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RESUMO: Muitas das atividades inflamatérias atribuidas as lectinas sfio decorrentes da atividade quimiotéxica, da secregdo
de citocinas pelos leucéeitos ativados e da estimulagdo policlonal de linfGeitos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito inflamatério local induzido pelas lectinas PHA, WGA e jacalina. Para tanto, injegdes intradérmicas das lectinas nas
concentragdes de 25 pg/mL, para PHA e jacalina, e 100 pg/mL, para WGA, foram realizadas no dorso de ratos e avaliagdes
macroscdpicas e histoldgicas foram realizadas. Nas avaliagdes macroscépicas, os didmetros das pdpulas formadas nos locais
das inje¢oes foram medidos diariamente. As andlises histoldgicas foram realizadas em cortes corados com hematoxilina-
eosina, nos periodos de 24, 48, 72 horas e no 5° e 7° dias. O padrao macroscépico de reagao foi semelhante para PHA e jacalina
e menor para WGA. A andlise histolégica evidenciou reagio inflamatéria bem localizada e forte nas primeiras 24 horas, com
predominio de células mononucleares na inflamagiio provocada por PHA e jacalina. Aps este periodo foi evidente a diminuigao
da inflamagiio provocada por WGA, porém, para PHA e jacalina a reagfo inflamat6ria nas proximas 48 horas foi maior e, a
partir daf, diminuiu com o tempo, embora, em todos os periodos analisados, foi ligeiramente maior para PHA.
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LOCALINFLAMMATORY EFFECTS OF PHA, WGA AND JACALIN LECTINS

SELL, A. M.; COSTA, C. P. Local inflammatory effects of PHA, WGA and jacalin lectins. Arg. Ciénc. Satide Unipar, 6 (1): 47-
51, 2002.

ABSTRACT: Lectins inflammatory activities are attributed to chemotactic mechanisms, cytokines secretion by activated
leukocytes and polyclonal lymphocyte stimulation. The purpose of this work was to evaluate the local inflammatory effects
of PHA, WGA and jacalin. Twenty-five pg/mL of PHA and jacalin and 100 pg/mL of WGA were intradermally injected in the
dorsal skin of rats. The macroscopic evaluations were based on the daily measurement of the swelling diameters. At the
periods of 24, 48, 72 hours, and at the 5 and 7" days, one group of rats was killed and samples were collected for histological
examination with hematoxylin-eosin stain, Macroscopic pattern reaction was similar for PHA and jacalin and smaller for
WGA. Histological analysis showed strong and located inflammatory reaction at 24 hours for all lectins, and mononuclear
cells prevalence in the inflammation provoked by PHA and jacalin. Decreasing of the inflammation provoked by WGA was
evident after this period. For PHA and jacalin the inflammatory reaction was largest at 48 hours and decreased at the others
periods, although it was slightly larger for PHA.
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Introduczo

As lectinas representam uma classe de (glico)proteinas
de origem nio imune, amplamente distribuidas na natureza
que se ligam, especifica e reversivelmente, a aglcares (LIS &
SHARON, 1986; MODY et al., 1995).

As lectinas foram classificadas como mitogénicas ou
ndo mitogénicas conforme a capacidade de aumentarem a
sintese de DNA e de induzirem a transformacao blastica de
populagdes especificas de linfécitos (WHISLER & YATES,
1980). Dentre as diversas atividades biolégicas atribuidas,
as lectinas destacam-se: a estimulagao mitogénica de células
e o envolvimento nos processos de reconhecimento e das

interagcdes celulares, essenciais na proliferagio,
diferenciagdo, inibi¢io por contato e morte celular, assim
como na formagdo de Grgios, migragdo celular, defesa
imunolégica, metdstases, iniciagio de infecgGes e simbiose
(SHARON & LIS, 1989; HOLMSKOV et al., 1994; BEUTH
et al., 1995).

Muitas das atividades inflamatérias atribuidas as
lectinas sdo decorrentes dos mecanismos de quimioatragao,
da produgio e secre¢iio de citocinas pelos leucdcitos
ativados e da estimulagio policlonal de linfécitos.

Baseando-se nas diversas atividades bioldgicas das
lectinas, este trabalho teve como objetivo avaliar o possivel
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efeito inflamatdrio local induzido pelas lectinas de Phaseolus
vulgaris, PHA, de germe de trigo, WGA, e das sementes de
Jaca, Artocarpus integrifolia, jacalina.

Material e método

Amostra

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

As lectinas utilizadas neste experimento foram a
fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris, PHA, a lectina de
germe de trigo, Triticum vulgaris, WGA, e a lectina das
sementes de jaca, Artecarpus integrifolia, com especificidade
a0s residuos de D-galactose, jacalina. PHA foi purificada a
partir da variedade Goiano precoce em coluna de
ovomucdide, conforme padronizado por GONCALVES &
COSTA (1995). A jacalina foi purificada a partir das sementes
de jaca em coluna de afinidade agarose- D- galactose
(ROQUE-BARREIRA, 1986). A purificagiio foi avaliada em
gel de eletroforese e pela atividade hemaglutinante. WGA
foi obtida da Sigma Chemical Company, catilogo Nimero
L-1005. As concentragdes das proteinas foram determinadas
por espectofotometria (absorbincia em 280 nm). As lectinas
foram diluidas em solugido salina e utilizadas nas
concentragdes adequadas apds esterilizagiio em filtro Amicon
de 0,22 my (Millipore).

Determinacio da dose adequada das lectinas

As doses das lectinas a serem utilizadas nas reagdes
inflamatdrias foram determinadas experimentalmente. As
doses consideradas como ideal foram aquelas que nio
induziram necrose no local de aplicagdio e que formaram
pdpulas de mesmo didmetro apds 24 horas.

Para este experimento, foram utilizados quatro
grupos com trés animais cada. Em cada animal foram
realizadas trés injegdes de 100 puL com a solugio estéril das
lectinas, nas concentragtes de 10, 25, 50 e 100 pg/mL. Como
controle foi utilizada solugdo salina fisioldgica, em igual
volume. Os animais foram anestesiados com éter etilico e
depilados manualmente, apenas no local da injegiio. As
medidas dos didmetros das papulas foram realizadas entre o
primeiro e o sétimo dia apds a injegdo. Para a medida, as
pdpulas foram primeiramente delimitadas com caneta
esferogrifica: ao riscar a pele com a caneta, esta escorrega na
pele normal, mas fica presa na regiio edemaciada ou
endurecida pela reagio celular. Como este procedimento foi
realizado em diferentes posi¢des, a drea delimitada adquiriu
um formato circular e o didmetro obtido foi medido. O
experimento foi realizado com duas repetigdes.
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Avaliac@o da reacio inflamatdria

Para cada lectina foram estabelecidos, de forma
aleatoria, cinco grupos experimentais, contendo trés animais
cada. Em cada animal foram realizadas trés injegdes
intradérmicas, no dorso, na regido interescapular, sendo duas
teste e uma controle. As posi¢oes das injec@es controle e
teste foram aleatdrias. Diariamente os didmetros das papulas
foram medidos. No periodo compreendido por 24, 48, 72 horas,
no quinto e no sétimo dias apds a injegdo, os animais foram
anestesiados, sacrificados e a regido da pele inflamada foi
removida, com margem de seguranga, sendo conservada em
formol a 4%. As pegas foram cortadas ao meio e preparadas
de forma a conter uma regifio de tecido inflamado circundada
por tecido normal. Apds lavagem em dgua corrente,
desidratagao, diafanizacdo e inclusio em parafina, cortes de
7,0 pm foram realizados e as laminas foram coradas com
hematoxilina - eosina para a avaliagio das caracteristicas
celulares. Cada experimento foi realizado em trés repetigoes.
As andlises microscdpicas foram realizadas em todas
as liminas sendo fotografado o centro da regido inflamada.
As andlises histoldgicas e as fotografias foram realizadas

em fotomicroscipio Zeiss - Pol 01.

Resultados

Para avaliar o possivel efeito inflamatério local
provocado pelas lectinas PHA, WGA e jacalina na pele de
ratos, a dose a ser utilizada foi determinada
experimentalmente. A concentragio adequada foi
determinada de acordo com duas caracteristicas: a nio
formagio de necrose no local de injeg¢iio e que o tamanho da
pdpula formada apds vinte e quatro horas fosse o mesmo
para todas as lectinas. As concentra¢des encontradas foram
iguais a 25 pg/mL para as lectinas PHA e jacalina e a 100
pg/mL para WGA.

Diariamente e por um periodo de sete dias, o tamanho
das pdpulas formadas nos locais de injecio foi medido. A
Figura | representa o resultado da andlise macroscépica do
processo inflamatdrio. Embora a reacio inicial fosse de
mesmo didimetro, as reagdes inflamatérias induzidas pelas
lectinas PHA ¢ jacalina foram semelhantes e a reago
provocada por WGA foi menor na concentragao de 100 pg/
mL. No grupo controle ocorreu, nas primeiras 24 horas, a
formacio de pdpula, conseqgiiente da injegiio do veiculo;
esta pdpula diminuiu no segundo e terceiro dias e
desapareceu no quarto dia. Tanto na resposta inflamatéria
induzida por PHA como por jacalina, foi observada uma
diminuig@o no tamanho das pdpulas nos trés primeiros dias.
Quando PHA foi administrada, o didmetro da papula
aumentou no quarto e quinto dias e decresceu no sexto e
sétimo dias. No grupo injetado com a jacalina, a alteragio
do didmetro da pdpula foi menos acentuada. O tamanho da
pipula formada apés a injecio de WGA foi menor, embora
esta lectina tenha sido usada numa concentragio guatro
vezes superior. O didmetro da reagio diminuiu lentamente
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durante todo o periodo analisado e, em alguns locais de
aplicagdo, houve a formagdo de necrose.

Quando a lectina PHA foi aplicada em doses maiores,
um aumento da reagdo macroscOpica ocorreu
proporcionalmente, no entanto, quando a jacalina foi aplicada
nestas mesmas doses, a medida macroscépica da reagdo
inflamatdria local revelou pouca diferencga (resultados nao
mostrados).

O resultado macroscépico da aplicagio de WGA na
concentragio de 25 mg/mL foi apresentado na mesma figura,
demonstrado a menor reagiio inflamatdéria provocada por esta
lectina, quando usada na mesma concentragdo que as demais.

As andlises histoldgicas foram realizadas em cortes
corados com hematoxilina-eosina, nos periodos
compreendidos por 24 horas, 48 horas, 72 horas, 5 dias e 7
dias apds a injegdo. As reagdes histoldgicas evidenciaram
inflamag@ao bem localizada e forte para as lectinas nas
primeiras 24 horas: houve predominio de células
mononucleares, principalmente linfécitos, na inflamagao
induzida por PHA e jacalina (Figura 3); para WGA, a
proporgio entre células mononucleares e polimorfonucleares
foi semelhante (Figura 4). Apds este periodo foi evidente a
diminuigio da inflamagdao provocada por WGA: apds 438
horas, a reagiio inflamatéria é muito fraca e predominam as
células mononucleares e a partir de 72 horas, a reagdo € mais
fraca, podendo ser considerada normal (Figura 9). Para as
lectinas PHA e jacalina, a reagio inflamatdria nas proximas
48 horas é maior que no periodo anterior (Figura 5). Em 72
horas, a reagdo inflamatdria € menor e bem localizada na
hipoderme (Figura 7). A partir dai, no quinto e sétimo dias, a
quantidade de células inflamatdrias diminuiu,
proporcionalmente, embora fosse, em todos os periodos
analisados, ligeiramente maior para PHA (Figuras 8 e 10).

No grupo controle, ndo foram observadas reagoes
inflamatérias, o tecido apresentou organiza¢ido normal
estando presentes {ibroblastos e fibras caldgenas organizadas.
Apds 24 horas ocorreu, em algumas regides, a separagiio das
fibras de coldgeno, possivelmente decorrentes da injecio de
soluciio salina (Figura 2).

Discussio

As lectinas PHA e jacalina foram utilizadas nas
concentragdes de 25 gg/mL ou 0,2 x 10° M e 0.6 x 10° M,
respectivamente. WGA foi utilizada numa concentragio bem
maior, 100 pg/mL ou 2,7 x 10® M; esta concentragio foi a de
escolha uma vez que produziu uma reac¢io inicial semelhante
i das outras lectinas.

O padriio macroscdpico de reagio foi semelhante para
as lectinas PHA e jacalina, porém, quando PHA foi aplicada
em doses maiores, um aumento da reagdo macroscapica
ocorreu, proporcionalmente. O aspecto macroscopico de
evolugao da inflamagiio ndo acompanhou o histolégico. Nas
primeiras 72 horas foram inversamente proporcionais. A
formagio da pdpula nas primeiras vinte e quatro horas e a
posterior diminuigio de seu tamanho, possivelmente estd
relacionada com o processo de agressao decorrente da injecio,

uma vez que, neste mesmo periodo, também foi observada a
formagio de pdpula nos animais controles. Para a lectina de
germe de trigo, WGA, o tamanho da pdpula foi grande nas
primeiras 24 horas decrescendo a partir das proximas 48 horas
até o sétimo dia, indicando uma reagio inflamatoria celular
bem menor. A anilise histoldgica, confirmou a fraca indugao
de inflamagao provocada por esta lectina.

O efeito inflamatério local provocado pelas lectinas
estd relacionado as suas atividades biclégicas como a
estimulagiio mitogénica, quimiotaxia e a indugdo da
secregio de citocinas pelas células ativadas.

Atividade quimiotdxica para leucdcitos foram
descritas para PHA (MODY et al., 1995) e para a jacalina
(SAKAMOTO et al., 1995; FELIPE et al., 1995). Outras
lectinas também apresentam atividade quimiotixica.
SANTOS-DE-OLIVEIRA ef al. (1994) observaram que a
artocarpina, uma outra lectina presente nas sementes de
jaca, com especificidade aos residuos de D-manose. induz
a migracio de neutrifilos na cavidade peritoneal e air-pouich,
em ratos. Con-A aumenta o nimero de células
mononucleares, apds injegiio intraperitoneal (FELIPE et al.,
1995) e as lectinas de soja exercem quimioatragiio sobre
neutrdfilos e ativam macréfagos (BENJAMIN et al., 1997).

A atividade inflamatéria também pode ser devido a
estimulagdo inespecifica de leucdcitos, PHA e jacalina
induziram reacio inflamatéria predominantemente
mononuclear, enquanto o efeito inflamatério de WGA foi
fraco com grande proporgio de polimorfonucleares. De fato,
PHA é um mitdgeno classico (NOWELL, 1960) e a jacalina
é estimuladora da subpopulagao de linfécitos T CD4
(PINEAU er al., 1990). Ao contririo, a lectina de germe de
trigo somente ativa os linfécitos B em condigdes especiais.
além de exercer efeito inibidor sobre o metabolismo dos
linfécitos (GREENE & WALDMANN, 1981).

A estimulag@o da produgdo de citocinas pelos
leucdeitos em cultura, quando ativadas com estas lectinas
também foram documentadas. Células sangiiineas humanas
cultivadas na presenga de PHA secretam interferon-gama,
INFy, e fator estimulador de colénia de granuldcitos e
mondcitos. GM-CSF (VAN WAUNE et al., 1995). Jacalina
estimula a produgio de INFy, em hibridomas de linfocitos
T (CRANE er al., 1984) além de fatores de crescimento de
linfécitos T pelas células esplénicas de ratos (DALMAU et
al., 1993). INFy é uma citocina ativadora de macréfagos.
Os macréfagos ativados adquirem diversas habilidades
bioldgicas tornando-se aptos a participarem de diversos
mecanismos intermedidrios, importantes na reagio
inflamatdria. Além disso, a expressio de moléculas de adesio
na superficie dos leucteitos e endotélio pode ser aumentada
por mitGgenos e linfocinas, como INFy e fator de necrose
tumoral, TNF. A adesio das células ao endotélio representa
a primeira etapa no processo de emigragio celular dos
leucéeitos para os tecidos (DICORLETO & DELA MOTTE,
1989).

Oefeito inflamatério local induzido por outras lectinas
foi abordado (BENJAMIN er al, 1997; SANTOS-DE-
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OLIVEIRA et al, 1994).

Conclusio

As lectinas induziram reagio inflamatdria bem
localizadas, no ponto de aplicagiio, porém com intensidade
e cinética celular diferentes. As lectinas mitogénicas, PHA
e jacalina, induziramm reacdo inflamatéria forte, com
predomindncia de células mononucleares. A reagio foi
semelhante para ambas, embora ligeiramente maior para PHA
nos periodos analisados. WGA, uma lectina anti-mitogénica,
induziu fraca reagao inflamatdria.
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Figura 1 - Analise mascrocopica da reaccdo inflamatéria local provacada pelas lectinas.
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