesmo numero de mondmeros, muito mais estruturas podem ser criadas com
carboidratos do que com aminoacidos (SPRINGER & LASKY, 1991). Entdo
teoricamente, urn enorme nimero de componentes podem ser derivados de um numero

relativamente limitado de monossacarideos, levantando a hipétese de que a

PFISCHER, E. - EHRLICH, P. - LILLIE, F. apud GILBERT, S.F. & GREENBERG, J.P. -
Inteilectual traditions in the life sciences, |l. stereocomplementarity. Perspect. Biol. Med.,

28:18-34, 1984,
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"especificidade” de polimeros naturais seja escrita em termos de residuos de agucar e nio
de aminoacidos ou nucleotideos (SHARON, 1975),

Vanas observagdes sugerem que a interagdo lectina-carboidrato possue um
importante papel nos mecanismos de reconhecimento celular e de comunicagdo entre as
células do sistema imune. J& é bem conhecido o fato de todas as células do sistema imune
apresentarem carboidratos e lectinas de diferentes especificidades em sua superficie. Por
exemplo, macrofagos peritoniais apresentam em sua superficie lectinas especificas para B-
D-galactose (MUELLER et al., 1983) e para D-manose/N-acetil-D-glucosamina (STAHL
et al., 1978). Foi demonstrado que essas lectinas participam da fagocitose (WARR, 1980,
STAHL et al., 1984) e da pinocitose (STAHL et al., 1980, SUNG et al.; 1983) de
patogenos, eritrocitos danificados ou glicoproteinas. A observagio de que a fagocitose de
células tumorais autdlogas, que possuem residuos de monossacarideos na superficie (D-
manose, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-galactosamina), por macroéfagos levando a
ativagdo destes, sugere a participagdo da interag3o lectina-carboidrato na ativagio de
macrofagos (CHATTOPADHYAY & BATTACHARYYA, 1987).

Uma lectina de 45-60 kDa especifica para galactosamina/N-acetil-
galactosamina (Gal/Gal-NAC) purificada a partir de macrofagos ativados foi descrita por
ODA e col. (1989). Neste sentido, verificou-se que essa lectina participa na Interagio
entre as células tumorais e os macrofagos tumoricidas, como por exempio na interagio
entre os macrofagos ativados com o tumor OK-432. Estes resultados sugerem que a
interagdo de macrofagos ativados com as células tumorais via lectina especifica para
Gal/Gal NAC possul um importante papel no mecanismo de morte das células tumorais.

Virias rea¢des imunotoxicas, incluindo a citotoxidade mediada por células
NK e linfocitos T citotoxicos, podem ser inibidas por mono e oligossacarideos (BRUNDA
et al., 1983, KORNBLUTH, 1985), sugerindo, portanto, o papel da interagdo lectina-
carboidrato nesses mecanismos. Foi demonstrado ainda que carboidratos presentes na

superficie das celulas tumorais estio envolvidos predominantemente no seu
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reconhecimento e destrui¢io por células NK (STUTMAN et al., 1980; ADES et al., 1981;
MacDERMOTT et al, 1981; SMETS & BOLSCHER, 1985) e pelos linfocitos T
citotoxicos (PIL.MOTT & MILLER, 1986).

A atividade de lectina tem sido descrita também para proteinas presentes na
membrana de outros tipos de leucocitos. Essas lectinas estariam promovendo a interagdo
adesiva entre leucdcitos e o endotélio das vénulas pos-capilares, necessaria para a
migrago direcionada ou "homing" dessas células (STOOLMAN et al., 1984). Exemplo de
receptores para carboidratos presentes em superficies celulares ¢ a recém-descrita familia
das selectinas, constituidas por trés membros, que sdo: a) as LEC-CAM, que medeiam a
interagdo de leucocitos com o endotélio através de residuos de acido silico; b) as
PADGEM (CD 62), presentes em plaquetas e células endoteliais e que promovem a
interagdo dessas com os neutrofilos e os mondcitos através do fator Lewis-X (CD 15); e
¢) ELAM-1, presentes também em plaquetas e endotélio promovendo a interagdo com
neutrofilos através de fator Lewis-X sializado (SPRINGER & LASKY, 1991).

TANAKA e col. (1993), demonstraram que uma proteina inflamatoria
produzida por mondcito la (MIP-1a), possui um sitio ligante para glicosaminoglicana e
que essa lectina induz quimiotaxia e adesdo de células T. Mais especificamente a MIP-1a
aumenta a adesdo de células T-CD8™ 4 chamada molécula vascular de adesdo celular -
VCAM-1. Os autores sugerem que a MIP-1a e outras lectinas com sitios ligantes para
glicosaminoglicanas ligando a proteoglicanas presentes no endotélio podem estar
promovendo uma adesdo seletiva de subtipos de linfécitos.

Componentes polissacarideos de microrganismos patogénicos ou nfo
patogénicos sdo provavelmente um dos elementos importantes no seu reconhecimento
pelas células do sistema imune e podem, portanto, estarem envolvidos nos mecanismos de
regulagdo positiva ou negativa do sistema imune. Como exemplo de polissacarideos
naturais de fungos com fungdo imunorregulatoria, podemos citar as B-glucanas

presentes nos fungos da espécie Lentinus edodes (MAEDA et al., 1974). Entre os varios
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mecanismos de atividade imunofarmacologica das glucanas estdo o efeito anti-tumoral, a
prevencio da carcinogenese (JACQUES, 1982), o aumento da resisténcia do hospedeiro
as infecgOes bacterianas, virais, parasitarias e aos fungos (CHIHARA, 1983), o aumento
da atividade proliferativa e fagocitica dos fagécitos mononucleares e as propriedades
adjuvantes (Dil.UZIO, 1983; DIiLUZIO,1985). No entanto, muitas dessas propriedades
nio foram completamente explicadas. Inicialmente, a ligagio das glucanas aos seus
receptores especificos presentes na superficie de monocitos (CZOP & AUSTEN, 1985a)
seguida de ativagdo celular (CZOP & AUSTEN, 1985b), se constituia numa explicagio
plausivel para estas propriedades. Resultados posteriores no entanto, obtidos de estudos
estruturais das glucanas sugerem que o fator essencial necessario para sua atividade anti-
tumoral € o ligante B-(1-3)-D-glucosil e 0 alto peso molecular das glucanas (ADACHI et
al, 1989).

O polifrutofuranosideo soluvel em 4gua (Levana) isolado da bactéria
Aerobacter levanicium, com peso molecular proximo de 2x104 kDa é um outro exemplo
de polissacarideo natural imunomodulador. Esse tem mostrado possuir atividade anti-
tumoral contra linfoma (AKR), melanoma B16, leucemia MBL?2 e carcinoma de Lewis do
intestino. A levana combate o tumor por meio do aumento da acgdo citotodxica direta das
células linféides do hospedeiro, pela capacidade de influenciar as fungdes das células T e
dos macréfagos em varios mecanismos € pela atividade mitogénica T independente sobre
as células B (SHEZEN et al., 1978).

Propriedades imunomoduladoras tém sido observadas ainda em varios
tipos de mananas. Ent3o, mananas de Rhodororula rubra, composta de cadeia linear de
unidades de manopiranosideo unida por ligagdes glicosidicas B-(1-3) e B-(1-4) alternadas,
com peso molecular aproximado de 65 kDa, altamente solivel em agua, também mostrou
atividade anti-tumoral contra sarcoma-37, melanoma e outros tumores experimentais nio
especificos (ELINOV et al,, 1979). Esse polissacarideo ativou macrofagos "in vitro" mas

inibiu sua migra¢@o. Também aumentou o nivel de varias enzimas proteoliticas e o nivel de
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células linfordes no plasma sanguineo. Propriedades imunorreguladoras interessantes e
complexas foram demonstradas para mananas isoladas da parede celular do fungo
Candida-sp. Uma fonte representativa desse polissacarideo € Candida albicans que ¢ um
fungo de habito intracelular (YOUNG et al., 1974). A manana consiste de cadeias laterais
de manosil, em que os residuos de manose estdo ligados por ligagdes a-(1-6) para formar
uma "espinha dorsal" que € altamente substituida por pequenas cadeias de oligomanosideo
contendo maior numero de ligagdes internas do tipo a-(1-2) e a-(1-3) (KOGAN et al.,
1988). Foi demonstrado que as mananas purificadas modulam negativamente a resposta de
células formadoras de anticorpos em varios niveis. A interagdo de macrofagos com
mananas de Candida-sp via seus receptores para manose/N-acetyl-D-glucosamina parece
estar envolvido no fendmeno clinico supressivo de pacientes com infecgdes de repeticio
por Candida vaginitis (WITKIN et al., 1986). Experimentos "in vitro" mostraram que 0s
macrofagos desses pacientes inibem a proliferagio dos linfocitos de individuos normais.
Sugeriu-se que o efeito supressivo ocorria através da produgfio de prostaglandinas por
macréfagos, porque a adigdo de inibidores de prostaglandinas a cultura evita que
macrofagos destes pacientes inibam a resposta proliferativa normal (WITKIN et al,,
1986). Entdo, estes resultados sugeriram que mananas de Candida-sp tém potencial para
influenciar multiplas fungdes biologicas "in vivo" e "in vitro” (DOMER, 1989).
Recentemente evidenciou-se as propriedades imunossupressivas dos membros da familia
de oligdmeros derivados de mananas de Candida-sp, que em maior intensidade que a
propria manana, suprimem a fungio imune mediada por células T em pacientes com
infecgbes cronicas por Candida albicans (PODZORSKI et al., 1990).

Portanto, a ocorréncia de polissacarideos naturais pode ser um importante
agente imunorregulador. Dependendo da estrutura em questdo os polissacarideos podem
estimular ou inibir a resposta imune por meio de varios mecanismos incompletamente
entendidos. As lectinas presentes na superficie de células imunes sdo provavelmente

essenciais na mediagdo de sinais reguladores da resposta imune.
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As lectinas solivels com propriedades reguladoras sdo também
encontradas em vertebrados. Muitos tecidos de vertebrados contém lectinas solaveis
ligantes de galactose (BARONDES, 1984; BARONDES et al., 1988; DRICKAMER,
1988). Lectinas desse tipo sao reguladoras do desenvolvimento e sio expressas em
diferentes estagios de diferenciagio de varios tecidos. SZo encontradas no citoplasma da
célula ou na matriz extracelular, dependendo do tecido e do estigio de desenvolvimento
tissular (BARONDES et al,, 1988). Esse grupo de proteinas pode, por exemplo, estar
envolvido no processo de desenvolvimento embrionario dos tecidos. Recentemente, uma
proteina soluvel ligante de B-galactosideo, foi descrita como sendo um fator autdcrino,
supressor de crescimento celular. Fibroblastos de embrides de camundongo liberam esse
fator que entdo inibe reversivelmente a proliferagdo celular (WELLS & MALLUCCI,
1991). Um outro grupo de lectinas soluveis de vertebrados possue especificidade para
heparina (CARON et al., 1986) e provavelmente age como um fator regulador especifico
da proliferagdo de tecidos na fase embrionaria (MACIAG et al,, 1984). Um grupo de
lectinas soliveis especificas para manose foi descrito por EZEKOWTTZ & STAHL
(1988) e parece posssuir nitida propriedade imunorregulatoria. Essas proteinas ligantes de
manose sdo sintetizadas pelo figado como parte da resposta imune de fase aguda, e sua
sintese "in vitro" parece ser regulada positivamente por citocinas (KUHLMAN et al.,
1989). A interagdo de patogenos contendo grande quantidade de residuos de manose
resulta na opsonizagdo e morte destes por fagocitose (KUHLMAN et al., 1989). O efeito
bactericida € dependente da concentragio da lectina e do complemento (KAWASKI et al
1989).

Um achado surpreendente sobre a participagdo na imunorregulagio de
lectina endogena especifica para manose foi descrita por MUCHMORE & DECKER
(1987). Estes autores observaram que a IL-1a exibe atividade tipo lectina associando-se
através de hgagdes N-glicosidicas a uma glicoproteina homogénea isolada da urina

humana, denominada uromodulina. Também foi demostrada a interagdo tipo lectina do
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TNF recombinante (SHERBLOM et al., 1988) e da IL-2 (SHERBLOM et al., 1989) com
a mesma uromodulina. Com a identificagdo do sitio glicosidico da uromodulina os autores
concluiram que os residuos de oligomanosideos com estruturas definidas sio os
responsaveis pela ligacio especifica das linfocinas, através de sitios com atividade de
lectinas. No entanto, vertficaram que o sitio com atividade de lectina da IL-2 ¢ distinto do
sitio ligante ao receptor para IL-2. Foi entdo proposto que a especificidade para IL-2 ndo
¢ um achado acidental, mas sim que este fato possui um papel critico na remogiio desta
interleucina ("clearance”) e na regulag@o de sua atividade biolégica (SHERBLOM et al.,
1989). Essas observagbes abrem uma nova perspectiva para a importincia do

reconhecimento entre lectinas e carboidratos na regulagdo da resposta imune em humanos.

2. LECTINAS DE PLANTAS COMO FERRAMENTAS NO ESTUDO DA
IMUNORREGULACAOQ.

Viérios métodos, incluindo a inibicdo de biossintese de carboidratos por
moléculas de baixo peso molecular (DATEMA et al, 1987, ELBEIN, 1987),
deglicosilagdo por endoglicosidases (MALEY et al, 1989; SCHWARZ & DATEMA,
1982) ou hidrolise (WELPLY, 1989), sdo frequentemente usados para o estudo do papel
de carboidratos de superficie na imunorregulagdo. No entanto, as primeiras observagdes
sobre as fungdes dos carboidratos na resposta imune foram obtidas com o uso de lectinas
de plantas (Tabela 5). Estd bem documentado que as lectinas Concanavalina-A (Con-A) e
fitohemaglutinina (PHA) apresentam atividade mitogénica em linfocitos (REICHERT et
al., 1973). As lectinas podem ser classificadas como mitogénicas ou ndo mitogénicas,

baseado na sua capacidade em aumentar a sintese de DNA e de induzir transformagio



TABELA 5 — CARACTERISTICNS DE LECTINAS LIGANTES DE
DO SISTEMA THUKE,

20

(HRBOIDRATOS DE SUPERFICIE Dt ¢ELuLAs
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blastica de populagdes especificas de linfocitos. Con-A assim como PHA sio mitégenos
seletivos para célula T e parecem ligar-se ao TCR dessas células (KANELLOPOULOS et
al, 1985), embora outras glicoproteinas da mesma célula também estariam sendo
estimuladas. Em contraste com a Con-A, a aglutinina extraida do germe de trigo (WGA)
produz um sinal negativo na ativagio de linfocitos (GREENE et al., 1976) que resulta na
inibi¢do de proliferagdo dessas células (GREENE & WALCHMANN, 1980). A ativacio
de linfocitos por lectinas mitogénicas ¢ comparavel 4 ativagio antigénica, com
consequente modificagdes morfoldgicas, modulagdo fenotipica de determinantes de
superficie e liberagd@o de linfocinas e imunoglobulinas (WHISLER & YATES, 1980). Em
contraste com a ativagdo antigénica, a estimulagdo induzida pela lectina leva a ativagdo
policlonal das células que possuem as glicoproteinas de superficie especificas para a
lectina (WHISLER & YATES, 1980; MILLER et al., 1982). As lectinas mitogenicas, bem
como, as ndo mitogénicas ligam-se a glicoproteinas de superficie celular e provocam o
"patching”, "capping” e a endocitose do complexo lectina-glicoconjugado (CONE, 1977).
Como no caso da estimulagiio antigénica dos linfocitos, a ativagio mediada por lectina
parece ser dependente da presenca de células acessorias (ROSENSTREICH et al., 1976;
KIMURA & ERSSON, 1981). QOutras investigagdes tém mostrado ainda que as lectinas
de planta, como a Con-A, a WGA e a PHA inibem a citotoxidade de células T do sangue
periférico humano, ¢ de clones de linfocitos T citotoxicos, por meio da modulagio de
estruturas de superficie celular presentes na célula alvo que estio envolvidas na citolise
(SITKOVSKY et al,, 1984; TORIBIO et al., 1985).

Uma outra lectina de planta bastante estudada é o mitogeno pokeweed
(PWM), isolado de Phytolacca americana que possui diferentes propriedades
imunoestimuladoras. Foi demonstrado que o PWM estimula a produgio de
imunoglobulinas por células B, e que esta produgdo é regulada por células T auxiliares e
supressoras (KINA et al, 1982). Esses dados sugerem que a ativagdo induzida pelo PWM

¢ dependente de linfocinas secretadas pelas células T auxiliares CD4™ Um outro forte
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ativador policlonal de células B com grande atividade mitogénica para célula T ¢ a lectina
Jacalina isolada da semente da jaca de A. integrifolia (BUNN-MORENC & CAMPOS-
NETO, 1981).

Portanto, os resutados obtidos com lectinas de plantas, como ferramenta
experimental, indicam que a imunorregulacio € mediada por carboidratos através da
estimulagdo de células imunes especificas e posterior secregdo de citocinas. Ou ainda,
através de modificagdes direta de moléculas de superficie celular na célula alvo imune,
com consequéncia secundaria nas interagdes célula-célula. A sinalizacio intracelular,
depois do evento da ligacio lectina-carboidrato, a partir da membrana da célula imune até

o nivel génico e vice-versa € provavelmente mediado por um mensageiro comum.

3. O EXTRATO BRUTO DE A. integrifolia E SEU PAPEL NO ESTUDO DA
INTERACAO LECTINA-CARBOIDRATO.

Os estudos iniciais com uma lectina extraida de sementes de 4. integrifolia
visavam © seu emprego como elemento discriminador de formas de crescimento de
Trypanosoma cruzi (PEREIRA et al., 1980) e como substincia ativadora de linfocitos
humanos  (BUNN-MORENO & CAMPOS-NETO, 1981). Foi mostrado
independentemente por dois autores (PEREIRA et al., 1980; SURESHKUMAR et al.,
1982) que a especificidade glicidica dessa lectina era a D-galactose e seus derivados. Em
seguida, essa lectina foi purificada e caracterizada por dois grupos que determinaram
cromatograficamente seu peso molecular como sendo 43 kDa (MOREIRA & AINOUZ,
1981) ou 39,5 kDa (SURESHKUMAR et al, 1982). A eletroforese em SDS-PAGE

revelou uma banda, a Jacalina, correspondente a 10,5 kDa, sugerindo que esta lectina seria
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um tetrimero (APPUKUTTAN &. BASU,1985a). Sua cromatografia em sepharose-Con-
A revelou ser ela uma glicoproteina (SURESHKUMAR et al., 1982). APPUKUTTAN &
BASU (1985a) verificaram que esse tetrdmero tem apenas dois sitios de ligagio glicidica.
Esses mesmos autores demonstraram que os residuos de tirosina e lisina fazem parte do
sitio de ligacio dessa lectina (APPUKUTTAN & BASU, 1985b). Apds a observacio
original de que a Jacalina era um ligante de IgA humana através de residuos terminais de
D-galactose (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-NETO, 1985), numerosos estudos
surgiram empregando essa lectina para a purificagdo dessa imunoglobulina (KONDOH et
al,, 1987, AUCOUTURIER et al., 1988). KONDOH e col. (1986) verificaram que a
Jacalina era ligante da subclasse de IgAl humana e outros autores confirmaram e
estenderam esses estudos ao demonstrarem que a IgD era também ligante dessa lectina
(AUCOUTURIER et al, 1987, ZHER & LITWIN, 1987). Verificou-se também que a
Jacalina ndo € capaz de ligar-se a IgA de porco, cabra, cavalo, boi, cio (WILKINSON &
NEVILLE, 1988), camundongo ou rato (SKEA et al., 1988). ROQUE - BARREIRA e
col. (1986) purificaram a Jacalina do extrato salino da semente de 4. integrifolia por
cromatografia de afinidade, empregando a coluna Sepharose-IgA. A analise imunoquimica
da Jacalina assim purificada teve o seu peso molecular determinado, por gel filtrago,
como sendo de 43 kDa. Ja o SDS-PAGE revelou a presenga de duas bandas com peso
molecular de 11,8 e 14,7 kDa, indicando que a molécula Jacalina consiste de 3-4
subunidades ndo idénticas de polipeptideos (ROQUE-BARREIRA et al, 1986).
Posteriormente, a Jacalina foi submetida a estudos cristalograficos preliminares (BASU et
al., 1988) e teve a especificidade fina do seu sitio glicidico (SASTRY et al, 1986;
MAHANTA et al, 1990} e sequéncia de aminoicidos (YOUNG et al, 1991)
determinadas. A cristalografia confirmou a configuragiio tetramérica com 39500 Mr e as
analises de ligacdo de sacarideos revelaram o reconhecimento especifico da estrutura (B-

D-gal(1-3) Dgal NAc).
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A lectina Jacalina € formada por duas cadeias, uma subunidade $ de 20
residuos de aminoacidos e uma subunidade-o de 133 residuos de aminoacidos (YOUNG
et al., 1991). Uma analise mais detalhada revelou que tanto a subunidade o como a B
possuem variagdes nas cadeias, indicando a existéncia de multiplas isoformas de Jacalina
(YOUNG et al, 1991). A existéncia de varias isolectinas na semente de A. intergrifolia foi
confirmada por YANG & CZAPLA (1993) que isolaram e caracterizaram 4 clones de
c¢DNA da semente dessa fruta, que codificam diferentes isoformas da lectina Jacalina.

A demonstracio inicial de que o Extrato Bruto de sementes de jaca
apresentava forte atividade mitogénica para células T humanas e era um forte ativador
policlonal de células B humanas (BUNN-MORENO & CAMPOS-NETO, 1981; BUNN-
MORENO, 1986), despertou bastante interesse ¢ iniciou-se um aprofundamento no
estudo de suas atividades biologicas. Verificou-se que a Jacalina era um indutor do INF-
gama e de fatores de crescimento para células T (CRANE et al., 1984; DALMAU et al.,
1989) de modo comparavel ac que se obtém com a Con-A.

Foi demonstrado recentemente que a jacalina inibe a infecgdo "in vitro” do
HIV-1 em ce€lulas linfoides. O efeito anti-HIV-1 da Jacalina ocorre provavelmente através
da ligacdo desta lectina 4 molécula CD4 impedindo a ligagdo da glicoproteina viral gp 120
(FAVERO et al, 1993).

Desde a sua descri¢do como ligante de D-galactose e IgA_ a Jacalina tem
sido largamente empregada na biologia de modo geral. Por exemplo, a Jacalina tem sido
usada para estudar a fungdo de galactosiltransferases de IgA do leite e do soro
(McGUIRE et al., 1989). Foi demonstrado que a IgA encontrada em depositos renais na
nefropatia por IgA apresenta glicosilagio anormal, estado este avaliado através de sua
menor liga¢do a Jacalina do que os controles normais (ANDRE et al., 1990). A Jacalina
também foil empregada para purificar os complexos imunes compostos por anticorpos da
classe IgA anti-lactato desidrogenase (BACKER & HARFF, 1989) e para purificar os

fragmentos do fator Va da coagulagdo (HORTIN, 1990). No campo da embriologia, a
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Jacalina tem sido usada para identificar glicoproteinas de tecidos neuronais em
diferenciagdao (DAVIES et al., 1990).

Durante o emprego de Jacalina purificada por cromatografia de afinidade
em coluna de D-galactose-agarose, foi observado que esta lectina passava a exercer
atividade apenas modesta sobre células T e B (MIRANDA-SANTOS et al. 1991a).
Estudos bioquimicos e bioldgicos do extrato salino da semente de 4. integrifolia
revelaram que este extrato apresentava duas lectinas distintas; a Jacalina, lectina ligante de
D-galactose e outra lectina, ligante de D-manose denominada Artocarpina. A Artocarpina
€ responsavel pela atividade mitogénica sobre células T humanas e células esplénicas
murinas e também induz a ativagdo policlonal de células B humanas e murinas. A Jacalina
¢ ligante de IgA e inibe a proliferago celular induzida pela Con-A (MIRANDA-SANTOS

etal., 1991a eb).
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II. OBJETIVOS
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Visto que as lectinas Jacalina e Artocarpina apresentam atividades
biologicas de mitogenicidade e especificidades glicidicas distintas este trabalho tem por

objetivos:

- Avaliar a produgdo de citocinas reguladoras da ativagdo, proliferagio e diferenciagio dos
linfocrtos T, como a IL-2, a IL-4 ¢ o TGF-B, por células esplénicas murinas quando

estimuladas com a frag@o Artocarpina (F. Arto) ou com a Jacalina.

- Avaliar a produgdo de citocinas ativadoras de células inflamatdrias como o INF-gama e
o TNF, por ce¢lulas esplénicas murinas quando estimuladas com a F. Arto ou com a

Jacalina.

- Avaliar a produgdo de citocinas mediadoras da imunidade natural como a IL-6 e 0 TNF,

por células esplénicas murinas quando estimuladas com F. Arto ou com a Jacalina

- Avaliar a produgdo de citocina estimuladora da expansio e diferenciagio de células
progenitoras da medula 6ssea como a IL-3/GM-CSF por células esplénicas murinas

quando estimuladas com a F. Arto ou com a Jacalina.

- Relacionar a especificidade glicidica das lectinas F. Arto e Jacalina com a producio de

citocinas especificas.

.....

lectinas F. Arto e Jacalina respectivamente.

- Relacionar a produgio de distintas citocinas com a consequente iniciacio de respostas

biologicas especificas.
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III - MATERIAIS E METODOS
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1. ANIMAIS.

Os camundongos C3H/HelJ e BALB/c empregados neste estudo foram
criados no biotéeno do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP e foram também gentilmente doados pelo
Prof. Humberto de Araujo Rangel, UNICAMP. Os camundongos foram usados com idade

entre 2 a 3 meses.

2. MITOGENOS E LECTINAS.

O extrato bruto (E.B.) foi extraido de sementes de 4. integrifolia como
previamente descrito (BUNN-MORENO & CAMPOS NETO, 1981). Em seguida, fot
submetido a cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-D-Galactose (Pierce
Chemical Co., Rockford, IL,USA). O efluente da coluna foi monitorado para a quantidade
de proteina coletada, concentrado e dialisado contra solugdo salina. A proteina obtida do
E.B. neste estagio foi denominada Fragdo Artocarpina (F. Arto), e possul especificidade
glicidica para D-manose (MIRANDA-SANTOS, et al.,, 1991 a e b). A fragéo ligante de D-
galactose denominada Jacalina foi entdo eluida com solugdo de NaCl 0.15M contendo
0.4M de D-galactose (Merck S.A. Rio de Janeiro-R.J.) concentrada e dialisada contra
solugdo salina. A concentragio da proteina do E.B. e suas fragdes foram determinadas
pelo método de LOWRY e col. (1951).

Outros mitogenos empregados neste estudo foram a Concanavalina A
(Con-A, Sigma Chemical Co., St. Louis, M.0.-USA) e o Lipopolissacarideo de E. coli
(LPS, Difco Lab., Detroit Michigan-USA).
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3. METO DE CULTURA COMPLETO.

Os meios de cultura utilizados nos ensaios bioldgicos e na manutengio das
linhagens de celulas foram os seguintes: RPMI-1640 ou Dulbecco's (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, M.O.-USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas,
SP-Brasil), 200 mM de L-glutamina, 5x10°M de 2-Mercaptoetanol, 10 pg/ml de
ciprofloxacina (Bayer do Brasil S.A., S5o Paulo,S.P.-Brasil).

A solugdo salina tamponada (BSS) adicionada de 10 ug/ml de Sulfato de
Gentamicina (Shering-Plough LTDA, RIO de Janeiro, R.J.-Brasil) foi usada para lavar as

células espl€nicas e as linhagens celulares.

4. ANTICORPOS MONOCLONALIS.

Os anticorpos monoclonais usados, anti IL-2 (S4B6), IL-4 (11B11) foram
gentilmente doados pelo Dr. Robert Coffman do DNAX Research Institute (Palo Alto,
C.A-USA). Anticorpo monoclonal anti-interferon-gama (XMG1.2) foi doado pelo Dr.
Steven Reed do Seattle Biomedical Research Institute (Sattle, W.A.-USA). E o anticorpo
policlonal anti-interferon-gama, produzido em coelhos, foi gentilmente cedido pelo Dr

Kenneth Grabstein, Immunex Corporation (Seattle, W A.-USA).

5. ATIVIDADE MITOGENICA DAS DIFERENTES LECTINAS CONTIDAS NO
EXTRATO BRUTO (E.B.) DE SEMENTES DE A. integrifolia.

As células esplénicas de camundongos foram coletadas e submetidas a

centrifugacdo em Ficoll-Hypaque. A suspensdo de células mononucleares foi lavada 3
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vezes com BSS e cultivada em placa de 96 pogos a uma congentracdo de 5x10° cel/pogo.
As culturas foram incubadas por um periodo de 72 horas com diferentes lectinas. As
concentragdes do EB., F. Arto e Jacalina variaram de 2,5 a 80 pg/ml. A dose de Con-A
usada variou de 1.25 a 10pg/ml. As culturas foram pulsadas com 0.5 pCi de SH-Timidina
6 a 18 horas antes de seu término e coletadas com um coletor PHD-Cell Harvester. A
incorporagdo de 3H Timidina foi avaliada em contador de cmtilagdo liquida (LBK-Mod.

1218).

6. PREPARO DE MEIOS CONDICIONADOS (M.C.).

Suspensdo de células mononucleares esplénicas obtida como descrito
anteriormente, foi cultivada em placas de vinte e quatro pogos (Comning, N.Y.-USA),
numa concentragio de 5x100 células/pogo, ou em frascos para cultivo celular de 50 ml
(Coring N.Y .-USA), numa densidade de 25x100 células em 5ml de RPMI-completo. As
culturas foram estimuladas com 20 pg/ml de E.B. (Meio Condicionado-E.B.), 40 ug/ml de
F. Arto (Meio Condicionado-F. Arto), 20 pg/ml de Jacalina (Meio Condicionado-
Jacalina), 5 pg/ml de Con-A (Meio Condicionado-Con-A) ou com 5 pg/ml de LPS (Meio
Condicionado-LPS). Apds incubagdo por 48 horas a 379C em estufa contendo 5% CQ,,
os sobrenadantes das culturas foram coletados por centrifugagio e genericamente
denominados de Meio Condicionado-teste (M.C -teste). A presenga de diferentes citocinas
nesses M.C.-testes foi avaliada como descrito nos itens de 7 a 12.

Com a finalidade de determinar a secrecio d.e citocinas produzidas
especificamente por macrofagos ou linfocitos isto é, monocinas ou linfocinas, foram
avaliados os meios condicionados derivados da cultura de populages celulares esplénicas
aderentes (macrofagos) e ndo aderentes (linfocitos) estimuladas com as lectinas. As células

aderentes foram obtidas a partir de células esplénicas totais (5x10° cel/ml) a apés
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incubagdo por 2 horas em placa de cultura de 24 pogos, em estufa a 37°C contendo 5%
CO». As ce€lulas ndo aderentes foram a seguir passadas em coluna de Sephadex G10
conforme preconizado por LY & MISCHELL (1974), lavadas duas vezes com BSS e
ressuspensas para 1.5x100 cel/ml em RPMI-1% SFB. Esta suspensio foi denominada
populagdes celulares ndo aderentes. Meios condicionados usando as duas populagdes

foram obtidos como descrito para células mononucleares esplénicas.

7. DOSAGEM DO FATOR DE CRESCIMENTO PARA CELULAS T (FCCT).

A presenga de Fator de Crescimento para Célula T (FCCT) nos M.C.-
testes foi avaliada através de ensaio biologico usando a linhagem celular CTLL de acordo
com método descrito por GILLIS & SMITH (1977). Uma suspensdo celular contendo
1x105 cel/ml foi distribuida em placa de 96 pogos (100 ul/pogo) na presenca de 100 ul do
M.C -teste. Apds 24 horas de cultivo em estufa a 37°C com 5% de CO», 0.5 uCi de 3H-
Timidina (New England Nuclear) foi adicionado. A cultura foi entio incubada por mais 12
horas, coletada e a incorporagio de 3H-Timidina determinada em contador de cintilagdo
liquida (RACKBETA LBK-1218).

A contribuigao especifica da IL-2 ou IL-4 nos M.C -testes foi avaliada de
acordo com o método de FERNADEZ-BOTRAN e col. (1986), com pequenas
modificagdes. Suscintamente, 100 pl de uma suspensio celular contendo 1x10% células
HT-2/ml foi distribuida em placas de 96 pogos e a seguir 50 ul de cada M.C.-teste foi
adicionado emn triplicata. Estes M.C -testes foram cultivados na presenga ou auséncia de
anticorpo anti-Il.-2 (S4B6-5 ug/ml) ou anti-IL-4 (11B11-5 pg/mi) por 36 horas em estufa
a 370C contendo 5% de CO5. Nas ultimas 12 horas de cultivo foi adicionado 0,5 uCi de
3H-Timidina (New England Nuclear), a cultura coletada e a incorporagdo de 3H-Timidina

avaliada em contador de cintilagio liquida (RACKBETA LBK-1218).



33

8. DOSAGEM DE IL-3 /GM-CSF.

A presenga de IL-3/GM-CSF foi medida peio ensaio colorimétrico de MTT
empregando a linhagem FDCP-1 (Le GROS et al., 1985) como células indicadoras. Em
100 ul de meio RPMI suplementado, 107 células indicadoras foram cultivadas com 20 ul
do M.C.-teste. Apds 48 horas de incubagdo, a formacgdo de formazan foi medida de
acordo com o metodo descrito por MOSMANN (1983). A D.O. da cultura foi
determinada em leitor de ELISA com filtro de 580 nm.

A porcentagem de aumento de secrecfio de IL-3/GM-CSF por células
esplénicas estimuladas com as lectinas F. Arto, Jacalina ¢ Con-A foi determinada. Esta foi
calculada comparando, a D.O. obtida quando a linhagem FDCP-1 foi incubada com o
meto condicionado de cultura ndo estimulada com lectinas, com aquela D.O. obtida
quando a mesma linhagem indicadora foi incubada com o meio condicionado de cultura

estimulada com as lectinas F. Arto, Jacalina ¢ Con-A.

9. DOSAGEM DE TNF.

Para avaliar a presenga de TNF nos M.C.-testes, foi utilizada a linhagem de
célula WEHI-164 clone 13, que ¢ aitamente sensivel ao fator de necrose tumoral, baseado
na técnica descrita por ESPEVIK & NISSEN-MEYER (1986) com pequenas
modificagdes. Uma suspensido contendo 1x10° cel/ml foi incubada por 18 horas a 37° C,
em placa de 96 pogos (100 pl/pogo) na presencga de 50 ul do M.C.-teste. Posteriormente,
foi adicionado 0.5 uCi de 3H-Timidina (New England Nuclear) e a cultura incubada por

mais 4 horas. Apos breve congelamento, para que as células se desprendessem dos pogos,
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as culturas foram coletadas e a incorporagio de 3H-Timidina avaliada em contador de
cintilagdo liquida (RACKBETA LBK-mod.1218).

A concentragio de TNF (U/ml) presente nos M.C -testes foi determinada a
partir da curva padrio utilizando-se TNF humano recombinante, em concentragbes que
variaram de 5 pg/mi a 0.5 ng/ml. Uma unidade de TNF foi definida como sendo a

concentracdo que induz morte de 50% das células WEHI-164 clone 13,

10. DOSAGEM DE IL-6.

A atividade de IL-6 nos meios condicionados foi determinada pelo
crescimento da célula B-9, plasmocitoma dependente de IL-6, como descrito por
AARDEN e col. (1987). Uma suspensdo de 5x104 cel/ml foi incubada em placas de 96
pogos (100 ul/pogo), na presenca de 50 ul do M.C -teste, por 72 horas. Nas tltimas 6-18
horas de cultivo foi adicionado 0.5 uCi de 3H-Timidina. No final desse intervalo, a cultura
foi entdo coletada e a incorporagio de 3H-Timidina avaliada em contador de cintilagio

liquida (RACKBETA L.LBK-mod.1218).

A concentragio (U/ml) de IL-6 presente nos M.C.-testes foi determinada a

partir de curva padro utilizando-se IL-6 murina recombinante. A curva padrdo foi obtida

utilizando-se sete diluigdes seriadas 1/2 (V/V), numa concentragfo inicial de 300 U/mi.

11. DOSAGEM DE TGF-8.

A presenga de TGF-83 biologicamente ativo nos meios condicionados foi
determinada por ensaio bioldgico utilizando-se células CCL-64 (RANCHALIS et al.,

1987). Uma suspensdo de 1x105 cel/ml foi distribuida em placas de 96 pogos fundo chato
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num volume de 100 ul/pogo e foi incubada em estufa de CO9 por duas horas. A seguir, 50
ul dos M.C -testes foram adicionados as culturas em triplicatas, seguido de incubagio por
mais 24 horas. Cada pogo recebeu 0.5 uCi de SH-Timidina (New England Nuclear) 4-6
horas antes do término da incubagdo. Apés breve congelamento para que as células se
desprendessem dos pogos as culturas foram coletadas e as lerturas realizadas em em
contador de cintilagio liquida (RACKBETA LBK-mod.1218).

A concentragio de TGF-B (pg/ml) presente nos M.C.-testes foi
determinada a partir de curva padrdo, utilizando-se TGF-B humano recombinante em

concentragdes que variram de 10 ng/mi a 0.001 pg/ml.

12. DOSAGEM DE IFN-y.

A presenga do interferon-gama nos M.C.-testes foi determinado por
ELISA.

O anticorco monoclonal XMG1.2 foi diluido em PBS a uma concentragdo
de 10 pg/mi. Foram colocados 100 ul/pogo dessa solugdo em placa de 96 pogos para
ELISA (Coming, N.Y.-USA) ¢ a placa incubadzi"_rdui'agte a noité a 40C, ApoOs a solugdo
anterior ter sido retirada, as placas foram'incul.)“é&gs'gér.n leite em po desnatado a 5% em
PBS (100 ul/pogo) por um periodo de 1 hora. Essa solug@o foi entfio retirada e a placa
lavada 6 vezes com PBS-Tween-20 a 0.05%. A éeguir 0s M.C -testes (100 pl/pogo)
diluidos em PBS contendo 10% de soro de cabra normal foram adicionados e incubados
por duas horas a 37 C. Apos este periodo, a placa foi novamente lavada 6 vezes com
PBS-Tween-20 a 0.05% e o segundo ligante, diluido em PBS contendo 10% de soro de
cabra, foi adicionado (100 pl/pogo) e incubado por uma hora. As placas foram entdo
lavadas e o soro de cabra anti-coelho conjugado com fosfatase alcalina (0.4 pg/ml - Fisher

Scientific, Pittisburg-PA), foi adicionado. Apos a incubagdo por uma hora a placa foi
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lavada 6 vezes com PBS-Tween-20 a 0.05%. Entdo, 100 ul de uma solugéo contendo o
substrato p-nitrofenilfosfato (1 mg/ml) diluido em tampio dietanolamina (Bio Rad Lab.,
Regatta Boulevard, Richmand, C.A.-USA) foi adicionado e a leitura realizada em leitor de
ELISA utilizando um fiitro de 405 nm.

A concetragdo (ng/ml) de IFN-y nos M.C -testes foi determinada a partir
da curva padrio utilizando-se IFN-y murino recombinante. Esta curva padrio foi obtida
fazendo-se nove diluiges senadas 1/2 (V/V), com uma concentragdo inicial de 10 ng/ml

de IFN-y murino recombinante.
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IV - RESULTADOS
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1. RESPOSTA PROLIFERATIVA DE CELULAS ESPLENICAS MURINAS AS
LECTINAS PURIFICADAS DO EB. DE SEMENTES DE Adrtocarpus

integrifolia

Foi demonstrado previamente que o extrato bruto da semente de 4.
integrifolia contém um mitégeno que € um potente e seletivo estimulador para distintas
fungdes de células T e B. Células mononucleares e células T do sangue periférico humano
sdo induzidas a proliferar pelo extrato bruto, enquanto que células B ndo proliferam, mas
sio ativadas policlonalmente para secretarem imunoglobulinas (BUNN-MORENO &
CAMPOS-NETO, 1981). A caracterizagdo imunoquimica do E.B. (ROQUE-BARREIRA
et al,, 1986) revelou que esse continha pelo menos cinco fragdes. Essas fragdes foram
estudadas para revelar quais continham as atividades bioldgicas descritas. MIRANDA-
SANTOS € col. (1991 a e b), demonstraram que o extrato bruto obtido da semente de 4.
integrifolia possui duas lectinas distintas com diferentes atividades biologicas para
linfocitos. Uma € a lectina Jacalina, ligante de D-galactose e a outra é a lectina
Artocarpina com especificidade glicidica para D-manose.

A capacidade das lectinas contidas no EB. da semente de A. integrifolia
para induzir mitose ¢ mostrada na Figura 1. A F. Arto mostrou ser um potente mitégeno
para c€lulas esplénicas murinas e a concentragdo otima para estimulagio foi de 80 pg/ml.
A atividade mitogénica dessa lectina purificada foi pelo menos duas vezes superior aquela
obtida pelo E.B.. Em contraste, a lectina Jacalina nfo apresentou qualquer efeito

mitogénico para estas celulas nas concentragdes empregadas.
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Figura 1. Atividade mitogénica de lectinas presentes nas sementes de A. integrifolia,
Células mononucleares esplénicas (5x10°/pogo ) foram incubadas com E.B., F.
Arto e Jacalina numa concentragio que variou de 2.5 a 80 pug/ml, por 72 horas.
A avaliagio da proliferagio foi feita pela leitura da incorporagio de 3H-
Timidina. A incorporagio de 3H-Timidina obtida por culturas nfo estimuladas

foi de 1200 cpm.
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2. PRODUCAO DO FATOR DE CRESCIMENTO PARA CELULAS T (FCCT)
POR ESPLENOCITOS ESTIMULADOS COM DIFERENTES LECTINAS

Com o objetivo de determinar a presenga de citocinas associadas com a
atividade mitogeénica descrita anteriormente na Figura 1, foi avaliado a producio de FCCT
por células esplénicas quando estimuladas com a lectina mitogénica presente na F. Arto ou
quando estimulas com a lectina ndo mitogénica Jacalina. No M.C.-E.B. e no M.C.-F. Arto
foram detectados grande atividade dessa citocina, como mostra a Figura 2. A CTLL,
linhagem dependente de FCCT, quando incubada com M.C-EB. e M.C.-F. Arto

apresentou grande atividade proliferativa.

3. CARACTERIZACAO DO FCCT PRODUZIDO POR CELULAS ESPLENICAS
APOS ESTIMULACAO COM A FRACAO ARTOCARPINA (F. ARTO).

Com a finalidade de wverificar se a atividlade FCCT presente nos
sobrenadantes da cuitura de células esplénicas estimuladas com F. Arto era mediada pela
IL-2 efou II-4, estes sobrenadantes foram ensaiados na presenga de anticorpos
bloqueadores especificos, como descrito na secdo Materiais e Métodos. A Tabela 6
mostra que a proliferagio da linhagem de células HT-2 dependentes de IL-2/IL-4,
incubadas com M.C.-F. Arto, foi inibida em 75% na presenca de anticorpo anti-IL-2
(54B6) e em 32% na presenga do anticorpo anti-IL-4 (11B11). Demonstrando, portanto,
que a atividade FCCT presente no M.C.-F. Arto é mediada pelas interleucinas 2 e 4. No
M.C.-Con-A também foi observado a presenga de ambas as interleucinas, havendo

inibigio de 30% e 20% com anticorpo anti-IL-2 e anti-IL-4 respectivamente.
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Figura 2. Secrecio de FCCT por esplendcitos estimulades com diferentes lectinas de
semente de 4. intergrifolia. Células mononucleares esplénicas de camundongos
BALB/c (5x10° cel/ml) foram cultivadas por 48 horas na presen¢a de E.B. (20
ng/mil), Jacalina (20 pg/ml), F. Arto (40 pg/mi) ou Con—A (5 pg/ml), os
sobrenadantes coletados e denominados genericamente de M.C.-teste. A
atividade FCCT presente nos M.C.-testes foi avaliada através da incorporagio de
3H- Timidina pela linhagem celular CTLL. Essas foram cultivadas (1x10%

cel/pogo) por 36 horas a 37°C em presenca de 50% (v/v) do M.C.-teste.



EST I MULO ANT I CORPO INCORPORAGAC
Anti-IL2 Anti-IL4 *H-Timidina
(% inibigiao>
F.Arto — — 416406
F.arto -+ o 18098 (75%)
F.Aarto — -+ 27997 (32%)
Con—#A — — 67657
Con—#f + — 47657 (30%>
Con—# —_ + 53954 (28%)
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Tabela 6. Producio de IL-2 e IL-4 por esplendcitos apds a estimulacio com F. Arto.
A presenca dessas interleucinas no M.C.-F. Arto e no M.C.-Con-A, obtido como
descrito na Figura 1, foram avaliadas através da incorporagio de SH-Timidina
pela linhagem celular HT-2. Essas foram cultivadas (1x10% cel/pogo) por 36
horas a 379C na presenga de 25% do M.C.-teste, adicionando-se ou ndo Ac-
monocional anti-IL-2 (S4B6 - 5 pg/ml) ou anti-1L-4 (11B11 - 5 pg/ml).
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4. PRODUCAO DE TGF-8 POR ESPLENOCITOS APOS ESTIMULACAO COM
DIFERENTES LECTINAS

Em contraste com o de FCCT, que somente foi produzido por células
esplénicas estimuladas com F. Arto, a secregdo de TGF- ativo foi induzida somente pela
lectina Jacalina como pode ser observado na Figura 3. A Jacalina foi capaz de induzir
secregdo de aproximadamente 160 pg/ml de TGF-8 sendo este nivel de secregido
comparavel ao obtido com células estimuladas com E.B. que foi de aproximadamente 152

pg/ml. No M.C.-F. Arto nio foi encontrado nivel significativo de TGF-8 ativo.

5. PRODUCAO DE TNF POR ESPLENOCITOS APOS ESTIMULACAO COM
DIFERENTES LECTINAS

Todas as lectinas testadas foram capazes de induzir a secrecio de TNF
embora em nives diferentes (Figura 4). Assim, nos M.C.-E.B., M.C.-F. Arto e M.C.-Con-
A foram encontrados grandes concentragdes de TNF, 048, 076 e 063 U
respectivamente, quando adicionados 4 cultura numa concentragio final de 6.5%.
Quantidade significante de TNF pdde ser detectada nos M.C.-E.B., M.C.-F. Arto e M.C.-
Con-A, ainda que esses fossem usados a uma concentragio final de 1,5%. Por outro lado,
niveis significantes dessa citocina no M.C.-Jacalina s6 foram detectados quando este foi

usado numa concentragio final de 25 %%,
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Figura 3. Secre¢io de TGF-[ por esplendcitos estimulados com diferentes lectinas da
semente de 4. intergrifolia. A atividade TGF-B nos M.C.-testes foi avaliada
através da inibigdo da incorporagio de SH-timidina pela linhagem sensivel CCL-
64. Essas foram cultivadas (1x104 cel/pogo) durante 24 horas a 37°C em
presenga de 50 ml do M.C -teste.
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Figura 4. Producio de TNF por células esplénicas apés a estimulagio com diferentes
lectinas da semente de A. infergrifolia. A presenga de TNF nos M.C -testes,
obtidos como descrito na Figura 1, foi avaliada pela incorporagdo de SH-timidina
por células -WEHI-164 clone 13 viaveis. Essas (1x104 cel/ml) foram cultivadas
na presenga dos M.C.-testes em diferentes concentragdes por 24 horas e a
unidade de TNF em cada concentragio determinada. Uma unidade de TNF foi
definida como sendo a concentra¢do que induz morte de 50% das célula WEHI-
164 clone 13.
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6. PRODUCAO DE TNF POR CELULAS ESPLENICAS ADERENTES E NAO
ADERENTES ESTIMULADAS COM LECTINAS

Com a finalidade de avaliar a populagdo celular responsavel pela produgdo
de TNF, esplenocitos foram separados em células aderentes ¢ ndo aderentes, como
descrito na segdo Materiais e Métodos. Como mostra a Figura 3, a populagio de células
esplénicas aderentes estimuladas com E.B., Jacalina, F. Arto e LPS produziu uma menor
quantidade de TNF, que a populagio de células nio aderentes estimuladas com as mesmas
lectinas. Estes resultados demonstram que a maior parte do TNF presente nos
sobrenadantes das culturas de esplendcitos totais quando estimulados com as diferentes
lectinas, foi secretado pela populagido de células ndo aderentes.

Salienta-se que a produgdo desta citocina por células esplénicas
estimuladas com Jacalina so foi detectada quando utilizamos M.C.-Jaca na concentragdo
final de 25%. Em concentragdes menores, (como mostrado na Figura 4), a Jacalina ndo
estimulou sintese de niveis detectavéis de TNF.

Pode ser observado ainda, nesta Figura 5, que a populag@o de células nio
aderentes estimuladas com EB. e F. Arto produziu uma maior quantidade de TNF,
quando comparada com a quantidade de TNF secretado por esplendcitos totais nio

separados, estimulados com as mesmas lectinas.

7. SINTESE DE Ii-6 POR CELULAS ESPLENICAS ADERENTES E NAO
ADERENTES ESTIMULADAS COM LECTINAS.

A produgdo de IL-6 por diferentes populagdes de células esplénicas
murinas estimuladas com os derivados de 4. integrifolia pode ser observada na Figura 6.
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Figura 5. Producio de TNF por diferentes populacdes de esplendcitos. A atividade
TNF presente nos M.C.-testes obtidos do sobrenadante da cultura de células
mononucleares esplénicas e de populagdes celulares esplénicas aderentes e nio
aderentes estimuladas com diferentes lectinas como descrito em Materiais e
Meétodos, foi avaliada através da incorporagio de 3H-timidina por células
WEHI-164 clone 13 viaveis. Células WEHI-164 clone 13 (1x10% cel/poco)
foram cultivadas na presenga de 25% dos referidos M.C_-testes por 24 horas.
Uma unidade de TNF foi definida como a concentragio que induz morte de 50%
das celulas WEHI-164 clone 13.
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Figura 6. Producio de IL-6 por diferentes popula¢des de esplendcitos. A atividade IL-
6 presente nos M.C -testes obtidos do sobrenadante da cultura de populagdes
esplénicas aderentes e ndo aderentes estimuladas com diferentes lectinas, como
descrito em Materiais ¢ Métodos, foi avaliada pela proliferagio da linhagem
celular B-9. Células B-9 (5x103 cel/po¢o) foram incubadas na presenga de 50 pl
do M.C.-teste por 72 horas, 12 horas antes do término da cultura 0.5 pCi de 3H-
timidina foi adicionado. A concentragio (U/ml) de IL-6 presente no M.C.-teste
foi determinada a partir da curva padrio utilizando-se IL-6 murino

recombinante.
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Todas as lectinas foram capazes de estimular células esplénicas aderentes e ndo aderentes
a produzirem IL-6. A populacdo celular esplénica aderente estimulada separadamente com
F. Arto, Jacalina, E.B. e Con-A produziu respectivamente 460, 215, 35 e 186 U/ml de IL-
6. A produgdo dessa citocina pela populagido de células ndo aderentes, quando estimuladas
com as mesmas lectinas, foi de 52 U/ml para F. Arto, 31 U/ml para Jacalina, 6,57 U/mli
para E.B. e 16 U/ml para Con-A. Como pode ser observado na Figura 6, quantidade
significantemente menor de I1L-6 foi produzida pela populacio de células ndo aderentes se
comparada com populagio celular aderente, quando estimuladas com lectinas em estudo.
E interessante notar que a F. Arto induziu maior sintese de IL-6 que o

mitégeno classico Con-A.

8. PRODUCAO DE IFN-y POR ESPLENOCITOS APOS ESTIMULACAO COM
DIFERENTES LECTINAS .

A secregdo de IFN-y por esplendcitos estimulados com as diferentes
lectinas pode ser observada na Figura 7. Grande concentragio de IFN-vy foi detectada nos
MC.-EB., MC.-F. Arto e M.C.-Con-A (2.8 , 2.3 e 1.6 U respectivamente) numa
concentragio final de 25%. Aproximadamente 1 ng/ml de IFN-y € ainda detectado nesses
meios condicionados na concentragio final de 12.5%. Por outro lado, a Jacalina ndo

induziu niveis detectaveis desta linfocina, nas concentracdes avaliadas.
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Figura 7. Producio de IFN-y por esplendcitos apés estimulagio com diferentes
lectinas. Presenga de IFN-y nos M.C.-testes foi determinada por ELISA. Foi
usado como primeiro ligante o anticorpo monoclonal anti-IFN-y XMG1.2 (10
pg/ml) e como segundo ligante o anticorpo policlonal anti-IFN-y produzido em
coelho. Concentracio de TFN-y (ng/ml) foi determinada por curva padrio
realizada para cada ensaio, utilizando-se o IFN-y murino recombinante.
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9. PRODUCAO DE IL-3/GM-CSF POR ESPLENOCITOS APOS ESTIMULACAO
COM DIFERENTES LECTINAS.

Presenga de IL-3/GM-CSF nos meios condicionados pode ser visto na
Figura 8. Toda as lectinas estudadas foram capazes de induzir um aumento na produgio
de IL-3/GM-CSF se comparada com a secreg3o espontinea dessas citocinas por células
mononucleares esplénicas. O E.B. induziu uma porcentagem de aumento de 281%, a F.
Arto e a Jacalina induziram niveis de aumento de aproximadamente 223 e 255%

respectivamente.
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Figura 8. Producioc de IL-3/GM-CSF por células esplénicas estimuladas com
diferentes lectinas. A presenga das citocinas IL-3/GM-CSF nos M.C .-testes,
obtidos como descrito na Figura 1, foi determinada por ensaio colorimétrico de
MTT utilizando-se a linhagem FDCP-1. Essas células (Ix 104 cel/pogo) foram
incubadas por 48 horas na presenga de 20 ul de M.C -teste. A D.O. da cultura
foi determinada em leitor de ELISA usando-se filtro de 580 nm. A D.O. obtida
quando FDCP foi cultivada na presen¢a de M.C. de cultura nfio estimulada foi de
0,075,
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V. DISCUSSAQO
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Os primerros estudos sobre atividade biologica da lectina Jacalina
utilizando-se o extrato bruto da semente de A. integrifolia, revelaram que este era um
potente mitogeno para células T humanas ¢ um forte ativador policlonal de células B
humanas para a secre¢do de imunoglobulinas (BUNN-MORENO & CAMPOS-NETO,
1981). No entanto, surgiram divergéncias na literatura quanto a capacidade do extrato
bruto de A. integrifolia induzir a ativagio policlonal de células B humanas (SAXON et al.,
1987). Estas discrepancias foram esclarecidas recentemente por MIRANDA-SANTOS e
col. (1991 a e b) que caracterizaram imunoquimicamente e biologicamente o E.B.
revelando que este continha duas lectinas: a) a lectina, Jacalina, ligante de D-galactose,
purificada por cromatografia de afinidade em coluna de agarose D-galactose, e b) a lectina
Artocarpina que esta presente no efluente dessa cromatografia e que foi purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de D-manose. A Jacalina purificada mostrou-se
praticamente destituida de atividade mitogénica tanto para células murinas quanto para
células humanas. Esta lectina também, ndo foi capaz de induzir a ativagdo policlonal de
células B humanas. A Artocarpina ao contrario, mostrou-se um forte mitégeno para
células T humanas e murinas e também mostrou ser responsavel pela ativa¢do policlonal
de células B murinas e humanas. Portanto, estas atividades bioldgicas anteniormente
descritas como pertencentes a Jacalina foram recentemente atribuidas & Artocarpina
(MIRANDA-SANTOS et al,, 1991 ae b).

No presente trabalho foram confirmados os achados de MIRANDA-
SANTOS e col. (1991 a e b) visto que a lectina Jacalina ndo mostra ativadade mitogénica
sobre células esplénicas murinas e a F. Arto induz grande sintese de DNA nessas células.
Esses resultados, portanto, demonstram que a atividade mitogénica obtida com o E.B. ¢
uma propriedade da F. Arto e ndo da Jacalina.

Com o objetivo de avaliar que sinais as lectinas purificadas do E.B. estdo

induzindo nas diferentes populagdes de células imunes que resultam em mitogenicidade ou
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ndo foi analisado o perfil de citocinas produzidas por células esplénicas murinas quando
estimuladas com a lectina Jacalina e coma F. Arto.

Como se sabe, a proliferagdo e diferenciagio de linfocitos T sdo
influenciadas por uma variedade de linfocinas derivadas de células T. Entre estas, as mais
bem descritas sdo: IL-2, IL-4 e TGF-B. A IL-2 promove a proliferacdo de células T
ativadas (SMITH, 1984) bem como de células B (ZUBLER et al., 1984; HASHIMOTO et
al., 1986). A IL-4 que foi conhecida previamente como BSF-1 (B-Cell Stimulatory
Factor-1), ¢ agora conhecida como tendo efeito sobre células T e B, bem como, em
linhagens de ce¢lulas ndo linféides (MOSMANN et al., 1986). O TGF-B pode inibir ou
estimular a proliferagio de células dependendo das condi¢bes do meio de cultivo
(ROBERTS et al., 1985; TUCKER et al., 1984, MASSAGUE, 1985).

Os resultados aqui apresentados mostraram que a F. Arto induziu a
produg@io significativa de citocinas com atividade de FCCT, enquanto que a lectina nio
mitogénica, Jacalina, ndo induziu a secre¢do desses fatores estimuladores de proliferagio
(Tabela 6). O FCCT nos sobrenadantes da cultura de células esplénicas estimuladas com
F. Arto foi encontrado apos incubagio por 6, 12, 24 e 48 horas, mas a atividade maxima
de FCCT foi encontrada ap6s 24 horas de incubagio (dados nio mostrados). Esses
resultados demonstraram que a Gnica lectina purificada do E.B. de A. integrifolia capaz de
induzir a secregdo de citocina com atividade de FCCT ¢ a lectina mitogénica presente na
F. Arto e ndo a lectina Jacalina.

Realizou-se também uma analise mais detalhada dos meios condicionados
utilizando-se anticorpos bloqueadores especificos, para determinar o tipo de interleucina
especifica responsavel por esta atividade de FCCT. Verificou-se que a interleucina
predominante nestes meios condicionados era a IL-2. Ja a IL-4 foi encontrada, mas em
nivel menor do que a IL-2 (Tabela 6). Essa grande produgio de IL-2 e baixa de IL-4 por
células esplénicas ndo imunes estimuladas "in vitro" pela F. Arto estd de acordo com os

dados da literatura. Nesse sentido, varios autores comprovaram uma baixa frequéncia de



células capazes de produzirem IL-4 na populagio de células linfoides ndo imunes isoladas
de camundongo, ¢ uma frequéncia muito maior de células produtoras de IL-2, quando
estimuladas por antigenos, aloantigenos ou mitogenos (BUDD et al., 1987; POWERS et
al,, 1988; SWAIN et al, 1988; HAYAKAWA & HARDY, 1989). POWERS e col.
(1988), utilizando-se da técnica de dilui¢do limitante mostraram que a frequéncia de
células produtoras de IL-4 aumentava consideravelmente quando se utilizava células de
animais imunes apos um ciclo de restimulac¢o "in vitro" com o antigeno especifico. Varios
outros pesquisadores demonstraram que células T CD4™ produtoras de IL-4 e nio de IL-2
podem ser encontradas apés estimulagdes repetidas destas células com mitdgenos ou
antigenos especificos (ROCKEN et al., 1991; HAUSER et al., 1989; SWAIN et al., 1988;
HAYAKAWA & HARDY, 1989). A estimulagio repetida de células esplénicas com Con-
A ou com F. Arto ndo foi capaz de determinar um aumento significativo na producio de
IL-4 (dados ndo mostrados). Uma possivel explicagio para estes resultados conflitantes
seria uma menor sensibilidade da técnica de detecgdo das interleucinas por nds utilizada.
Nos trabalhos citados anteriormente, foram utilizadas técnicas mais sensiveis para detectar
o aumento da produgo dessas interleucinas, tais como, dilui¢io limitante e hibridizacdo
"in vitro" para o RNAm da interleucina especifica.

Néo foi observada a produgiio de IL-2 ou IL-4 por células esplénicas
estimuladas pela Jacalina em todos os experimentos realizados neste trabalho. A auséncia
das interleucinas 2 e 4 pode, portanto, ser a causa da incapacidade da lectina Jacalina
induzir a proliferagao de linfocitos T e a ativagdo policlonal de células B. Por outro lado,
somente a lectina ndo mitogénica Jacalina estimulou a produgio de TGF-B na forma ativa
por cé€lulas esplénicas. Esse resuitado esta de acordo com dados experimentais obtidos
anteriormente, onde, essa citocina ¢ descrita como um fator inibidor em certas situagdes
(KEHRL et al, 1986). Portanto,devido ao fato da Jacalina induzir a secregdo de TGF-B

ativo, este pode ser um dos fatores que estariam influenciando de maneira negativa a
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atividade do E.B. na ativagdo policlonal de células B e a prolifera¢do celular de linfocitos
T.

A indugdo de produgdo de IFN-y foi observada empregando-se 0 EB. e a
F. Arto (Figura 7). A Jacalina nfo estimulou niveis detectaveis dessa citocina. Os altos
niveis de IFN-y produzido por células esplénicas estimuladas com a F. Arto deve estar
relactonado com a especificidade glicidica da lectina. Essa possui especifidade para D-
manose e esse residuo foi sugerido por ITO e col. (1984) estar envolvido na regula¢io da
sintese do IFN-y. Esses mesmos autores demonstraram ainda que algumas lectinas
mitogénicas para células T e B como, a Con-A, a Con-A-succinilada (Con-A-S), o Lens
culinaris-tipo-B (LcH-B) e o mitégeno Pokweed (PWM) sdo capazes de induzir a
secregdo de IFN-y em culturas de células esplénicas murinas. Observaram também que as
lectinas ndo mitogénicas como as presentes em Lotus tertagonolobus, Ulex europeus-
Bruto (UEA), Bandeiraea simplicifolia-11 (BS-I), Salanum tuberosame (STA) e a
aglutinina do germe de trigo (WGA) induzem a secregdo de IFN-a/B. No presente
trabalho, nio foi estudado a indugdo da secreg¢do destas ultimas citocinas .

O trabalho realizado por CRANE e col. (1984) descreve a produgio de
INF-y por células T do sangue periférico humano quando estimuladas pelo extrato bruto
de A. integrifolia por ele denominado de Jacalina. Com a utilizagdo de lectinas purificadas
neste trabalho, podemos afirmar que o INF-y induzido pelo E.B. ¢ selecionado pela lectina
presente na F. Arto e ndo pela lectina Jacalina.

Em relagdo ao TNF, maior nivel de produgdo desta citocina foi estimulado
pela lectina mitogénica, sendo que a produgdo méxima desta citocina ocorreu apos 48
horas de incubagéo. (dado ndo mostrado). Este dado esta de acordo com o de GRANGER
& WILLIANS (1968) que descreveram a producgiio de fator citotoxico, que eles
denominaram de linfotoxina, por células murinas e leucocitos humanos, depois da
estimulagdo com mitdgenos para células T como a PHA. JACOBS & PORETZ (1980),

descreveram a produgdo de substincias soliveis com ativadade de linfotoxina por
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leucocitos estimulados com as lectinas mitogénicas de Cananavalia ensiformis e de
Wistaria floribunda, enquanto que a lectina hemaglutinante nio mitogénica da semente de
Wistaria floribunda ndo estimulou a produ¢io de fatores com ativadade de linfotoxina. A
lectina ndo mitogénica, Jacalina, parece possuir baixa capacidade para estimular a sintese
de TNF, ja que este sO foi detectado no M.C.-Jacalina na concentragdo final de 25%
(Figuras 4 e 5).

E importante descrever-se aqui sobre a confusa nomenclatura usada para
fatores com atividade biologica de linfotoxina. Como citado anteriormente, no
sobrenadante da cultura de leucocitos humanos estimulados com antigeno ou mitégenos é
encontrado quase sempre varios fatores com atividades de citotoxicidade. Estes fatores
eram antigenicamente indistinguiveis até a clonagem dos genes para TNF humano
(PENNICA et al, 1984) e munino (PENNICA et al,, 1985; FRANSEN et al., 1985) que
claramente mostrou serem duas moléculas distintas, mas com fun¢des biologicas
relacionadas. Foi entdo mostrado que células T secretam a linfotoxina e macrofago o TNF
(RUDDLE, 1986). Devido as semelhancas nas atividades biologicas do TNF e da
linfotoxina SHALABY e col, 1985, propuseram uma nova nomenclatura chamando de
TNF-o¢ 0 TNF, e de TNF-3 a linfotoxina.

No presente trabalho, ndo foi feita uma analise que diferenciasse o TNF-o
do TNF-B, por isso empregamos o nome genérico de TNF ao fator com atividade
biolégica de matar a linhagem sensivel WEHI-164 clone 13. Foi realizado no entanto, uma
andlise das populagses de células esplénicas produtoras de TNF. Como mostra a Figura
5, a maior parte do TNF produzido por esplendcitos originou-se da populagio de células
nio aderentes. E quando esplenocitos totais foram separados e estimulados com E.B. ou
F. Arto, mais TNF foi produzido por células ndo aderentes do que pelas células ndo
separadas. Este resultado estd de acordo com o obtido por PICHYANGKUL e col.

(1985). Estes autores descrevem inclusive que a readigdo de células aderentes 4 cultura de
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células n&o aderentes reduz o titulo da linfotoxina produzida, sugerindo a presenca de
possivels fatores supressores na populacdo de células aderentes.

Como mostra a Figura 6, todas as lectinas em estudo foram capazes de
estimular tanto a populagdo de células aderentes como a de células nio aderentes a
produzirem IL.-6. Estes resultados estdo de acordo com os da literatura, uma vez que as
células T, as celulas B ¢ os macrofagos sdo descritos como fonte de IL-6 (ROOK et al.,
1992). E descrito ainda, que a producio de IL-6 ¢ induzida apos a secrecdo de IL-1 e/ou
de TNF por mondcitos/macrofagos (ABBAS et al., 1991). Uma possivel explicagio para a
produgdo de IL-6 por celulas ndo aderentes, seria a presenca de células aderentes
contaminantes que estariam sintetizando as citocinas necessarias para a indugio de sintese
de IL-6. Pequenas concentragdes destas citocinas estimulantes sfo suficientes para induzir
a produgdo de IL-6 por células nio aderentes (ABBAS et al., 1991).

O envolvimento da IL-6 na ativagio de célula T foi descrito
independentemente por varios investigadores (LOTZ et al., 1988; UYTTENHOVE et al.,
1988, GARMAN et al, 1987; HOUSSIAU et al, 1988; TOSATO & PIKE, 1988;
CEUPPENS et al,, 1988). O consenso obtido desses estudos ¢ que a IL-6 representa um
componente essencial, que sinergiza com a IL-1, para controlar os passos iniciais na
ativagio de célula T.

O extrato bruto de sememtes de 4. integrifolia, a lectina presente na F.
Arto, bem como a Jacalina foram capazes de induzir a sintese de IL-3/GM-CSF A sintese
dessa citocina parece ndo estar sobre controle rigido, ja que os linfocitos T e os fagocitos
mononucleares quando ativados pelos mais diversos fatores secretam esta citocina.

Demonstrou-se neste trabalho que ambas as lectinas estudadas sdo
indutoras da sintese de IL-3/GM-CSF, TNF e de IL-6; e a Jacalina indutora seletiva de
TGF-B mas ndo de IL-2 e IL-4. Ja a F. Arto € um indutora seletiva de IL-2, 1L-4 e IFN-y
e nio de TGF-B.
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A seletividade da Jacalina e da F. Arto quanto aos tipos de citocinas por
elas induzidas vém de encontro as novas frentes de estudos sobre as vias alternativas de
ativagio celular, que podem envolver ou nio o TCR. Uma dessas vias, objetivos de
estudos recentes, tem sua sinalizagio tranduzida através da molécula CD28 (JUNE et al.,
1990) presentes em células T e sua ativagdo aumenta a expressdo de varias citocinas.
Células humanas ou murinas estimuladas com anti-CD3 imobilizado produzem a IL-3, mas
nio a IL-2 (NOBREGA et al, 1990; GUBA et al., 1989). No caso de células humanas
verificou-se que a expressdo de IL-3 induzida por anti-CD3 limita-se a populagio positiva
para CD28, sendo que essa expressio pode ser aumentada através de sinal coestimulatorio
mediado por anticorpos anti-CD28. E interessante notar, que em certas situagdes Os
anticorpos anti-CD28 inibem a proliferagdo celular induzida por antigeno especifico ou
reagio mista de linfocitos alogenéicos ou autdlogos (JUNE et al., 1990). A Jacalina tem
um perfil de atividades bioldgicas semelhantes aquele mediado por CD3 ¢ CD28 no que
diz respeito ao padrio de secregio de IL-3 e na atividade antiproliferativa. Sera
interessante wverificar, se a Jacalina esta interagindo com essas moléculas, ¢ em caso
positivo qual o papel dos residuos de carboidratos nelas encontradas, uma vez que, 0s
sitios discretos de uma mesma molécula podem transmitir sinais variados que resultam na
iniciagdo de especifica resposta biologica.

Outras lectinas empregadas no estudo da ativagio celular também
apresentam seletividade quanto ao perfil de interleucinas induzidas. O PWM por exemplo,
induz a produgéo de IL-4 e IFN-y, mas ndo de I[L-2 e IL-5 (SANDER et al.,, 1991).

Podemos concluir que as sinteses de TNF, 1L-3/GM-CSF e de IL-6 podem
ser associadas aos residuos glicidicos de D-manose ou D-galactose; as sinteses de IL-2,
IL.-4 e IFN-y ao residuo de D-manose e finalmente sintese de TGF-B ao residuo de D-

galactose.
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Portanto, as lectinas estudadas neste trabalho podem servir como uma
interessante ferramenta para o entendimento do papel de residuos de carboidratos na

transdugdo de sinais durante o processo de ativagdo celular.
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VI. RESUMO
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As duas lectians presentes em sementes de A. intergrifolia foram obtidas
por cromatografia de afinidade. Uma ¢ a lectina ndo mitogénica Jacalina, ligante de D-
galactose; e a outra ¢ a lectina mitogénica Artocarpina que possue especificidade para

residuos manosideos.

Essas duas lectinas foram utilizadas para se estudar o perfil de citocinas
produzidas por células esplénicas murinas quando estimuladas por lectinas com distintas

especificidade para carboidratos.

Os resultados mostraram que a F. Arto é capaz de estimular a sintese de
IL-2, TL-4, TNF e IFN-y. Esta lectina ndo foi no entanto capaz de induzir a sintese de
TGF-$. Em contraste a Jacalina induziu altos niveis de TGF-[3, baixos niveis de TNF mas
ndo induziu a secregdo de IL-2, IL-4 ¢ IFN-y. As citocinas IL-3/GM-CSF e IL-6 foram
estimuladas igualmente por ambas lectinas.

Estes resultados sugerem por conseguinte que:

a. as sinteses de TNF, IL-3/GM-CSF e IL-6 estdo associadas aos residuos glicidicos de D-

manose ou D-galactose;

b. as sinteses de 1L.-2, IL-4, IFN-y estdo associados ao residuo de D-manose e

c. a sintese de TGF-f3 esta associada ao residuo de D-galactose.
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VII. SUMMARY



In the present thesis we investigated the pattern of cytokine secretion by
murine spleen cells after the stimmulation with two lectins specific for distinct

carbohydrates.

The lectins Jacalin and Artocarpin, specific for D-galactose and D-mannose
respectively were obtained from the seeds of Artocarpus integrifolia by affinity
chromatography and were used in these studies. Both lectins bind to murine
spleen cells but the fate of this binding is different. The binding to the D-mannose
contaiming cell surface molecules caused the spleen cells to proliferate. In contrast
the cell activation via D-galactose containing cell surface molecules did not induce

the spleen cells to proliferate.

Consistent with these results was the pattern of cytokine secreted by the
spleen cells. Thus, the activation of the spleen cells with F. Artocarpin caused the
secretion of IL 2, IL 4, IFN-y and TNF. However the binding of F.Artocarpin to
the spleen cells did not induce the secretion of TGF-B. In contrast the activation of
the spleen cells via the D-galactose cell surface molecules, induced by Jacalin,
resulted in large production of TGF-B, little production of TNF and no secretion of
IL 2, IL 4 and IFN-y. The secretion of IL3/GM-CSF and IL 6 was equally induced
by the binding of the lectins to either D-mannose or D-galactose containing cell

surface molecules.
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