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RESUMO

A reparagdo € caracterizada por diversos eventos celulares e humorais que
ocorrem de forma integrada. As lectinas sfo ghicoproteinas com diversas atividades
biolégicas, tais como a ativagio de células inflamatérias e a secregdo de citocinas
que ativam fibroblastos, as quais podem influenciar o reparo.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a mfluéneia das lectinas PHA, WGA
e jacalina na reparacio tecidual, As respostas mflamatorias in vivo e a influéncia das
lectinas sobre a proliferagio de fibroblastos in vitro, também foram avaliadas.

Para avaliar a reparagio, 300 pg/ml de cada lectina foram aplicados sobre as
feridas provocadas no dorso de ratos Wistar, com punch de bidpsia de 8 milimetros.
A retragio das feridas foi medida diariamente, apés a aplica¢fio. Nos dias 3, 7, 11 e
15 foram realizadas as analises histologicas, em cortes corados com hematoxilina -
eosina ¢ unpregnados pela prata. Os efeitos inflamatorios foram avaliados apds
injecdo intradérmica das lectinas. A proliferacio de fibroblastos, na presenca das
Jectinas, foi avaliada por técnica colorimétrica.

PHA acelerou a reparag@io. Aumentou o depésito ¢ a maturagdo das fibras de
colageno e antecipou a reepitelizagdo. As andlises histolégicas revelaram reacio
inflamatéria, com predomindncia de células mononucleares. Quando adicionado ao
meio de cultura, PHA inibiu a proliferagdo dos fibroblastos nas concentra¢des acima
de 20 ug/ml. WGA retardou a reparagio, o que foi evidenciado pelo atraso no
desenvolvimento do tecido de granulagdo e na formacgfo do epitélio. Induziu fraca

reagdo inflamatéria no local de aplicagfo e, acima de 20 pg/ml, inibin a



proliferacio dos fibrobiastos. A jacalina ndo influencion o reparo tecidual ou a
proliferacio dos fibroblastos. Entretanto, induziu reagdo inflamatéria local com
predomindncia de células mononucleares.

Possivelmente, a agregacio de células inflamatérias pela agio de PHA foi
benéfica. Linfécitos ¢ macrdfagos ativados secretam citocinas e fatores de
crescimento importantes na reparagdo. Ao interagir com oS receptores para a
fibronectina e outras proteinas, WGA impediria a interacdo das células com a
matriz, retardando a reparagio. Apesar da jacalina exercer agio mitogénica sobre os
linfocitos T, estimular a secregfio de INFy e produzir reagio inflamatoria local, esta
lectina ndo mfluenciou a reparagéo.

Palavras-chave: PHA, WGA, jacalina, lectinas, reparagio, inflamacdo, fibroblastos.
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INTRODUCAO

A reparagdo € um processo complexo. Envolve o recrutamento de células do
tecido comjuntivo ao sitio de reparo, a proliferacdo celular ¢ a sintese de
componentes da matriz extracelular. O processo ¢ coordenado por mediadores
oriundos das células que participam da coagulagdo sangiinea e de células
inflamatorias.

Apbs a lesdio, diversos eventos sfio ativados contribuindo para o
restabelecimento da fungdo do tecido ou do orglo lesado. As células fagocitarias
mononucleares atuam na eliminacdo dos produtos de necrose ¢ na sintese e secregéo
de mediadores solitveis, eventos centrais no processo de reparagdo (WAHL et al,,
1989). Estes mediadores promovem o recrutamento, a proliferagio e a ativagfio de
fibroblastos e de células endoteliais. Os fibroblastos ativados anmentam a sintese ¢ a
secregdo de proteinas constituintes da matnz extracelular. IL-1, TNFo e TGFS
regulam a sintese de colageno, das proteoglicanas ¢ das glicoproteinas (WAHL et
al., 1989).

As células inflamatorias so fundamentais no processo de reparo. Os
macrofagos, atraidos ao local por fatores quimiotaticos, sdo ativados, proliferam e
diferenciam-se. Os linfocitos ativados secretam linfocinas que ativam outros
linfocitos e os macrdfagos. KOVACS et al. (1993) demonstraram que leucdcitos
periféricos, estimulados com IL-2, sdio capazes de induzir a proliferacdo de

fibroblastos ¢ a produgfio de tecido conjuntivo. A expressdo dos genes que



para TGFPB também foi aumentada. DUNCAN & BERMAN (1985) demonstraram
que o INF tem funglio reguladora na reparagdo. DOHMAN et al. (1985)
caracterizaram, no sobrenadante da cultura de leucocitos estimulados com PHA,
protefnas e peptideos com fumgdes ativadoras de fibroblastos.

As lectinas sdo glicoproteinas de origem nfo imune que se ligam & acgdcares,
Estdo amplamente distnibuidas na natureza, sendo fregiientemente encontradas na
superficie celular ou em particulas intracelulares (SHARON & LIS, 1989, MODY et
al., 1995).

O interesse pelas lectinas na investigagio cientifica, se deve as diversas
atividades biologicas a elas atribuidas, Por possuirem sitios especificos de ligagio a
carboidratos, sdo capazes de interagir com as moléculas dos fluidos biolégicos e
com os receptores de superficie celular (BEUTH et al, 1995), Estas moléculas
podem substituir os ligantes naturais ¢ ativar as células através dos diferentes
caminhos de sinalizacfo intracelular ou através da internalizagfo do complexo
formado (PORETZ et al., 1980).

Dentre as miiltiplas atividades atribuidas a estas moléculas, muitas poderiam
contribuir ou promover a reparagio. A estimulacdo mitogénica de linfocitos, a
inducéo da reago inflamaténia no local de aplicagdo, a quimioatragio de leucdcitos
e a estimulagdio da produgdo e secregdo de cifocinas, como ILs, INFy, TNFa ¢
TGFS, potencialmente contribuem para este processo.

As lectinas PHA, a fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris, ¢ a jacalina,
uma das lectinas das sementes de Artocarpus integrifolia, possuem a habilidade de
modificarem ou influenciarem em diversas destas atividades bioldgicas. Dentre as
habilidades atribuidas a estas lectinas, a atividade mitogénica sobre linfdcitos
{NOWELL, 1960; KANELLOPOULOS et al, 1985; PINEAU et al,, 1990), a
estimulaciio da produciio de citocinas pelos leucdeitos ativados (CRANE et al,
1984; DALMAU et al., 1989; VAN WAUNE et al., 1995) e a atragio de células
mononucleares ao local de aplicagio (SAKAMOTO et al.,, 1995a; FELIPE et al.,
1995; MODY et al., 1995) podem contribuir em diversas etapas da reparagio.



A aglutinina de germe de trigo, WGA, nfo possui atividade mitogénica sobre
os hnfocitos. Ao contrario, exerce efeito imibitorio sobre o metabolismo dos
linfocitos (GREENE & WALCHMANN, 1980). Assim, possivelmente, esta
molécula ndo exerce a mesma wmfluéncia que PHA ¢ a jacalina no processo de
reparo.

Em funcdo das habilidades bioldgicas destas lectinas, é provavel que elas
influenciem a reparagdo de feridas, agindo de forma a ativar ou inibir alguns dos
passos deste processo complexo. Entretanto, a literatura nfio registra estudos que
avaliem a influéncia das lectinas sobre a reparagio tecidual.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia das lectinas PHA, de
Phaseolus vulgaris, WGA, a aglutinina de germe de trigo, ¢ a jacalina de Artocarpus

integrifolia, no processo de reparacdo tecidual de pele de ratos.



REVISAO DE LITERATURA

I-REPARO

A reparagdo ¢ um processo homeostitico, dinimico e complexo,
caracterizado por diversos eventos seqiienciais (LAWMAN et al., 1985) e pela agio
mtegrada de diferentes células (XIAOBING et al., 1996). Em uma abordagem geral,
envolve as fases de inflamagfio, proliferagio celular, angiogénese e sintese de
componentes da matriz do tecido conjuntivo, como proteoglicanas e coligeno,
segmda pela remodelagio e maturacfo do coligeno (FRANCK, 1995; XIAOBING
et al., 1996). Pode ocorrer por regeneragéio, quando o tecido lesado ¢ substituido por
células parenquimatosas do mesmo tipo, ou pela cicatrizagio, quando ha
substituigio por tecido comjuntivo (COTRAN et al., 1994, TROWBRIDGE &
EMLING, 1996).

A fase inflamatéria é responsavel pela remogio de fragmentos de células e
tecidos. Caracteriza-se pela nfiltragio de leucdeitos polimorfonucleares seguida
pelo influxo de células mononucleares, mondcitos ¢ linfocitos, as quais estdo
associadas a regulagéio dos fibroblastos, tanto na proliferagfio quanto na ativagdio ¢ &
sintese de matriz extracelular (WAHL & GATELY, 1983; LAWMAN et al., 1985;
TURCK et al., 1987).

Na migracéio dos leucdcitos para os tecidos a ades@o das células ao endotélio
representa a primeira etapa no processo {DICORLETO & DE LA MOTTE, 1989). A



atividade quimiotixica para leucécitos é exercida por diversos fatores. O PDGF,
fator de crescimento derivado de plaquetas, ¢ quimiotixico para leucdcitos
polimorfonucleares e mondcitos (TURCK et al., 1987), assim como NGF, fator de
crescimento neural (TURCK et al, 1987, LAWMAN et al, 1985). A IL-1,
Interleucina-1, também estimula a migragio de mondcitos além dos linfdcitos
(COTRAN et al, 1994). O TNFo, fator de necrose tumoral - alfa, tem agfo
quimiotaxica para neuiréfilos, macrofagos ¢ células endoteliais (XIAOBING et al.,
1996). O TGFP fator de crescimento transformador - beta, tem ag¢do quimiotaxica
apenas para monocitos (TURCK et al., 1987).

Além das substincias que possuem atividade quimiotdxica, outros fatores
autdcrinos e/ou paracrinos participam dos diversos eventos da reparacdo. Estdo
incluidas as citocinas PDGF, TGF, TNF, EGF (fator de crescimento epidérmico),
FGFs (fatores de crescimento de fibroblastos), e IL. (interleucinas). A IL-1,
sintetizada e secretada por mondcitos, macrdfagos, queratinocitos, células de
Eangerhans, dentre outras células, estimula a proliferagio e ativagdo de fibroblastos.
TNF-a é mifogénico para os fibroblastos em cultura (XIAOBING et al,, 1996). O
PDGF ¢ quimiotaxico para fibroblastos, estimula a sua proliferagiio e a sintese de
colageno (TURCK et al, 1987) ¢ EGF € mitogénico para as células epiteliais ¢
fibroblastos (COTRAN et al., 1994),

A sintese de colageno ¢ de outros componentes da matriz extracelular, como
elastina e proteoglicanas, ¢ estimulada por diversos fatores de crescimento (PDGF,
FGF, TGF-B) e citocinas (IL-1, 1.-4), os quais sdo secretados por leucdeitos ¢
fibroblastos (TURCK et al., 1987; COTRAN et al,, 1994; HAKKINEN et al., 1996).
A angiogénese ¢ também ativada por diversos destes fatores soluveis: FGF, TNFa,
TGF-o, TGF-B, PDGF-BB ¢ VEGF (fatores de crescimento de endotélio vascular)
(TURCK et al., 1987, BROOKS, et al., 1994; COTRAN et al., 1994; FRANK et al,,
1995).



Polipeptideos de baixo peso molecular, na faixa de 500 — 40,000 daltons,
denominados genericamente de fatores ativadores de fibroblastos (FAF), podem ser
encontrados nos sobrenadantes de cultura de linfécitos € mondeitos ativados e
também contribuem para a reparagio (WAHL & GATELY, 1983; TURCK et al,
1987, DiCORLETO & DE LA MOTTE, 1989). Ao contrario das linfocinas e
monocinas, estas moléculas possuem atividade preferencial a um tipo de célila
(TURCK et al, 1987). DOHLMAN et al. (1985) observaram que mondcitos
humanos purificados, assim como as células da linhagem U937, geram peptideos e
proteinas com atividade de FAF quando ativadas com fitohemagiutinina (PHA).

A reestruturagdo do tecido € regulada por células mononucleares, as quais
podem modular vanas fun¢Ses dos fibroblastos, tais como a sintese de coldgeno, a
proliferacdio e a migragdo celular. Esta modulagfo ¢ importante nas diversas etapas
do processo de reparagio, tanto na fase inicial como na final (NEILSON et al., 1982;
LEMAIRE & DUBOIS, 1983; WAHL & GATELY, 1983; DUNCAN & BERMAN,
1985).

A regulagio é mediada por fatores soliveis de baixa massa molecular,
linfocinas € monocinas, que agem estimulando ou inibindo as fungdes dos
fibroblastos. A analise cromatografica do sobrenadante de cultwra de linfocitos
ativados, realizada por NEILSON et al. (1982}, indica a presenga de duas frages,
uma com massas moleculares de 10-15 kDa e outra de 50 kDa. Estas duas fragbes
possuem efeitos antagdnicos sobre a proliferagio de fibroblastos, uma vez que a
primeira ativa € a segunda inibe a proliferagio de fibroblastos in vitro. Um mediador
de 40 kDa, gerado por linfocitos estimulados por Con A, induz a proliferaciio de
fibroblastos quiescentes de diferentes espécies, como medido pela incorporagdo de
timidina tritiada (WAHL & GATELY, 1983). ANASTASSIADES & WOOD
(1981) ¢ LEMAIRE & DUBOIS (1983) purificaram fatores soliveis de leucéeitos
mononucleares, estimulados por Con A ou PHA, que reduzem a sintese de DNA e a
proliferacio de fibroblastos. DUNCAN & BERMAN (1985) caracterizaram as

monocinas (INFB) e linfocinas (INFy) como mediadores sohiveis do processo de



regulagdo. Segundo esses autores, estas citocinas agem como inibidoras da
proliferagéo de fibroblastos e da produgdo de colédgeno na fase tardia do processo de
reparo, mas ndo na sua fase imicial. BRESLIN et al. (1988b) demonstraram que
ferimentos com 10 dias de reparagio apresentam citocinas supressoras da
estimulagio de linfGeitos, secretadas pelos linfacitos T supressores. Estas linfocinas
suprimem a blastogénese dos lmfocitos estimulados por PHA. A agio destas
citocinas é especifica aos linfécitos, nfo influenciando na prolifera¢io dos
fibroblastos. KOVACS et al. (1993) demonstraram que leucédcitos periféricos
tratados com IL~2, in vitro, sfo capazes de induzir a proliferacdo de fibroblastos ¢ a
produgio de tecido conjuntivo, assim como a expressio de genes que codificam para
TGFp ¢ PDGF-BB.

Virios estudos tém sido realizados sobre o processo de reparacdo de pele de
ratos, apds incisdes ou excisdes, obtidas experimentalmente, e com aplicagles de
diferentes substidncias. Estes experimentos wvisam avaliar o5 mecanismos ¢
mediadores envolvidos no processo (BRESLIN et al., 1988a; BRESLIN et al,,
1988h; KAVOKS et al., 1993; FRANCK et al, 1995; XIAOBING et al., 1996;
VAN DE WATER, 1997), assim como os processos ou substdncias que poderiam
retardar (REED et al, 1985; KUBOTA et al,, 1985) ou acelerar a reparagdo
(LAWMAN et al, 1985; SOUBHIA et al., 1992; XIAOBING et al., 1996). Além
disso, em experimentos que visam avaliar apenas os eventos iniciais do processo,
mjegdes de drogas por via subcutinea ou em sacos de ar dorsal (LAWMAN et al.,
1985) podem também ser realizados.

As avaliagBes sdo realizadas durante um periodo compreendido entre o
primeiro e o vigésimo oitavo dia. Analises em apenas um ou poucos dias (KUBOTA
et al., 1985; BRESLIN et al., 1988b) sdio menos comuns gue em dias alternados
(UZUNIAN, 1979; BROWN et al,, 1992; FRANCK et al., 1995; XIAOBING et al.,
1996; ALMEIDA, 1997, VAN DE WATER, 1997).

A metodologia de analise compreende estudos histolégicos em cortes corados
pela hematoxilina - eosina {(UZUNIAN, 1979; KUBOTA et al,, 1985; LAWMAN et
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al., 1985; SPOLIDORIO, 1991; SOUBHIA et al.,, 1992; XIAOBING et al., 1996:
ALMEIDA, 1997, VAN DE WATER, 1997), pela impregnagdo pela prata e pela
reagdo histoquimica de metacromasia com azul de o-toluidina pH 4,0
{SPOLIDORIQ, 1991; ALMEIDA, 1997). As analises também podem ser realizadas
pela histometria (UZUNIAN, 1979, GOLDMAN, 1983), através da medida da
retragdo das feridas (KUBOTA et al., 1985; BROWN et al., 1992), da determinagiio
do contetido de hidroxiprolina (KUBOTA et al,, 1985), ¢ da for¢a de ruptura das
feridas (XIAOBING et al, 1996). Medidas da expressio do mRNA, para
procolageno, fibronectina (KOVACS et al., 1993) e fatores de crescimento, como
VEGE (FRANCK et al., 1995), on do acimulo de RNA ou DNA no tecido em
reparagdo (XIAOBING et al., 1996), também sdo realizados.

De forma geral observa-se que depois dos primeiros minutos seguintes
mypiria, o fluxo hemorragico é paralisado pelos fatores de coagulago (HENKE et
al., 1996; VAN DE WATER, 1997). Durante os proximos trés dias aparecem as
células inflamatorias, primeiramente neutréfilos e, depois do segundo dia, os
monécitos. Simultaneamente, ocorre a migragdo das células da epiderme, visando a
reepitelizagfo. Préximo ao quarto dia, o tecido de granulagfo, rico em novos vasos
sangiiineos, ¢ observado (VAN DE WATER, 1997). Este tecido de granulacdo é
infiltrado por fibroblastos, os quais surgem das células da derme circundante em
resposta a agentes quimiotaxicos. Por volta do sétimo dia, uma nova epiderme cobre
a ferida e o tecido de granulagfio, rico em fibras ¢ vasos sangiiineos, exibe uma
orientagfio paralela ao plano da epiderme (HENKE et al., 1996). Os fibroblastos,
presentes no ferimento, proliferam, sfio ativados e tém a umportante fungdo de
produzir procoligeno tipo I, fibras e matriz extracelular (TURCK et al, 1987;
COTRAN et al., 1994; CLARCK, 1996). A sintese de fibras colagenas inicia-se ao
redor do quarto dia ¢ atinge o méximo de desenvolvimento entre quinze a vinte dias,
decaindo progressivamente, Paralelamente, tem inicio a sinfese de substincia

fundamental amorfa, composta principalmente por glicosaminoglicanas. Esta
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substancia ¢ indispensavel ao processo de agregaciio de fibrilas, formando feixes e
fibras de colageno. Sua sintese € grande até o décimo quinto dia.

As proteinas plasmaticas, como fibrina, fibrinogénio ¢ fibronectina, sfo
importantes na fase inicial da cicatrizag3o e formagio do tecido de granulagfio. As
interagbes entre as células ¢ a matriz extracelular influenciam na migragdo,
proliferaglio e diferenciagdo celulares. O tipo de coldgeno na matriz, a presenca de
fibronectina, laminina ¢ a natureza das proteoglicanas nas 4reas pericelulares
parecem afefar esses processos (VAN DE WATER, 1997).

A angiogénese ¢ caracterizada pela invasdo, mugracdo e proliferacio de
células endoteliais dos vasos adjacentes, sendo fundamental a presenga de moléculas
de adesdo. Os receptores expressos na superficie das células endoteliais, durante a
reparagio das feridas, denominados de integrinas o, 85, ligam-se aos componentes da
mafriz extracelular ¢ ativam os mecanismos de sinalizagdo intracelular calcio
dependente, necessarios a migragio (BROOKS et al., 1994; HENKE et al., 1996).

Para a retragfo das feridas, os miofibroblastos emitem pseudopodes sobre os
componentes da matriz extracelular, ligando-se as moléculas de fibronectina ¢
coldgeno, e retraindo posteriormente. Quando todo o processo € completado, os
fibroblastos desaparecem por apoptose (CLARCK, 1993).

A agdo integrada, concomitante e/ou subseqiiente de todos esses processos,
assimn como a maturagiio dos componentes envolvidos, culminam com a formagéo

de tecido conjuntivo fibroso, o gual é conhecido como cicatriz.

H - LECTINAS

As lectinas representam uma classe de (glico)proteinas de origem nfio imune
que se ligam, especifica e reversivelmente, a agticares. Estdo amplamente
distribuidas na natureza, sendo encontradas em plantas, animais vertebrados,
invertebrados ¢ microorganismos (LIS & SHARON, 1986; MODY et al., 1995;
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KENNEDY et al.,, 1995), sendo freqiientemente encontradas na superficie celular ou
em particulas mtracelulares (SHARON & LIS, 1989).

Por possuirem sifios especificos de ligagdo a carboidratos, sdio capazes de
interagir com diversas moléculas dos fluidos biologicos e receptores de superficie
celular, agindo como decodificadores das informagdes trocadas entre moléculas,
células e organismos (MISQUITH et al, 1994). Algumas lectinas se lgam a
moléculas comuns as diferentes células, enquanto outras se ligam-se a receptores
especificos de uma determinada populagdio celular. As lectinas podem substituir os
Higantes naturais e ativar as células através dos diferentes caminhos de sinalizagéo
celular, mimetizando a a¢do destes (KAPLOWITZ, 1985; SANTOS-DE-OLIVEIRA
et al., 1994; GERVASI et al., 1996).

As lectinas foram descritas no final do século passado como proteinas de
plantas capazes de aglutinar eritrécitos. Apesar do conhecimento sobre as lectinas
existir a mais de cem anos, muitas de suas atividades biolégicas, incluindo a
possibilidade de agirem como moléculas de reconbecimento celular, sio de
conhecimento recente (SHARON & LIS, 1989).

Dentre as diversas atividades bioldgicas atribuidas as lectinas, destacam-se a
identificagdo de grupos sangiiineos, a caracterizagdo de microorganismos, a
estimulagiio mitogénica de células imunes ¢ a detecgfio e o isolamento de
carboidratos em solugfio, nas macromoléculas ou em superficie celular (BEUTH et
al., 1995). Também estdo envolvidas nos processos de reconhecimento e das
interacdes celulares. Estas atividades s3o essenciais na proliferagdo, diferenciagio,
inibicio por contato e morte celular, assim como na formagdo de 6rgdos, migragio
celular, defesa imunoldgica, metdstases, iniciaglio de infecgdes e simbiose (LIS &
SHARON, 1986; SHARON & LIS, 1989; HOLMSKOV et al., 1994; BEUTH et al,,
1995 e MODY et al., 1995).

Fstas fungdes estio relacionadas 4 diversidade estrutural das lectinas e dos
carboidratos presentes em células opostas, as quais podem ser do mesmo tipo ou

ndo. Além disso, lectinas ou carboidratos soliveis podem agir como pontes ligando-
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se a células opostas ¢ 4 matriz extracelular (SHARON & LIS, 198%; MODY et al.,
1995).

As lectinas foram classificadas como mitogénicas ou ndo mitogénicas
conforme a capacidade de aumentarem a sintese de DNA ¢ de induzir a
transformacdo blastica de populages especificas de hinfécitos. A ativagdo
mitogénica de linfoeitos € policlonal e induz alteragdes morfoldgicas, modulagio
fenotipica dos determuinantes de superficie ¢ secrecio de linfocinas ou
imunoglobulinas (WHISLER & YATES, 1980).

Na década de sessenta foi descoberta a atividade mitogénica da lectina de
Phaseolus vuigaris, PHA (NOWELL, 1960). Em seguda, foi demonstrado que
concanavalina A, Con A, apresentava atividade mitogénica sobre linfdcitos
{REICHERT et al, 1973) e posteriormente foi demonstrado que ambas sfo
mitdgenos seletivos para as células T ¢ que se ligam aos receptores TCR dos
Infécitos (KANELLOPOULOS et al., 1983). Outro exceleate mitdgeno, para as
células T humanas e esplénicas murina, € a lectina artocarpina isolada da semente de
A. integrifolia (MIRANDA-SANTOS et al., 1991b). A jacalina é mitogénica para
linfocitos T CD4, porém a estimulagiio ocorre apenas na presenga de células
mononucleares (PINEAU et al., 1990). Em confraste, a aglutinina extraida do germe
do trigo, WGA, mduz sinal negativo sobre a ativagio dos linfécitos, o que resulta na
inibigio da proliferagdo destas células (GREENE & WALCHMANN, 1980). A
estimulacfo policlonal de linfocitos B, somente ocorre em condigBes especificas
{GREENE et al., 1981).

A estimulagdo de leucdcitos na presenga das lectinas pode resuitar na
produgiio de diversas citocinas. FERRANTE et al. (1990) estudaram a produgio de
INFy, por leucocitos estimulados por Con A, ¢ a ativagiio de células fagocitdnas,
incluindo macrofagos. A estimulagdo de células do bago com lectinas € utilizada
como fonte de I1.-2 { DALMAU et al., 1989). Células de sangue humano cultivadas
na presenca de PHA secretam diversas cifocinas, como IL-2, IL-5, GM-CSF ¢ INFy,
importantes no processo inflamatério crénico (VAN WAUNE et al, 1995). A
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jacaling também induz a produgdio de INFy pelos linfocitos humanos, em cultura de
hibridoma de células T (CRANE et al., 1984), e de fatores de crescimento de células
T pelas células esplénicas de ratos (DALMAU et al., 1989), semelhante ao que se
obtém com Con A. Estudos mais recentes in vitro mostram que a jacaling induz a
sintese de TGFB, IL-3/GM-CS e IL-6 em células esplénicas murinas.

A fungdo das lectinas endégenas na interago célula - célula e célula - matriz
¢ fundamental na proliferagdo, diferenciagéio e migragdo celular (STULNIG et al.,
1993). O processo ¢ mediado pelas interagdes entre as glicoproteinas de superficie
celular, as moléculas de adesdo ¢ seus receptores.

A adesdio das células ao endotélio representa a primeira etapa no processo de
migragdo dos leucocitos para os tecidos (DICORLETO & DE LA MOTTE, 1989).
As moléculas de adesdo foram agrupadas através da homologia estrutural e
compreendem um conjunto de trés familias. Foram classificadas como selectinas,
integrinas ¢ a superfamilia das imunoglobulinas {(CRONSTEIN & WEISSMAN,
1993).

Na familia das selectinas, destacam-se as L, as P e as E-selectinas. As L
selectinas sdo expressas em todos os leucdeitos e células provenientes da medula
dssea, mas desaparecem dos leucdcitos assim que se inicia a adesfio firme destes ao
endotélio. As P-selectinas (GMP-140) se expressam em células endoteliais, minutos
apds a ativagfo, e nas plaquetas, apés estimulo trombético. Sua expressio nfo é
induzidas pelas citocinas, As E-selectinas (ELAM-1) sfo expressas somente pelas
células endoteliais, horas apos a ativagdo, desaparecendo dentro de um periodo de
vinte ¢ quatro horas. Esta selectina determina a adesfo de mondcitos ¢ linfocitos ao
endotélio (TEDDER et al., 1995, SYMON & WARDLAW, 1996). P ¢ L selectinas
podem mediar a transmissdo de sinais ¢ ativar fungdes celulares (MODY et al,,
1995). Geralmente as selectinas se ligam a carboidratos contendo acido sialico,
como o grupo sialil Lewis (sLex) (SYMON & WARDLAW, 1996).

As selectinas sfo responsaveis pela primeira etapa de adesdo, porém esta € de

baixa afinmidade. Um contato de maior afinidade com as células endoteliais €
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realizado pelas integrinas leucocitanas CD11/CD18, completando o processo de
adesdo {TEDDER et al, 1995). As integrinas sfo glicoproteinas heterodiméricas
constituidas por duas cadeias o ¢ [, associadas. Participam da interagio do
neutrdfilo ao endotého ou a fibronectina. A B; € exclusiva de leucdcitos. Na
subfamilia B, estd incluida a VLA-4 (Very Late Antigen-4), importante na interagio
de mondcitos ¢ linfocitos ao endotélio. Estas subfamilias também estdo envolvidas
nas inferagcBes com as moléculas da superfamilia das imunoglobulinas (SMITH et
al., 1988).

Constituindo a superfamilia das imunoglobulinas, tém-se as ICAMs
{moléculas de adesfio intercelular), as VCAMs (moléculas de adesdo a células
vasculares) e as PECAMs (moléculas de adesfio célula endotehial- plaquetas) sendo
que ICAM-1 ¢ 2 e VCAM-1 sdo expressas no endotélio e em outros tipos celulares
como fibroblastos. ICAM-3 ¢é encontrada principalmente nos linfécitos T, mondeitos
¢ neutrofilos. Sua expresso pode ser aumentada por mitdgenos. ICAM-1 pode ser
induzida por INF-y, TNF e LPS, assim como VCAM-1, porém sua expressio é
menor. A expressdo de ICAM-2 niio ¢ aumentada por linfocinas (McEVER, 1992),

Considerando que a migragdo de neutréfilos é decorrente da interagio destes
com as células endoteliais, envolvendo as selectina, ASSREUY et al. (1996)
avaliaram o efeito inibitorio de algumas lectinas vegetais, especificas para manose e
glicose, sobre a migragiio in wvivo. Observaram que apenas algumas delas
especificos nfo € a Gnica caracteristica responsavel pelo festo biologico.

A jacalina tem atividade quimiotixica sobre neutrdfilos apds a sua
administraco intraperitoneal em camundongos Balb/c e CBA mas ndo sobre
camundongos suigos, C57B16 ou ratos (SAKAMOTO et al., 1995a). A artocarpina
induz a migragio de neutréfilos na cavidade peritoneal e air pouch em ratos e possui
atividade quimiotixica para neutrofilos in vitro (SANTOS-DE-OLIVEIRA et al,
1994). Atividade quimiotaxica para células mononucleares foi descrita para PHA

(MODY et al, 1995). Con A aumenta o niamero de células mononucleares, apés
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mjegdo intraperitoneal (FELIPE et al, 1995). A lectinas de soja tem acdo
quimiotaxica sobre neutréfilos e ativam macréfagos (BENJAMIN et al., 1997),

A participagdo das ghicocadeias de membrana, na interagio com outras
células ou com a matriz extracelular, contribuindo para a proliferagio, diferenciacgio
e homeostasia, ¢ uma caracteristica de virios processos biolgicos. Em musgos, o
processo de desenvolvimento ¢ regulado através da interagdio entre as lectinas e os
oligossacarideos presentes na superficie de células opostas. As lectinas sdo
especificas aos residuos de galactose / N-acetilgalactosamina.

Conforme evidenciado por WIESER & OESCH (1988) a presenca de
residuos de D-galactose, B-glicosidicamente ligados, é essencial para o controle do
crescimento de fibroblastos /n vitro. A presenga de lectinas especificas para estes
residuos promove um grande aumento da razfio de proliferacfo celular e densidade
de saturag@o. A glicoproteina de membrana responsavel pela inibicdo por contato foi
posteriormente caracterizada ¢ denominada comtactinhibin. Ao mesmo tempo, foi
observado que esta proteina ¢ desializada, expondo os residuos de galactose inativos
em células esparsas, durante o controle de crescimento celular (WIESER et al.,
1995).

ASAGA & YOSHIZATO (1992) estudaram o efeito de ghicocadeias na
mteragio dos fibroblastos com as fibras de colageno. Usando diversas lectinas como
ferramenta, observaram que estas glicoproteinas interagem principalmente com a
PHA-E;. Qutras lectinas como Con A ¢ WGA, também reconhecem glicocadeias
especificas que envolvem a ligaclio ao coldgeno, embora também reconhegam outras
moléculas. Possivelmente WGA inibe a fungfo do receptor de fibronectina celular.

Dentre as multiplas atividades atribuidas as lectinas, muitas poderiam
contribuir ou promover a reparagfo. A estimulagio mitogénica de linfécitos, a
indugio da reacfio inflamatéria no local de aplicagdo, a quimiotaxia de leucdcitos e a
estimulacio da produgdo e secrecio de citocinas, como ILs, INFy, TNFa e TGFB,

potencialmente confribuem para este processo.
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As lectinas PHA ¢ a jacalina possuem a habihidade de modificarem ou
influenciarem diversas atividades biologicas. Dentre as habilidades atribuidas a estas
lectinas, a atividade mitogénica sobre linfocitos, a estimulagdo da produgio de
citocmas enddgenas pelas células mononucleares ¢ a atragio de leucdcitos ao local
de aplicagfio, podem contribuir em diversas etapas da reparagdio. A aglutinina de
germe de trigo, WGA, ao contrario ndo possui atividade mitogénica sobre os
hinfocitos, exercendo efeito inibitorio sobre o metabolismo dos linfocitos. Assim,
possivelmente nfio exerce 2 mesma influéncia que PHA e a jacalina no processo de

reparacgio.

1.1 - Fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA)

A lectina presente em Phaseolus vulgaris, fitohemaglutinina (PHA), possui
potente atividade aglutinadora sobre eritrécitos e mitogénica para linfocitos. Estas
atividades sdo decorrentes de uma mistura de proteinas com atividades bioldgicas
diferentes denominadas isolectinas.

As 1solectinas foram caracterizadas por LEAVITT et al., em 1977, através da
separacdo em cromatografia de troca 10nica ¢, mais tarde, por FLEISHMANN et al.
(1985) em cromatografia de afimdade. Esta ditima técnica permitiu a purificagdo em
etapa nnica.

As 1solectinas apresentam propriedades fisicas e quimicas semelhantes. Estas
moléculas possuem composi¢io semelhante de aminodcidos e formam, em SDS-
PAGE, uma tinica banda de 33 kDa ¢ por ultracentrifugacio demonstram ter massa
molecular de 115 kDa. Possuem, portanto, estrutura tetramérica. De acordo com
suas atividades bioldgicas foram classificadas como La, LsEi, LoEs, LiEs e Ey, onde
E e L representam as subunidades reativas com ertirdcitos on linfocitos e o subscrito
representa a composicio da subumidade. A maior afinidade aos enitrocitos humanos

aumenta com o numero de subunidades E no tetr8mero. A L, n#o liga
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significativamente aos eritrocitos, apesar de ligar com alta afinidade aos hinfocitos ¢
agir como mitdgeno.

Segundo CUMMINGS & KORNFIELD (1982) as isolectinas possuem
especificidades diferentes aos carboidratos. Na presenca de residuos de galactose, E
¢ L-PHA interagem com os oligossacarideos ligados 4 asparagina. As diferencas de
afimdade estio relacionadas 4 forma de ligacfo dos residuos de N-acetilglicosamina
e manose aos residuos de galactose. E-PHA mterage com mator afinidade quando os
glicopeptideos contém dois residuos externos de galactose ¢ um de N-
acetilglicosamina ligados (B-1.4) a residuos de manose. L-PHA, por ouro lado,
mnterage melhor quando os residuos de manose estdo ligados nas posigdes C-2 e C-4
ou C-2 e C-6 aos residuos de N-acetilglicosamina.

GLAD & BORREBAECK (1984) atribuiram as diferengas nas atividades
biologicas das isolectinas, a maior ou menor afinidade entre as fragdes E ou L com
as glicoproteinas séricas. Desta forma, a subunidade L apresenta baixa afimidade
com as proteinas séricas, ficando livre para ativar os linfécitos.

KANELLOPQOULOS et al. (1985) descreveram que a molécula de PHA liga-
se a superficie dos linfécitos atraves da interag@o com os carboidratos presentes nos
receptores para antigenos de células T (Ti). O receptor de ligagio de PHA ¢
diferente de Con A, o qual se liga 2 T3. PEUMANS & DAMME (1993) e
BARDOCZ et al, (1993) citam a atividade estimuladora de crescimento que esta
Iectina exerce sobre as células intestinais de ratos in vive, apds serem endocitadas.

A analise comparativa de sessenta e dois cultivares de P. vudgaris foi feita por
FELSTED et al. (1981), os quais observaram consideravel homologia em suas
atividades biologicas e estruturais. DERBYSHIRE et al. (1988) demonstraram que
PHA purificada da variedade Goiano precoce possui perfil eletroforético semelhante
a0 do mitégeno comercial. A lectina purificada apresenfou atividade estimulatoria
de linfocitos cerca de 12 a 15 vezes maior. Em 1995, GONCALVES & COSTA

isolaram as isolectinas desta vanedade.
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Células presentes no sangue humano total, cultivadas na presenca de PHA,
secretam diversas citocinas (VAN WAUNE et al., 1995). Dentre elas as citocinas
IL-2, IL-5, GM-CSF e INFy, apresentam fungbes importantes no processo
inflamatério  cronico. Interleucina-2 ¢ a principal citocina necessaria  ao
desenvolvimento de células T durante a resposta imune. IL-5 estimula o
crescimento, a diferenciacfio e a atividade de ecosindfilos, GM-CSF induz a
hematopoiese e a ativagdo de mondécitos, eosindfilos e neuntréfilos, enquanto que
INFy estimula a func¢io de mondeitos e macrdfagos.

MODY et al. (1995) citam que L-PHA pode exercer diversos efeitos
terapéuticos em fungdo de suas atividades biolégicas. Incluem, entre diversas outras
atividades, a habilidade de L-PHA em estimular a linfopoiese, atrair células
mononucleares ao sitio de injegfio, agir como imunoestimulante, ativando a
proliferacdo e ativagdo das células efetoras, estunular a produgic de citocinas

endbgenas ¢ agir como adjuvante.

IL.2 - Lectina de germe de trigo (WGA)

A aglutinina de germe de trigo (WGA) foi caracterizada em 1974, por
NAGATA & BURGER, como uma molécula de massa molecular igual 2 17 kDa e
coeficiente de sedimentagio 2,1 S, em solucgfo dcida, porém como um dimero de 35
kDa, em pH neutro. WGA possul afinidade a N-acetil-glucosamina, existindo dois
sitios de ligagdo por molécula, mas também possui alta afinidade a di e trisacarideos
B-1,4 higados. Além destes, possui afinidade aos residuos de acido sidlico (KEARSE
& SINGER, 1994},

Embora seja capaz de aglutinar varias células, incluindo as células linféides
(GREENE et al., 1981), foi caracterizada como uma lectina ndo mitogénica para as
células linféides humanas ou de roedores (SHUMANN et al,, 1973).

GREENE et al. (1981) demonstraram que WGA, em condi¢des apropriadas

como baixas doses e na presenga de células mononucleares, estimulam in vitro a
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sintese ¢ a secregdo de mmunoglobulinas por linfocitos B. A estimulagiio tem
natureza poli-isotipica, pois aumenta a sintese ¢ secregfo das imunoglobulinas das
classes IgG, 1gM e IgA. Provavelmente a ativagdo € policlonal, mas certamente é
dependente das célula T. Envolve a interagio de WGA com glicoproteinas ¢
glicolipideos da membrana celular. Estes mesmos autores observaram que, em
baixas doses, estimulam a sintese de DNA em linfdcitos totais ou subpopulacio de
células T. Em contraste a este mecanismo estimulatorio, em doses maiores, acima de
15 ug/ml, WGA mduz a supressio da sintese de DNA de linfécitos estimulados por
outras lectinas ou antigenos. Assim, esta lectina poderia ter efeitos opostos atuando
como mitdgeno ¢ anti-mitdégeno para linfocitos humanos.

ITO et al. (1984) estudaram vinte e duas lectinas em relagio a sua habilidade
de produzirem INF, em culfura de células esplénicas de camundongos. Observaram
que entre as lectinas com especificidade para os residuos de D-manose, D-glucose
ou N-acetil-D-glucosamina, algumas com maior atividade mitogénica como Con A
induzem a producic de INFy, enquanto que WGA induz a sintese de INFB. WGA
também induz a produgdo de INF na circulagdo apés injecfio intraperitoneal, em
camundongos.

Efeitos sobre a modulagfio da resposta de defesa do organismo t€m sido
atribuidos a esta lectina. MODY et al. (1995) citam a capacidade de WGA em

estimnular a liberaglo de superdxido pelos neutrdfilos.

¥L.3 - Jacalina ¢ Artocarpina

Entre as lectinas de plantas usadas como ferramenta experimental, as lectinas
extraidas de Artocarpus integrifolia t€m atraido varios pesquisadores, por
apresentarem proprniedades bioquimicas e imunoldgicas interessantes. Compreendem
a jacalina (JAC), lectina especifica aos residuos de D-galactose, ¢ a artocarpina

{ART) com especificidade para a D~-manose.
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A jacalina foi inicialmente purificada e caracterizada por dois grupos
independentes (MOREIRA & AINOUZ, 1981 e SURESHKUMAR et al., 1982).
Esta lectina ¢ capaz de aglutinar erifrocitos humanos, sem discriminagfio entre os
diferentes grupos sangiiineos, ¢ de outras espécies animais (MOREIRA & AINOUZ,
1978). A jacalina é especifica a D-galactose e seus derivados e, andlises de ligacSes
de sacarideos revelaram o reconhecimento da estrutura B-D-gal(1-3)DgalNac.
SANTOS-DE-OLIVEIRA et al. (1994) a caracterizaram como uma molécula
tetramérica, com massa molecular de 39,5 kDa, constituida pelas cadeias a ¢ 8, com
massas moleculares de 11,8 ¢ 14,7 kDa. Estas cadeias podem apresentar variagdes
gerando 1soformas (YOUNG et al., 1991).

A jacalina ¢ um ligante das glicoproteinas IgA sérica e IgA secretora
(ROQUE-BARREIRA & CAMPOS NETO, 1985), mais especificamente 3
subclasse IgA-1 humana. Liga-se também a IgD e possut atividade
mnunomoduladora sobre a resposta de IgE.

A aclo mitogénica do extrato de semente de jaca sobre os linfocitos foi
demonstrada por BUNN-MORENQ & CAMPOS NETO (1981), os quais
observaram seletividade para as células T. A ativagfio policlonal sobre os linfocitos
B, somente ocorren na presenca de conceniragdces clevadas do extrato, MIRANDA-
SANTOS et al. (1991b), no entanto, atribuiram toda a atividade mitogénica do
extrato total de sementes de Artocarpus integrifolia i artocarpina.

SAXON et al., em 1987, utilizando a jacalina purificada, observaram que esta
fectina exerceu atividade mitogénica sobre as células T. Porém, ndo houve ativagdo
policlonal das células B, de forma T - dependente ou T - independente. Ao contrério,
ocorreu imbigio da produgdo de imunoglobulinas, mediada pelas células T
SUPTessoras.

PINEAU et al. (1990) também estudaram a atividade mitogénica da lectina
purificada. Revelaram que a jacalina induz a proliferagfio de linfocitos T, CD4, e que
a cinética de sintese de DNA, expressio de CD25 e a secregio de IL-2 foi distinta

daquela observada apds estimulagio com PHA. A ativaciio dos linfocitos foi
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dependente da populagdo de mondeitos autélogos e foi necessario maior tempo de
reagio.

LAFONT et al. (1997) demonstraram que, além da especificidade de ligagsio
e ativaglo dos linfocitos CD4, a jacalina também se liga aos linfocitos T CDS. No
entanto, a ativagfio da tirosina quinase p36ick, que esta associada a CD4 e CD8, e a
transdugdo do sinal até o nicleo da célula somente ocorre nos linfécitos CDA4.

Segundo MIRANDA-SANTOS et al. (1991a), a jacalina estimula a produgio
de IL-3/GM-CSF, mas n3o outros fatores de crescimento. CRANE et al. {(1984)
demonstraram que hibridomas de células T, obtidos pela fusdo de células T
estimulados com jacalina e células T tumorais, secretam INF v.

A jacalina tem atividade quimiotdxica sobre neutréfilos em camundongos
Balb/c e CBA, apés a sua administragdo miraperitoneal (SAKAMOTO et al., 1995a;
FELIPE et al, 1995). A atividade quimiotdxica ndo ocorreu em camundongos
suigos, C57B16 ou ratos. Isto sugere a existéncia de seletividade na quimiotaxia
induzida por moléculas que reconhecem os carboidratos (SAKAMOTO et al,
1995a). Em camundongos suigos, FELIPE et al. (1995) demonstraram que a jacalina
aumenta as células fagocitarias, principalmente macrofagos, em niimero e atividade.
A ativaglio dos fagécitos foi dependente da liberagfo de citocinas de células T,
provavelmente INFy, tornando-os mais resistentes a infecglo a Cdandida albicans.

ALBUQUERQUE et al. (1995) demonstraram que a jacalna é um potente
adjuvante sobre a resposta imune humoral contra o TNP sendo it como carreador e
mmunoestimulante em protocolos de imunizagdo.

FAVERO et al. (1993) ¢ LAFONT et al. (1997) demonstraram que a jacalina,
extraida das sementes de Arfocarpus heterophyllus, estimula linfécitos T CD4, e que
ao inferagirem, em baixas conceniracdes com este receptor, intbe a infecgio de
células Iinfoides pelo HIV.

O uso da jacalina em diversas areas tem como vantagem a sua abundante
fonte, a facilidade de punificacio e a sua estabilidade. Atualmente a jacalina esta

sendo empregada no isolamento de glicoproteinas plasmaticas, como IgAl e
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proteina nibidora de C-1, na investigagdio de nefropatias por IgA, na detec¢do de
tumores e na avaliagdo da imunidade de mdividuos infectados com HIV (KABIR,
1998).

A presenca de mais uma lectina no extrato total de sementes de A, integrifolia
foi sugerida por MOREIRA & AINOUZ (1981), ROQUE-BARREIRA &
CAMPOS-NETO (1985) e COSTA (1989).

Segundo MIRANDA-SANTOS et al. {1991a) esta lectina pertence ao grupo
ligante de D-manose e possut atividade estimulatéria inespecifica sobre os
linféeitos. Apresenta a propriedade de se ligar a hemaceas de cameiro e de coetho,
porém ndo aglutina eritrécitos humanos, independente da especificidade. Sua massa
molecular foi determinada como sendo de 65 kDa. Os autores a denominaram como
artocarpina.

SANTOS-DE-OLIVEIRA et al. (1994) purificaram a lectina com
especificidade a D-manose das sementes de A. infegrifolia e a denominaram,
provisoriamente, de KM™. A lectina purificada por este grupo foi caracterizada como
uma molécula que possmi massa molecular de 52 kDa, estruturada como uma
molécula tetramérica, formada por cadeias de 13 kDa. A atividade aglutinante das
hemaceas bumanas dos grupos A, B ou O ocorren na concentragfio de 25 pg/ml. de
lectina. Segundo esses autores, a lectina induz a migragiio de neutréfilos na cavidade
peritoneal e air pouch em ratos e possui atividade quimiotitica para neuiréfilos in
vitro {SAKAMOTO et al., 1995b).

Os trabalhos de MIRANDA-SANTOS et al. (1991a) ¢ de SANTOS DE
OLIVEIRA et al. (1994) revelaram que a lectina é mitogénica, induzindo a
proliferacio de células esplénicas de camundongos Balb/c. A ativagdo de linfocitos
ocorre através de wn mecanismo diferente da jacalina, como demonstrado em
experimentos de inibi¢do com anticorpos anti-CD2 e anti-CD3. Em experimentos
realizados por ALIBERTI et al. (1995), KM’ induziu a produgdo de altos niveis de
INFy, em células esplénicas de camundongos Balb/c ativadas, ¢ de 6xido nitrico por

macréfagos isolados da cavidade peritoneal.
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Em nosso trabalho denominamos a lectina com especificidade a D-manose,
purificada do extrato total de sementes de 4. integrifolia, de artocarpina. Somente a

utilizamos no estudo de proliferacdo de fibroblastos in vitro.
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OBJETIVOS

F- OBJETIVO GERAL

Considerando a mexisténcia, na literatura revista, de estudos que avaliassem a
influéncia das lectinas sobre o processo de reparo, este trabatho teve como principal
objetivo:

Avaliar a influéncia das lectinas, PHA de Phaseolus vulgaris, WGA de germe
de trigo, Triticum vulgare, ¢ jacalina de Artocarpus integrifolia, no processo de

reparagdo de pele de ratos albinos, da linhagem Wistar.

I - OBJETIVOS ESPECIFICOS

i - Purificar as lectinas de Artocarpus integrifolia ¢ de Phaseolus vulgaris, utilizando

metodologia sumples e de baixo custo comercial;

i - Avaliar macroscopica e histologicamente, uma possivel influéncia das lectinas
PHA, de Phaseolus vulgaris, WGA, de germe de trigo, Triticum vulgare, e jacalina,

de Artocarpus integrifolia, no processo de reparagdo de pele de ratos;
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iii - Induzir reagfo inflamatdria, apds injeclio intradérmica das lectinas em ratos
Wistar, e comparar a reagdo inflamatdna local com os possiveis efeitos no processo

de reparagdo;

iv - Avaliar a possibilidade das lectinas ativarem, diretamente, a proliferagio de

fibroblastos in vitro.
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MATERIAL E METODOS

1 - OBTENCAO DAS LECTINAS

As lectinas purificadas forafn _a fitohemaglutinina (PHA) de Phaseolus
vulgaris, variedade Golano Precoce, a jacalina (JAC) e a artocarpina (ART) das
sementes de jaca, Arfocarpus integrifolia. PHA e artocarpina foram purificadas em
matriz de ovomucdide preparada conforme padronizagio realizada por
GONCALVES & COSTA (1995), com pequenas modificages. A jacalina foi
purificada em coluna de afinidade agarose- D- galactose (ROQUE-BARREIRA,
1986). A purificagdo foi avaliada por eletroforese e através da atividade
hemaglutinante.

A lectina de germe de trigo (WGA) foi obtida da Sigma Chemical Company,
cat. n° L- 1005.

1.1 ~ Preparo da matriz de ovomucdide

Para o preparo da coluna de afinidade utilizando ovomucéide como matriz
foram necessdrias as etapas de purificagéo, fixagdo e dessializagdo do ovomucéide e
da montagem da coluna,

O ovomucdide foi purificado conforme metodologia proposta por

LINEWEAVER & MURRAY (1947), com pequenas modificacdes. A um volume
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de clara de ovo foram adicionados, sob constante agitagdo ¢ nesta ordem, um quarto
de volume de solugdo de acido cloridrico 0,5 M (MERCK), a mesma quantidade de
acetona P.A. (MERCK) e dois quartos do volume de agua. Apos agitagdo constante,
por quinze minutos a 4°C, a mistura foi filtrada em papel de filtro por 18 horas, na
mesma temperatura. O sobrenadante foi precipitado com dois volumes de acetona,
recothido em funil de Buchner ¢ seco em estufa. O ovomucédide purificado tem
rendimentos e perfil eletroforético semelhante ao obtido por LINEWEAVER &
MURRAY (1947). O ovomucéide foi msolubilizado ¢ triturado em particulas com
difmetro compreendido enire 50 ¢ 250 pm, as quais foram fixadas com solugo de
glotaraldeido a 1%. Apods sucessivas lavagens com solug@o salina, o material foi
mantido por 12 horas a 4°C, em solucdo de glicina - HCL 0,02 M, pH 2,8. Apés, foi
lavado com agua, dessializado através da fervura em pH acido, lavado com agua e
posteriormente com PBS até neutralizagio do pH. A matriz foi acondicionada em
uma coluna de vidro (volume total de 10 ml), acoplada a uma bomba de fluxo
continno (Pharmacia, LKB, Pump P-1) ¢ 2 um coletor de fragSes (FOXY 200,
ISCO).

1.2 — Purificacio das lectinas

Para obtengdio de PHA, 100 mL do extrato total de sementes de P. vulgaris
(GONCALVES & COSTA, 1995) foram aplicados na matriz de ovomucoide. Apos,
a coluna foi lavada com PBS, até que a densidade 6tica a 280 nm fosse menor que
0,1. A lectina foi eluida com tampdo tetraborato de sodio 0,25 M, pH 8,0. O fluxo
foi mantido em 12,0 ml/hora e as fragdes coletadas foram de 3,0 ml.

Para a purificacdo da artocarpina, 200 mL de extrato total de semente de jaca
{100 g de sementes, sem cascas, trituradas, diluidas em 500 mlL de PBS ¢
centrifugadas a 2.000 g a 4°C, por 20 minutos) foram aplicados a coluna de

ovomucéide, cujo volume era de 10 mL. A lectina foi eluida com solugio de manose
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0,2 M preparada em solu¢o salina. O fluxo foi mantido em 12,0 mL / hora sendo
coletadas fracGes de 3,0 mL.

A jacalina, lectina presente no extrato salino da semente de jaca (obtido na
proporcdo 1:5) foi purificada em coluna agarose- D- galactose (Selectin-16
Pierce, USA). O volume total da matriz de afinidade foi de 3,0 mL e a lectina foi
eluida com solucdo de D- galactose 0,4 M (Sigma).

As fragSes eluidas foram acompanhadas por meio de leitura
espectofotométrica a 280 nm e da atividade hemaglutinante. As fragGes que
apresentaram leitura de absorbincia acima de 0,4 foram reunidas, dializadas contra
PRS sem conservanies, acertada a concentragdo para 1,0 mg / mL, esterilizadas em
filtro de 0,22 mu (Millipore) ¢ mantidas congeladas em aliquotas de 500 ul, até o
momento de uso. As andlises eletroforéticas e as atividades hemaglutinantes foram

realizadas.

1.3 ~ Eletroforese

Com o objetivo de avaliar o grau de pureza das lectinas, foram realizadas
analises eletroforéticas, em gel de poliacrilamida, pele sistema mini - gel
(Pharmacia, LKB, 205 Midget Electrophoresis Umnt).

PHA foi submetida a4 eletroforese em pH acido, em condigbes ndo
desnaturantes (RESFIELD et al., 1962). A concentrago do gel separador foi de 7%
de acrilamida e a cornida fot realizada com amperagem ¢ tempo fixos, de 30 mA por
90 minatos.

A jacalina e a artocarpina foram submetidas & eletroforese em condigBes
alcalinas ndo desnaturantes (ALFENAS et al., 1991). O gel separador foi usado com
7.5% de acrilamida e a corrida foi realizada a 76V.

As trés lectinas foram também submetidas ao sisterna SDS-PAGE adaptado
de LAEMMLI (1970) e comparadas a marcadores com massas moleculares baixas

(BIO RAD, Low Range, cat. mimero 161.0304). As proteinas foram diluidas no
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tampdo de amostra, aquecidas ¢ submetidas 2 corrida em um gel separador
constituido por 12% de acrilamida (ALFENAS et al., 1991). A corrida foi realizada
a 150 V, por quatro horas (fonte Pharmacia, EP 500/400). As massas moleculares
foram determinadas através do sistema SigmaGel (Gel Analyses Software, Jandel
Scientific Software, USA, 1995).

O corante utihizado foi Coomassie Brilliant blue - R 250 a 0,05%.

L.4 — Atividade hemaglutinante

Os procedimentos realizados para determinar o titulo de hemaglutinagio
foram semelthantes aos de COSTA (1989). Cada lectina foi diluida em série, na
razio 2, mantendo um volume final de 100 uL, em placas com fundo em “U”. Apés,
o mesmo volume da suspensio de hemaceas a 2%, formada por um pool de células
dos grupos A, B, O e Rh positivas, foram adicionadas, homogeneizadas ¢ deixadas
em repouso por duas horas & temperatura ambiente. O titulo de aglutinacdo foi
determinado, como sendo o inverso da maior diluigio que formeceu aglutinacio
visivel.

A attvidade hemaglutinante especifica fot definida como o titulo em relagfio
ao teor de proteinas (FREIER et al., 1985).

L.5 — Determinaciio da concentracio de proteinas

Para determinagdo da concentragfo das proteinas foi utilizado o método de
Lowry (LOWRY et al,, 1951) usando como padriio albumina bovina (BSA - fraction
V, Pentax-Miles, USA). O contetdo de proteinas nos eluatos das colunas foi

avahiado através da absorbancia a 280 nm.
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If ~ EFEITO INFLAMATORIO DAS LECTINAS

Ii. 1 — Amostra

Foram utilizados para este estudo, ratos albinos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), machos, com idade aproximada de 60 dias e pesando em média
200 gramas. Os animais foram procedentes do Biotério Central da Unicamp e foram
mantidos em gaiolas apropriadas, em ambiente com temperatura e umidade
¢ontroladas. A alimentacdo constou de ragfio balanceada padrio e dgua ad libitum.

As lectinas utilizadas neste experimento foram PHA, WGA ¢ a jacalina.

Ii. 2 - Procedimentos experimentais

Para avaliar a resposta inflamatéria induzida pelas lectinas, injegdes
intradérmicas foram reahzadas no dorso dos animais, As avaliagGes macroscépicas
foram determinadas, através da medida dos didmetros das papulas formadas no local
da injecHo. As analises histoldgicas foram realizadas em cortes corados com

hematoxilina - eosina.

11.2.1 — Determinaciio da dose adequada

Para definir a melhor dose para cada lecting, foram utilizados quatro grupos
com trés animais cada. Em cada animal foram realizadas trés inje¢bes de 100 pL
com a solucdo estéril da lectina, nas concentragdes de 10, 25, 50 ¢ 100 pg/ml. Uma
injecdo com o mesmo volume de solugdo salina fisiologica, utilizada como controle,
também foi realizada. Antes da injec@io, os animais foram anestesiados com éter
etilico ¢ depilados manualmente, apenas no local da mjego.

As medidas dos didmetros das papulas foram realizadas durante o periodo

compreendido entre o primeiro ¢ o sétimo dias. Para a medida, as papulas foram
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primetramente delimitadas com caneta esferografica. Ao riscar a pele com a caneta,
esta escorrega na pele normal mas fica presa na regifio edemaciada ou endurecida
pela reagdio celular, Como este procedimento foi realizado a partiv de diferentes
posigdes, a area delimitada adquiriu um formato circular. O didmetro delimitado
com a caneta esferogrifica foir medido utilizando circulos com tamanhos
previamente definidos (1 a 20 mm) e impressos em uma transparéncia.

As doses foram escolhidas em fungdo do didmetro da papula formada apés 24
horas e da nfio formacéo de necrose. Foi padronizado, como diimetro inicial,
aproximadamente 10 mm. As doses consideradas adequadas (25ug para PHA e
jacaling ¢ 100 pg para WGA) foram utilizadas nos experimentos que visavam
acompanhar, através da analise histologica, os possiveis efeitos das diferentes

lectinas no processo inflamatdrio.
§i.2.2 - Reacio inflamatdria

Para cada lectina foram estabelecidos, de forma aleatdna, cinco grupos
experimentats, contendo dois amimais cada. Em cada amimal foram realizadas irés
injecdes infradérmicas, no dorso, na regido interescapular, sendo duas teste € uma
controle. A posigdo das injecbes controle e teste foram aleat6rias.

Os animais foram anestesiados e sacrificados 24 horas, 48 horas, 72 horas, no
quinto e no sétimo dias apés a injeglio. Nestes periodos, apds a delimitagdo da
papula, a regido da pele inflamada foi removida com margem de seguranga. A pele
foi conservada em formol a 4%, até que a confecgiio das laminas, para a andlise
histelogica, fosse realizada. As pegas ficaram no minimo 72 horas nesta solugéo.

As pecas mantidas em formol foram cortadas ao meio e preparadas de forma
a conter wma regifio de tecido inflamado circundada pelo tecido normal. As pegas
foram lavadas em agua corrente, desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina.
Cortes de 7,0 um foram realizados ¢ as Jaminas foram coradas com hematoxilina -

eosina para avaliagdo das caracteristicas celulares, nas reag@es inflamatérias.



As anglises mucroscopicas e as fotografias foram realizadas em

fotomicroscopio “Zeiss — Pol 017,

111 - CULTURA DE FIBROBLASTOS

1.1 - Céiunlas

Os fibroblastos humanos foram obtidos da gengiva de voluntirios
clinicamente normais e foram gentilmente cedidos pelo Prof. Ricardo Della Coleta
da Disciplina de Patologia da FOP.

As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’s
Medium - Sigma Chemical Co.), suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Cutilab - Campinas), anfotericina B e garamicina, em garrafas de 15 mL ou 50 mL.
Os subcultivos foram realizados uma ou duas vezes por semana. As células foram
desprendidas com solugdo de fripsina 0,1%, contendo EDTA 1,0 mM, até & décima
quinta passagem {DOHLMAN et al., 1985). Nos experimentos foram utilizadas as
células da sexta & décima quarta passagem.

O formato das células, a adesdo ¢ o indice de proliferagdio, nas garrafas ou
durante os experimentos em placas de cuitura, foram acompanhados em mucroscopia

de inversfio e contraste de fase (Microscopio Reichert-Jung, Biostar).

1.2 - Lectinas

As lectinas utilizadas foram as lectinas de P. vulgaris (PHA), de germe de
trigo (WGA) e das sementes de jaca (jacalina ¢ artocarpina).
As lectinas foram diluidas no meio de cultura ou em PBS e utilizadas nas

concentragdes finais de 0,1 pug/ml a 300 pg/ml., apds serem esterilizadas em filtro

Amicon de 0,22 myu (Millipore).



34

1113 — Ensaio de toxicidade

Para venficar se as lectinas exerciam efeito téxico sobre os fibroblastos,
ensaio baseado no trabatho de ASAGA & YOSHIZATO (1992) foi realizado.

Uma suspensdo contendo 10* células/mL foi diluida no meio de cultura, no
qual as lectinas haviam sido previamente diluidas, nas concentragdes desejadas. O
volume final foir de 100 ul. As placas foram incubadas em condigdes de
temperatura, umidade e nivel de CO, adequados, por vinte e quatro horas, ¢ o ensaio

colorimétrico foi realizado para avaliar a viabilidade das células.
114 - Ensaios de proliferagio

Os ensaios de proliferagdo sob a influéneia das lectinas foram baseados nos
trabathos de WEISER & OESCH (1988), com algumas modifica¢des.

As células foram lavadas com o meio de cultura e a concentracio da
suspensio celular foi acertada em cdmara de Newbauer. As suspensdes contendo 4 x
10° células / mL foram colocadas nas placas, num volume final de 100 pl. Para
completa adesio, as células foram mantidas em estufa por dezesseis horas, em
condigOes de umidade adequada, temperatura de 37°C e atmosfera com 5% de CO,.
Trocas diarias dos metos, com ou sem as lectinas (teste e controle, respectivamente),
foram realizadas irég vezes. No altimo dia, fot realizado o ensaio colorimétrico com
MTT, para detectar o grau de prolifera¢do celular.

Os ensaios foram realizados em placas estéreis contendo noventa e seis pogos
{(Falcon 3075, Becton Dickinson Labware). Quatro experimentos distintos foram

realizados ¢ cada analise foi feita em triplicata.
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1.5 — Ensaio de adesio

Para avaliar o grau de influéncia das lectinas, sobre a adesfio das células as
placas de poliestireno, o ensaio foi realizado conforme OPPENHEIMER-MARKS
& GRINNEL (1981), com modificagdes nos tempos de incubagdes.

As placas de cultura foram pré - sensibilizadas com as solugdes das lectinas
diluidas em PBS nas concentracdes desejadas, Cem microlitros destas solugdes
foram adicionados & placa, as quais foram mantidas & temperatura ambiente por duas
horas. Apds este periodo, as placas foram lavadas com PBS e foram adicionados, a
cada pogo, 100 pl da suspensio celular, contendo 10° células / mL. Apds dezesseis
horas em estufa, nas condigdes de temperatura, umidade e niveis de CO; adequados,
0 ensaio colorimétrico foi realizado.

Foram realizados trés experimentos distintos e cada analise foi feita em

triplicata,
ill.6 — Revelacio - Ensaio colorimétrico

Para avaliar o grau de proliferagdo ou de adesdo dos fibroblastos in vitre, foi
utilizado o ensaio colonmétrico utilizando o MTT, proposto por MOSMANN
(1983).

O ensaio baseta-se na habilidade das células vidveis em absorverem sais de
tetrazolium e clivarem o anel de tetrazolium pela mitocdndria ativa formando um
produto de coloragdo azul escura, cuja intensidade ¢ proporcional a concentragdo
celular. O grau de proliferagio celular é proporcional ao grau de viabilidade celular
e portanto ao produto colorido formado. O ensaio quantitativo ¢ rapido, preciso
(MOSMANN, 1983) ¢ sensivel (GIENI et al., 1995).

Apés o tempo adequado de incubagfio das placas, nas quais os ensaio de
proliferacio ou adesdio estavam sendo realizados, o sobrenadante da cultura foi

aspirado. Cem microlitros do meio de cultura foram adicionados em cada pogo e 40
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pL da solugdo de MTT [(3-(4,5- dimethylthiazol-2-y1)-2,5- diphenyl tetrazolium
bromide)] (Serva-Feinbiochemica-Heidelberg, catilogo ntmero 20393), dissolvidos
em PBS a uma concentragdo final de Smg/mL, foram adicionados. As placas foram
envolvidas em papel aluminio e incubadas a 37°C por quatro horas. Apds este
periodo, o sobrenadante foi descartado e 100 pL de solugdo alcool - 4cida (200 puL
da solug@o de HCI - IN em 4,8 mL de alcool isopropilico) foram adicionados com o
proposito de dissolverem os cnistais de formazan formados, de coloragio azul
escuro. Apdés 20 minutos de incubagio 4 temperafura ambiente para assegurar
completa dissolugio dos cristais, todo o volume foi repassado para a placa de
ELISA, sobre 20 pl de solugdo de SDS a 3%. A leitura foi entfio realizada em leitor
de ELISA (Microplate Reader, Biorad, model 450) a 490 nm.

O comprimento de onda utilizado (490 nm) foi diferente do recomendado
pela téenica original (570 nm), pois fo1 adaptado as nossas condigGes laboratoriais.
Para assegurar a sensibilidade e a linearidade de resposta neste comprimento de
onda, testes preliminares foram realizados. Para tanto, diferentes concentragGes da
suspensdo celular (10* até 8 x 10" células / mL) foram diluidas em meio de cultura e
dispensadas em triplicata, num volume final de 100 pl. A placa de cultura foi
incubada em estufa em condigbes adequadas a proliferagdo celular por 24 horas,
apos o qual foi realizado o ensaio colorimétrico com a leitura da densidade 6tica &
490 nm. A relagdio entre as leituras de absorbincia e a concentragio celular foi

avaliada através de um modelo linear,

IV — INFLUENCIA DAS LECTINAS SOBRE A REPARACAO

V.1 — Amostra

Foram utilizados para este estudo, 36 ratos albinos da linhagem Wistar

(Rattus norvegicus albinus), machos, com idade aproximada de 90 dias e pesando
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em média 300 gramas. Os animais foram procedentes do Biotério Central da
Unicamp ¢ foram mantidos em gaiolas apropriadas e individuais, em ambiente com
temperatura ¢ umidade controladas. A alimentagfo constou de ragio balanceada
padrdo e agua ad libitum.

As lectinas utilizadas foram PHA, WGA e a jacalina. Para cada lectina, os

animais foram divididos em quatro grupos, contendo trés animais por grupo.
IV.2 - Procedimentos experimentais

Foram baseados nos procedimentos previamente realizados por KUBOTA et
al. (1985) e SOUBHIA et al. (1992), com modificagdes.

De forma aleatéria foram formados 0s grupos experimentais, contendo cada
grupo, trés ammais. O primeiro grupo fot sacrificado no terceiro dia, o segundo
grupo no sétimo dia, o0 tercetro no décimo primeiro dia € quarto no décimo quinto
dia.

No dia zero, cada animal foi anestesiado por via inframuscular, num volume
de 1,16 ul. por peso do rato em gramas, com uma mustura de Virbaxyi(R) 2% ¢
Francotar™, xylazina a 20 mg / mL e ketamina a 50 mg / mL, na proporgio de
0,3:0,8 mL.

O dorso de cada amimal foi depilado manualmente ¢ quatro excisdes, duas a
esquerda e duas a direita da regiiio comrespondente a coluna vertebral, foram
realizadas com punch cirurgico de 8,0 mlimetros. Cada ferida foi realizada de forma
a manter tamanho e profundidade o mais proximo possivel uma das outras, sendo
realizada pelo mesmo operador. Quando retirado o tecido, observou-se como base
da ferida, o tecido muscular e nas bordas, a presenga da derme e epiderme. As
feridas foram lavadas com solugdio salina estéril e secas com gaze, para retirar o
sangue e evitar a formagfio de codgulo.

Trés ferimentos foram escolhidos, aleatoriamente, para a aplicagdo da lectina

constituindo o teste, e um ferimento foi escolhido para constituir o controle. No
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controle foram aplicados 100 pL da solugdo salina fisiologica, em cada dia. Nas
feridas teste foram aplicadas, no mesmo volume, a lectina estéril ¢ na concentragdo
inicial de 1,0 mg/mL. As aplicagdes das lectinas e da salina no controle foram
realizadas com pipeta automatica de 25 uL, durante trés dias consecutivos (dias
zero, um ¢ dois). Foram aplicados 300 pg/mL de cada lectina e 300 pL de solugdo
salina fisiologica, por ferimento.

Para acompanhar, macroscopicamente, o processo de retragdo das feridas, o
didmetro dos ferimentos foi medido diariamente, do primeiro ao décimo quinto dia.
Para a realizagdo das medidas, circulos com didmetros definidos e impressos em
uma transparéncia, foram colocados sobre os ferimentos. A média das medidas dos
didmetros que mais se aproximavam da cicatriz foi considerada. A variagdo dos
valores dos diametros foi avaliada estatisticamente, pelo teste ¢ de Student. Valores
de p < 0,05 foram considerados significativos.

A figura 1 representa como foram realizadas as medidas dos didmetros das

feridas em reparagéo.

Figura 1 - Medida dos didmetros das feridas em reparagao.

As analises histologicas da reparagdo tecidual foram realizadas apenas nos
dias 3, 7, 11 e 15. Para a obtenc¢do das pegas, os animais foram sacrificados com éter

etilico e a regido da pele que continha o ferimento foi retirada. Cada pega foi obtida
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de forma que a regifio de reparagdo central fosse circundada por tecido normal. As
ncisdes para a retirada das pegas tiveram a mesma profundidade daquelas realizadas
nos ferimentos.

As pegas foram identificadas e mantidas em recipientes com solugio a 4% de
formol, até o momento de serem processadas. As pegas ficaram, no minimo, 72

horas nesta solugio.

IV. 3 — Preparo das lAminas e andlise histologica

As pegas, mantidas em formol, foram cortadas ao meio. Assim, a regido de
tecido normal continha a regifio de ferida em reparagdo no centro. Apds, foram
lavadas em 4gua corrente, desidratadas, diafanizadas e inchiidas em parafina. Cortes
de 7,0 um foram realizados e as ldminas foram montadas. As 1iminas foram
divididas em dois lotes distintos para que os procedimentos de coloragdo fossem
realizados.

Um lote de 1dminas foi corado pela hematoxilina ~ eosina, conforme a técnica
de rotina, com o objetivo de analisar a morfologia do tecido e a formagdo do tecido
de granulagfo.

O segundo lote foi submetido a impregnagio pela prata, conforme técnica de
Gordon & Sweet (1936), segundo PEARSE (1985). Esta técnica permitin o exame
dos feixes de colageno, através da microscopia de polarizagio.

As observagles morfologicas do tecido de granulagfio, as observagdes em
microscopia de polarizagdo e as fotografias foram realizadas no fotomicroscpio

“wZeiss - Pol 017,
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RESULTADOS

I- PURIFICACAO DAS LECTINAS

As lectinas PHA e artocarpina foram purificadas em cromatografia de
afinidade, utilizando ovomucdide como matriz. A coluna foi preparada conforme
metodologia proposta por GONCALVES & COSTA (1995), com modificagdes no
processo de obtengdo do ovomucdide. O perfil eletroforético do ovomucdide em gel
de agarose, ¢ mostrado na Figura 2. Nio foram observadas diferencas nos perfis

eletroforéticos do ovomucoide obtido por meio das duas técnicas.

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose, mostrando o perfil da clara de ovo total
(1), do ovomucbide obtido segundo a técnica de LINEWEAVER &
MURRAY (2) e do ovomucoide purificado com as modificagdes (3).
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Os perfis de eluigdo de PHA, da artocarpina ¢ da jacalina estdo apresentados
nas Figuras 3, 4 ¢ 5, respectivamente. As fracdes que apresentaram absorbincia

actma de 0,4 a2 280 nm e aglutinaclo posttiva foram reunidas, dialisadas e

esterilizadas. A concentra¢do foi depois ajustada a 1,0 mg/mL.

DO280 nm

4 8 12 16 20 24

Tubos {3.0 ml)

Figura 3 - Perfil de eluigdo de PHA.

Cem mL de extrato total foram aplicados 3 uma coluna de 10 mL, com matriz

de afinidade preparada com ovomucdide. A lectina foi ehliida com tampdo
tetraborato de sédio 0.25 M, pH 8,0. A aglutinagiio foi observada em todas as

fragdes eluidas. Foram reunidas as fragdes correspondentes aos tabos 4 a 9.
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Figura 4 - Perfil de elui¢do da artocarpina.

O extrato total da semente de jaca foi aplicado a coluna de ovomucéide ¢ a
Jacalina foi eluida com solugfio de D-manose 0,2 M, preparada em solug@o salina.

Uma fraca aglutinagdo positiva foi observada nas fragdes referentes aos tubos 4 ao 8.

3.0 4
2.5 4
2.0 -
1.5 1

1.0 +

DO 280nm

0.5 4

0.0 Y y y
0 2 4 4] 8 10 12

Tuhos {3.0 i)

ot

Figura 5 - Perfil de eluigdo da jacalina.

Vinte mL de extrato total de semente de jaca foram aplicados & coluna de
afinidade agarose-D-galaciose ¢ eluidos com solugiio de D- galactose. Somente as

fracbes referentes aos tubos 2, 3 e 4 apresentaram aglatinagdo positiva.
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Na Tabela 1 estfo reunidas as propriedades hemaglutinantes das rés lectinas
purificadas ¢ da lectina WGA, obtida da Sigma.

Tabela 1- Propriedades hemaglutinantes das lectinas.

Lecting Concentracio protéica  Titulo de Atividade Concentraciio
(mg/mL) aglutinaciio hemaglutinante minima capaz de
Lowry DO280Onm especifica aglutinar (ng/mL)
PHA 1,16 1,35 256 2211 4,52
ART 0,77 0,83 32 41,5 24,13
JAC 1,45 1,75 3192 56379 0,18
WGA 1,38 1,30 32 23,1 43,25

Para avaliar a pureza das lectinas, eletroforese em gel de poliacrilamida fo
realizada. Os perfis eletroforéticos das proteinas estdo apresentadas nas Figuras 5 e

6. As massas moleculares foram avaliadas pelo sistema SDS-PAGE.

5 -
Figura 6 — Eletroforese em pH 4cido e condigbes ndo desnaturantes, mostrando o

perfil eletroforético do extrato total das sementes de P. vulgaris (1) ¢ 0s
perfis resultantes de duas repetigdes da purificagio de PHA (2 ¢ 3).

No gel separador a 7,0% foram aplicados 10 a 100 pg de proteinas, as quais
foram submetidas a separacio por 30 mA a 90 minutos. O tampdo de corrida usado

foi B-alanina - acido acético 0,35 M, pH 4,5.



Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5%, em condigdes alcalinas, nfo
desnaturantes, mostrando o perfil eletroforético da jacalma (1) da
artocarpina (2) e do extrato fotal das sementes de jaca (3).

No gel separador foram aplicados 20 a 100 pg de proteinas. As proteinas
foram submetidas 4 separagfo, por 120 minutos a 76 V. O tampéo de corrida usado
fot Tris - glicina, pH §,6.

Awravés da cletroforese em SDS-PAGE, foram determinadas as massas
moleculares das lectinas. As massas moleculares identificadas para as isolectinas de
P. vulgaris foram identificadas como compreendidas entre 33 e 35,5 kDa. Para a
artocarpina, proximo a 13,5 kDa. Para a jacalina foram identificadas duas bandas,

uma proximo a 12,1 e outra a 15,3 kDa.
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1i - EFEITO INFLAMATORIO

Uma possivel reacdo inflamatdna local provocada pelas lectinas PHA, WGA
¢ jacalina fo1 investigada. Inicialmente foi definida a dose adequada para a aplicagdo
das lectinas. A concentragio adequada foi determinada como sendo aquela que
fornecesse uma reagiio macroscopica, semelhante entre elas, apos vinte ¢ quatro
horas, ou seja, foi padronizado em fungdo de um didmetro inicial igual a 10 mm.

Também foi considerada a ndo formagdo de necrose, no local da injecéo.

IL.1 - Andlise macrescépica

A Figura 8 representa as medidas das papulas formadas nos locais de

aplicacio das lectinas.

24 Te—PHA (25 —e—JAC @5)
i WGA (100} —%— controle

3]

Q 2 4 6 8
tampo - dias

Figura 8 - Andlise macroscopica da reagdio inflamatoria local provocada pelas

fectinas.

As medidas foram determinadas por um periodo de sete dias. As
concentragdes usadas foram igual a 25 pg/ml., para as lectinas PHA e jacalina, e a

100 pg/ml., para WGA,
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As respostas inflamatorias induzidas pelas lectinas PHA e jacalina foram
semelhantes nesta concentragdio. Quando a lectina PHA foi aplicada em doses
matores, wm aumento da reagdo macroscopica ocorren proporcionalmente. No
entanto, quando a jacalina foi aplicada em doses maiores, as medidas macroscopicas
da reagdo inflamatéria local revelaram pouca diferenga (resultados ndo mostrados).

Tanto na resposta inflamaténia induzida por PHA como na mduzida por
jacalina foram observadas diminui¢do no tamanho das papulas nos trfs primeiros
dias, embora o decréscimo fosse mais acentuado para PHA. Quando PHA foi
administrada, o didmetro da papula aumentou no quarto e quinto dias e decresceun no
sexto ¢ sétimo dias, No grupo injetado com jacalina, a alteragdo do difimetro da
papula foi menos acentuada durante todo o periodo analisado. A formacio de
necrose no local da injecdo foi observada em alguns locais de aplicagdo, para ambas
as lectinas.

A resposta mflamatéria induzida apds inje¢do de WGA foi bem menor. Para
que fosse formada reagdo imicial, macroscopicamente similar as demais, uma
concentragio quatro vezes superior foi utilizada. O didmetro da reagio diminuin
lentamente, durante todo o perfodo analisado, sendo bem menor no sétimo dia. Em
alguns locais de aplicagfio houve formagio de necrose.

Nas primeiras 24 horas ha formacdo de papula conseqiiente do efeito de
injegdo do veiculo. No segundo e terceiro dias o didmetro da papula dimimui,
desaparecendo no quarto dia. Neste periodo a formagio de papula ¢ evidenciada em

todos os locais de inje¢dio das lectinas.
H1.2 - Analise histolégica
As analises histolégicas foram realizadas apos coloragdio com hematoxilina ~

eosina. As analises foram realizados nos periodos de 24, 48 ¢ 72 horas, 5 ¢ 7 dias,

apoés a injeclo.
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Periodo: 24 horas
Lrupo Controle

Neste grupo nfo foi observada reagfo inflamatéria. O tecido apresentou
orgamizagdo normal estando presentes fibroblastos e fibras colagenas organizadas.
Em algumas regides ocorreu a separagdio das fibras de colageno, possivelmente

decorrentes da injegdo de solugfio salina (Figura 9).

Grupe Teste

Nos animais do grupo injetado com PHA foram observadas reagdes
inflamatérias com predomindncia de células mononucleares, principalmente
Hnfocitos. Leucdcitos polimorfonucleares estavam presentes em pequena proporgao.
Embora bem localizada no ponto de injecfio, quando comparada com a reagdo
induzida pela jacalina, a inflamago ocorreu em maior extensio (Figuras 10 e 13).

A reagio inflamatéria provocada pela jacalina fol menos intensa que a do
grupo da PHA. Houve predomindncia de células mononucleares, principalmente
Linfocitos, bem concentrada na regido de aplicagfio e restrita entre o mmisculo ¢ a
derme (Figuras 11 ¢ 14).

A resposta inflamatéria induzida por WGA foi mais itensa guando
comparada com os grupos anteriores. No local de injegdo observamos proporgdes

semethantes de células mononucleares e de polimorfonucleares (Figuras 12 e 13).

Periodo: 48 horas
Grupe Controle
Tecido com organizagfio normal, sem reagfo inflamaténa (Figural6).

Grupoe Teste
Na rea¢do induzida por PHA foi observado um infiltrado inflamatorio

ligeiramente maior que o anterior, predominando as células mononucleares (Figura

17).
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O perfil da reaglo inflamatdnia provocada pela jacalina foi muito semethante
a0 de PHA, também mais intenso que no periodo anterior (Figura 18),

Ao conirario, a reagdo inflamatéria em resposta a injegio de WGA foi muito
fraca. Predominaram as células mononucleares. Foi observada a formacgio de

necrose, porém o epitélio abaixo esta bem formado (Figura 19).

Periodo: 72 horas

Grupe Contrele: Tecido com orgamzagio normal (Figura 20),

Grupo Teste

Neste periodo, a reagio inflamatoria para as lectinas PHA e jacalina foi bem
menor, permanecendo localizada na hipoderme (Figuras 21 e 22). No grupo tratado
com WGA a reagfio foi bem mais fraca podendo ser considerada praticamente

normal (Figura 23).

Periodo: Cinco dias

Grupoe Controle: Tecido sem reagfio inflamatoria (Figura 24).

Grupo Teste

Neste periodo ainda foram evidenciadas células inflamaténias nos grupos
tratados com PHA e jacalina, embora em quantidade comparativamente menor para
o grapo da jacalina (Figura 25 e 26, respectivamente). No grapo fratado com WGA
ainda estdo presentes algumas células inflamatérias em alguns cortes, embora na

maioria o tecido apresenta-se com caracteristicas de tecido normal (Figura 27).

Periodo: Sete dias

Apos sete dias de injegio das lectinas, ainda foram observadas reagdes
inflamatdrias fracas para os grupos das lectinas PHA e jacalina (Figura 28 ¢ 29). Os
locais de injegdo com WGA apresentaram-se com aspecto normal, sem infiltrado

inflamatorio (Figura 30).
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Reagdo inflamatéria local, induzida apds injegdo intradérmica das lectinas.

Coloragdo com hematoxilina — eosina. O aumento original das fotografias foi de

6,3 x 1,25 x 10 ou, quando indicado, de 16 x 1,25 x 10.

Figura 9 Figura 10

Figura 11 Figura 12
Jacalina— 24 horas WGA — 24 horas
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Figura 14

Figura 13

PHA -

(16 x 1,25 x 10)

— 24 horas
(16 x 1,25 x 10)

Jacalina

24 horas

Figura 15
WGA — 24 horas
(16 x 1,25 x 10)



Figura 16 Figura 17
Controle — 48 horas PHA — 48 horas

Figura 18 Figura 19
Jacalina— 48 horas WGA - 48 horas



Figura 20 Figura 21
Controle — 72 horas PHA - 72 dias

Figura 22 Figura 23
Jacalina — 72 horas WGA — 72 horas



Figura 24

Controle — 5 dias

Figura 26

Jacalina — 5 dias

Figura 25
PHA -5 dias

Figura 27
WGA -5 dias
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Figura 28 Figura 29
PHA — 7 dias Jacalina — 7 dias

WGA — 7 dias



il - CULTURA

Os ensaios de proliferacdo dos fibroblastos in vitro foram avaliados através
da técnica colorimétrica utilizando o MTT. Como o comprimento de onda utilizado
nos experimentos foi diferente do estabelecido pela técnica original, a sensibilidade
¢ a lincaridade, determinada no comprimento de onda de 490 nm, foram avaliadas.

O resultado foi apresentado na Figura 31.

0.8

DG - 480nm

y = 0.0306x + 0.0221 R®=0.9112

H 1 ] i ] 1
3 1 H I 1 L}

30 40 50 a0 70 80

concentracio celular { x 10° / mL )

Fipura 31 - Avaliagdo da linearidade do ensaio colorimétrico com MTT. Leitura em
comprimento de onda de 490 nm. Modelo linear ajustado aos seis

primeiros pontos experimentats.

Pode-se verificar na Figura 31 que a relacdio entre as leituras de absorbéncia a
490 nm e a concentraclo celular, para valores até 20 x 103, foi adequadamente
descrita (R* = 0,91) por um modelo linear, A equacfio da reta ajustada aos pontos
experimentais ¢ mostrada na Figura 31. Acima desta concentragdo, a relagdo entre as

varidveis deixa de ser linear, ocorrendo redugdo da absorbancia para os maiores

N a4 e ok a,

celular em fungéo do contato célula - célula (WEISER & OECHI, 1988 ¢ WEISER
et al, 1995}



O modelo linear ajustado aos pontos experimentais obtidos para
concentragdes celulares de até 20 x 10°, conforme mostrado na Figura 31, ¢
estatisticamente significativo a nivel de 1%, Desta forma, pode-se concluir que a
varidvel dependente (absorbancia) ¢ altamente sensivel as variagdes da varidvel
independente (concentragdo celular), nesta faixa de valores, o que atesta a
sensibilidade do método empregado.

Como foi demonstrado que os ensaios de proliferacio poderiam ser avaliados
neste comprimento de onda, procedemos aos demais experimentos.

Ensaios preliminares foram ainda realizados para avaliar a melhor
concentragdo celular em fungdo do tempo. Foi observado, conforme apresentado na
Figura 32, que a melhor concentragdo celular a ser ufilizada nos ensaios de
proliferagio, para um periodo de cinco dias, estaria compreendida entre 4 x 10° ¢
8 x 10’ células / mL.

Os ensaios de proliferacio foram realizados utilizando a concentragio celular

imicial de 4 x 10° células / mL.

0.5 -
04
0.3 -
£
=
e (0.2
g
2 01-
y = 0.036x + 0.1012 R® = 0.9855
0‘0 T T H [ 4 1
0 2 4 B 8 10
concentragdo celular { x 10° /mL.)

Figura 32 - Avaliagdo da linearidade do ensaio, apds cultivo celular durante cinco

dias.
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Para avaliar se as lectinas exerciam efeito toxico sobre as células, ensaio de
viabilidade celular foi realizado. A Figura 33 apresenta a viabilidade celular dos
fibroblastos, avaliada pelo ensaio colorimétrico com MTT. Os resultados
demonstram que as lectinas ndo exerceram efeito toxico sobre as células, nas
concentragdes de 0,1 a 20 pg/mlL.

Os resultados foram apresentados considerando a viabilidade das células

cultivadas na auséncia das lectinas como sendo igual a 100% ( viabilidade relativa).

- 120

100

80
L 60
L 40

| —e—JAC —5--ART ~o-PHA | on
o \GA, —¢controle |

Viabilidade relativa

0.1 4 10 100 |
Concenfragdo {pg/mL} !

Figura 33 - Ensaio de toxicidade.

O efeito das lectinas PHA, WGA, jacalina e artocarpina, sobre a proliferagio
de fibroblastos humanos ¢ descrito na Figura 34. A absorbancia a 490 nm foi medida
apos a metabolizago do MTT pelas células que proliferaram, na presenga ¢ na
auséncia das lectinas. As lectinas foram adicionadas ao meio nas concentracfes
entre 0,1 a 300 pg/mL.

As diferencas de densidade otica entre os valores médios obtidos {controle
menos tratado) foram mostradas na Figura 34 ¢ foram avaliadas estatisticamente
segundo o teste 1 de Student. Para cada lectina, as diferengas significativas ao nivel

de 5% foram destacadas no grafico por meio de simbolos chelos. Para as demais,
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foram usados simbolos sem preenchimento. As diferengas positivas maximas

representam 100% de mortalidade celular.

concentfragdo ( pgiml }
0.1 1 10 100 1000
: : : - 0.30

1 025

¢ —o—JAC  ~z-ART !
C—o—PHA  —a-WGA|

L 0.20

L 0.15

H

- 0.10

/ - 0.05
o - 0.00

L 0.05

Diferanca de absorbincia

Figura 34 - Influéncia das lectinas PHA, WGA, jacalina e artocarpina na
proliferagio de fibroblastos. Simbolos cheios indicam diferenga

significativa a 5%.

As lectinas PHA ¢ WGA promoveram, ambas, efeito significativo para
concentragdes de 20 pg/ml ou maiores (Figura 34). A partir desta concentragio
comecgaram a ser observadas alteracdes no formato das células, & microscopia de
mversdo. Os fibroblastos tomaram-se arredondados, ficaram pouco aderentes a placa
¢ foram removidos nos procedimentos de trocas dos meios. Também foi observado
pequeno percentual de morte celular, o qual chega a 100% nas concentragbes mais
altas das lectinas (resultados ndo mostrados).

O efeito da jacalina foi significativo apenas para a concentragio méxima
(Figura 34).

A artocarpina promoveu aumento da proliferagdo celular quando empregada

em concentragdo menor que 40 pg/ml (valores negativos na Figura 34), embora as

et eSS




diferengas ndo sejam estatisticamente significativas. Efeito significativo ocorreu

apenas nas concentragdes acima de 80 ug/ml., com redugdo na proliferagio.

O eferto das lectinas sobre a adesdo dos fibroblastos 4 placa de

poliestireno € apresentado na Figura 35.
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Figura 35 - Influéncia das lectinas PHA, WGA, jacalina e artocarpina na adesdo de

fibroblastos.

Foi observado que nenhuma das lectinas modificou, significativamente, a
adesdo dos fibroblastos a placa de poliestireno, nas concentragdes entre 0,1 a 300
pg/ml. Os dados foram apresentados como adesdio relativa, ou seja, o indice de

adesdo do grupo controle foi considerando como sendo igual a 100%.

IV - REPARACAO

Para avaliar a influéneia das lectinas PHA, WGA e jacalina sobre a reparagfo
tecidual, andlises macroscopicas e microscopicas foram utilizadas. Como pardmetro

macroscopico, os didmetros das feridas foram medidos diariamente. A retracdo da
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ferida fol comparada estatisticamente, entre 05 grupos teste e seus respectivos
controles. As andlises histologicas foram realizadas em cortes corados com a

hematoxilina - eosina e apds a impregnagfio com a prata.

IV.1 ~ Reiraciio das feridas

Na Figura 36 estd demonstrada a retragio das feridas apds a aplicagdo local
de PHA. As médias foram comparadas através do teste ¢ de Student e as diferencas
significativas ao nivel de 3% foram destacadas no grifico por meio de simbolos
cheios, Para as demais, foram usados simbolos sem preenchimento. Houve maior
retraglio das feridas tratadas com a lectina, no periodo compreendido entre o décimo

¢ o décimo terceiro dias apos a excisfo.

7+ —a PHA |
' —o— Controle |

ﬂiamei;;wn;édio ~ M

2 B T B T 1 T 1 no—— :
0 P 4 g 8 10 12 14 16{:

Dias aposiesio

Figura 36 - Retracdo das feridas nas lesdes tratadas com PHA.

A Figura 37 representa as medidas do diametro das feridas apos a aplicagio
local de WGA., Nenhuma diferenga significativa fol observada. As médias foram

comparadas através do teste ¢ de Student.
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Figura 37 - Retragio das feridas nas lesdes tratadas com WGA.

Na Figura 38 esta demonstrada a retragdio das feridas apds a aplicagdo local

da jacalina. Nenhuma diferenga significativa foi observada. As medidas foram

avaliadas através do teste 1 de Student.

TRy
733

0 2 4 8 B 10 12 14 ’ES!
Dias apés Jesio |

Figura 38 - Retragdo das feridas nas lestes tratadas com jacalina.
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O aspecto macroscopico dos ferimentos, nos grupos tratados com PHA e
WGA, sio apresentados nas Figuras 31 a 42.

No periodo compreendido entre os dias 3, 7, 11 e 15 dias apds a excisdo,
estdo apresentados os aspectos dos ferimentos do grupo fratado com PHA e seu
respectivo controle. No periodo de 11 e 15 dias, apés a excisfio, do grupo tratado
com WGA e seu controle.

A retragdo mais rapida no grupo tratado com PHA e o afraso na reparagdo no

grupo tratado com WGA ficam evidenciados.
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Aspecto macroscopico dos ferimentos realizados nos grupos tratados com
PHA ¢ WGA.

Figura 39 Figura 40
Controle — 3° dia PHA - 3° dia

Figura 41 Figura 42
Controle - 7° dia PHA - 7° dia

Figura 43 Figura 44
Controle - 11° dia PHA - 11° dia
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Figura 45 Figura 46
Controle — 15° dia PHA - 15° dia

Figura 47 Figura 48
Controle - 11° dia WGA - 11° dia

Figura 49 Figura 50
Controle - 15° dia WGA - 15° dia
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IV.2 - Andlise histolégica
IV.2.1 - Coloracdo pela hematoxilina - eosina (HE)

Na andlise histologica utilizando a coloragdo com HE, avaliou-se a
morfologia dos tecidos envolvidos no processo de reparagdo, como a formagio do

epitchio e do tecido conjuntivo neoformado, denominado tecido de granulagio.
Periodo: Terceiro dia de reparaciio tecidual

Grupo controle

A éarea da ferida apresentou-se recoberta por uma camada de tecido necrdtico.
Subjacente a esta 4rea, observou-se um infiltrado moderado de neutréfilos ¢, abaixo
deste, a existéncia de um tecido desorganizado, pobre em fibras ¢ com poucas

células mononucleares e fibroblastos (Figura 51).

Grupos tratados com as lectinas

Nos ferimentos tratados pela PHA ¢ pela jacalina, observamos aparéncia bem
semelhante a0 dos ferimentos controles. As 4dreas das feridas apresentaram-se
recobertas por uma crosta, com tecido necrdtico. Abaixo deste, foi observado
mfiltrado celular constituido predominantemente por neutréfilos. Nesta regifio
também foram evidenciados vasos sangiiineos com hemdceas grumadas em seu
interior. Poucos fibroblastos foram observados no tecido desorganizado que
constituird o tecido de granulagdo.

No grupo tratado com WGA o aspecto morfologico foi semelhante, porém
maior mfiltrado de células polimorfonucleares abaixo da crosta do tecido necrético

foi evidenciado (Figura 52).
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Periodo: Sétimo dia de reparacie tecidual

Grupo controle

Neste periodo ainda observamos a presenga da crosta. As células epiteliais
migraram a partir das bordas das feridas em diregio ao centro, porém nio
recobriram a ferida. O tecido de granulago apresentou padrdo normal com grande
quantidade de células, como fibroblastos e células mononucleares, assim como

grande quantidade de vasos sangiiineos neoformados ¢ funcionais (Figura 53).

Grupes tratados

Nos grupos tratados com PHA e jacalina, observamos a presencga da crosta. O
epitélio apresentou-se em proliferagfo, sem recobrir a ferida. O tecido de granulagio
mostrou-se mais fibroso, com menor namero de células que o grupo controle
correspondente, embora estivesse presente grande numero de leucdcitos
mononucleares ¢ de fibroblastos em attvidade. Maior nimero de vasos sangiiineos
neoformados foram observados (Figura 54).

No grupo tratado com WGA, a presenga da crosta também pode ser
observada, porém com uma camada maior de tecido necrotico. O tecido de
granulagio estava mais atrasado, apresentando-se com menor quantidade de fibras

colagenas ¢ de fibroblastos. As heméceas formaram trombos dentro dos vasos

{Figura 53).
Periode: Décimo primeiro dia de reparacio tecidual

{zrupo controle:
Neste periodo, a crosta necrética ainda estava presente e discreto infiltrado de
células polimorfonucleares foi observado. O epitélio avangou sobre a regifio da

ferida mas nfo recobriu a regifio proxima a crosta. O tecido de granulagio
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apresentou-se mais fibroso, com fibroblastos em proliferagio, linfocitos e vasos

sangiiineos neoformados (Figura 56).

Grupos tratados:

No grupo tratado com a jacalina, o aspecto morfoloégico da ferida foi
semelhante ao do controle.

No grupo tratado com a PHA, o epitélio encontrou-se totaimente formado,
recobrindo toda a extensdo da ferida, ¢ ndo mais estava presente a crosta com tecido
necrético. O tecido de granudaglo esteve mais fibroso ¢ menos celular que aquele do
grupo controle correspondente. Os feixes de fibras de colageno estiveram mais
organizados, dis;ﬁondo-se paralelamente a superficie (Figura 57).

No grupo tratado com WGA, a crosta com Aareas necrOficas ainda estava
presente ¢ o epitélio ainda ndo se formou. O tecido de granulacdo apresentou-se com
menor grau de desenvolvimento e com menor quantidade de fibras coldgenas, ou

seja, menos fibroso e mais celular (Figura 58).
Periodo: Décimo quinto dia de reparacio tecidual

Grupo controle

Neste periodo, o epitélio que recobre toda a drea da ferida apresentou-se com
padriio proximo a normalidade, com formagfo de queratina. O tecido de granulacio
apresentou-se mais fibroso que no periodo anterior, com feixes de fibras de colageno
bem evidentes. Menor niimero de vasos sangiiineos € poucos fibroblastos foram

observados. Houve grande redugéio do tamanho da ferida (Figura 59).

Grupes tratados
Nos ferimentos tratados com PHA, o epitélio recobriu toda a ferida e

encontrou-se queratinizado. O tecido subjacente apresentou-se mais fibrosado que o
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do grupo controle correspondente. Houve evidéncias de formagio de anexos da pele,
0 que denotou mator maturagiio do tecido {Figura 60).

No grupo tratado com WGA, o epitélio recobriu totalmente a ferida, porém
era mais espesso que o do grupo controle, pois ainda estava em formagdo, e ndo
estava queratinizado. O tecido abaixo estava sem necrose, porém proximo ac
cpitélio apresentou-se mais celular, indicando menor evolugdio no processo de
reparagdo (Figura 61).

O grupo tratado com a jacalina, apresentou-se morfologicamente semelhante

a0 grupo controle correspondente.
1V.2.2 - Coloraciio argéntea

O grau de maturacdo do tecido de granulagfio, em relagdo a formagdo de
feixes de fibras de colageno, pode ser evidenciado sob luz polarizada, apds
impregnagdo dos cortes histolégicos pela prata. Nestas circuastdncias, o coldgeno
britha nas tonalidades alaranjada ou avermelhada, de acordo com o estagio de

evolugéo do tecido.
Periodo: Terceiro dia de reparacao tecidual

A Figura 62 representa o aspecto das feridas, no terceiro dia de reparagdo,
tanto para os controles como para os fratados com as lectinas. Neste periodo,
ocotren pequena quantidade de colageno. Os feixes eram finos e, portanto exibiam

pouca birrefringéneia.
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Pertodo: Sétime dia de reparacfio tecidual

Grupse controle

A formagdo do tecido de granulagfio ficou evidente através do grau de
birrefringéncia e da tonalidade de coloragdo apresentados. Os feixes de coligeno
ainda delicados apresentavam birrefringéncia mator que no grupo anterior (Figura

63).

Grupos tratados

Nos grupos tratados com a jacalina € com PHA, observamos nitida diferenca
na coloragiio e no brilho exibidos pelos feixes de colageno. A maior quantidade de
feixes de colageno for evidenciada pelo maior brilho e pela tonalidade da cor
alaranjada, observados nos cortes histologicos (Figura 64).

No grupo tratado com WGA, a intensidade de coloragdo fol menor que no

grupo controle, evidenciando menor quantidade de fibras de colageno (Figura 65).
Periodo: Décime primeire dia de reparacio tecidual

Grupo controle
Sob luz polarizada, os feixes de fibras de coldgeno apresentaram-se
compactados ¢ exibiram birrefringéneia com intensidade superior ao do grupo

anterior (Figura 66).

Grupes tratados
Nos grupos tratados com PHA e com a jacalina, o aspecto foi semelhante ao
do grupo controle. Porém houve evidéncias de maior birrefringéncia no grupo

tratado com PHA (Figuras 67 ¢ 68).
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No grupo tratado com WGA, a intensidade de coloragfio e britho foi bem
menor que a do grupo controle, no mesmo periodo, denotando menor

amadurecimento do tecido (Figura 69).

Periodo: Décimo quinto dia de reparagio tecidual

Grupo controle

Sob luz polarizada, os feixes de fibras de colégeno encontraram-se mais
organizados. Tanto a birrefringéncia como a coloragdo alaranjada e avermelhada
estiveram mais fortes e mais brithantes que a do mesmo grupo, no periodo anterior.

Porém, apresentaram-se menores que o da pele normal (Figura 70).

Grupeos tratados

Maior quantidade de fibras de colageno e mailor orgamizagio foram
observadas no grupo tratado com PHA. Através da birrefringéncia, brilho mais
intenso e coloragdo mais avermelhada foram evidenciados (Figura 71).

No grupo tratado com WGA, observoun-se nitido atraso na reparacdo. Menor
quantidade de colageno foi evidenciada por uma menor intensidade no britho
(Figura 72).

O aspecto histologico dos ferimentos do grupo fratado com a jacalina,

apresentou-se com aspecto ¢ birrefringéncia semelhantes ao dos ferimentos controle.
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Reparagdo tecidual, em ferimentos tratados com as lectinas PHA e WGA.

Coloragdo com hematoxilina — eosina. O aumento original das fotografias foi de
6,3 x 1,25 x 10 ou, quando indicado, de 16 x 1,25 x 10.

Figura 51 Figura 52
Controle — 3° dia WGA - 3° dia
(16 x 1,25 x 10)

Figura 53 Figura 54
Controle 7° dia PHA - 7° dia



Figura 55
WGA — 7° dia

Figura 57
PHA —11° dia

Figura 56
Controle — 11° dia

Figura 58
WGA - 11° dia

72




Figura 59
Controle — 15° dia

Figura 60
PHA — 15° dia

Figura 61
WGA - 15° dia
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Reparacdo tecidual, em ferimentos tratados com as lectinas PHA, WGA

e jacalina. Coloragdo argéntica. O aumento original das fotografias foi de

6,3% 1,25x% 10,

Figura 62 Figura 63

Controle — 3° dia Controle — 7° dia

Figura 64 Figura 65
PHA — 7° dia WGA - 7° dia
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Figura 66 Figura 67
Controle — 11° dia PHA- 11° dia

Figura 68 Figura 69
Jacalina - 11° dia WGA - 11° dia
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Figura 70 Figura 71
Controle — 15° dia PHA — 15° dia

Figura 72
WGA — 15° dia
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DISCUSSAQ

I- PURIFICACAO

Na purificagdo das lectinas PHA e artocarpina foi usada a coluna de afinidade
com matriz de ovomucoide. A matriz foi preparada conforme padronizago proposta
por GONCALVES & COSTA (1995), porém com pequenas modificacBes na
metodologia de purificagio do ovomucoéide, originalmente proposta por
LINEWAVER & MURRAY (1947). A punificagdo foi avaliada através da
eletroforese em gel de agarose apresentada na Figura 2. Foi constatada grande
semelhanga entre as proteinas obtidas em ambos os procedimentos, embora o
rendimento de nossa preparagio fosse, em média, vinte por cento menor.

Estas modificagfes apresentaram como vantagem a eliminag@io da etapa de
dialise para remogdo do acido tricloroacético € a maior facilidade no processo de
tornar a proteina insoliivel. Além disso, o fluxo da coluna permaneceu livre em
todas as fases da purtficagdo.

A colina foi estdvel em todos os procedimentos de purificagdo e por um
periodo superior a um ano, sem apresentar mudangas na sua capacidade, seletividade
ou fluxo.

A fitohemaglutinina, PHA, foi obtida em grau de pureza adequado. O perfil
de eluigiio, apresentado na Figura 3, demonstra que as proteinas foram eluidas em

um pico stmétrico caracteristico das purificacbes em matriz de afinidade. A lectina
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foi obtida em alta concentragfo, média de 3,0 mg/mL, nos pnmeiros 20 mL do
eluente, A capacidade da coluna foi de 6,3 mg de proteina/mL de matriz, 10 a 25%
menor do que a obtida por FREIRER et al. (1985) e GONCALVES & COSTA
(1994}, respectivamente.

Na eletroforese em gel de poliacrilamida, em pH &cido, observamos a
presenca das cinco isolectinas e o grau de pureza adequado da PHA. Os valores das
massas moleculares das isolectinas ficaram compreendidos entre aproximadamente
33 ¢ 35,5 kDa, semelhante aos obtido por FREIER et al. (1985).

A atividade hemaglutinante especifica for de 221,171 e a concentragio
minima de proteina necessaria para aglutinar o pool de heméceas humanas foi de
4,520 pg/ml.. Estes valores sdo superiores aos obtidos por FREIER et al. (1985),
cuja atividade especifica foi de 128 ¢ semelhantes a alguns cultivares nacionais de 7.
vuigaris analisados por CARVALHO (1981).

A jacalina foi purificada em matriz de afinidade agarose-D-galactose. O perfil
de eluigdo, apresentado na Figura 5, € caracteristico de uma purificac@io adequada
em matriz de afinidade. A lectina purificada foi reunida em um pico simétrico. As
fragOes que apresentaram absorbincia a 280 nm superior a 1,0, foram reunidas nos
10 mbL imciais do cluente. Somente estas fragSes apresentaram atividade
hemaglutinante.

Na eletroforese em gel de poliacrilamida, Figura 7, a pureza da lectina foi
demonstrada. Pelo sistema SDS-PAGE foram reveladas as massas moleculares das
fragdes o e 3, cuyos valores foram de 12,1 ¢ 15,3 kDa. Estes valores estio em
concordincia com os obtidos por ROQUE-BARREIRA et al. (1986), YOUNG et al.
(1991} e SANTOS de OLIVEIRA et al. (1994).

COSTA (1989) avaliou a jacalina quanto 3 sua capacidade de aglutinar
hemaceas humanas. Observou que nfio havia especificidade de grupo ¢ que a
quantidade minima de jacalina capaz de aglutinar eritrocitos humanos era de 0,195

ug/ml. Conforme apresentado na Tabela 1, a atividade hemaglutinante especifica
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para a jacalina purificada e utilizada nos experimentos deste trabalho foi de 5.637,9
¢ a quantidade minima da lectina capaz de aglutinar foi de 0,177 pg/mlL.

MIRANDA-SANTOS et al. (1991b) purificaram a outra lectina manose
especifica de A. integrifolia em resina de afinidade agarose-D-manose, ¢ a
denominaram de artocarpina, a qual foi incapaz de aglutinar eritrdcitos humanos dos
grupos A, B e O. Ao contririo, SANTOS de OLIVEIRA et al. (1954) denominaram
a lectina manose especifica, das sementes de jaca, de KM ¢ a identificaram como
uma molécula tetramérica, que em SDS-PAGE apresenta-se como wma tinica banda
com massa molecular de 13 kDa, capaz de aglutinar hemaceas humanas na
concentragdo minima de 25 pg/mL. COSTA (1989) havia observado que a outra
lectina da semente de jaca apresentava baixo titulo hemaglutinante.

Em nosso experimento denominamos a lectina- manose especifica da semente
de jaca como artocarpina. A lectina foi purificada em coluna de ovomucdide,
glicoproteina presente na clara de ovo recomendada por FREIER et al. (1986) como
uma matriz apropriada para a purificagio das lectinas de plantas. O perfil de elnigiio
da lectina foi apresentado na Figura 4. Ao contrdrio de PHA e jacalina, o perfil nfio é
caracteristico de uma purificagdo adequada pois ¢ acompanhado por uma cauda,
mesmo em concenfragdes maiores de proteina. A apélise eletroforénca (Figura 7)
demonstra que nio houve contaminacfio com a jacalina e, pelo sistema SDS-PAGE,
foi observada uma banda com massa molecular de 13,5, apds aquecimento € na
presenga de égentf.s redutores. A atividade hemaglutinante especifica foi de 41,450 ¢
a concentracio minima de lectina com capacidade de aglutinag#o foi de 24,1 ug/mi.

ii - EFEITO INFLAMATORIO

Muitas das atividades inflamatdrias atribuidas as lectinas sdo decorrentes dos
mecanismos de quimiotaxicos sobre leucdcitos, da produgdo e secregdo de citocinas

pelos leucoeitos ativados e & estimulagio policional dos linfécitos.
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Procurando avaliar o possivel efeito inflamatorio induzido pelas lectinas
PHA, WGA e jacalina, injegdes intradérmicas foram realizadas no dorso de ratos da
linhagem Wistar. As avaliagbes foram conduzidas por um periodo de sete dias. As
analises histologicas foram realizadas em cortes corados pela hematoxilina — eosina
no periodo compreendido entre 24, 48, 72 horas, 5 dias e 7 dias, apés a
administragio das lectinas. As medidas do tamanho da papula, formada no local da
njecdo, foram determinadas diariamente,

As concentragbes foram definidas como aquelas que induziram inflamagdo ¢
ndo provocaram necrose. As lectinas PHA e jacalina foram utilizadas nas
concentrages de 25 ug ou 0,2 x 10°Me 0,6 x 10°M, respectivamente, WGA foi
utilizada numa concentragdo quatro vezes maior, 100 pg, ou 2,7 x 10 M. Nesta
concentragio observamos uma reagfo inicial semelhante a das outras duas lectinas,
embora houvesse formacio de necrose.

O padriio macroscopico de reagido foi semelhante para as lectinas PHA e
jacalina nestas concentracdes. Quando a lectina PHA foi aplicada em doses maiores,
um aumento da reagdo macroscopica ocorreu, proporcionalmente. No entanto,
quando foi aplicada a jacalina em doses maiores, as medidas macroscopicas da
reagdo inflamatoria local revelaram pouca diferenca.

Houve formacgio de papula grande apds vinte e quatro horas da mjecdo,
diminuigdo nas proximas 72 horas e ligeiro aumento a partir dai, o qual permaneceu
aproximadamente constante até o ultimo dia. O aspecto macroscopico de evolugdo
da inflamacdo nfo acompanhou o histologico. Nas primeiras 72 horas, foram
inversamente proporcionais. A formagdo da papula nas primeiras vinte € quatro
horas ¢ a posterior diminui¢do de seu tamanho, possivelmente estd relacionada com
o processo de agressio decorrente da injegiio, uma vez que, neste mesmo periodo,
também foi observada a formagfio de papula nos amimais controles. Apds ¢ quarto
dia, o tamanho da papula aumentou pouco ou permaneceu aproximadamente igual,

enguanto o aspecto histolégico da inflamagdo decrescen.
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Para a lectina de germe de trigo, WGA, foi observado gue o tamanho da
pépula foi grande nas primeiras 24 horas decrescendo a partir das proximas 48 horas
até o sétimo dia, indicando uma reaclo inflamatéria celular bem menor. A analise
histolégica, confirmou a fraca indugfio de inflamacdo provocada por esta lectina.

A andlise histologica evidencion uma reagdio inflamatdria bem localizada e
forte para as lectinas nas primeiras vinte e quatro horas. Houve predominio de
células mononucleares, principalmente linf6citos, na inflamagdo induzida por PHA ¢
jacalina, porém na induzida por WGA, a proporgdo entre células inflamatérias
mononucleares e polimorfonucleares foi semethante. Apés, este periodo foi evidente
a diminui¢io da inflamacdo provocada por WGA. Para as lectinas PHA e jacalina, a
reagdo inflamatéria observada 48 horas apds a injegdio foi mator que no periodo
anterior € a partir dai dimisuiu com o tempo, embora fosse, em todos os perfodos
analisados, ligeiramente mator para PHA.

O efeito inflamatério das lectinas pode ser decorrente dos mecanismos de
guimicatragio. Atividade quimiotaxica para c€lulas mononucleares foram descritas
para PHA (MODY et al, 1995) ¢ para a jacalina (SAKAMOTO et al,, 1995a;
FELIPE et al., 1995).

A atividade inflamatéria também pode ser devida & estimulagfo inespecifica
de leucocitos. PHA e jacalina induziram reagfio mflamatéria predominantemente
mononuclear, enquanto o efeito inflamatorio de WGA foi praticamente mexistente.
De fato, PHA ¢ um mitdgeno classico e a jacalina é estimuladora da subpopulacio
de linfécitos T CD4. Ao contrério, a lectina de germe de trigo somente ativa células
B condigBes especiais, além de exercer efeito inibidor sobre o metabolismo dos
Iinféeitos.

Além disso, a estimulagic da produgdo de citocinas pelos leucécitos em
cultura, quando ativadas com estas lectinas, foram documentadas. Celulas
sangiiineas humanas cultivadas na presenga de PHA secretam INFy e GM-CSF
(VAN WAUNE et al., 1995). Jacalina estimula a produgdo de INFy, em hibridomas
de linfacitos T (CRANE et al., 1984) além de fatores de crescimento de linfécitos T
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pelas células espiénicas de ratos (DALMAU et al, 1989), INFy € uma cttocina
ativadora de macroéfagos. Os macréfagos quando ativados, adguirem diversas
habilidades biologicas, tornam-se aptos a participarem de diversos mecanismos
mtermedidrios, importantes na reagfo inflamatdria ¢ no reparo.

O efeito inflamatdrio local induzido por outras lectinas foram abordados por

outros autores BENJAMIN et al. (1997).

I - CULTURA

Desde o mmicio da década de setenta, as lectinas vém auxiliando na
compreensdo dos mecanismos de ligacdo dos diversos ligantes aos receptores de
superficie de membrana plasmatica ¢ nas avaliagGes das respostas bioldgicas
decorrentes (PORETZ et al,, 1980; KAPLOWITZ, 1985). Estas moléculas possuem
o potencial de mimetizar os efeitos de alguns peptideos mitogénicos ou de
antagonizar os efeitos de diversos fatores de crescimento, uma vez gue interagem
com os mesmos receptores { KAPLOWITZ, 1985).

As ligacOes das lectinas a receptores de membrana de fibroblastos foram
evidenciados por diversos autores, os quais relataram que estas moléculas podem
alterar a agfo dos fatores de crescimento, inthindo a proliferagfo celular in virro. A
ativacdo da proliferagio de fibroblastos em cultura, em niveis significativos, no
entanto, ndo foi relatada.

Em 1977, CARPENTER & STANLEY, demonstraram que as lectinas que
interagem com a manose (Con A), a galactose (ricina ¢ abrina) ¢ com a N~
acetilglucosamina (WGA) blogueiam a ligagio de EGF marcado com 13y 3
superficie de fibroblastos humanos, quando cultivados a 37°C e a 4°C. A inihigdo foi
proporcional & concentragdo. Porém, as lectinas com especificidade a fucose ou a N-

acetilgalactosamina nfo inferferem na agBo destes fatores de crescimento.
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Paralelamente, demonstraram que a adigfio de Con A, na concentragfio de 1 a 30 ug/
mL, nfo aumentou a sintese de DNA na presenca ou auséneia de EGF.

PORETZ et al. (1980) e St. JOHN et al. (1980) observaram que fibroblastos
3T3 de camundongos BALB/c, cultivados na presenca da lectina WFA, acumulam
em seu citoplasma grandes vaciiolos lizossomiais, sem contudo alterar o crescimento
ou 0 metabolismo celular. Quando adicionaram ao meio de cultura 200 ug/mi. de
WFA por 48 horas, nfio observaram nenhuma altera¢do na raziio de proliferacio.

KAPLOWITZ (1985) avaliou o efeito de lectinas de plantas sobre os
fibroblastos humanos, diretamente ou em combinagio com varios fatores de
crescimento. Observou que as lectinas WGA ou Con A ndo exerceram efeitos
significativos sobre a incorporagdo basal de “H- timidina. Entretanto, ambas as
lectinas, nas concentragfes de 5 a 20 pg/ml, diminuiram a sintese de DNA apds
estimulag8o com insulina ou EGF. Este efetto esta relacionado, provavelmente, com
as alteragdes na mobilidade ¢ na agregagfio do mitégeno ao receptor da membrana
citoplasmatica. Também pode estar relacionada com as alteragbes no formato das
células, o que impede ou altera a interagio com os fatores de crescimento
(KAPLOWITZ & HAAR, 1988).

KAPLOWITZ & HAAR (1988) também observaram que PHA, na
concentragio de 25 pg/ml., inibiu a sintese de DNA pelos fibroblastos estimulados
com EGF. Paralelamente, ocorren um aumento em cerca de 75% dos receptores de
superficie celular especificos a este peptideo. Ao contrario, as lectinas de soja,
amendoim, batata, Phaseolus limensis ¢ de DBandeirea simplicifolia, nas
concentragdes de 10-50 pg/ml., nfo inibiram a ligagio de EGF, ndo influenciaram
na sua atividade e nio modificaram o formato das células.

Estes autores relataram ainda que WGA, nas concentragbes de 3-5 pg/ml e
incubada com os fibroblastos por vinte horas, alierou o formato celular, porém as
células ndo se destacaram das placas. Este efeito foi mais evidente em concentragies

maiores {10 pg/mL). A incubagdo de WGA com os fibroblastos diminuiram o
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espraiamento das células ¢ a sintese de DNA. Alteragdes no formato das células
também foram observados quando os fibroblastos foram culﬁvados com as lectinas
Con A (10 - 20 ug/mL) e PHA (25 - 50 ug/mL).

WEISER & OESCH (1988) estudaram a influéncia de diferentes lectinas
sobre a proliferacio de fibroblastos in vitro. As lectinas foram diluidas em meio
DMEM acrescido de soro bovino fetal a 10%, nas concentracles de 1, 2, 10 e 20
pg/ml. Demonstraram que a adigio de lectina galactose-dependente {lectina de
Bandeiraea simplicifolia - BSI) resultou no aumento da incorporagéio de timidina
fritada. Este aumento foi dependente da concentragdo da lectina, embora nfo
proporcionalmente, e da densidade de saturagdo celular. A lectina de Ulex europeus
nfo influenciou na proliferagio. Con A ¢ WGA inibiram a proliferagfio celular. Os
autores atribuiram o feito da lectina BSI, ao fato de que residuos de galactose
terminal, presentes nas glicoproteinas de membrana plasmatica, foram essenciais ao
crescimento celular, A lectina ao ligar-se ao agicar especifico, inmterfere no
fendmeno de inibicdo por contato.

ASAGA & YOSHIZATO (1992} cultivaram fibroblastos em gel de colageno
na presenga de diversas lecinas, nas concentragbes de 10, 20 e 50 pg/ml.
Demonstraram que PHA, Con A ¢ WGA, enire outras, modificaram a interagio dos
fibroblastos de pele humana com o coldgeno, inibindo o processo de contragdo das
fibras de colageno, em cultura. Quando ocorreu a inibigio da retragdo das fibras de
colageno, os fibroblastos cultivados na presenga das lectinas permaneceram com
formato arredondado.

Segundo estes mesmos autores, as lectinas de PHA ¢ WGA interagem com os
receptores da familia das integrinas, presentes na superficie dos fibroblastos, os
quais interagem com o colageno. Além da interagfio com os receptores de membrana
especificos a fibronectina, WGA também se liga a outros receptores, uma vez que
interfere no espralamento das células, tanto na superficie de colageno como na

superficie de plastico.
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Neste trabaiho, avaliamos a agio das lectinas PHA, WGA, jacalina ¢
artocarpina, na proliferagdo de fibroblastos in vitro.

Os fibroblastos foram sub-cultivados até a décima quarta passagem. As
concentragGes das suspensdes celulares foram previamente determinadas como 4 X
10° células/mL.

As lectinas foram utilizadas nas concentragbes de 0,1 a 300 pg/mL. As
concentragGes médias usadas por outros autores ficaram compreendidas nesta faixa
{KAPLOWITZ & HAAR, 1988; WEISER & OESH, 1988; ASAGA &
YOSHIZATO, 1992).

Nao foram observados efeitos toxicos das lectinas sobre os fibroblastos. O
cultivo destas células pa presenga das lectinas, por vinte e quatro horas, ndo
modificou a viabilidade celular (Figura 33). O mesmo foi relatado por ASAGA &
YOSHIZATO (1992) que, em seus experimentos, observaram que a viabilidade
celular nfio era afetada, mesmo quando 100 ug/ml de WGA e PHA foram
adicionados.

Para revelar o grau de proliferagio dos fibroblastos foi utilizado o ensato
colorimétrico com o MTT, devido 4 sua sensibilidade, precis3o e por nfo necessitar
do uso de substincias radioativas (MOSMANN, 1983), GIENI et al. (1995
compararam o ensaio colorimétrico usando o MTT, com o uso de MTS e com o
ensaio de incorporagdo de timidina tritiada. Observaram que o ensaio colorimétrico
foi mais sensivel. DALMAU et al. (1993) recomendaram o uso deste método, por
apresentarem resultados compativeis com o de incorporagio de *H - timidina.

Adaptando as nossas condigdes laboratoriais, a determinagio colorimétrica
foi realizada em um comprimento de onda de 490 nm. Conforme apresentado na
figura 31, as avaliacGes realizadas neste comprimento de onda, demonstraram que a
fécnica se¢ mantém linear ¢ sensivel, sendo Gtil na detecgdo da proliferacio e da
adesdo celular.

O uso de outros métodos que permitissem identificar o gran de divisfio celular

seria interessante para a comparagdo da sensibilidade. Por este método, as células
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que estdo com morfologia alterada ¢ que nfio se multiplicam, pois a sua capacidade
de aderncia ao substrato estd comprometida, mas que s3o vidveis e, portanto, sio
capazes de metabolizar o substrato, poderiam ser detectadas.

O efeito de PHA nos experimentos de proliferac@o foi apresentado na Figura
34. Para as concentragdes de 0,1 a 10 pg/ml ndio foram observadas influéncias
significativas sobre a proliferacdo celular, porém acima de 20 pg/ml. houve grande
reducdo da proliferagdo. Quando a lectina foi utilizada nas concentragdes de 150 e
300 pg/ml, morte de todas as células foram observadas. Para nenhuma das
concentragdes utilizadas houve influéneia na adesdo dos fibroblastos.

As reduges nos indices de proliferagio foram associadas as modificagdes
nos formatos das células, o que pode ser observado em microscopio de inversio.
Quando 2 lectina foi adicionada na concentragiio de 40 pg/mL, 50% das células
apresentaram-se com formas arredondadas. Nas concentragles de 80 ug/ml de
lectina, apds 24 horas em cultura, observamos que 40% das células tinham formato
alterado ¢ para as concentrages de 150 e 300 ug/ml, quase todas as células
estavam com formas arredondadas. A partir de 48 horas da adigdo da lectina no
meio de cultura, 100% das células adquirivam formas arredondadas.

KAPLOWITZ & HAAR (1988) observaram mudancas no formato de
fibroblastos quando cultivados com PHA nas concentragdes de 25 ¢ 50 pg/ml.
ASAGA & YOSHIZATO (1992) observaram que fibroblastos cuitivados na
presenca da fitohemaglutinina, em gel tridimensional de coldgeno, mantinham o
formato arredondado. Além disso, a espraiamento das células foi modificado sobre a
superficie de coldgeno, o que nfio ocorreu sobre a superficie de plastico. As
mudangas no formato das células podem alterar as interagdes entre os receptores dos
fatores de crescimento e os componentes citoplasmaticos, necessarios a sinalizagdo
transmembrana. Em nosso experimento observamos mudangas no espraiamento dos

fibroblastos, quando cultivados na presenga de PHA ¢ WGA.
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A lectina WGA provocou maior redugdo na proliferacdo dos fibroblastos,
comparativamente a outras lectinas (Figura 34), Esta redugéo foi maior a partir de 10
pg/ml e aproximou-se de 100% de redugdo a partir da concentragdo de 40 ug/mlL.
Semelhante a PHA a mibigdo da proliferagfo foi acompanhada de altera¢Ses no
formato das células. Muitas dessas células, ao se tomarem arredondadas,
diminuiram a sua adesdo na superficie da placa ¢ se desprenderam durante as frocas
do meto de cultura. As modificages no formato celular foram observadas nas
concentragdes de 20 ug/ml, mas somente apds 72 horas de adigdo da lectina. Na
concentragdo de 40 pp/ml foram observadas mudangas no formato de metade das
células, apos 24 ¢ 48 horas, e em aproximadamente 80% das células apds 72 horas.
Nas concentrages de 80 a 300 pg/ml, cerca de 100% das células foram alteradas,
apds 24 horas.

Os nossos resultados estdio em concordéncia com as observagdes de alguns
pesquisadores. KAPLOWITZ (1985) avaliou o efeito de WGA sobre fibroblastos
humanos ¢ observou que a lectina ndo exercia ecfeitos sigmficativos sobre a
incorporagdo basal de *H- timidina. WEISER & OESCH (1988) porém, observaram
que a adigdo de WGA no meio de cultura, nas concentragdes de 1,0 a 20 pg/mi,,
reduziu, significativamente, a proliferagdo de fibroblastos intestinais humanos,
medido através da sintese de DNA. Na mesma época, KAPLOWITZ & HAAR
(1988) relataram que WOA nas concentragdes de 3-5 ppg/ml, incubadas com
fibroblastos por vinte horas, alteraram o formato celular ¢ demonstraram, em
microscopia eletrénica, menor superficie de contato, embora as células ndo se
destaquem das placas. Este efeito foi mais evidente em conceniragdes maiores (10
ul/mL). ASAGA & YOSHIZATO (1992) relataram que a introdugio de WGA ao
meio de cultura alterou o formato dos fibroblastos, cultivados em gel tridimensional

de colageno. Foi constatado que esta lectina alterou o espraiamento dos fibroblastos

sobre a superficie de coldgeno ¢ sobre a superficie de plastico.
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A introdugfio da jacalina ao meio de cultura, nas diferentes concentrages,
ndo alterou a proliferagfio ou o formato das células. A lectina também nio
influenciou a adesdo dos fibroblastos 4 placa.

Segundo WEISER & OESCH (1988), fibroblastos humanos cultivados na
presenca de lectinas especificas aos residuos de galactose, aumentam a proliferacio
celular e a densidade de saturagfo. Em nosso trabalho, a lectina galactose especifica,
jacalina, nfio influenciou a proliferagio celular (Figura 34) ou a adesdio dos
fibroblastos (Figura 35).

A diferenga entre o nosso experimento ¢ o de WEISER & OESCH (1988)
pode estar relacionado ao fato de que diferentes lectinas, com a mesma
especificidade, ap6s ligarem nos actcares especificos, induzem mudancas
estereoquimicas diversas e, consequentemente, diferentes efeitos bioldgicos. Além
disso, a jacalina é capaz de reagir com varias glicoproteinas do soro (COSTA, 1989;
DALMALU et al. 1989). Ao trabalharmos com o meic de cultura suplementado com
soro bovino fetal, muitos dos fatores de crescimento podem reagir com a lectina.
Desta forma, nem os fatores de crescimento, nem a lectina, estariam disponiveis
para interagirem com os receptores de membrana dos fibroblastos.

Nio trabalhamos com densidade celular alta. Estes autores demonstraram que
a regulagfio do crescimento de fibroblastos foi dependente da presen¢a de galactose
nas glicoproteinas da membrana plasmatica, a contactinibin, responsavel pela
restrigio de crescimento celular por mnibiglo por contato (WEISER et al., 1995).

A artocarpina possui especificidade aos residuos de manose e, em nosso
experimento, foi a tnica lectina que aumentou ligeiramente a proliferagdo de
fibroblastes, quando nas concentragdes de 1 a 20 pg/ml. Embora ndo significativo
estatisticamente, foi possivel observar, em microscopio de inversdo, que nas
primeiras vinfe € quatro a quarenta e otto horas, apés a introducdo da lectina, havia
uma maior concentragdo de células em comparagio ao controle. A partir da

concentragdo de 80 pg/ml., apds 48 horas, a lectina induziu a alteragfo no formato ¢
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a morte celular, proporcionais ao tempo ¢ a concentragdo da lectina (Figura 34). Esta
lectina ndo influenciou na adesdo das células 4 placa de cultura (Figura 35).

Con A possut especificidade aos residuos de manose. CARPENTER &
COHEN (1977) relataram que esta lectina nio aumentou a sintese de DNA. Quando
Con A fol introduzida em meito de cultura com alta densidade celular, houve
inibigdo da proliferaglo dos fibroblastos (WEISER & OESCH, 1988).

IV - REPARO

A reparagiio ¢ caracterizada por diversos eventos celulares e humorais que
ocorrem de forma integrada, simultidnea e seqilencialmente. Inicia-se com a injiria
tecidual, é mediada pela inflamagio e finalizada apos completa reepitelizacéo.

Apos a lesdo, diversos cventos sdo ativados contribuindo para o
restabelecimento da fungio do tecido ou orgio lesado. Processos exsudativos ¢
diapedese de elementos celulares ocorrem imediatamente apés o estimulo lesivo.
Células fagocitarias mononucleares atuam na elimmagdo dos produtos de necrose e
na sintese ¢ secregdo de fatores solveis, eventos centrais no processo de reparagdo
(WAHL et al.,, 1989). Estes fatores promovem o recrutamento, a proliferaglio e a
ativagiio de fibroblastos e de células endoteliais. Os fibroblastos quando ativados,
aumentam a sintese ¢ a secreqgdo de proteinas constituintes da matriz extracelular.
IL-1, TNF e TGFB regulam a sintese de colageno, das proteoglicanas e das
glicoproteinas (WAHL et al., 1989).

Estudos in vivo demonstram uma completa mteragfo entre os diversos fatores
humorais e celulares. Dentre estes, incluem-se os fatores de crescimento, as
citocinas, as moléculas de superficie celular e os componentes da matriz extracelular
(WAHL et al., 1989).

As lectinas sdio proteinas que possuem diversas atividades biolégicas, devido

a sua capacidade de Hgaclio aos carboidratos de superficie celular ou soliveis.
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Dentre as diversas atividades biologicas, muitas poderiam contribuir ou promover a
reparagdo. A resposta mflamatéria local, a quimioatragdo de leucécitos, a ativagdo
policlonal de linfécitos e a produgio e secregiio de fatores solaveis pelas células
mononucleares, potencialmente contribuem para este processo.

As lectinas podem substituir os ligantes naturais ¢ ativar as células, através
dos diferentes caminhos de sinalizagio intracelular ou apés a internalizacfio do
complexo formado (PORETZ et al., 1980). A ligacio das lectinas & membrana
celular pode induzir diversos efeitos, como a atividade mitogénica de linfécitos.
PHA ¢ um mutdgeno classico e a estimulagdo ocorre sobre os linfocitos T e B
{BUNN-MORENO & CAMPOS NETO, 1981). A jacalina é estimuladora da
subpopulaglo de linfécitos T CD4 (PINEAU et al., 1990; PREUD’HOMME et al.,
1992). Ao contrério, a lectina de germe de trigo somente ativa as células B humanas,
dependendo da concentragio e do tempo de reagio. Também exerce efeito inibidor
sobre o metabolismo dos linfocitos (GREENE et al., 1981).

As interagles entre os leucdeitos e o endotélio vascular, assim como 0s seus
movimentos na matriz extracelular, envolvem a participagio das lectinas endbégenas.
Algumas lectinas de plantas possuem atividade quimiotixica sobre leucdcitos. A
atividade quimiotaxica para células mononucleares foi descrita para PHA (MODY et
al, 1995). A jacalina exerce qumioatragdo sobre polimorfonucleares, em
camundongos Balb/c ¢ CBA mas nfo em ratos (SAKAMOTO et al,, 1995a). Em
camundongos suigos, FELIPE et al. (1995) demonstraram que a jacalina aumenta as
celulas fagocitanias, principalmente macréfagos, em namero ¢ atividade, dependente
da liberagfo de citocinas de células T, provavelmente INFy.

A estimulagdo da sintese e secrecdo de citocinas pelas células ativadas com
lectinas foram documentadas. Muitas citocinas sintetizadas por leucécitos ativados,
como IL-3, TNFo, PDGF ¢ TGFB, induzem a proliferagdo de fibroblastos e a
deposicfio de coldgeno, direta oun indiretamente (KOVAKS et al.,, 1993). Linfomas
de células B secretam niveis altos de IL-2, quando estimulados com PHA (GILLIS

et al., 1980). Céhulas de sangue humano cultivadas na presenga de PHA secretam
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diversas citocinas, como IL-2, 1L-5, GM-CSF e INFy, importantes no processo
inflamatério cronico e de reparo (VAN WAUNE et al., 1995). A jacalina induz a
produglio de INFy pelos linfocitos humanos (CRANE et al., 1984) e de fatores de
crescimento de células T pelas células espiénicas de ratos (DALMAU et al., 1989).

Devido as diversas habilidades funcionais de PHA, WGA ¢ da jacalina,
avaliamos a possibilidade de algumas destas lectinas influenciarem na reparagio.
Como estas moléculas apresentam especificidade e atividades biologicas distintas, a
possibilidade de influenciarem no processo de reparagiio, através de sua inibigfo ou
ativagio foi estudada.

Em cada animal foram realizados quatro ferimentos. Trés deles foram
tratados com as lectinas ¢ um, aleatoriamente escolhido, foi tratado com solugio
salina estéril constituindo o grupo controle. O tfratamento com a lectina ¢ o controle
foram realizados no mesmo animal, para que as diferengas individuais fossem
minimizadas ou evitadas, uma vez que os animais utilizados ndo sfo isogénicos.

Cada tratamento com uma das lectinas foi comparado aos controles realizados
dentro do mesmo grupo. Desta forma, poderiamos evitar possiveis efeitos sistémicos
de uma lectina em comparagio a outra. BENJAMIN et al. (1997) observaram efeitos
antagbnicos para a aglutinina de soja. Quando administrada localmente, a lectina
exerceu efeito inflamatério e, a nivel sistémico, exerceu efeito antiinflamatério.

Os ferimentos foram circulares e, tanto a profundidade quanto o tamanho,
foram padronizados. Segundo revisio realizada por REED & CLARCK (1985) o
formato circular é recomendado pois, dentro das formas geométricas, o circulo € a
que sofre menor expansio.

A tricotomia ¢ a anti-sepsia foram realizadas imediatamente antes da excisdo,
procurando diminuir a contaminagdo bacieriana. Do total de ferimentos realizados,
menos de 1% desenvolveram infecgio.

As anglises histolégicas revelaram que PHA acelerou o processo de reparagio
tecidual na pele de ratos Wistar. WGA, ao contrdrio, retardou a reparagio ¢ a

jacalina ndo mfluenciou o processo.
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A analise macroscOpica foi realizada através da medida da retragiio das
feridas. Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos tratados com
as lectinas e seus controles respectivos, exceto para PHA, no periodo entre o décimo
¢ décimo terceiro dias. Este procedimento nfdo mostrou relagdo com o resultado da
analise histolégica. Além disso, a formacdo da crosta sobre as feridas dificultou a
realizagfo das medidas dos difimetros dos ferimentos em reparagio.

Nos fertmentos tratados com PHA, ocorreu maior retragio das feridas,
estatisticamente significativa ao nivel de 5%, entre o décimo ¢ décumo terceiro dias
apds a excisdo. O aumento das estruturas importantes ao processo de reparag@o foi
evidenciado nas analises histologicas. O tecido de granulagio apresentou-se
gradativamente mais fibroso, os feixes de fibras de colageno foram depositados e
organizados mais rapidamente ¢ a reepitelizagio ¢ a formagdo dos anexos da pele
OCorreram mais precocemente.

Potenciaimente, PHA pode exercer importantes efeitos terapéuticos devido a
sua habilidade de modificar ou influenciar nas diversas atividades biologicas. Dentre
as habilidades atribuidas a esta lectina destacam-se a atividade mitogénica sobre
linfocitos, a produgdo de citocinas endégenas ¢ a atracdo de células mononucleares
ao local de aplicagio, que podem ter efeitos importantes em diversas etapas da
reparagio. Esta lectina também estimula a mielopoiese, refora a resposta imune em
varias infecgdes, ¢ funciona como adjuvante, sem que tenha efeito sensibilizante
{MODY et al., 1995).

Dentre as possiveis explicagdes para o fato de PHA acelerar o reparo da pele
de ratos, quando aplicado localmente, incluem:

(/) a lectina exerceria efeito quimiotaxico sobre as células mononucleares (MODY et
al,, 1995);

LAWMAN et al. (1985) e BOYLE et al. (1985) sugeriram que a aplica¢@o de

fatores quimiotixicos nos ferimentos aceleram o processo de reparo € aumentam a

retragdo das feridas. Estes autores relacionaram a habilidade de NGF (fator de
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crescimento neural) em acelerar a reparacfio, & sua atividade quimiotaxica sobre as
células inflamatorias,
(ify o efeito inflamatério local, predominantemente mediado por células
mononucleares sena benéfico, Os linfécitos e os mondeitos ativados podem secrefar
fatores de crescimento e citocinas que participam na reparagio, como FAF, 1L-1,
TNFa, INFy, TGFB.

Segundo WAHL et al. (1989), linfocitos T ativados sintetisam e secretam
linfocinas que regulam o crescimento de fibroblastos. Entre estas citocinas, TNFa e
TNFB ou linfotoxina, indistintamente, regulam o crescimento de células
mesenquimais ¢ a habilidade de producdo de componentes da matriz. INFy
influencia diretamente a reparac@o, pois estimula o crescimento de fibroblastos ¢
indiretamente, como potente regulador da proliferagdo e diferenciagdo de mondcitos
e macrofagos. Também ativam a transcrigio de TNF e IL-1, citocinas com fungio
quimiotaxica. Os FAFs sdo produtos de sintese de linfécitos T ativados por
mitdgenos, capazes de estimular a proliferagdo de fibroblastos em condigdes livres
de soro. Os fibroblastos ativados aumentam a sintese de proteinas da matriz do
tecido comjuntivo. TNF, IL-1 e TGF- regulam a sintese de colageno, proteoglicanas
¢ glicoproteinas, como fibronectina, laminina e condronectina.

DOHMAN et al. (1985) caracterizaram, no sobrenadante da cultura de
leucécitos estimulados com PHA, proteinas e peptideos com fungdes ativadoras de
fibroblastos. KOVACS et al. (1993) demonstraram que leucocitos periféricos,
estimulados com IL-2, sdo capazes de induzir a proliferagdo de fibroblastos ¢ a
produgdo de tecido conjuntivo. O aumento da expressdo dos genes que codificam
para TGFB também foi demonstrado. FRANK et al. (1995) avaliaram a
possibilidade das citocinas produzidas pelas células inflamatorias em aumentar a
expressdo do mRNA para VEGF. Demonstraram que TNFa, TGFB1 ¢ IL-1 exercem

este efeito.
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A agregagio de células inflamatérias na area da ferida pode auxiliar na
eliminagdo de microorganismos invasores e reduzir a possibilidade de infeccio.

{iii) PHA poderia se ligar e interagir com os receptores, na membrana plasmatica,
ativando enzimas ou segundos mensageiros. A mensagem transportada até o nicleo
podem alterar a expressdo génica ¢ a sintese de proteinas (MODY et al., 1995).

{iv) Esta lectina poderia aumentar a expressdo dos receptores para os fatores de
crescimento, facilitando a interagdo entre ambos. KAPLOWITZ & HAAR (1988)
relataram que, em fibroblastos cultivados na presenga de PHA, ocorreu um aumento
de setenta e cinco por cento dos receptores para EGF na membrana citoplasmatica.

Possivelmente WGA retardou a reparagio pois exerceria influéneia negativa
nas etapas de mugracdo celular, alterando ou impedindo as interagdes célula — célula
e das células & matriz, Alem disso, esta lectina ndo ativou as células inflamatorias,
essenciais neste processo ¢ exerceu efeito inibidor sobre a proliferagio dos
fibroblastos in vitro. Uma variedade de efeitos inibitérios sobre a fungdo celular,
mduzida pela lecting WGA, foram relatadas (KAPLOWITZ & HAAR, 1988).

Neste trabalbo foi constatado que WGA provocou fraca reac¢do inflamatonia,
mesmo quando aplicada numa concentragfio molar quatro a quinze vezes superior a
da jacalina e de PHA, respectivamente.

Como esta lectina exerce efeito inibitério sobre o metabolismo dos linfocitos
(GREENE & WALCHMANN, 1980), a ativagio destas células e,
consequentemente, a secreglio das linfocinas ativadoras de outras células, ndo
OCOITeIN na Sua presenca.

Ao reagirem com alguns dos receptores presentes na membrana
citoplasmatica, a lectina pode modificar a adesfo ¢ consequentemente a migragio
das células inflamatérias, das células epiteliais e dos fibroblastos, durante o reparo
tecidual,

Segundo OPPENHEIMER-MARKS & GRINNELL (1981), WGA se liga aos
receptores de membrana para a fibronectina plasmatica ou a receptores préximos a

este, interfernindo na adesio das células renais de hamster ao substrato. A lectina foi
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capaz de se ligar a mais de uma glicoproteina de superficie celular, sendo possivel a
hgacdo aos glicosideos, como o &cido neuraminico, envolvidos na fungiio de
receptores para as fibronectinas.

ASAGA & YOSHIZATO (1992) descrevem a interagfio de WGA com os
receptores da familia das integrinas, presentes na superficie dos fibroblastos,
modificando a interagfo destas células com os componentes da matriz exiracelular.
Segundo estes autores, além dos receptores para a fibronectina plasmatica,
possivelmente ontros componentes estariam envolvidos, interferindo na adesdo das
células & matniz.

DICORLETO & DE LA MOTTE (1989) demonstraram que WGA inibe
completamente a ligag8o de monécitos humanos as células endoteliais humanas ou
da linhagem U937 de porco. Sugeriram que WGA inibiu a interagdo célula - célula
por hgacdo a distintos agiicares . |

Segundo VAN DE WATER (1997), a presenga de proteinas plasmaticas, tais
como fibrinaffibrinogénio e fibronectina, foram importantes nos processos que
ocorrem durante os estigios miciais da reparago, conduzindo a formagdo do tecido
de granalacdo. A interacdo de WGA com os receptores para a fibronectina pode
contribuir no atraso da formagéo do tecido de granulagfo.

Foi demonstrado que WGA inibe a ligacio dos "PLI-FGE 4 superficie dos
fibroblastos, possivelmente por se ligarem aos mesmos receptores (CARPENTER &
COHEN, 1977, KAPLOWITZ, 1985). Desta forma, a lectina competiria com o0s
receptores para os fatores de crescimento celular, influenciando no atraso da
formagdo do tecido de granulagdo.

A jacalina exerce algumas das atividades biolégicas que sfo importantes nas
diversas etapas da reparagdo. Incluem-se, entre ouiras, a agfio mitogénica sobre 0s
linfécitos, a estimulagdo da secregio de fatores de crescimento, a estimulagio
mdireta de macréfagos e a indugdo de reaco inflamatoria local. Apesar destas

caracteristicas, nfio exerce influéncia na reparagdo tecidual.
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As analises histologicas nos cortes corados com HE demonstraram que,
apenas no periodo correspondente a0 sétimo dia apds a excisdio, houveram
indicativos de maior maturagio do tecido de granulagdo. A partir do décimo
primeiro dias apbés a excisfo, a morfologia do tecido de granulagio e,
consequentemente, a reparagio foi semethante a do controle.

A atividade mitogénica da jacalina sobre os linfocitos T foi demonstrada por
SAXON et al. (1987) e PINEAU et al. {1990), mas MIRANDA-SANTOS et al.
(1991) atmbuiram toda a atividade mitogénica do extrato de 4. integrifolia 4
artocarpina.

O wso da jacalina na indugfio da produgdo de linfocinas pelas células
mononucleares foi observado. CRANE et al. (1984) demonstraram a produgio de
INFy pelos hibndomas, os quais foram formados pelas células T estimuladas com a
jacalina e pelas células T tumorais. DALMAU et al. (1989) afirmaram que a jacalina
¢ um excelente ativador da produgdo de fatores de crescimento de células T, por
esplenécitos de ratos. FELIPE et al. (1995) demonstraram o aumento e a atividade
fagocitéria dos macrdfagos estimulados com esta lectina e que a ativagho,
provavelmente, depende da secregdo de INFy, MIRANDA-SANTOS et al. {19%91a)
afirmam que a jacalina estimula a sintese de 1L-3 e de GM-CSF.

A quimiotaxia sobre leucocitos nfio foi observada em ratos, apesar da
atividade quimiotaxica sobre neutrofilos, na cavidade peritoneal de camundongos ter
sido demonstrada por SAKAMOTO et al. (1995a).

Embora desenvolveu reagdio inflamatéria no local de injegdo, onde
predominaram as células mononucleares, o acimulo destas células no local de
injiria ndo promoveu os diversos mecanismos que ativam  a reparagdo.
Possivelmente ndo ocorren a ativagio das células e/ou a liberagio dos fatores de
crescimento de fibroblastos. Estudos das células mononucleares presentes na
inflamagdo, podem relacionar o fendtipo das células, suas fungdes ¢ a influéneia na
reparagdo. Linfocitos Ty, sintetisam linfocinas que atiam na atragdo, proliferagio ¢

ativagdo de macrofagos. Porém, os linfocitos fenotipicamente classificados como
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Ty, sinietizam inferleucinas que ndo ativam macrofagos. Esta subpopulagdo ativa
linfgeitos B, os quais néo exercem influéncia na reparagio (PAUL, 1993),

Provavelmente, a jacalina nfo mimetiza a fungfio das lectinas enddgenas,
facilitando o mecanismo de adesfio. Como foi demonstrado por SAKAMOTO et al.
{1993a) a jacalina n#o exerce efeito quimiotaxico sobre leucdcitos, em ratos,

O uso de outro modelo experimental no estudo da influéneia da jacalina na
reparacfo seria interessante. Permitiria uma analise comparativa e poderia contribuir
para uma melhor discusséo do efeito desta lectina no processo de reparo, em

diferentes espécies.
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CONCLUSOES

As lectinas PHA e artocarpina foram adequadamente purificadas em
cromatografia de afinidade, utilizando ovomucéide como matriz.

O efeito das lectinas sobre o reparo de pele de ratos dependen da lectina e de
suas atividades bioldgicas, as quais aceleraram ou retardaram este processo.

A fitohemaglutinina PHA acelerou a reparagio, A lectina de germe de trigo,
WGA, retardou a reparagdo. A jacalina porém, néo influenciou o processo.

A avaliagéio macroscopica foi realizada por meio das medidas da retragdo das
feridas. Este procedimento nfo mostrou relagdo com o resnltado das andlises
histolégicas.

As lectinas induziram reagdes inflamatorias bem localizadas, no local de
injecdo, porém com intensidade e cinética celular diferentes.

Uma relagéo direta entre a reago inflamatdria provocada pelas lectinas e a
reparagio nfo pode ser realizada.

A maior maturagio na formagdo do tecido de granulagdo pela lectina PHA
afo esteve relacionada com seu efeito direto sobre os fibroblastos, mas
posstvelmente, nas etapas iniciais do processo, envolvendo as células inflamatérias e
a produgdo de citocinas.

Nenhuma das lectinas ativou, diretamente, a proliferacdio de fibroblastos in

Vitro.
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SUMMARY

Wound healing is a complex and dynamic process, characterized by the
integrated actions of different cells. Lecting are glycoproteins which can present
several biological activities. Many of lectin activities may contribute to repair
including increased production of cytokines, and activation of inflammatory cells
and fibroblasts.

The purpose of this work was to evaluate in vive effects of PHA (Phaseolus
vilgaris  phytohemaglutinin), WGA  (Triticum vulgare lectin) and jacalin
{Artocarpus integrifolia lectin) on wound healing in vivo.

Male rats were anesthetized and excisions of 8 mm in diameter were
performed n their dorsal skin. The lectins (300ug/mL) were then placed on the
wound. Changes i the surface area were recorded everyday as compared to the
initial wound size. The rats were then killed at the 3rd, 7th, 11th, or 15th day. The
specimens were harvested for histological examination, and stained with
hematoxylin-eosin or silver impregnation. The inflammatory reaction was
histologically evaluated around the area of lectin injection. The direct fibroblast
proliferation induced by theses lectins were analyzed.

PHA accelerated tissue repatr and enhanced the rate of wound contraction
when applied to wound sites. Furthermore, PHA increased the reepithelization,
collagen deposition and also promoted inflammatory reaction. PHA decreased

fibroblast proliferation in vitro. WGA delayed wound repair when applied locally
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on the wound. WGA promoted weak inflammatory reaction and reduced the
granulation tissue maturation. Significant decreased fibroblast proliferation were
observed. Jacalin did not have a significant effect on repair and fibroblast
proliferation. Jacalin promoted mflammatory reaction when applied locally.

PHA may induce wound healing due to the activation of inflammatory cells.
Activated leukocytes release growth factors, such as ILs, INFy and FAFs, which
have an important role in the repair process. WGA interact with different
glycoproteins, such as plasma fibronectin receptor, and modify the cell and
extracellular matrix interaction. Although jacalin induced the proliferation of human
lymphocytes and production of lymphokines, it did not influence the cicatrization

process.
Key-words: PHA, WGA, jacalin, lectins, repair, inflammation, fibroblasts.
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