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RESUMO

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DA
LECTINA ISOLADA DE SEMENTES DE Lonchocarpus sericeus (Poir.) Kunth.
Méario Rogério Lima Mota. Orientadora: Prof2. Dra. Nylane Maria Nunes de
Alencar. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do
Ceara (UFC), 2008.

Lectinas sao (glico)proteinas de origem n&o imune e que podem reconhecer e se ligar
reversivelmente a carboidratos ou a outras substancias derivadas de acucares. A lectina de
sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) apresenta massa molecular aparente de 23555 +
15 Da e especificidade de ligacao a N-acetil-glicosamina e a-metil-glicopiranosideo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiinflamatéria e antinociceptiva da Lectina de
sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL). Para tal, utilizamos camundongos Swiss albinos
(25-35g). No estudo da atividade antiinflamatéria, LSL (3 ou 10 mg/kg; e.v.; 15 minutos)
inibiu a migracao (rolamento e adeséo de neutrdéfilos) para a cavidade abdominal de animais
estimulados com carragenina (Cg), e este efeito parece estar relacionado com a reducgao
dos niveis de citocinas (TNF-a and IL-1B) e quimiocinas (MIP-1a [CCL3], KC [CXCL1]) por
esta lectina. O efeito inibitério da LSL sobre a migracido de neutrofilos, parece também
envolver o aumento nos niveis sistémicos de oxido nitrico (NO), pois LSL (10 mg/kg; e.v.) foi
capaz de aumentar os niveis de NO no soro de animais, e o pré-tratamento de
camundongos com aminoguanidina (inibidor da 6xido nitrico sintase induzida) foi capaz de
reverter o efeito aniinflamatério desta lectina sobre a migracdo de neutrdéfilos. Ainda em
relagdo a atividade antiinflamatéria, LSL foi capaz de inibir a migracao de neutréfilos para a
cavidade peritoneal de animais imunizados e estimulados com ovoalbumina (OVA), porém,
esta mesma lectina foi ineficaz em inibir a migracdo de neutréfilos in vitro estimulada por
MIP-2, demonstrando entdo um papel indireto da LSL (redugdo de citocinas e quimiocinas)
na inibicdo da migracao. No estudo da atividade antinociceptiva, LSL (10 ou 100 mg/kg; e.v.;
15 minutos) reduziu as contorcbes abdominais induzidas por acido acético e diminuiu
somente a segunda fase do teste da formalina, demostrando uma atividade sobre a dor
inflamatoéria. No teste da placa quente, LSL ndo apresentou efeito. Para avaliar a dor
inflamatéria realizaram-se estudos de atividade antihipernociceptiva. Assim, LSL (3 ou 10
mg/kg; e.v.; 15 minutos) inibiu a hipernocicepgdo mecanica induzida por administragédo
intraplantar de carragenina e ovalbumina (animais imunizados) mas nao a induzida por
prostaglandina E, (PGE,). Este efeito foi correlacionado ao bloqueio do influxo de
neutréfilos, sugerido pela reducdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) nas patas de
animais pré-tratados com LSL (3 ou 10 mg/kg; e.v.; 15 minutos) e estimulados com
carragenina. Este efeito antihiperalgésico parece também depender da reducdo dos niveis
de citocinas (TNF-a and IL-1B) e quimiocinas (MIP-1a [CCL3], KC [CXCL1]), uma vez que
LSL (3 ou 10 mg/kg; e.v.; 15 minutos) reduziu os niveis destes mediadores no tecido da pata
de animais estimulados com Cg (intraplantar). Em relacdo a uma possivel atividade central,
LSL (10 mg/kg; e.v.) ndo alterou a atividade motora e nem provocou depressao nos animais.
A toxicidade aguda foi avaliada pelo tratamento de camundongos com LSL (10 mg/kg; e.v.),
durante sete dias consecutivos, através de varios parametros: fungdes do rim (peso umido,
dosagem de uréia) e do figado (peso umido, avaliagdo da cinética da aspartato amino
transaminase e alanina amino transaminase), coragao (peso umido), estbmago (peso umido
e avaliagao visual de possiveis lesbes), variacdo de massa corporal dos animais tratados e
leucograma. Os resultados obtidos ndo mostraram qualquer alteragcdo dos parametros
avaliados, demonstrando que a LSL nao apresenta nenhuma toxicidade nos animais. Em
conclusdo, a atividade antiinflamatéria e antinociceptiva da LSL estd associada com a
inibicdo da migracao de neutrdéfilos, que provavelmete é reflexo da inibicdo da liberagao de
citocinas e quimiocinas e do aumento na liberacao de NO. Adicionalmente, esta lectina nao
apresenta efeitos centrais nem toxicidade aguda.
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ABSTRACT

STUDY OF ANTINFLAMMATORY AND ANTINONOCICEPTIVE ACTIVITIES OF
LECTIN FROM Lonchocarpus sericeus SEEDS (POIR.) KUNTH. Mario Rogério
Lima Mota. Supervisor: Prof2. Dra. Nylane Maria Nunes de Alencar. Department
of Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara (UFC), 2008.

Lectins are non-immune (glyco)proteins that can recognize and reversibly bind to
carbohydrates or other substances derived from sugars. Lonchocarpus sericeus seeds (LSL)
shows a molecular mass of 23555 + 15 Da and a a-metyl glucopyranoside and N-acetyl-
glucosamine binding specificity. The aim of this work was to evaluate the antinoceptive and
antiinflammatory activity of lectin from Lonchocarpus sericeus seeds (LSL). To do so, we
used swiss mice (25-35g). In the antiinflammatory activity studying, LSL (10 or 100 mg/kg;
i.v.; 15 minutes) inhibited the migration (neutrophil rolling and adhesion) to the peritoneal
cavities of animals stimulated with carrageenan (Cg), and the effect seems to be related to
the cytokines (TNF-a and IL-1B) and chemokines (MIP-1a [CCL3], KC [CXCL1]) level
reduction induced by this lectin. The LSL inhibitory effect on the neutrophil migration seems
to be also related to the nitric oxide (NO) systemic levels increasing. LSL was effective on
the NO increasing on animals’ serum. The pretreatment of mice using aminoguanidin (nitric
oxide reduced synthase inhibitor) reversed the antiinflammatory effect of lectin on the
neutrophil migration. Still referring to the anti-inflammatory activity, LSL was effective on
inhibiting the neutrophil migration to the peritoneal cavities of animals immunized and
stimulated with ovalbumin (OVA), but the lectin was unable to inhibit an in vitro neutrophil
migration induced by MIP-2, showing an indirect action of LSL (cytokines and chemokines)
on the migration inhibition. In the antinoceptive study, LSL (3 or 10 mg/kg; i.v.; 30 minutes)
reduced abdominal contortion induced by acetic acid and only decreased the second phase
of formalin test, showing an activity on the inflammatory pain. In the hot plate test LSL didn’t
show any effects. To evaluate the anti-inflammatory pain, we did a study based on the
anthihypernociceptive activity. Thus, LSL (10 or 100 mg/kg; i.v.; 15 minutes) inhibited the
mechanical hypernociception induced by carrageenan and ovalbumin (immunized animals)
intraplantarly administration, but not induced by prostaglandin E, (PGE,). This effect was
correlated to the block of neutrophil influx, suggested by the reduction of myeloperoxidase
(MPO) levels on animal’s paws pretreated with LSL (3 or 10 mg/kg; i.v.; 15 minutes) and
stimulated with carregeenan. This antihyperalgesic effect seems to be highly dependent of
the cytokines (TNF-a and IL-1B) and chemokines (MIP-1a [CCL3], KC [CXCL1]) level
decreasing, since LSL (10 or 100 mg/kg; i.v.; 15 minutes) reduced these mediators’ levels on
animal’'s paws pretreated with Cg (intraplantar). Corresponding to the possible central
activity, LSL (10 mg/kg; i.v.) did not alter the motor activity and not provoked depression on
animals. LSL acute toxicity was evaluated by treating the rats with LSL (10 mg/kg; i.v.) during
seven days analyzing several parameters of the animals: kidney functions (wet weight, urea
dosage), liver functions (wet weight, kinetic evaluation of aspartate aminotransferase and
alanine aminotransferase), heart (wet weight) stomach (wet weight and visual evaluation of
possible lesions), variation in body weight of treated animals and leukogram. The obtained
results didn’t show any alteration on the evaluated parameters suggesting that LSL doesn’t
show any toxicity on animals. In conclusion, the antinoceptive and antihyperalgesic activity of
LSL are associated to the inhibition of the neutrophil migration; it is probably a reflection of
an inhibition on cytokines and chemokines free flowing and for the increasing of NO free
flow. Additionally, this lectin doesn’t show acute toxicity and central effects.
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1 INTRODUCAO
1.1 RESPOSTA INFLAMATORIA

O termo inflamagao ou flogose (do latim, inflamare e do grego phlogos,
que significa pegar fogo) retratam como os povos mais primitivos comparavam uma
regido inflamada com algo relativo a chamas, quente ou ardido. Historicamente, as
quatro manifestagdes clinicas da inflamagéao (rubor, dor, calor e tumor) foram
descobertas por Cronelius Celsus no inicio da era crista e o grego Virchow adicionou
0 quinto sinal: a perda da fungdo. Segundo Vilcek e Feldman (2004) a inflamacéao é
um conjunto de alteragdes (nos vasos sanguineos, nos tecidos e nos fluidos
internos) provocadas por lesdes, infecgdes, substancias nocivas ou disturbios

organicos e esta estreitamente interligada ao processo de reparagao.

Assim, a reacao inflamatdria consiste num evento complexo que envolve
o reconhecimento do agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e
tentativa de reconstruir o tecido danificado. O reconhecimento desencadeia a
ativagdo e a amplificacdo do sistema imune resultando na ativagéo de células e na
liberacdo de diversos mediadores responsaveis pela resposta inflamatéria. No
entanto, se a destruicdo do agente agressor e o0 processo de reparo nao ocorrem de
maneira eficiente e sincronizada, a resposta inflamatéria pode levar a uma lesao
tecidual persistente induzida pelo acumulo de leucdcitos, colageno entre outras

substancias que podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002).

O processo inflamatorio € didaticamente dividido em dois momentos. O
primeiro que €& desencadeado logo apds a instalagdo do agente agressor
(inflamacdo aguda), sendo caracterizado por infiltrado predominantemente
neutrofilico, associado ao aumento de permeabilidade vascular com exsudacio de
plasma e proteinas plasmaticas, edema, dor e necrose. O outro momento que
depende ou ndo da resolugdo do processo na fase aguda (inflamacgao croénica), é
caracterizado pela presenga de macrofagos e linfocitos, além de angiogénese e
proliferagcédo de tecido conjuntivo (BAUHMANN; GAUDIE, 1994).

O processo inflamatério compreende dois eventos que ocorrem
simultaneamente durante o curso evolutivo desta reagdo (eventos vasculares e

celulares).
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1.1.1 Eventos vasculares

Microscopicamente a inflamagao envolve uma série de eventos complexos
nos qual a mudanga vascular é a que se inicia rapidamente e desenvolve-se durante
as primeiras horas. Mudancgas vasculares séo reguladas por fatores que controlam a
exsudacdo, as quais ocorrem principalmente nas vénulas poés-capilares. Esta fase
ocorre ou concomitantemente é desenvolvida em associagcao entre neutréfilos e o
endotélio nas vénulas pds-capilares, a qual contribui para uma fase mais prolongada
de aumento da permeabilidade vascular. O exsudato é absorvido para dentro dos
vasos linfaticos, aonde deslocam-se para os nddulos linfaticos ou tecido linfatico

onde uma reagao imune pode entao ser iniciada (CIRINO et al.; 2003).

Inicialmente, ocorre uma vasoconstrigdo transitéria seguida de
vasodilatagdo, que é responsavel pelo aumento do fluxo sanguineo, o que provoca
calor e eritema. Posteriormente, ocorre a estase sanguinea advinda do aumento de
permeabilidade da microvasculatura, uma vez que o extravasamento de liquidos e
proteinas para o intersticio provoca hemoconcentagdo, aumentando a viscosidade
sanguinea e gerando o alentecimento da circulagdo. Esses eventos s&o
desencadeados por varios mediadores quimicos, incluindo-se a bradicinina, a
serotonina, a histamina e as prostaglandinas da série E e da série | e 6xido nitrico
(NO). Ja foi demonstrado que o oxido nitrico (NO) é um dos EDRFs liberados pelas
células endoteliais (PALMER et al., 1988; MONCADA et al., 1991), que participa do
controle do fluxo sanglineo (FORTES et al., 1994), da expressao de moléculas de
adesao e do aumento da permeabilidade vascular induzida pelo fator ativador de
plaquetas (PAF) e pela propria bradicinina (MAYHAN, 1992).

O aumento da permeabilidade vascular pode ocorrer por diferentes
mecanismos, dependendo dos receptores ativados na célula endotelial ou da leséo
provocada no vaso sanguineo. Propbe-se que a histamina e leucotrienos causam
contragao endotelial; interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
participam da reorganizagao citoesquelética endotelial; leucécitos ou agentes
agressores provocam lesdo vascular direta e extravasamento de fluidos; fator de
crescimento endotelial vascular gera aumento da transcitose e neovascularizagao,
que também provoca extravasamento de fluidos. O exsudato contém varios

mediadores que influenciam as células adjacentes e os préprios vasos sanguineos e
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incluem os componentes de quatro cascatas enzimaticas do plasma: sistema do
complemento, sistema da coagulagdo, sistema fibrinolitico e sistema das cininas
(ROBBINS et al., 2005).

1.1.2 Eventos celulares

Uma maneira eficiente do hospedeiro defender-se contra agentes
agressores € através do infiltrado leucocitario, onde as células imunoldgicas
alcangam o foco da lesdo e fagocitam, degradam e matam antigenos estranhos.
Muitas vezes, num processo inflamatério prolongado estas células imunes podem
agredir os préprios tecidos do hospedeiro, lesionando células normais. Além do que
o proéprio infiltrado celular pode contribuir para a amplificagdo dos eventos
vasculares e celulares da resposta inflamatoria, através da liberagdo de mediadores
vasoativos e quimiotaticos (BEVILACQUA et al.,, 1994; WEDMORE; WILLIAMS,
1981).

Diversas sao as células envolvidas no processo inflamatério, algumas
células ja estdo presentes no tecido afetado, tais como: células endoteliais,
mastdcitos e células mononucleares residentes. Enquanto outras como os leucécitos
polimorfonucleares (PMN) (neutrdfilos, basoéfilos e eosindfilos) e mononucleares
(mondcitos e linfocitos) migram para o local da lesdo. Os leucécitos sdo atraidos
para a regido afetada por um processo conhecido como quimiotaxia. Os macrofagos
residentes participam de varios eventos da inflamagcdo sao responsaveis pela
fagocitose do agente agressor, pela liberagao de varios mediadores desencadeando
outros eventos inflamatérios como edema e dor (FERREIRA, 1980). Eles atuam na

iniciacdo da mobilizagao de neutrofilos em diregéo ao local agredido.

De um modo geral, a migragao de leucocitos ocorre nas seguintes etapas:
1. marginagao; 2. rolamento (adesado fraca); 3. adesao firme; 4. diapedese e 5.

quimiotaxia.

Apds a quebra do fluxo laminar sanguineo provocado pelos eventos
vasculares, os leucécitos comegam a migrar para a regido vascular periférica,

fendbmeno chamado de marginagao. Posteriormente, essas células interagem com
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moléculas de adesdo (selectinas, integrinas e imunoglobulinas), que sao
extremamente importantes na modulagcdo da migragdo, pois possibilitam uma
adeséo do leucadcito ao endotélio (McEVER,1991).

As selectinas tém sido extensivamente estudadas, sdo lectinas que
interagem com agucares e/ou glicoproteinas, sao responsaveis pela adesao de
leucocitos ao endotélio vascular na cascata precoce de eventos que levam aos
processos de inflamacéo. Elas sdo necessarias para a migragdo de leucdcitos,
sendo o passo inicial na seqléncia dos eventos que resultara no extravasamento
dos neutrdéfilos nos sitios de injuria. A interagcao das selectinas com seus ligantes
resulta num declinio dramatico da velocidade dos neutréfilos, o que permite que as
proteinas conhecidas como integrinas promovam ligamentos firmes dos neutréfilos
com o endotélio. O processo de adesao do leucdcito vascular se da através dessas
proteinas. As moléculas de adesado conferem a célula um “enderecamento”. Elas
podem ancorar células em tecidos especificos ou "enderecar" células migrantes a
determinadas regides do corpo. Estruturalmente, as selectinas apresentam, um
dominio lectinico (responsavel pela sua propriedade adesiva) e uma série de
dominios semelhantes as proteinas do complemento (CRONSTEIN;
WEISSMAN,1993; ROSSITER et al., 1997).

Embora as lectinas enddégenas (selectinas) estejam envolvidas no
processo de adesdo, elas ndo sao as unicas a participarem deste, pois outras
moléculas como as imunoglobulinas e as integrinas também contribuem para o
mesmo. No entanto, demonstrou-se que as selectinas estdo principalmente

envolvidas com a fase de rolamento dos leucdcitos (PANES et al., 1999).

Os trés tipos de selectinas conhecidos foram denominados de acordo com

o tecido no qual eles foram identificados:

e As L-selectinas sdo encontradas nos leucécitos e sdo responsaveis pelo
enderecamento (i.e., homing) durante a interagdo com ligantes endoteliais
(KANSAS, 1996);

e As E-selectinas aparecem nas células endoteliais apds terem sido ativadas por
citocinas inflamatérias, sendo que uma pequena quantidade encontrada em varios
leitos vasculares parecem ter significado importante para a migragéo dos leucécitos
(KANSAS, 1996) ;
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As P-selectinas sdo armazenadas em alfa-granulos das plaquetas e
corpos de Weibel-Palade (i.e., vesiculas intracitoplasmaticas) das células
endoteliais, e sdo prontamente posicionadas na membrana plasmatica apés uma
estimulacao especifica (KANSAS, 1996).

Conforme ja mencionado, o tipo de leucécito que migra varia com o
estimulo e com a fase do processo inflamatério (GRANGER; KUBES, 1994). Por
exemplo, na inflamagdo aguda, os neutrofilos polimorfonucleares predominam no
infiltrado leucocitario durante as primeiras 6-12 horas, sendo substituidos por
mononucleares entre 24 e 48 horas. Esta sequéncia pode ser explicada pela
ativacao de diferentes moléculas de adesao e fatores quimiotaticos especificos para

cada tipo celular.

A medida que o leucdcito rola, as L-selectinas se despreendem e suas
integrinas sao ativadas por pelo menos uma variedade de quimiocinas e citocinas

quimiotaticas associadas a superficie endotelial.

Apds o rolamento, segue-se a adesao firme mediada por imunoglobulinas
e B-2 integrinas. Essas ultimas sao proteinas presentes na membrana dos leucdcitos
e que podem ter sua expressao aumentada apos a ativacdo destas células por
mediadores inflamatérios como o PAF ou outras citocinas. As ICAMs
(imunoglobulinas de adesdo) sdo moléculas que estdo presentes no endotélio,
sendo que as mais ligadas ao processo de migracdo sao: ICAM-1 (Moléculas de
adesao intercelular-1), ICAM-2 (Moléculas de adesao intercelular-2), VCAM-1
(molécula de adesao vascular) e PCAM-1 (molécula de adesao de célula endotelial e
plaqueta). Mediadores inflamatérios liberados por células residentes ativadas podem
agir aumentando a avidez de ligagdo entre as moléculas de integrinas e
imunoglobulinas, favorecendo a ades&o firme (CRONSTEIN; WEISSMAN, 1993;
PANES, 1999).

Apds a firme fixagcdo ocorre o achatamento da célula, reduzindo a
exposicao as forgas decorrentes do fluxo sanguineo vascular, aumentando-se desta
forma a area de contato com a superficie endotelial vascular. Finalmente o leucdcito
migra entre as células endoteliais da regido apical para a superficie basolateral
(diapedese) em direcdo ao extravascular. Assim, apés o extravasamento, o0s

leucdcitos emigram nos tecidos em direcdo a regido de agressao por um processo
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denominado de quimiotaxia ou locomogao através de um gradiente quimico. Esse
processo € controlado por agentes quimiotaticos, tanto de origem enddgena, que
sdo aqueles liberados pelas proprias células do hospedeiro (componentes do
sistema complemento, produtos da lipoxigenase, citocinas etc.), quanto de origem
exdgena, que sao aqueles advindos do proprio agente agressor (produtos
bacterianos de origem lipidica) (RIBEIRO et al.,1991; 1996).

1.1.3 Mediadores inflamatoérios

Os mediadores inflamatérias atuam nos vasos sanguineos e células
inflamatérias modulando os principais eventos relacionados a inflamacéo:
vasodilatagdo, opsonizagdo, quimiotaxia para células inflamatorias, destruicéo
tecidual e dor, como também febre e mal estar. Os mediadores da inflamacao sao
classificados como de origem plasmatica (advindo das cascatas das cininas,
coagulagao, fibrindlise e complemento) ou tecidual (aminas vasoativas,
eicosanoides, enzimas lisossomais, radicais livres derivados do oxigénio, fator
ativador de plaquetas, citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico e fatores de crescimento).
(LANSEN; HENSON, 1993; SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

A histamina e a serotonina estdo envolvidas na vasodilatagdo e aumento
da permeabilidade vascular no local da inflamacao. A liberagdo de histamina pelos
mastocitos e basotfilos € desencadeada por injuria tecidual, complexo antigeno-
anticorpo e pelo sistema do complemento (YOKOYAMA et al.; 1989). Segundo
Yokoyama e seus colaboradores (1989), o Sistema de cininas tem como fungédo a
ativacdo das plaquetas e produgao de bradicinina e calicreina. A bradicinina um
potente agente vasoativo, produz vasodilatagdo, causando dilatacdo induzindo a
liberagao de fatores de 6xido nitrico (NO), contragdo da musculatura lisa e produgao
de dor. A Calicreina um agente quimiotatico para neutréfilos. O Sistema do
complemento participa da resposta imune adaptativa, porém pode ser ativado por
uma via alternativa a partir de endotoxinas (lipossacarideos de parede bacteriana) e
por outros sistemas de enzimas plasmaticas (cascata das calicreinas, cascata da
coagulagdo e cascata da fibrindlise). Tem fungdo de opsonizacdo de
microorganismos e promove a degranulagdo de mastdcitos e age como fator

quimiotatico de fagdcitos.
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As prostaglandinas originadas da conversdo do acido araquidbnico
também agem como importantes substancias vasodilatadoras. A liberagado do acido
araquidonico ocorre como consequéncia da estimulacao especifica de receptores da
superficie celular e da subseqliente ativagao de fosfolipases do tipo A,. Varios tipos
de células liberam acido araquidbénico em resposta a diferentes estimulos tais como
bradicinina, angiotensina |l, vasopressina, trombina, colageno, adrenalina, ADP,
peptidios quimiotaticos e histamina (CARVALHO et al., 1996).

Duas grandes rotas do metabolismo em células de mamiferos
correspondem a via da ciclooxigenase € a via da lipoxigenase. A fosfolipase A, induz
liberagdo de acido araquidbénico, o qual pode ser substrato da ciclooxigenase
(responsavel pela produgéo de prostandides incluindo prostaglandinas e tromboxano
Az), e da 5-lipoxigenase (responsavel pela produgcao de leucotrienos) (YOSHIKAI,
2001).

A via da ciclooxigenase conduz a geragcdo de prostaglandinas que
incluem PGE,, PGD,;, PGF,,, PGI; (prostaciclina) e tromboxano (TXA;), todos
derivados da acao de enzimas especificas (ROBBINS et al., 2005).

As prostaglandinas podem participar de reagdes alérgicas. Efeito
bioldgico de prostaglandinas produzido durante a reacdo de mastdcitos em tecidos
incluem a modulagdo da musculatura lisa e contragcdo, permeabilidade vascular,
sensacgao de prurido e dor e agregacao plaquetaria (WHITE, 1999).

Na via da lipoxigenase a 5-lipoxigenase é a enzima predominante dos
neutréfilos. O produto principal, a HETE, que é quimiotatica para neutrofilos é
convertida em uma série de compostos conhecidos como leucotrienos. Dentre os
leucotrienos mais importantes esta o LTB4, que causa aderéncia de neutréfilos ao
endotélio das vénulas pods-capilares, sendo também um potente agente quimiotatico
para neutrofilos. O LTC4, LTD4 e LTE4 causam vasoconstricdo, broncoespasmo e
aumento da permeabilidade vascular (SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

Outra classe de mediador, as citocinas, sdo importantes substancias
produtoras ndo s6 de inflamacdo, mas de uma grande variedade de efeitos
biolégicos. Citocinas atuam através de mecanismos autdcrinos e paracrinos, na
célula-alvo, ligam-se a receptores especificos e de alta afinidade, ativando-os; na

maioria dos casos, sdo supra-regulados na célula quando sao estimulados. A
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maioria das citocinas exerce agdo em receptores ligados a quinase, que regulam

cascatas de fosforilacdo afetando assim sua express&o génica (PHILIP et al., 2004).

As citocinas sdo classificadas em subgrupos, como: interleucinas, fatores
de crescimento, quimiocinas, interferons e fatores estimuladores de colénia ou ainda
podem ser classificadas conforme sua atividade biolégica como, por exemplo: pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa e TGFB) e antiinflamatorias (IL-1Ra, IL-4 e IL-10)
(CAVAILLON, 2001).

Segundo Robins et al. (2005), além de agdes diretas sobre as células,
algumas citocinas induzem a formacao de outras citocinas (formando uma cascata
de amplificagédo), enquanto algumas induzem a expressao dos receptores de outras
citocinas e também podendo apresentar interagdes sinérgicas ou antagdnicas com
outras citocinas. A IL-6, por exemplo, € uma citocina multifatorial secretada por todas
as células quando lesadas ou ativadas por IL-1 e/ou TNF-a. De outro modo,
citocinas como a IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IFN- a sao eficientes em inibir in vitro a
sintese de IL-1 e TNF-a. As citocinas incluem peptideos tanto pro-inflamatérios e

algogénicos, quanto antiinflamatérios e analgésicos.

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatoéria que apresenta papel chave em
diversos processos, como a inflamagcdo, imuno-modulagcdo, crescimento,
angiogénese, citotoxidade e dor. Esta bem descrito na literatura, a participagado do
TNF-a no recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatério. Embora, o TNF-a nao
seja considerado um fator quimiotatico classico, uma vez que nao induz migragao de
neutrofilos in vitro, este promove a sintese e liberacdo de fatores quimiotaticos,
como as quimiocinas, tanto pelas células endoteliais quanto pelas células
residentes, além de participar da expressdo de moléculas de adesdo, endoteliais e
da interagcdo entre estas moléculas (selectinas, integrinas e imunoglobulinas)
(FACCIOLI et al., 1990).

Qutra citocina importante na inflamacdo é a IL-1, com funcdes
semelhantes ao TNF-a, participando como mediador da resposta inflamatéria do
hospedeiro frente a infecgbes e outros estimulos inflamatérios. A IL-1 possui duas
formas chamadas de IL-1a e IL-1B, com 30% de homologia entre elas,
compartilhando os mesmos receptores e agdes bioldgicas. Em baixas concentragcbes

a IL-1 (ambas) age como um mediador local da inflamagdo, aumentando a
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expressao de moléculas de adesao na superficie das células endoteliais. Em altas
concentragdes a IL-1 (ambas) chega ao sistema circulatério e passa a exercer
efeitos enddcrinos como febre e inducdo da sintese de proteinas plasmaticas de
fase aguda pelo figado (FACCIOLI et al., 1990).

As quimiocinas sdo um grande grupo de proteinas (citocinas) que atuam
induzindo quimioatragcdo de diversos tipo celulares (leucdcitos, fibroblastos, células
neoplasicas, células pluripotentes sanguineas). Até o momento ja foram descritas
mais de 50 quimiocinas e 18 receptores para as mesmas, estas moléculas
pertencem a uma familia de proteinas homodlogas (60 a 80 aminoacidos) com pesos
moleculares variando de 7 a 15Kda (KAPP et al., 1994; ELSNER et al., 1996).

Os genes que codificam estas proteinas se encontram nos cromossomos
humanos 4 e 17. As quimiocinas sao divididas em quatro sub-grupos, baseado no
nuamero e posigao dos residuos de cisteinas presentes na proteina: CXC ou (-
quimiocinas (quando a quimiocina possui os dois primeiros residuos de cisteinas
separados por um aminodacido simples); CC ou a-quimiocinas (quando a quimiocina
possui os dois primeiros residuos de cisteina adjacentes); XC ou y-quimiocinas
(quando a qumiocina perdeu um dos residuos de cisteina); CX3C ou &-quimiocinas
(quando a quimiocina possui os dois primeiros residuos de cisteina separados por
trés aminoacidos) (LUSTER, 1998; MURPHY, 2001; LIOTTA, 2001; KULBE et al.,
2004; ZOLTNIK, 2004; KAKINUMA; HWANG, 2006)

As duas maiores subfamilias de quimiocinas sao as do grupo CXC e CC,
cujas atividades biolégicas diferem quanto a capacidade de estimular diferentes
tipos de células efetoras. As quimiocinas CXC como a IL-8, o peptideo ativador de
neutréfilos (NAP)-2, o fator plaquetario(PF)-4, o peptideo ativador de neutrdéfilos
derivado de células epiteliais (ENA)-78, atraem preferencialmente neutréfilos para o
sitio inflamatdrio (FIGARELLA-BRANGER et al., 2003) enquanto que as quimiocinas
CC (a-quimiocinas) como a eotaxina, a citocina regulada sob ativagdo (RANTES)
que € expressa e secretada por células T normais e a proteina quimiotatica para
mondcitos (MCP)-4 ativam predominantemente eosindfilos, basdfilos, linfocitos e

monocitos.

Considerando a capacidade destas quimiocinas em promover quimiotaxia

em outros tipos leucocitarios, encontramos que quimiocinas CXC como as GRO-a, -
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b e g. Quimiocinas pertencentes a classe XC e CX3C possuem maior seletividade
para linfocitos, mondcitos, linfocitos T e células NK (“Natural Killer"). (KAPP et al.,
1994; ELSNER et al., 1996; ELSNER et al., 1998; PETERING et al., 1998; SYRBE;
SIEKEVE, 1999; KAPLAN, 2001; FIGARELLA-BRANGER et al., 2003).

Dentre as quimiocinas CXC em humanos, a IL-8 é considerada como uma
das mais importantes para quimiotaxia e ativacdo de neutrofilos. Além de ter sido
detectada em humanos, esta quimiocina também foi detectada em outras espécies
de animais tais como coelhos e caes, entretanto, ndo foi encontrada em roedores
como ratos e camundongos. Nesses animais, a CINC-1 em ratos e as quimiocinas
KC e MIP-2 em camundongos, apresentam acentuada homologia com a sequéncia
de aminoacidos da IL-8 e das GRO humanas. Com relagdo aos camundongos,
trabalhos demonstram que as quimiocinas KC e MIP-2 apresentam potente atividade
quimiotatica tanto em modelos experimentais in vivo como in vitro (FIGARELLA-
BRANGER et al., 2003).

Uma importante caracteristica encontrada particularmente na familia das
quimiocinas CXC ¢é a presenca da sequéncia de trés aminoacidos (glutamato-
leucina-arginina; ELR) localizados préximo ao N-terminal, precedendo a primeira
cisteina. A presencga desta sequéncia (“motif’) parece estar intimamente relacionada
com a especificidade quimiotatica sobre neutrofilos. Entre as quimiocinas CXC-ELR+
destacam-se a IL-8, o grupo das GRO, o ENA-78, o GCP-2, MIP-2, KC entre outras
(ROLLINS, 1997; LAING; SECOMBES, 2004).

Muitas destas quimiocinas ao interagirem com receptores acoplados a
proteina G produzem reorganizagdo do citoesqueleto, firme adesdo com células
endoteliais e migracdo direcional. Acredita-se que estas proteinas agem
coordenadamente com proteinas de superficie celular (integrinas) direcionando as
células para sitios anatdémicos especificos (MURPHY, 2001; LIOTTA, 2001; KULBE
et al., 2004).

Apesar de um grande numero de citocinas atuar amplificando a
inflamacao e a dor, existem citocinas que agem modulando negativamente estes
processos, desta forma, estas citocinas (antiinflamtorias e inibidoras de hiperalgesia)

servem como agentes que equilibrio durante o desenvolvimento de respotas
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nocivas. Dentres estas citam-se: IL1-4; IL-6; IL-10; IL-13, TGF-B; INF-y
(CAVAILLON, 2001).

O oxido nitrico (NO) € um mediador inflamatério bastante versatil,
apresentando efeitos pré e antiinflamatérios. O NO é um radical livre formado
endogenamente por uma familia de enzimas, O6xido nitrico sintases (NOS)
(EISERICH et al., 1998), através da conversdo de L-arginina em L-citrulina. Nos
liquidos orgénicos, o NO produzido se oxida produzindo anions nitrito (NO3) e nitrato
(NO3’), sequencialmente (IGNARRO et al., 1987, MONCADA et al., 1991). Foram
identificadas trés diferentes isoformas de NOS em células de mamiferos (produtos
de diferentes genes): NOS endotelial (eNOS ou NOS Ill) encontrada em células
endoteliais, epiteliais e miodcitos cardiacos; NOS neuronal (nNOS ou NOS I)
encontrada em neurbnios, células musculares esqueléticas e neutrdfilos
(GREENBERG, et al.,, 1998) e a NOS induzida (iNOS ou NOS Il), encontrada em

macrofagos, hepatdcitos, células musculares lisas (TITHERADGE,1999).

A eNOS e nNOS sao classificadas como enzimas constitutivas e
dependentes de calcio, enquanto que a INOS é classificada como uma enzima
induzida, cujas agdes independem de calcio. A ativagao de todas as enzimas NOS
necessita dos seguintes cofatores: calmodulina, flavina adenina dinucleotideo (FAD),
flavina adenina mononucleotideo (FMN), tetrahidrobiopterina (THB4) e nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) (TITHERADGE, 1999).

O o6xido nitrico tem efeitos disseminados em repostas fisiologicas e
inflamatdria. Nas células endoteliais, o NO produzido, difunde-se rapidamente para
fora das células de origem para as células musculares lisas subjacentes,
provocando relaxamento e, consequentemente, vasodilatacdo (IGNARO et al., 1987,
PALMER et al., 1988). A vasodilatacdo que ocorre no processo inflamatdrio,
induzida por diferentes agentes flogisticos (bradicinina, histamina, substancia P,
serotonina e trombina), € dependente da liberacdo de 6xido nitrico (SICKER et al.,
2001; STOWE et al., 2001; KARABUCAK et al., 2005; WOTHERSPOON et al., 2005;
YOUSIF, 2005).

Além de promover o relaxamento da musculatura lisa, o NO desempenha
outros papéis importantes na inflamagao. Reduz a agregacao e adesao plaquetaria,

é citotoxico para determinados microorganismos e células tumorais (ROBBINS et al.,
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2005). Células endotelias produzem e liberam NO, apo6s a estimulagao por citocinas
como MCP-1, IL-6, M-CSF, ICAM-1 e VCAM-1 (TEDGUI; MALLAT, 2001).

A expressao de NOSi é regulada via fator de transcricdo nuclear, dentre
eles cita-se o fator de transcrigdo nuclear kappa B (NFkB) (ALDERTON et al., 2001).
Esta enzima pode ser induzida em células como macrofagos, células endoteliais,
células da musculatura lisa vascular e midcitos cardiacos, apds estimulo por LPS,
citocinas (IL-1B, TNFa, IFN-y, IL-6), entre outros (CHAN; FISCUS, 2004).

1.2 DOR E NOCICEPCAO

A palavra dor representa uma categoria de fenbmenos que compreende
uma diversidade de experiéncias diferentes e Unicas, tendo causas diversas e
caracterizadas por qualidades distintas, variando com um certo niumero de critérios:
somatosensoriais, viscerais, afetivos, culturais e cognitivos. Pelo fato de ser a dor
uma sensagao intima e pessoal, € impossivel conhecer com exatidao a dor do outro.
Assim, pela diversidade das experiéncias dolorosas, explica-se porque tem sido
muito dificil, até hoje, encontrar uma definicdo definitiva e satisfatéria da dor
(MELZAC; LOESER, 1999; RAINVILLE, 2002; ALMEIDA et al., 2004).

Apesar de ser uma reacdo complexa e de dificil definicdo, o conceito
desta enfermidade vem evoluindo ao longo dos anos, e as grandes entidades de
estudos com dor tentam criar conceitos cada vez mais completos e abrangentes. A
Associacao Internacional para Estudo da Dor (IASP), definia dor em 1979 como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada o dano tecidual real ou
potencial ou mesmo a nenhuma lesdo, embora ainda assim descrita como termos
sugestivos de que o dano tecidual tivesse de fato ocorrido. A mesma entidade
reformulou o conceito que é aceito atualmente, e postula que a dor € uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada o dano tecidual real ou
potencial, ou descrita em termo de tal lesdo (MELZAC; LOESER, 1999; RAINVILLE,
2002; ALMEIDA et al., 2004).

A dor é um sintoma de muitas desordens clinicas e afeta grande parte da

populacdo, estudos demonstram que a dor afeta os mais variados dominios da
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qualidade de vida humana, desde os fisicos até os emocionais. O efeito da dor esta
relacionado com caracteristicas individuais como: intensidade, extensao, duracéo,
significado dentre outros fatores. (BESSON; DICKENSON, 1997; NIV; KREITLER,
2001).

Apesar de ter sido considerado desde a antiguidade uma das grandes
preocupacdes do ser humano, a dor € uma caracteristica cardinal dos mecanismos
protetores fisiolégicos normais e uma das suas fungdes é preservar o organismo,
evitando o dano tecidual. O sistema nervoso informa sobre a ocorréncia ou perigo de
injuria, e a sensagao de dor contribui para esta fungao, estando portanto relacionado
as reacbes de fuga e esquiva (BESSON; DICKENSON, 1997; RIEDEL; NEECK,
2001).

1.2.1 Classificacao dos diferentes tipos de dor

Em termos temporais a dor pode ser classificada como (GRAEFF, 1984;
TEIXEIRA; PIMENTA, 1994):

1) Aguda: tem funcdo de alerta e caracteriza-se pela combinagédo de leséo
tecidual, dor e ansiedade. Possui lapso de tempo muito curto, entre o
afrontamento com a causa do ferimento e a preparagdo para o
restabelecimento, geralmente, esta associada com uma lesao identificavel e

desaparece apos resolugao deste processo patologico.

2) Crénica: E de longa duracéo e persiste mesmo ap6és o tempo de cura da
lesdo, algumas vezes pode estar associada a uma lesdo crénica que causa
dor continua e recorrente ou ainda pode estar associada a fatores ambientais
e psicopatologicos. Geralmente, conduz a estresse, debilidade, alteragdes de
sono, humor e apetite, podendo também gerar depressao profunda. Esta

alteracdo nem sempre é associada a lesado evidente.

Quanto a fisiopatologia a dor também pode ser classificada em (RANG et al., 2003):
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1) Nociceptiva — ocorre quando existe um traumatismo nos receptores
nociceptivos, devido a alteragdes na sua estrutura anatomo-funcional com

liberagdo de substancias algogénicas nos tecidos.

2) Neurogénica — é aquela que ocorre com o dano diretamente sobre as

inervacgdes.

3) Neuropatica — resultante do processamento somatossensorial anormal ao

nivel periférico ou central, como, por exemplo, a dor do membro fantasma.

4) Inflamatéria — caracterizada pela sensibilizagdo dos neurbnios produzida
pela ativagao da cascata de citocinas, as quais sao substancias de natureza
peptidica, liberadas no tecido inflamatério e de células do sistema

imunobiolégico.

5) Dor psicogénica — é aquela que nao possui causa organica, mas se

expressa em consequéncias de problemas psicolégicos (MENEZES, 1999).

1.2.2 Fisiopatologia da dor

A transmissdo da dor estd associada a atividade elétrica nas fibras
nervosas aferentes primarias, que possuem terminacdes livres no tecido periférico
(pele, musculos, articulagbes, visceras, conjuntivo dentre outros) (RANG et al., 1991;
JULIUS; BASBAUM, 2001)

Estas terminagcbes nervosas livres sao receptores sensoriais
especializados chamados de nociceptores (ativados por estimulos nocivos). Estes
receptores possuem alto limiar de ativacdo sendo entdo ativados por estimulos
intensos que sdo danosos ou potencialmente danosos aos tecidos, e, portanto nao
sdo recrutados em estimulos inécuos (CAILLIET, 1993; DJOUHRI; LAWSON, 2004).

Estes receptores sensoriais sao representados por terminagdes livres de
fibras mielinicas delgadas (fibras do tipo Ad ou tipo lll) e fibras nervosas amielinicas
(fibras tipo C ou tipo IV). As fibras Aé conduzem sinais de forma rapida (dor aguda e
rapida), enquanto que as fibras tipo C apresentam conduc¢ao lenta destes impulsos
(dor lenta; queimacgado), onde esta ultima respondem a uma ampla variedade de

estimulos (mecéanicos, quimicos, térmicos e isquémicos), sendo portanto também
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denominados de nociceptores polimodais (NESS; GEBHART, 1990; GUYTON,;
HALL, 1997; RAJA et al., 1999).

Sugere-se ainda que além dos nociceptores polimodais, um grupo
adicional denominado de nociceptores “silenciosos” (silent nociceptors) encontrados
em articulagdes e visceras sado ativados durante estimulos quimicos (processos
inflamatorios) e térmicos, o que os torna responsivos até a estimulos
somatosensoriais indcuos (RAJA, 1999; CERVERO, 2002; PORTO, 2004).

As fibras AB mielinizadas de grande didmetro respondem aos estimulos
inécuos (tateis, térmicos e proprioceptivos). Estas fibras apesar de ndo detectarem
estimulos nocivos; sao capazes de modular a percepg¢ao da dor pelos nociceptores
(JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM; JESSELL, 2003).

A estimulacdo dos nociceptores periféricos faz com que a informacéao
nociceptiva seja levada através das fibras aferentes ao SNC. Os longos axénios das
fibras nociceptivas que se localizam em nervos periféricos estendem-se de seus
corpos celulares contidos em uma estrutura denominada ganglio da raiz dorsal.
Apds emergir de seu corpo celular, o axdnio aferente primario bifurca-se para enviar
prolongamentos a medula espinhal e outro para inervar os tecidos corporais
(MILLAN, 1999).

Na medula espinhal o corno dorsal é dividido em laminas de acordo com
as caracteristicas citolégicas dos neurbnios e da divisdo anatdbmica. A lamina |
contém neurdnios que respondem a estimulos nocivos, a lamina |l é formada por
interneurdnios (excitatérios e inibitorios), a lamina Il e IV recebem aferéncias nao
nociceptivas das fibra Ap e a lamina V recebe aferéncias das fibras AB, A e C e de
estruturas nao viscerais (BASBAUM; JESSELL, 2003) .

A transmissao sinaptica entre os neurdnios aferentes primarios e os
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal € mediada, principalmente, pelo
glutamato atuando em receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e AMPA (a-amino-3-
hidroxil-5-metil-4-isoxazoil acido propidnico), além disso, diversas outras substancias
podem modular a transmissdo na medula (ATP, prostaglandinas, substancia P)
(DOUBELL et al., 1999).

Na medula, a transmissao dos sinais dolorosos apos a liberacdo dos

neurotransmissores envolve a participagao de canais idbnicos que quando modulados
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geram correntes que despolarizam ou hiperpolarizam a membrana celular dos
neurdnios causando excitacdo ou inibicdo neuronal, assim facilitando ou dificultando
a passagem do impulso para as vias ascendentes medulares (ALTIER; ZAMPONI,
2004). Os principais canais envolvidos nesses efeitos sdo os canais de sédio, os

canais de calcio operados por voltagem e os canais de potassio (LEE et al., 2005).

Os neurdnios do corno dorsal originam dois grupos de vias nociceptivas
ascendentes. A via do grupo lateral: formada pelos tratos neoespinotalamico,
neotrigeminotalédmico, espinocervicotalamico e sistema pds-sinaptico da coluna
dorsal, e a via do grupo medial: formada pelos tratos paleoespinotaléamico,
paleotrigeminotalamico, espinoreticular e espinomesencefalico. Todas essas vias
convergem para o talamo, que € capaz de receber e integrar parcialmente estas
informagdes dolorosas e envia-las para o cortex somatosensorial, que junto com o
giro cingular (sistema limbico) e o cértex insular (sistema autonédmico) processam a
informagdo nociceptiva (MACHADO, 1988; CRAIG; DOSTROVSKY, 1999;
BASBAUM; JESSELL, 2003).

1.2.3 Sistemas modulatérios da dor

A dor pode ser controlada por mecanismos centrais, uma vez que o
sistema nervoso possui circuitos modulatérios que modificam a percepc¢éo da dor. O
local principal desta modulagdo € a medula espinhal, onde a interconexao entre vias
nociceptivas e nao-nociceptivas podem controlar a transmissdo da informacao
nociceptiva para os centros supra-espinhais (BASBAUM; JESSELL, 2003).

Em 1965, Melzac e Wall hipotetizaram a teoria da comporta, na qual
sugeriram que a inibicdo pré-sinaptica das vias nociceptivas na medula pode ser
feita por interneurdnios inibitérios presentes na substancia gelatinosa do corno
dorsal da medula espinhal. A ativagcado destes neurdnios geraria potenciais negativos
nas raizes sensoriais dificultando o aparecimento de potenciais nociceptivos

capazes de serem transmitidos para o corno dorsal da medula espinhal.

Estruturas encefalicas também participam da analgesia, uma vez que a
estimulagao de regides como a substancia cinzenta periaquedutal produz analgesia

profunda e seletiva sem comprometer outras formas de sensibilidade. A substancia
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cinzenta periaquedutal recebe aferéncias de diversas regides (hipotalamo, cortex
frontal e insular, amigdala, nucelo cuneiforme, locus ceruleus, talamo, formagéo
reticular e corno dorsal da medula espinhal), e ao ser estimulada ativa seus
neurénios (ricos em encefalina, substancia P e GABA-acido y-aminobutirico) que se
projetam para o bulbo ventromedial dorsal (nucleo magno da rafe e formagao
reticular) onde neurbnios descendentes ricos em serotonina e encefalinas inibem a
transmissdo nociceptiva (BEHBEHANI; FIELDS, 1979; URBAN; SHIMIT, 1994;
VANEGAS; SCHAIBLE, 2004).

Além disso, neurbnios noradrenérgicos do locus ceruleos e de outros
nucleos bulbares e ponte bloqueiam os neurénios eferentes das laminas | e V por
acbes indiretas e diretas, e estes mecanismos também interagem com circuitos
opidides enddgenos existentes no corno dorsal da medula espinhal (BASBAUM,;
JESSELL, 2003).

Desta forma, o corno dorsal da medula espinhal é o local onde estes
neurénios eferentes serotoninérgicos e/ou noradrenérgicos fazem sinapses com o0s
neurbnios de projegcdo e interneurénios inibitérios encefalinérgicos, ainda nesta
regido a ativagao de interneurdnios inibitérios gabaérgicos inibe a liberacdo de
neurotrasmissores nociceptivos excitatorios (glutamato, substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina) por neurdnios de projegdo (MALCANGIO;
BOWERY, 1996).

Estes circuitos modulatérios sdo complexos e inumeros, e além dos
neurotransmissores ja citados, agonistas de receptores D2 dopaminérgicos, de
receptores serotoninérgicos 5-HT1a € de receptores muscarinicos M, e My também
estdo envolvidos na modulagao inibitéria das vias ascendentes da transmissao
nociceptiva (GAO et al., 2001; MA et al., 2001).

Adicionalmente, a lesao tecidual ou nervosa acarreta a ativacéo de fibras
aferentes primarias que aumentam a sensibilidade dos neurbnios espinhais,
desenvolvendo um fenbmeno chamado de sensibilizagido central. Esta sensibilizagao
resulta a ativacdo de vias intracelulares neuronais mediadas por proteina quinase C
(PKC) e/ou tirosinas quinases, que atuam fosforilando e aumentando a atividade dos
receptores NMDA, assim facilitando a transmissao sinaptica (DOUBELL et al., 1999).

Em geral, a sensibilizagcdo central persiste até o término do estimulo nociceptivo
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periférico, entretanto em alguns casos este processo pode se prolongar mesmo
apos o desaparecimento deste estimulo nociceptivo (DWORKIN et al., 2003).

O fendbmeno de sensibilizagdo central juntamente com o de sensibilizagao
periférica medeia os processos de hiperalgesia e alodinia (TREEDE et al., 1992). A
hiperalgesia € a resposta excessiva a estimulos nocivos, enquanto que a alodinia é
a resposta nociceptiva a estimulos n&o nocivos (KIDD; URBAN, 2001). Além da
sensibilizagcdo central, a sensibilizacdo periférica contribui bastante para estas
alteracbes. O processo inflamatdrio € o principal responsavel pela sensibilizacao
periférica, pois a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios interfere na
atividade das fibras sensoriais aferentes (ativando diretamente o nociceptor ou

reduzindo o seu limiar de ativagao),

1.2.4 Dor inflamatodria

Diversos mediadores quimicos s&o liberados por células ndo neuronais e
neuronais no local da injuria (substancia algogénicas) e surgem em decorréncia de
processos inflamatérios traumaticos ou isquémicos. Estes mediadores néo
neuronais s&o comumente histamina, serotonina, bradicinina, citocinas,
eicosandides dentre outros, ja os mediadores neuronais sao principalmente a
substéancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGPR), sendo
estes mediadores neuronais liberados do pericario (corpo celular) para a periferia.
Dependendo da natureza e concentragao do mediador ele pode ativar diretamente o
nociceptor e/ou reduzir seu limiar de ativacao. As fibras mais associadas a este tipo
de ativagdo sao as fibras polimodais do tipo C e os nociceptores “silenciosos’
(DAVIS et al., 1989; HANDWERKER et al., 1989; MCMAHON; KOLTZENBURG,
1990; FERREIRA 1993a).

Neste contexto as células residentes (principalmente macrofagos e
mastocitos) parecem ter papel primordial neste processo, pois estas células
sinalizam a presenca de injuria ou material estranho, através da liberagdo de
variados mediadores inflamatérios, que além de atuar no nociceptor, recrutam
células inflamatérias (polimorfonucleares, linfocitos) que produzem um efeito

amplificador na inflamagao e nocicepgédo (FERREIRA 1993a).
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1.2.5 Mediadores com agéo nos nociceptores

Dentre os mediadores algogénicos diretos (estimulam diretamente o
nociceptor) a bradicinina apresenta efeitos bastante versateis, além de atuar
diretamente nos nociceptores, também apresenta efeitos hiperalgésicos. Existem
quatro subtipos de receptores de bradicinina (BK1-BK4). Os receptores BK2 foram
associados a ativacao direta das fibras aferentes, além da estimulagdo da sintese de
uma cascata de citocinas capazes de gerar a produgdo de mediadores
hiperalgésicos (prostaglandinas e aminas simpatomiméticas) (FERREIRA et al.,
1993b). Os receptores BK1 parecem estar associados com a ativagao direta do
nociceptor, porém estes receptores parecem ser capazes de interagir com o0s
receptores BK2 (TONUSSI; FERREIRA, 1997.)

A histamina encontrada, principalmente, no interior de mastdcitos parece
atuar diretamente no noiciceptor induzindo sensacao de dor e prurido (FERREIRA et
al., 1990). Adicionalmente, outros mediadores sao capazes de atuar diretamente no
nociceptor tais como: ATP (adenosina trifosfato), serotonina, substancia P e protons
(RANG et al., 1991).

Outros mediadores porém podem alterar o potencial de repouso destes
neurdnios periféricos facilitando a formacdo de um potencial de agao por outros

estimulos, sendo chamados de mediadores hiperalgésicos.

As substancias hiperalgésicas parecem ser capazes de aumentar a
concentracdo intracelular de AMPc e Ca™ gerando uma redugdo no limiar de
ativagcdo das fibras nociceptivas periféricas. Assim, prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas (dopamina e noradrenalina) atuam através deste mecanismo. Isso
foi justificado por estudos que demonstram que a administragdo de prostaglandinas
ou agonistas adrenérgicos produzem efeito hiperalgésico, e que a administracdo de
antagonistas destas substéncias diminuem este efeito (FERREIRA 1972;
WEISENFELD-HALLIN; HALLIN, 1984; FOLLENFANT et al., 1990).

Além disso, substancias capazes de induzir a formacdo de
prostaglandinas e aminas simpatomiméticas (IL-1; IL-8; TNF-a) podem ser também
considerados mediadores hiperalgésicos. (NAKAMURA; FERREIRA 1987;
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FERREIRA et al. 1978a; FERREIRA et al., 1993a). TNF-a é capaz de induzir a
sintese de IL-1, IL-6 e IL-8, estas citocinas por sua vez induzem a sintese de
mediadores hiperalgésicos como prostaglandinas e aminas simpatomiméticas
(CUNHA et al., 1991; 1992; DUARTE et al.,1988; THOMAZZI, 1996). TNF-a e IL-1
também induzem a sintese e secregdo de quimiocinas e citocinas, provocando
indiretamente a migragdo de neutrofilos para o foco inflamatério e algogénico.
Adicionalmente, IL-1 induz diretamente a producé&o dos mediadores hiperalgésicos ja
citados (prostaglandinas e aminas simpatomiméticas) (FACCIOLI et al., 1990;
PERRETTI; FLOWER, 1993)

O oxido nitrico também apresenta atividades significantes na nocicepgéo,
a estimulacdo da guanilato ciclase com aumento da produ¢do de GMP. (guanosina
monofosfato ciclico) parece ser capaz de produzir dessensibilizacdo dos
nociceptores, e a descoberta da via L-arginina/Oxido nitrico/GMP. estimulou a
investigacdo da participagdo do Oxido nitrico como substancia antinociceptiva
(FERREIRA et al., 1991).

Os dados a respeito da acdo do 6xido nitrico na atividade nociceptiva sao
bem contraditérios, foi demonstrado que inibidores de NOS como o L-NAME (L-nitro
arginina metil éster) produz efeitos antinociceptivos centrais e periféricos (MOORE et
al., 1991; ROCHA, 2002). Entretanto outros estudos tem demonstrado que o 6xido
nitrico € um modulador negativo da resposta nociceptiva, e que a administragdo de
NO causa analgesia acompanhada de aumento na producdo de GMP.; nos
neurénios sensoriais periféricos primarios (FERREIRA et al., 1991; DUARTE et al.,
1992). Ferreira et al. (1999) demonstraram que a administracdo de doadores de
oxido nitrico bloqueia a hiperalgesia induzida por PGE;, e esse efeito é revertido por
L-NAME (L-nitro arginina metil éster) e azul de metileno (inibidor de guanilato
ciclase). Ferreira et al. (1991) proporam ainda que opidides e analgésicos periféricos
como dipirona e diclofenaco causam analgesia por estimular a via L-arginina/éxido
nitrico/ GMP.

Assim, diversos mediadores do processo inflamatério apresentam
atividades diferenciadas e complexas nos nociceptores, isso implica em uma grande
interagdo entre o processo inflamatério e a dor, além de justificar a pesquisa de

substancias antiinflamatérias em processos algogénicos.
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1.3 LECTINAS

Carboidratos agem como intermediarios na comunicagdo celular em
varios sistemas biolégicos e podem influenciar fendmenos de diferenciagéo,
proliferagdo e interagbes entre células em condigdes fisioldgicas e patologicas. As
informacgdes presentes na estrutura dos oligossacarideos conjugados a proteinas ou
lipidios na superficie das células sao reconhecidas por um grupo especializado de
proteinas, denominadas lectinas (SANZ-APARICIO et al., 1997).

Os carboidratos apresentam grande versatilidade de ligagao, inclusive
com outras moléculas de natureza distinta (lipidios, proteinas, grupos funcionais,
como fosfato, sulfato, acetil). Esta capacidade de ligacdo permitiu estas estruturas
originarem uma grande variedade de moléculas, fazendo com que este grupo de
biomoléculas desenvolvessem capacidade de codificar diversos processos celulares
(SCHMIDT, 1987). As lectinas sdo capazes de se ligar e reconhecer a informagao
contida nestas moléculas, modulando desta forma diversos processos biolégicos nas
mais diferentes espécies (LAINE 1994; BREWER et al., 2002).

Atividades bioldgicas lectinas foram descritas por Stillmark (1988), que
observou a aglutinagdo de hemacias quando estudava o efeito téxico de extratos de
semente de mamona (Ricinus communis) sobre o sangue, sendo que
posteriormente se confirmou que o material responsavel pela hemaglutinagdo era
uma proteina, a qual foi chamada posteriormente de ricina. Atualmente, se sabe que
a ricina € na verdade uma complexa mistura de moléculas toxicas e lectinas nao-

toxicas.

Estas proteinas tém sido encontradas em larga escala, em uma variedade
de formas de vida — microrganismos, mamiferos e vegetais - sendo que aquelas
encontradas nos vegetais superiores tém sido as mais estudadas (OTTENSOOSER
et al, 1974).
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1.3.1 Lectinas: Definicdo e Classificagdo

O termo lectina é derivado da palavra, do latim, “legere” que significa
capaciade de escolher. Este termo foi sugerido por lembrar o aspecto seletivo de
ligacdo dessas proteinas aos eritrocitos humanos (BOYD; SHAPLEIGH, 1954).

Atualmente, o conceito mais aceito para lectinas € proposto por Peumans
e Van Damme (1995), na qual lectinas sao (glico) proteinas de origem n&o imune
que possuem no minimo um dominio ndo-catalitico e que se ligam reversivelmente e
especificamente a um mono ou a um oligossacarideo. Essa ligagao a residuos de
carboidratos pode ser de alta especificidade sem, contudo alterar a estrutura
quimica dos ligantes (GRANJEIRO, 1996).

Outros autores como Sharon e Lis (1972) definiram lectinas, como sendo
proteinas aglutinadoras de células com especificidade de reconhecimento por
carboidratos. Ainda, Goldstein et al (1980) confirmou esse conceito, e acresentou
que lectinas sdo proteinas/glicoproteinas de origem ndo imune com especificidade
de ligacdo a carboidratos, e capazes de aglutinar células e/ ou precipitar

glicoconjugados.

O termo que classifica as lectinas como proteinas de origem nao imune
distingue as lectinas de anticorpos anti-carboidratos que também sao capazes de
aglutinar células. Enquanto, as lectinas diferem em varios aspectos como a
composicao e seqliéncia de aminoacidos, peso molecular, requerimento de metais e
estrutura tridimensional, os anticorpos sado estruturalmente similares a estas estas
lectinas, porém sem estes aspectos. Além disso, as lectinas também sao
encontradas em plantas e bactérias, que ndo possuem sistema imune (MOREIRA et
al., 1991).

Peumans e Van Damme (1995), além de propor uma definicdo para as
lectinas, langaram a classificagao atualmente aceita para essas proteinas, de acordo
com seus sitios de atividade bioldgica, dividindo-as em trés grupos: Merolectinas,

Hololectinas e Quimerolectinas.

As merolectinas sao biomoléculas que apresentam apenas um dominio

lectinico, sendo assim incapazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados.
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Como representantes dessa classe tem-se as lectinas de orquidea, especificas para

manose.

As hololectinas sdo proteinas que apresentam mais de um sitio de ligagéo
para carboidratos, estando aptas a aglutinar células ou precipitar conjugados, tendo

como representante a maioria das lectinas vegetais.

As quimerolectinas s&o lectinas que possuem um ou mais sitios de
ligagdo a carboidratos, além de possuir outro sitio n&o lectinico com atividade
bioldgica. As proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIPs) e as quitinases

podem ser citadas como exemplos dessa classe.

Posteriormente, Peumans e Van Damme (1998) adicionaram a essa
classificagao o conceito de Superlectina. Esse termo é reservado a algumas lectinas,
como a lectina de tulipa que apresenta dois ou mais sitios lectinicos, porém com

especificidades a carboidratos diferentes.

1.3.2 Efeitos biol6gicos de lectinas vegetais

Acredita-se que uma das principais fungdes de lectinas vegetais seja, em
condigdes normais, a estocagem de proteinas, transporte de carboidratos e
provaveis fungcdes de defesa contra agressores exdgenos. Quando algumas lectinas
sdo ingeridas podem causar no trato gastrintestinal sensagbes de nausea, vomitos,
processos alérgicos e inflamatorios, fazendo com que possiveis predadores evite
ingeri-las. Algumas lectinas também apresentam efeitos inseticidas e inibidor do
desenvolvimento de larvas (MURDOCK et al., 1990).

Classicamente, lectinas sdo utilizadas em estudos como a “tipificacdo” de
eritrocitos, carreamento de agentes quimioterapéuticos para células tumorais
especifica, agentes mitégenos. Essas biomoléculas possuem capacidade de
aglutinar eritrocitos, linfocitos, fibroblastos, espermatozéides, fungos, bactérias e
células vegetais (GOLDSTEIN et al., 1980).

Carboidratos, glicoconjugados e lectinas sdo de fundamental importancia
para a adesado, colonizagdo e patogénese em diversos processos celulares
(bactérias, células cancerigenas). Desta forma, Beuth et al. (1995) conseguiram

inibir a adesdo de Streptococcus pneumoniae em pulmdo de camundongos com a
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administragdo de Glc-Nac. Shlyakhovenko et al. (1995) sugeriram que lectinas
promovem adesao de células tumorais a tecidos alvos e favorecem metastases.
Posteriormente, Alguns autores também demonstraram atividade anti-tumoral
(ANDRADE et al., 2004) e indugao de apoptose em células tumorais por lectinas
vegetais (HOSTANSKA et al., 2003).

Com relagdo a atividade imunoestimulante e pro-inflamatoria lectinas
estdo associadas com diversas atividades: mitose em linfécitos humanos e indugao
de producao de interferon-y (BARRAL-NETO et al., 1992; MACIEL et al., 2004);
liberagao de histamina por mastécitos peritoneais de ratos (GOMES et al., 1994); e
migracéo de leucocitos e formagao de edema de pata (ALENCAR et al., 2003, 2004,
2007; ALENCAR et al., 2005b, 2005c, 2005d), e produgdo de oOxido nitrico por
células peritoneais murinas e por tecido obtido de aortas de ratos isoladas in vitro
(KLEHA et al., 1991; ANDRADE 1999; LIMA et al., 2004; GADELHA et al., 2005).

Apesar do bem comprovado potencial pré-inflamatério, resultante da
administracdo local de lectinas, nosso grupo ja demonstrou que, lectinas vegetais
administradas endovenosamente apresentam potente acdo antiinflamatoria
(ASSREUY et al., 1997, ALENCAR et al., 1999, 2005a; MOTA et al., 2006; SANTI-
GADELHA et al, 2006). Aléem da inibicdo de eventos inflamatérios agudos,
demonstrou-se ainda que estas lectinas previnem a lesdo urotelial no modelo de
cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida em camundongos (ASSREUY et al.,
1999).

No tocante a nocicepg¢do, poucos trabalhos tém relacionado efeitos
antinociceptivos de lectinas. Somado a isso, estes trabalhos sdo realizados com
lectinas de algas. Recentemente, Neves et al. (2007) demonstraram atividade
antinociceptiva em camundongos de uma lectina de alga de Amansia multifida
administrada por via intraperitonial e oral em modelos de acido acético, formalina e
placa quente, este efeito parece ser mediado, parcialmente, pelo sistema opidide.
Atualmente, Bitencourt et al. (2008) demonstraram efeitos antinociceptivos e
antiinflamatorios de uma lectina de alga vermelha Hypnea cervicornis nos mesmos
modelos (contorgdes induzidas por acido acético, teste da formalina e teste da placa
quente), e este efeito parece estar envolvido com a redugcédo da migragdo de

neutréfilos para o sitio da injuria.
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1.3.3 Lonchocarpus sericeus

Lonchocarpus sericeus (Poir.) Kunth é uma angiosperma dicotiledonea
(figura 1) da subclasse Archichlamydeae que pertence a ordem Rosales e a familia
Leguminosae papilionaceae (EVANS, 2002). A familia Leguminosae é a segunda
maior familia de plantas floriferas, possuindo cerca de 600 géneros e 12.000
espécies. Esta familia é dividida em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinoideae
e Papilionaceae, contendo, respectivamente, cerca de 40, 133 e 377 géneros
(EVANS, 2002). Sua distribuicdo € bastante ampla nas zonas tropicais e

subtropicais, estendendo-se ainda as regides temperadas. Contudo, sua maior

diversidade encontra-se nos tropicos americanos e africanos (MARTINS DE SOUSA,
2003).
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Figura 1 — Foto de um espécimen de Lonchocarpus sericeus (a). Destaque para frutos (b) e
inflorescéncias (c).

No Brasil, L. sericeus (Poir.) Kunth é encontrada no norte (Para); nordeste
(Alagoas, Paraiba, Ceara, Bahia, Maranhdo, Pernambuco, Piaui); centro-oeste
(Goias e Mato-grosso); sudeste (Espirito Santo e Rio de Janeiro). Além disso, é
encontrada na Africa, América central, Asia, Austrdlia, Colémbia e Caribe
(AZEVEDO-TOZzZI, 1989; INTERNATIONAL LEGUME DATABASE &
INFORMATION SERVICE, 2004).

A L. sericeus € uma espécie caducifélia com flores muito vistosas e
perfumadas (na América e Africa), sendo freqlientemente visitadas por insetos,
especialmente abelhas. Esta espécie possui tamanho variando de 2 a 30 m. Sua
casca é amarelada e rugosa e sua copa é ampla densa e difusa. O fruto é verde ou
marron e densamente revestido por indumento ferruginoso, apresentando
constriccdes de tamanhos variados entre as sementes (Figura 1) (AZEVEDO-TOZZI,
1989).

No sertdo nordestino a espécie é conhecida por ingazeiro (DUCKE, 1953)
e em Fortaleza, no Cear4, por inga ou inga-bravo (MARTINS DE SOUSA, 2003).
Ainda no Ceara, a espécie é chamada de inga-de-bucha, ingaim, inga-pena-de-
buchas, ingareira-piaba e guara-timbé. Também nominado vulgarmente de
cabelouro (Bahia), imburana, muxiba ou muxibeira (Maranh&o), inga-hi (Espirito
Santo), ingarana (Piaui), piaca (Pernambuco) e priaca (Paraiba) (AZEVEDO-TOZZI,

1989). Outras denominagdées como carrapato, embira de carrapato, imbira de sapo,
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tamboril (PIO CORREA, 1974), angelim, cabelouro da caatinga e timbd, também s&o
usadas no Brasil.

L. sericeus (Poir.) Kunth & encontrada com frequéncia a margem de
cursos d’agua, onde deve apresentar uma frequéncia mediana ou alta. Ocorre em
formacgdes florestais, como mata de galeria, mata costeira, mata virgem e alta, mata
secundaria, mata de varzea ou de terra firme, floresta estacional semidecidual.
Coletada também em estepe arbdérea aberta, carnaubal, restinga debastada,
caatinga, capoeira e savana. Citada em mata seca e sertdo nordestino (DUCKE,
1953) e baixadas pantanosas da Amazénia (DUCKE, 1925; 1949). Parece
interessante mencionar que as arvores mais altas (20 — 30 m de altura) devem ser
provavelmente, mais velhas e foram localizadas em matas virgens altas e fechadas

no Para, Venezuela e Costa Rica.

Apesar do género Lonchocarpus ser extremamente estudado e rico em
alcaldides, flavondides, inclusive chalconas, na literatura especializada, poucos
trabalhos mostram que a L. sericeus tenha sido estudada farmacologicamente.
Alguns estudos relatam a presenga de um alcaldide isolado da raiz da mesma (2,5-
Dihidroximetil- 3,4-dihidroxipirrolidina) capaz de inibir o processamento de
glicoproteinas (ELBEIN et al., 1984). Segundo estudos realizados na Universidade
Federal do Ceara (UFC), a L. sericeus contém os seguintes flavonoides (chalconas):
Derricina, Lonchocarpina, 2,3-Diidrolonchocarpina e Isolonchocarpina, sendo que as
duas primeiras chalconas sao seus constituintes majoritarios (MARTINS DE SOUSA,
2003). Algumas destas substancias isoladas da raiz deste vegetal ja apresentam
atividade farmacoldégica, descrita, como as chalconas que apresentaram atividade

citotoxica em diversos tipos celulares (CUNHA et al., 2003b).

A lectina utilizada neste estudo € um tetramero com 100 Ka isolada de
sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL). LSL apresenta um N-terminal majoritario
com uma cadeia a de 23555+15 Da (PAGE-SDS). Esta lectina é rica em residuos de
asparaginina, glutamina e leucina e ndo apresenta residuos de cisteina e tirosina,
além disso, apresenta afinidade de ligacao por N-acetil-glicosamina e a-metil-
glicopiranosideo (SERVULO, 2004). LSL possui efeitos farmacoldgicos ja
demonstrados na literatura. Alencar et al. (1999) apresentaram o primeiro efeito
biologico desta lectina, destacando sua habilidade em inibir o edema de pata

(carragenina) e a migragao de neutréfilos (carragenina) para a cavidade peritoneal
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de ratos. Esta mesma lectina também apresentou atividade antiinflamatoria (inibigéo
da migracdo de neutrofilos) e antimicrobiana (reducdo do numero de bactérias
viaveis) em modelo de peritonite infecciosa (ligacdo e pungdo cecal) em ratos
(ALENCAR et al., 2005a).

1.4 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Apesar do recente progresso no desenvolvimento de novas drogas com
fins terapéuticos, ainda existe uma busca exaustiva por antiinflamatérios e/ou
analgésicos potentes e efetivos. Atualmente, uma das drogas analgésicas mais
importantes e utilizadas na pratica clinica continua sendo o alcaléide morfina, que
apesar da eficacia apresenta diversos efeitos colaterais (depresséo respiratoria;
nausea; vomito; tolerancia; dependéncia, redugcdo da motilidade gastrintestinal). Da
mesma forma, os antiinflamatérios utilizados (inibidores de ciclooxigenase e
corticoides), também possuem inumeros efeitos colaterais (gastrite, ulcera gastrica,

alteragdes hemostaticas, predisposi¢ao a infarto agudo do miocardio dentre outros)

O estudo dos mecanismos e dos mediadores envolvidos na inflamacgao e
dor vem sendo alvo de inumeras pesquisas ao longo dos ultimos anos. Assim, o
estudo de substancias naturais que possam interferir neste complexo processo
biolégico € de extrema relevancia, uma vez que a maioria destas substéncias
(incluindo as lectinas) sao geralmente de baixo custo e facil obtengao.
Adicionalmente, diversos produtos naturais obtidos de diferentes espécies vegetais
tem apresentado eficientes atividades antiinflamatérias e antinociceptivas além de
contribuir no conhecimento das complexas vias relacionadas com a inflamacao e

dor.

O estudo das lectinas vegetais vem demonstrando crescente interesse
por diversos pesquisadores, uma vez que as sementes deste vegetais possuem
altas concentragdes protéicas (propiciando, geralmente, um bom rendimento) e
estas moléculas e apresentam uma certa facilidade de isolamento. Os dados da
literatura, mostram efeitos de diversas lectinas sobre o processo inflamatério com
envolvimento de varios mediadores, somado a isso, ja sdo bastante demonstrados a
associacdo destes mediadores inflamatérios com os mecanismos que estao

envolvidos na ativacao e sensibilizacdo dos nociceptores.
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Pesquisa de atividades biolégicas, com lectinas na nocicepgao é algo
novo, e poucos resultados sobre este assunto sdo encontrados na literatura, estes
trabalhos geralmente envolvem somente lectinas de algas e nada é encontrado a
respeito de atividade antinociceptiva de lectinas vegetais. Assim, este estudo pode
sugerir uma aplicabilidade biotecnoldgica para lectinas como substancias uteis na
compreensdo do processo inflamatorio e algogénico e na construgédo de

medicamentos alternativos.



OBJETIVOS




51

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antiinflamatoéria e antinociceptiva, da lectina obtida de

sementes de Lonchocarpus sericeus em modelos experimentais com camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 RELACIONADOS A ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

e Avaliar a atividade da LSL sobre a migracdo de neutrofilos para cavidade
peritoneal induzida por estimulo inflamatério inespecifico (carragenina) e

antigénico (ovoalbumina em animais imunizados);

e Investigar o efeito da LSL sobre o rolamento e adesdo dos leucécitos no

endotélio vascular por microscopia intravital;

e Em extensdo ao estudo do mecanismo de acdo antiinflamatéria da LSL,
estudar seu efeito na liberagdo de quimiocinas (CCL3; CXCL1 e CXCL2) e
citocinas pro-inflamatoérias (IL-1 e TNF-a) na cavidade peritoneal estimulada

com carragenina;

e Estudar a participacdo do 6xido nitrico (NO) na atividade antiinflamatoria da
LSL;

o Verificar efeito da LSL sobre quimotaxia de neutréfilos in vitro

2.2.1 RELACIONADOS A ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

e Avaliar atividade antinociceptiva da LSL em modelos experimentais com

estimulos quimicos (acido acético e formalina) e térmico (placa quente);
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Investigar a atividade antihiperalgésica da LSL em modelos experimentais de
hiperalgesia mecanica (von frei) induzida por carragenina e prostaglandina Ey,

e por ovoalbumina em animais imunizados;

Avaliar o efeito da LSL na liberagao de quimiocinas (CCL3; CXCL1 e CXCL2)
e citocinas pro-inflamatorias (IL-1 e TNF-a) na pata dos animais estimuladas

com carragenina;

2.2.1 RELACIONADOS A TOXICIDADE E A INVESTIGACAO DE POSSIVEIS
EFEITOS CENTRAIS

Investigar a acdo da LSL na atividade locomotora de camundongos através

de modelos de rota rod e campo aberto;

Investigar a agdo da LSL em modelos de depressdo em camundongos (nado

forcado);

Avaliar efeitos sistémicos do tratamento com a LSL através da avaliagao dos
parametros: leucograma, massa corpérea, aspecto macroscépicos de 6rgaos

vitais, fungao renal, fungao hepatica;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LECTINA

As sementes quiescentes de Lonchocarpus sericeus foram coletadas na
Chapada do Araripe (Crato-Ce). Todo o material foi devidamente identificado por
especialistas do herbario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Posteriormente, as sementes foram trituradas
em multiprocessador, a farinha foi peneirada, delipidada com N-hexano, seca ao ar
livre e armazenada em frascos hermeticamente fechados e mantidos a temperatura

ambiente para uso posterior.

A lectina foi isolada e purificada através de uma combinagdao de
cromatografia de afinidade em coluna de quitina e cromatografia de troca ibnica em
coluna de mono-Q (SERVULO, 2004). Para avaliar o grau de pureza da amostra foi
realizada eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e 2-
mercaptoetanol e eletroforese  bidimensional (SERVULO, 2004). Estes
procedimentos foram realizados no do Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular (UFC), sob a coordenagéo do professor Dr. Benildo Sousa Cavada.

3.2 DROGAS E REAGENTES

» Acido acético (PA - Grupo Quimica Brasil);

« Acido etilenodiamino tetra-acético (Merck);

e Acido sulfurico (Merck);

¢ Adjuvante de Freund’s completo — CFA (Sigma);

¢ Albumina sérica bovina (Sigma);

» Alcool iodado;

¢ Anticorpo biotinilado anti-IgG de camundongo (Dako);

¢ Anticorpo biotinilado de interleucina 1 (Dako);



¢ Anticorpo biotinilado KC (Dako);

e Anticorpo biotinilado MIP-1 (Dako);

¢ Anticorpo biotinilado MIP-2 (Dako);

¢ Anticorpo biotinilado TNF-a (Dako);

¢ Avidina — horseradish peroxidase (Dako A/S, Denmark);

e Brometo de hexadeciltrimetilamonio (Sigma);

e 1,2-Fenilenodiamina (Sigma);

e Carragenina (Sigma);

e Diazepam (Roche);

e Dihidroclo de 1,2-fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD) (Sigma);
e Eosina (Reagen);

e Formol (PA — Merck);

¢ Fosfato de sddio (Cequimica);

¢ Glicose (Cequimica);

e Gradiente de Ficoll Hypaque (Sigma);

e Gradiente de Percoll 65% (Sigma);

e Hematoxilina (Reagen);

e Heparina (ampolas de 5.000 Ul/ml; HEPARIN®) (Cristalia);
¢ Hidrato de Cloral (Roche);

¢ N-1-Naftil-etilenodiamino-dihidrocloreto 1 % (Sigma);

e Ovalbumina (Sigma);

e Peroxido de Hidrogénio (Merk);

« Kits laboratoriais para dosagem: Uréia, Creatinina, AST, ALT. (LABTEST®);
e Solucdo de Ringer Locke’s (Merk);

¢ Solugéo Salina — Cloreto de sodio estéril a 0,9% (Pharmace);
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« Solucéo de Turk (Acido acético e violeta de genciana-Isofar)
e Soro de cabra (Peprotec);

e Soro de carneiro (Peprotec);

e Sulfanilamida (Sigma);

¢ Sulfato de morfina (Cristalia-Brasil);

¢ Prostaglandina E2/PGE; (Sigma);

e Tetrametilbenzidina (Sigma);

e Tribromo etanol (Sigma);

e Tween 80 (Merck);

3.3 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

e Agitador para tubos de ensaio mod. TE089 (MARCON);
e Agitador magnético Thermolyne, mod M37510/26;
e Agulhas 29G e 25 G;

e Aparelho para ELISA “enzime-linked immunosorbent assay” (NEUROPROBE
Inc. CABIN JOHN, MD);

Alicate para deslocamento cervical;

e Balanga para pesagem dos animais, modelo ID-1500 (FILIZOLA);
e Balancga analitica, digital modelo 260 (MARTE);

e Banho -maria modelo 100 (FANEN);

e Base emborrachada para permanéncia do animal;

e Bastéo de vidro;

e Beckersde 5, 10 e 50 mL;

e Camara de Neubauer,

e Campo aberto (insight)-Brasil;
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e Canulas de polietileno (PE 50);

e Citocentrifuga mod. 248 (FANEM);

e Espectrofotometro;

o Geladeira e freezer;

¢ Instrumental cirdrgico (pingas, bisturis, tesouras, agulhas, etc.);

e Laminas e laminulas para microscopia;

e Luvas descartaveis;

e Placa para ELISA 96 pocos (NEUROPROBE Inc. CABIN JOHN, MD);
e Placa quente (Power lab);

¢ Rota Rod (insight)-Brasil;

e Seringas de insulina 0,5 cc com agulha 29G ultrafina (13 x 3,3), de 1 e de 5
mL (BENSON - DIKSON);

e Medidor de pH (pHmetro, MICRONAL);
e Micropipetas automaticas (GILSON);

e Microscopio optico binocular (Olympus);
e Pletismdmetro Hugo Basile (7140);

e Power Lab/8sp, AD Instruments®;

e Tubos plasticos de 15 mL (FALCON);

e Von Frey (PanLab).

3.4 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos,
pesando entre 25 a 35 gramas. Todos os animais foram provenientes do Biotério
Central do Campus do Pici — UFC e mantidos no Biotério setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do

Ceara (UFC). Todos foram acondicionados em gaiolas apropriadas, sob condi¢cdes
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adequadas de luz e temperatura, recebendo agua e ragéo ad libitum, permanecendo

nas mesmas condi¢des ambientais durante os experimentos.

Os protocolos utilizados nesse trabalho estdo de acordo com os padrdes

éticos estabelecidos pelo comité de ética da Universidade Federal do Ceara.

3.5 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DA LECTINA DE SEMENTES
Lonchocarpus sericeus — LSL: EFEITO SOBRE A MIGRACAO DE NEUTROFILOS

Considerando o potencial antiinflamatorio da LSL e a reversibilidade deste
efeito (quando esta lectina era adminstrada com seu agucar ligante especifico N-
acetilglicosamina), demonstrados anteriormente por Alencar et al. (1999) no modelo
de migracao de neutréfilos induzida por carragenina, um estimulo inespecifico.
Decidiu-se investigar aqui o mecanismo de agdo e os mediadores envolvidos no
efeito da LSL neste modelo. Em acréscimo, avaliou-se também o efeito da LSL
sobre a migragdo de neutrdfilos induzida por ovalbumina (OVA) em animais pré-
imunizados. Neste modelo o processo inflamatério € desencadeado por um estimulo
antigénico (OVA), que é especificamente reconhecido pelo sistema imunoldgico, ou

seja, uma resposta imunoldgica adaptativa.

3.5.1 Avaliacdo do efeito da Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus
sobre a migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por
carragenina (Cg)

Os camundongos receberam por via i.p. carragenina (Cg;500
pg/cavidade) dissolvida em 0,5 mL de salina estéril. A migragdo de neutrdfilos foi
avaliada 4 horas apods. Para tanto, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical. Em seguida, as células presentes na cavidade peritoneal foram coletadas
através da lavagem desta injetando-se 3,0 mL de salina contendo 5 Ul/mL de
heparina. Os abdomens dos animais foram levemente massageados, e através de

uma incisao foram coletados os fluidos peritoneais, com pipeta Pasteur de plastico.

As contagens total e diferencial dos leucécitos foram realizadas conforme
metodologia descrita anteriormente por Souza e Ferreira (1985). Neste

procedimento, 20 uL do fluido coletado de cada animal foram diluidos em 380 uL do
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reagente de Turk e posteriormente usados para a contagem total de leucocitos em
camara de Neubauer. A contagem diferencial das células foi realizada através de
esfregacos corados em laminas, para tanto, 50 uL do exsudato foram centrifugados
em citocentrifuga a 400 x g, durante 10 min, apds este processo os esfregacos
foram corados pelo método da hematoxilina-eosina (HE) e as células contadas
através de microscopia Optica sendo os resultados expressos como a média +

E.P.M. do nimero de células x 10°/mL de fluido peritoneal.

A LSL (3 e 10 mg/Kg) foi administrada por via endovenosa em 0,1 mL de
salina, 15 minutos antes da injecdo da Cg Para controle negativo do experimento

foram utilizados camundongos que receberam salina estéril e.v.

3.5.1.1 Efeito da Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus sobre rolamento e
adesao dos leucocitos induzidos por Cg na microcirculagdo mesentérica (modelo de

microscopia intravital)

A avaliacdo do rolamento e adesao dos leucocitos ao endotélio vascular
foi realizada por microscopia intravital através de procedimentos previamente
descritos (BAEZ, 1969; RHODIN, 1986; FORTES et al.,, 1991). Camundongos
machos receberam LSL na dose de 10 mg/Kg e.v. ou salina, 15 minutos antes do
estimulo inflamatério Cg (500 pg; i.p.). Posteriormente, os animais foram
anestesiados com injecao i.p. de solugdo salina contendo 250 mg/kg de tribromo
etanol. Através de uma incisao lateral cutdnea na cavidade abdominal, o mesentério
foi exteriorizado para a observacdao da microcirculagdo in situ. Os animais foram
mantidos sobre uma placa aquecida (37°C), dotada de area transparente, sobre a
qual o tecido foi fixado. A preparagao foi mantida umida e aquecida por irrigagcéo
com solugdo de Ringer-Locke ou salina estéril a 37°C. A placa aquecida foi mantida
sobre o charriot de um microscopio Optico tri-ocular, ao qual estdao acoplados um
fototubo, com sistema de lentes ampliadoras superpostas, um monitor de
computador e um video que permite a projegdo e gravagcdo de imagem com
aumento final de 3400 vezes (BAEZ, 1969)

Os vasos selecionados para o estudo foram vénulas pds-capilares com

didmetro variando 10 a 18 um. Duas horas apos o estimulo inflamatério (Cg), foi
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avaliado o rolamento dos leucocitos e o numero destes aderidos ao endotélio
durante 5 minutos em uma extensao de 10 um de vénula. Esta extensao é definida
na tela do monitor: 10 um no tecido correspondem a 3,4 cm na tela (FORTES et al.,
1991), portanto os resultados foram expressos em rolamento celular/10 um/min e
células aderidas/10 um?. Foram considerados os leucdcitos que permaneceram
aderidos ao endotélio vascular por mais de 30 segundos (GRANGER et al., 1989).
Duas determinagdes numéricas foram feitas por animal, estimando-se o resultado

como média de ambos.

3.5.1.2 Efeito da Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus sobre a liberacao de

citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas na cavidade peritoneal estimulada com Cg

As concentragdes das citocinas (TNF-a e IL-1B) e das quimiocinas (MIP-1
/CCL3), (KC/CXCL1) e (MIP-2/CXCL2) foram determinadas por enzime-linked
immunosorbent assay (ELISA) no liquido peritoneal dos animais pré-tratados com
salina e LSL (3 e 10mg/Kg) e.v. 15 min antes da administracdo da Cg i.p. (500
pg/cav). Grupo controle negativo recebeu somente salina i.p. Duas horas apos a
injegdo da Cg o fluido peritoneal foi coletado como descrito no item 3.5.1. em 1,0 mL

de salina e estocado a -70 ° C para posterior dosagem das citocinas e quimiocinas.

O ensaio para determinagdo da concentragdo de TNF-a, IL-1B, MIP-1 e
KC foi realizado baseado em protocolo descrito anteriormente por Taktak et al.
(1991). Placas de microtitulagéo (96 pogos) foram recobertas com 50 pyL de tampao
PBS contendo 2,0 ug/mL do anticorpo monoclonal (mAb) anti-TNF-a, anti IL-13, anti
MIP-1 e anti KC. A placa foi incubada durante uma noite a 4°C. Apds esse periodo,
a placa foi lavada de 3 a 5 vezes com PBS contendo 0,1% Tween 20 (PBS-T; 200
ML/pogo), e em seguida foram incubadas com 50 pL de solugédo de bloqueio (1% de
albumina bovina) durante 2 h em temperatura ambiente. A placa foi lavada conforme
descrito acima e, em seguida adicionou-se as amostras testes (triplicata), colhidas
do fluido peritoneal e do homogeneizado da pata. Concentragdes decrescentes das
citocinas e quimiocinas foram diluidas em PBS-Tween, e utilizadas para a confecgao
de uma curva padrdo. A placa foi novamente coberta e mantida durante 12 horas a

4°C. No terceiro dia, a placa foi lavada por trés vezes e adicionados os anticorpos
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biotinilados anti-TNF-a, anti-IL-1p anti MIP-1, anti MIP-2 e anti KC (1:1000 em

solucao de lavagem contendo 1% de soro de cabra).

Apods 1 h de incubagdo a temperatura ambiente, a placa foi lavada e em
seguida adicionou-se 50 pL de uma solugcdo 1:5000 do conjugado avidina-
horseradish peroxidase (DAKO A/S, Denmark) diluida em PBS-T. Apds incubagao
por 30 minutos, a placa foi lavada e incubada com 50 pL do substrato dihidrocloro
1,2-fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD, Sigma) diluido em tamp&o e

adicionado com 0,4 uL de H,02 30% por mL.

Apds o desenvolvimento da cor, a reagao foi interrompida pela adicdo de
75 L de solucado de H,SO4 (1M). A medida da absorbéancia foi determinada a 490
nm. Os resultados foram expressos em pg/mL de TNF-a, IL-13,MIP-1 ou KC com

base na curva padrao obtida.

3.5.1.3 Envolvimento do o6xido nitrico no efeito antiinflamatério da lectina de

sementes de Lonchocarpus sericeus

Com o objetivo de se investigar se o 6xido nitrico estaria envolvido no efeito
inibitério da LSL sobre a migragdo de neutrdfilos foram realizadas as seguintes

abordagens experimetais:

3.5.1.3.1 Dosagem do oOxido nitrico (NO) no soro dos animais pré-tratados e.v. com

Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus

Os animais foram tratados e.v. com salina (controle) ou LSL (10 mg/Kg) e
15 minutos apds foi administrado Cg i.p. (500 ug). Quatro horas apds a
administracdo da Cg, os animais foram levemente anestesiados com éter, e em
seguida amostras de sangue foram coletadas do plexo reto orbital através de
capilares de vidro heparinizados. Apds separagao por centrifugagédo do sangue (10
min a 600 xg), o soro foi utilizado para a determinacao indireta de NO, mensurado
pelos niveis de nitrato, os quais foram determinados através da conversao de nitrato

(NO3’) a nitrito (NO3’), pela acdo da enzima nitrato-redutase e o nitrito quantificado
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pela reacdo de Griess (CHEN et al.,, 2000). Para o ensaio, 40 uL de soro foram
incubados por 12h com 40 uL de tampao contendo a enzima nitrato redutase em
placas de 96 poc¢os. Uma curva padrao de nitrato de sédio (0,78-200 uM) também foi
processada da mesma forma que foi realizada para as amostras. A dosagem de
NO;" foi realizada pelo método colorimétrico baseado na reagao de Griess. Para tal,
foram adicionados 80 pL do reagente de Griess (1% Sulfanilamida em 1% H3zPOu/
0,1% de N-1-naftil-etilenodiamina dihidrocloreto/ 1% H3PO./ agua destilada, 1:1:1:1)
em cada poc¢o da placa. Foi determinada a absorbancia em leitor de ELISA em 560
nm. A concentracao de nitrito foi determinada usando uma curva padrao realizada

com NaNO; e expressos em uM de NO;".

3.5.1.3.2 Efeito de Inibidores da Sintese de NO sobre a Inibicdo da migracao de

neutroéfilos pela Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus

Nessa abordagem, 15 min antes da administracéo e.v. de LSL (10,0 mg/Kg)
0s animais receberam dois inibidores da NOS: L-Nitro-Arginina metil éster (L-NAME;
inibidor inespecifico da NOS) ou Aminoguanidina (Amino; inibidor seletivo da NOS
induzida) ambos nas doses de 50 mg/Kg s.c. Apos 15 min da administracéo de LSL
a peritonite foi induzida pela injegdo i.p. de Cg (500 pg). Para controles
experimentais foram formados os seguintes grupos com animais tratados com:
salina e.v. e i.p. (controle negativo), com salina e.v. e Cg i.p. (controle positivo), com
LSL e.v. e Cg i.p. (controle do efeito da LSL) e com L-NAME ou Amino s.c. e Cg i.p.

(controle inibidores). A migracao de neutroéfilos foi avaliada conforme o item 3.5.1.

3.5.2 Avaliagcdo do efeito da lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus
sobre a migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por

ovalbumina (OVA) em animais pré-imunizados

Para imunizar os camundongos ovalbumina (OVA; 100 pg) foi dissolvida
em PBS e adicionada a um volume idéntico de Adjuvante de Freund’s completo
(CFA). CFA foi usado para aumentar a eficiéncia do procedimento de imunizagao

(FREUND, 1956) por prolongar o tempo de vida do antigeno administrado e por
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estimular uma efetiva ativagdo direcionada do sistema imune; isto resulta em
alterada proliferacdo e diferenciagdo leucocitaria (BILLIAU; MATTHYS, 2001).
Posteriormente, os camundongos foram administrados s.c. (no dorso em dois sitios
diferentes) com a emulséo (ovalbumina dissolvida em PBS e adicionada com CFA)
no 7° (sétimo) e 14° (décimo quarto) dia. Os animais falsos imunizados foram
administrados de forma semelhante com a emuls&o sem ovalbumina. Apos 21 (vinte
e um) dias, os camundongos foram desafiados com ovalbumina por via i.p. (10

ug/cavidade dissolvido em PBS).

No 21° (vigésimo primeiro) dia do processo de imunizagdo, os
camundongos foram pré-tratados com salina (controle positivo) ou LSL (3 e 10
mg/kg em 0,1 ml) e.v. 15 minutos antes de receberem ovalbumina (10 pg/cavidade
em 0,2 ml). Posteriormente, a migragao de neutréfilos foi avaliada 4 horas apos a
administracdo de ovalbumina de acordo com o item 3.5.1.. Os animais falsos
imunizados receberam ovalbumina (10 upg/cavidade em 0,2 ml) i.p. e os
camundongos imunizados também foram desafiados com 0,2 ml de PBS (controles

negativos)

3.5.2.1 Elisa para IgG (imunoglobulina G) anti-OVA

Esta abordagem foi realizada para confirmar a eficacia da metodologia
realizada para imunizagcdo dos animais descrita no item anterior. A efeiciéncia foi
comprovada pela presenca de IgG anti-Ova nos animais imunizados e a auséncia de

anticorpos especificos anti-Ova nos animais falso imunizados

Para tanto, uma placa para ELISA com 96 pocos (Costar 3590, USA) foi
preenchida com 10 pg/ml de ovalbumina diluida e incubada com PBS durante uma
noite a 4°C. Posteriormente ligagcdes ndo especificas foram bloqueadas com BSA
(albumina sérica bovina) 1% diluida em PBS por 2 horas a temperatura ambiente, o
soro diluido obtido do sangue dos animais imunizados foi adicionado e incubado
durante uma noite a 4°C. Apos a lavagem com 0.05% Tween 20 diluido em PBS, um
anticorpo anti-IgG biotinilado para camundongo foi adicionado e incubado por 1 hora

a temperatura ambiente. Os pogos foram lavados e avidina-HRP (DAKO A/S,
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Denmark; 1:5000) foi adicionada aos pogos, apos 30 (trinta) minutos os pogos foram
novamente lavados e receberam o reagente responsavel pela coloragdo o-
fenillenodiamina (200 ug/pogo). Apds 15 minutos a reagéao foi interrompida por 1M
de H,SO4. O desenvolvimento da coloragdo foi mensurado por uma absorbancia de
490 nm.

3.5.3 Efeito da lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus sobre a
guimiotaxia in vitro de neutrofilos

O modelo de quimiotaxia em camara de Boyden (BOYDEN, 1962) foi
utilizado para avaliar se a LSL interage diretamente com neutroéfilos in vitro. Para
tanto, sangue dos camundongos foi coletado por pungao cardiaca e colocado em
tubos estéreis de 5mL contendo EDTA a 2% e mantidos no gelo. Os
polimorfonucleares foram purificados através da utilizacdo de gradiente de Percoll.
Em seguida, essas células foram lavadas com solugdo de Hanks’ por 2 vezes.
Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e as células resuspendidas em meio
RPMI. A contagem total das células foi realizada em camara de Neubauer, a pureza
dos neutrdfilos em laminas pela coloracdo com Pandtico e a viabilidade observada

por exclusdo em azul de tripan.

Apos a separacdo, 1 x 10° neutrdfilos/mL foram ressuspensos em meio
RPMI/BSA (0,01%) e pré-incubados por 1 hora (37°C/CO; 2%) na presenga ou nao
da LSL (20 e 60pg/mL). Em seguida, os neutrofilos foram lavados 2 vezes com
solugdo de Hanks’ e ressuspensos em 1mL com RPMI/BSA (0,01%). O ensaio de
quimiotaxia in vitro foi realizado em Camara de Boyden utilizando como estimulo
MIP-2 (107 M), que foi colocada em volume de 28,6 pL/poco no compartimento
inferior da camara. A suspensao de células (10° células/mL) previamente tratados
com a lectina, foi colocada (50 uL/pogo) no compartimento superior. Os dois
compartimentos foram separados por uma membrana de policarbonato (5 pm
Milipore Corp., Bedford, MA). A camera foi incubada (37°C/CO; 2%) por 1 hora. No
final do periodo de incubacgao, o filtro foi removido fixado e corado com HEMA. Os
neutréfilos que migraram foram quantificados por microscopia Optica usando-se

objetiva de imersdo (aumento de 100 X).
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A contagem foi feita em cinco campos aleatorios, para cada pogo, de um
total de 6 pogos, por grupo experimental,. Em cada experimento RPMI foi utilizado
como controle negativo (migragdo randdémica) e MIP-2 como controle positivo. A

migracgéao foi expressa como o numero de neutroéfilos por campo.

3.6 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DA LECTINA DE SEMENTES
DE Lonchocarpus sericeus — LSL

Para investigar possiveis efeitos antinociceptivos da LSL, inicialmente
utilizamos trés modelos experimentais, nos quais a nocicepgao induzida por
estimulos quimicos e térmicos ocorre através de mecanismos centrais e/ou

periféricos.

3.6.1 Modelo de nocicepcdo induzida por acido acético: contorcdes

abdominais

Camundongos receberam LSL e.v. nas doses de 1, 10 e 100 mg/Kg
diluidas em salina. Grupos controles receberam salina e.v. (controle positivo) ou
acido acetilsalisilico (ASS; 250mg/kg) s.c. (controle negativo). Apdés 15 min dos
tratamentos citados, os animais receberam por via i.p. solugdo de acido acético
0,6% (10 mL/kg) e apos 10 minutos o numero total de contor¢des abdominais foi
determinado por um periodo de 20 minutos (KOSTER et al., 1959). Os resultados
foram expressos como as médias do numero de contor¢cdes + erro padrao da média
(E.P.M.)

3.6.2 Modelo de nocicepc¢éao induzida por formalina

Formalina 1,2% foi administrada na pata traseira direita de camundongos
(20uL/pata), previamente mantidos em jejum de 12 h. Imediatamente apos a
administracdo da formalina o tempo de lambedura (“licking time”) foi registrado por

cerca de 5 min (fase 1, neurogénica) e de 20 a 25 min (fase 2, inflamatdria).
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Animais receberam 15 minutos antes da administragdo da formalina:
salina e.v. (controle positivo), sulfato de morfina (5 mg/Kg; controle negativo) e LSL
na dose de 10 mg/Kg e.v. diluidas em salina. Os resultados foram expressos como o
tempo de lambedura em segundos + E.P.M (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

3.6.3 Modelo de nocicepcdao induzida por elevacdo da temperatura: Teste da

Placa quente

O método da placa quente consiste em colocar camundongos sobre uma
placa aquecida (51£1°C) e observar quanto tempo que os animais levam para
manifestar uma resposta, que corresponde ao ato de saltar e/ou lamber a pata

traseira. Sendo este um teste especifico de nocicepg¢ao de resposta central.

Os animais que apresentaram reacdes ao estimulo térmico, em um
intervalo de tempo de até 20 segundos foram selecionados para o teste. Nesse
modelo, camundongos receberam salina e.v. (controle positivo), sulfato de morfina
(5 mg/Kg) s.c. (controle negativo), sulfato de morfina (5 mg/Kg) em adigdo com
naloxona (2mg/kg) s.c. e LSL nas doses de 10 mg/Kg e.v. no tempo zero (TO),
respectivamente. Apés 15 min, o tempo de resposta foi avaliado nos tempos de
30(T30), 60(T60), 90(T90), min, com um tempo de corte (“cut-off’) de 45 segundos
para evitar lesdo na pata do animal. Os resultados foram expressos como o tempo
de reacdo em segundos + E.P.M (EDDY; LEIMBACH, 1953).

3.6.4 Modelo de hipernocicepcdo mecanica induzida por carragenina e

prostaglandina E, (PGEy)

Quando comparado com os testes de nocicepg¢do induzida por agentes
quimicos, os testes mecanicos apresentam uma importante vantagem, pois
permitem uma dissociagao entre a sensibilizacdo dos nociceptores (pela injecao de
um flogégeno ou de um mediador inflamatorio especifico, como uma citocina) e um
comportamento nociceptivo espontaneo (nocicepgdo manifesta), induzida por um
estimulo quimico (LE BARS et al., 2001).
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As respostas comportamentais para o estimulo mecéanico foram
realizadas utilizando filamentos de Von Frey (diametro 0,8 mm). Os camundongos
foram colocados em uma caixa plastica elevada com uma trama de arame no
soalho. Os filamentos de Von Frey foram aplicados embaixo da superficie plantar da
pata traseira direita em ordem ascendente de estimulo de for¢ca até um valor maximo
de 50g (para evitar lesdo na pata). No limiar, o camundongo retirava a pata fora do
filamento. A pata traseira direita foi testada 3 (trés) vezes, o intervalo entre dois
testes consecutivos na mesma pata foi de até 1 (um) minuto. Os resultados foram

apresentados como a média das respostas contra um dado estimulo de forga.

A hipernocicep¢ao foi mensurada como sendo a diferenga obtida entre o
tempo 0 (zero) e 3 (trés) horas apds a administragdo intraplantar de carragenina
(100ug/pata; 0,25 ml) ou PGE; (100 ng/pata; 0,25ml) em camundongos pré-tratados
e.v. com LSL (3 e 10 mg/kg) ou salina (controle positivo) 15 minutos antes da
administracao destes agentes flogisticos. As doses injetadas de carragenina e PGE,
foram as menores doses que induziram hipernocicepgdo mecanica aguda maxima
(FERREIRA et al., 1978a, 1978b; 1988; CUNHA et al., 1992).

3.6.4.1 Efeito da lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus sobre a migracao

de neutrofilos na hipernocicepcéo induzida por carragenina

Com o objetivo de investigar se o efeito antinociceptivo da LSL na
hipernocicepg¢ao induzida por Cg ocorria por inibicdo da migracdo de neutrdfilos,
esta foi medida indiretamente pela quantificacdo da atividade da mieloperoxidase
(MPO) nas patas dos animais por um ensaio cinético-colorimétrico descrito por
Souza et al. (1994) com algumas alteragdes. Os camundongos receberam 15 min
antes da carragenina intraplantar (100 ng/pata, s.c.): salina e.v. (controle positivo) e

LSL (3 e 10mg/kg; e.v.). O controle negativo recebeu salina s.c.

Apo6s 3 horas da administrag&o intraplantar da Cg amostras do tecido das
patas dos animais foram coletadas, pesadas e trituradas em Politron Ultra-Max em
solugdo (NaCl, NaPO4, NaEDTA), sob condicbes adequadas de refrigeragdo. A
seguir, foram centrifugadas a 13.000 g durante 15 minutos a 4°C. O pellet obtido foi

ressuspendido na mesma solugédo tampao e novamente centrifugado. O novo pellet
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obtido foi ressuspendido em uma segunda solugédo tamp&o (NaPO4 e H-TBA), re-
homogenizado, congelado e descongelado e centrifugado a 4°C, durante 15
minutos, com frequéncia de 10.000 a 20.000 rpm. O sobrenadante foi colhido e
devidamente armazenado para posterior ensaio da mielopredoxidase, utilizando

placa de 96 pocos e leitura da densidade 6ptica a 450 nm espectrofotémetro.

A atividade de MPO foi comparada a uma curva padrao de neutréfilos de
camundongos processado da mesma maneira. Os resultados foram apresentados

como a atividade de MPO (numero de neutréfilos/mg de tecido).

3.6.4.2 Efeito da lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus sobre a liberagéo de

citocinas pré-inflamatdérias e quimiocinas na hipernocicepg¢éo induzida por carragenina

As concentragdes das citocinas (TNF-a e IL-13) e das quimiocinas (MIP-1
/CCL3), (MIP-2/CXCL2) e (KC/CXCL1) foram determinadas por enzime-linked
immunosorbent assay (ELISA) em amostras de tecidos das patas dos animais preé-
tratados com salina e LSL (3 e 10mg/Kg) e.v. 15 min antes da administragdo da Cg
i.pl. (100ng/pata). Grupo controle negativo recebeu somente salina i.p. Duas horas
apos a injecédo da Cg as patas foram removidas e disecadas, posteriormente, o
tecido foi homogeneizado em 500 ul de tampao contendo inibidores de proteases,
centrifugado e o sobrenadante aramzenado a -70 ° C para posterior dosagem das

citocinas e quimiocinas como descrito no item 3.5.1.2.

3.6.5 Modelo de hipernocicepcdo mecéanica induzida por OVA em animais pré-

imunizados

No 21° (vigésimo primeiro), utimo dia do processo de imunizagdo
conforme descrito no item 3.5.2. a hipernocicepc¢ao foi mensurada apés 3 horas da
administragcado de ovalbumina de acordo com o item 3.6.4. Nos tempos 0 (zero) e 3
(trés) horas apés administragéo s.c. intraplantar de ovalbumina (3 pg/pata em 0,25

ml) em camundongos pré-tratados com salina (controle positivo) ou LSL (3 e 10
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mg/kg). O veiculo (PBS) também foi injetado intraplantar (s.c.) e os camundongos
falsos imunizados foram desafiados com OVA (controles negativos).

3.7 AVALIACAO DE POSSIVEIS EFEITOS DA LECTINA DE SEMENTES DE
Lonchocarpus sericeus SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL: MODELOS DE
COMPORTAMENTO ANIMAL

3.7.1 Avaliacdo da atividade motora

3.7.1.1 Teste do rota rod

Esta abordagem foi feita com o objetivo de verificar uma possivel
interferéncia da LSL na coordenagao motora do animal. Para tanto, os animais foram
pré-selecionados 24 horas antes da realizagdo do experimento, ao serem
individualmente posicionados no aparelho de rota rod (4 rotagbes por minuto). O

animal que permaneceu 2 minutos na barra foi selecionado para estudo.

Os animais receberam LSL e.v. na dose de 10 mg/Kg ou salina (grupo
controle). Diazepam (2 mg/Kg; s.c.) foi utilizado como controle negativo no
experimento. Apés 30 min das injecbes, os animais foram colocados na barra,
individualmente, e registrado o tempo de permanéncia no aparelho durante 2 min.
Os resultados foram expressos como o tempo (em segundos) de permanéncia do
animal no aparelho = E.P.M. (DUNHAM; MYIA, 1957).

3.7.1.2 Teste do campo aberto

A atividade motora (locomogéo espontanea) dos animais foi verificada por
meio de um campo aberto quadrangular, com 30 cm de lado, tendo demarcado em
sua base 9 quadrados iguais com 10 cm de lado cada um. Os camundongos foram
divididos em dois grupos: O grupo controle (tratado com salina e.v.) e 0 grupo
tratado com LSL (10 mg/kg). Apés 30 minutos do tratamento, os animais foram

levados individualmente para o campo aberto, ambientados por 1 minuto e, em
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seguida, observados por 4 minutos quanto ao numero de campos explorados
(CAPAZ et al., 1981).

3.7.2 Avaliacéo da atividade depressora: Teste do nado forcado

No sentido de avalaiar se a LSL exerce atividade depressora central, o
nado for¢cado foi imposto em camundongos tratados com salina ou LSL (10 mg/kg).
Este nado foi individualmente imposto por 6 minutos, sendo 1 minuto de
ambientacdo. Estes animais foram colocados individualmente em um recipiente de
acrilico transparente com 21 cm de diametro na base e 30 cm na parte superior,
contendo agua a 26° C, em quantidade suficiente para se ter 12 cm de profundidade.
Definiu-se como imobilidade do nado forcado o periodo em que o animal cessava
seus movimentos, permanecendo em postura semiverticalizada, com apoio na ponta
de uma das patas posteriores no fundo, ou em flutuagdo, mantendo apoio de uma ou
ambas as patas superiores na parede do recipiente e a cabeca verticalizada acima
da superficie da agua. Os movimentos rapidos de corregao postural apos a perda
lenta e progressiva do equilibrio, observados apds instalado um episédio de
imobilidade, ndo foram considerados como finalizagdes. Estas corre¢des posturais
foram estipuladas como sendo a procura de novas posturas. A agua foi renovada e a
temperatura corrigida com adicdo de agua fria ou quente antes do teste de cada
animal. A soma cumulativa das duragdes dos episodios de imobilidade durante o
periodo de 5 minutos de natac&o forgada foi obtida em cronémetro manual (DETKE
et al.,1997; LUCKI, 1997).

3.8 TOXICIDADE AGUDA

Para avaliacao de possiveis efeitos toxicos da LSL, foram utilizados dois
grupos experimentais. Um grupo recebeu uma solugao de lectina (10mg/kg) diluida
em solugdo salina durante sete dias por via e.v., obedecendo uma posologia de
tomada diaria unica. O outro grupo recebeu a mesma quantidade de solugdo salina

pela mesma via e posologia.
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Apos os sete dias, os animais foram pesados e sua massa comparada
com o massa anterior (antes do tratamento) e o resultado sendo expresso como
variacdo de massa corporea antes e apos os tratamentos. Em seguida, foi coletado
sangue dos animais de ambos os grupos pelo plexo orbital para avaliagdo do
leucograma e dosagens bioquimicas, sendo estes entdo sacrificados, e seus 6rgaos
(figado, coragao, rim) removidos ainda umidos e pesados. O peso de cada 6rgao foi
expresso por cada 100g de massa corporal e comparado ao grupo controle. O
estbmago dos animais foi também removido para avaliagdo macroscopica da

possivel presenca de ulceras (SANTUCCI et al., 1994).

Na avaliacdo do leucograma, uma gota de sangue foi colocada sobre
laminas para a confeccdo de esfregagos, corados pelo método HE, e destinados a
contagem diferencial das células em microscopio Optico, utilizando a objetiva de
imersao (aumento de 100 vezes). A contagem total foi feita de acordo com o método
de Souza e Ferreira (1985). Apos este procedimento, obteve-se entdo o numero de

células x 10% mL de sangue.

O restante da amostra de sangue foi centrifugado, e o plasma removido
para realizagdo das dosagens bioquimicas de uréia como indicador de fungao renal
e avaliacdo da atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), como indicadores da fungcédo hepatica. Todas as dosagens
foram realizadas utilizando “Kits” especificos em aparelhos automatizados pelo

laboratdrio de Bioquimica do Hospital Universitario Walter Cantidio da UFC.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padréo da
Média). Para a verificagado das diferengas estatisticas entre os grupos foi realizada
Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni para comparagées multiplas.
Além do teste-t Student para o restante das comparacdes. Para todas as analises foi

considerado significativo p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

4.1.1 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz a migracdo de neutrofilos induzida

por carragenina em camundongos

Quatro horas apos a administracao i.p. de Carragenina (500ug/cavidade)
ocorreu intensa e significativa (p< 0,05) migracdo de neutrdfilos para cavidade
peritoneal dos animais (10,37 + 1,26 x 10° neutréfilos/cavidade), quando
comparados aos animais controle (salina; i.p.) (0,31 + 0,02 neutrdfilos/cavidade). O
tratamento e.v. com LSL (3 e 10mg/kg), 15 min antes do estimulo inflamatério
(carragenina), reduziu de forma significativa (p<0,05) a migragao de neutrofilos para
valores de 3,02 + 0,18 x 10° neutrdfilos/cavidade e 1,06 + 0,38 x 10°
neutréfilos/cavidade, respectivamente (inibicdo de 70,1 e 89,9%, respectivamente)
(Figura 2)

4.1.2 Lectina de Lonchocarpus sericeus inibe o rolamento e a ades&o dos

leucécitos no endotélio vascular de animais estimulados com carragenina.

A administracdo de carragenina (500 pg/cavidade) i.p. induziu um aumento
significativo do rolamento (59,6 + 25,5 leucécitos/min) e adesdo (1,21 + 0,4 leucdcitos
aderidos/200mm?) de leucdcitos no endotélio (vénulas mesentéricas pos-capilares; in vivo)
guando comparado ao grupo controle que recebeu apenas salina i.p. (rolamento: 18,5 + 2,5
leucécitos/min; adesdo: 0,23 +0,05 leucécitos aderidos/200mm?). O tratamento e.v. com LSL
(10mg/kg), 15 min antes dos animais receberem o estimulo inflamatdrio (carragenina),
produziu reducdo significativa do rolamento (9,44 + 1,05 leucdcitos/min; inibicdo de 84,2%) e
adesdo (0,59 + 0,03 leucécitos aderidos/200mm?; inibicdo de 50,8%) de leucécitos ao
endotélio. Salina ou LSL (10 mg/kg) foram administradas i.p. sozinhas e utilizadas como
controle. (Figura 3 painel A e B).
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Figura 2 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) inibe a migracdo neutrofilica
(MN) induzida por carragenina (Cg) para a cavidade peritoneal de camundongos. Os animais
foram tratados e.v. com salina (0,1 mL), ou LSL (3 ou 10 mg/kg) 15 min. antes de receberem Cg i.p.
(500 ng/cavidade). A MN foi avaliada 4h depois. Os animais controle negativo representam a MN
induzida por salina i.p. Os valores sao representados pela média + E.P.M. do n. de neutréfilos (n=6). *
indica significancia estatistica (p<0.05) comparado ao grupo Carragenina e # comparado ao grupo
salina (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 3 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) diminui a adesdo e o rolamento
de leucdcitos nas células endoteliais. Os animais foram tratados e.v. com salina (0.1 mL) ou LSL
(10 mg/kg), 15 min. antes de Cg i.p. O rolamento (Painel A) e a adesao (Painel B) de leucocitos
foram avalidados por microscopia intravital mesentérica apds 2 h da administragao da Cg. Os animais
controles foram administrados somente com salina ou LSL (10 mg/kg) i.p. Os resultados expressos
como média + E.P.M. do n. de leucécitos/ min (painel A) e do n. de leucdcitos
aderidos/100mm2.(painel B) (n=6).* indica significancia estatistica (p<0.05) comparado ao grupo
Carragenina e * comparado ao grupo salina (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.1.3 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz os niveis de citocinas (TNF-a e IL-

1B) no exsudato peritoneal de camundongos estimulados com carragenina.

A administracao intraperitoneal de carragenina (500 ug/cavidade) induziu
um significante (p<0,05) aumento nos niveis de TNF-a (161,7 + 34,0 pg/mL; painel
A) e IL-1B (440,2 + 73,4 pg/mL; painel B) no exsudato peritoneal dos animais apds 2
horas do tratamento (Figura — 4). O pré-tratamento e.v. com LSL (3 ou 10 mg/kg), 15
min antes dos animais receberem carragenina i.p. reduziu de forma significante
(p<0,05) os niveis de TNF-a para valores de 114,1 + 6,96 pg/mL e 94,90 + 3,86
pg/mL, respectivamente (inibicdo de 29,1 e 41,3%, respectivamente) (figura 4 -
painel A). O mesmo pré-tratamento com LSL (3 ou 10 mg/kg) também reduziu de
forma significante (p<0,05) os niveis de IL-1p para valores de 210 + 10,7 pg/mL e
183 + 8,99 pg/mL, respectivamente (inibicdo de 52,3 e 58,4%, respectivamente)
(Figura 4 - painel B).

4.1.4 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz os niveis de quimiocinas (MIP-1,

KC) no exsudato peritoneal de camundongos estimulados com carragenina.

A administragdo intraperitoneal de carragenina (500 pg/cavidade) induziu um
significante (p<0,05) aumento nos niveis de quimiocinas CCL3/MIP-1 (450,2 + 154,5
pg/mL; painel A), CXCL1/KC (600,9 + 146,3 pg/mL; painel B) e CXCL2/MIP-2 (669,6
+ 96,5 pg/mL; painel C) no exsudato peritoneal dos animais apdés 2 horas de
tratamento (Fig 5). O pré-tratamento e.v. com LSL (10 mg/kg) 15 min antes dos
animais receberem carragenina i.p. reduziu de forma significante (p<0,05) os niveis
de MIP-1 para um valor de 134 + 13,11 pg/mL (inibicdo de 70,2%) (Figura 5 - painel
A), e os niveis de KC para um valor de 344,4 + 12,75 pg/mL (inibicdo de 42,7%)
(Figura 5 - painel B). Os niveis de MIP-2 ndo foram reduzidos de forma significante

apos tratamento com LSL em nehuma das doses usadas (Figura 5 - painel C).
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Figura 4 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz os niveis de citocinas
(TNF-a e IL-1B) no exsudato peritoneal em camundongos estimulados com carragenina.
PAINEL A — niveis de TNF-a. PAINEL B — niveis de IL-1B. Os animais receberam e.v. salina
(controle) ou LSL (3 ou 10 mg/kg) 15 minutos antes da Cg i.p. (500ug/cavidade). Os animais controle
receberam apenas salina i.p. A concentragdo de citocinas foi determinada por ELISA. Os resultados
sdo expressos como media + E.P.M. de pg de citocina/mL de fluido peritoneal (n=5). * indica

significancia estatistica (p<0.05) comparado ao grupo Cg e * comparado ao grupo salina (ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 5 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz os niveis de quimiocinas
(MIP-1 e KC) no exsudato peritoneal em camundongos estimulados com carragenina. PAINEL
A — niveis de MIP-1. PAINEL B - niveis de KC. PAINEL C — niveis de MIP-2. Os animais receberam
salina (controle) ou LSL (3 ou 10 mg/kg) e.v. 15 minutos antes de Cg i.p. (500ug/cavidade). Os
animais controle receberam apenas salina i.p. A concentragdo das quimiocinas foi determinada por
ELISA. Os resultados sao expressos como media + E.P.M. de pg de quimiocina/mL de fluido

peritoneal (n=5). * indica significancia estatistica (p<0.05) comparado ao grupo Carragenina. (ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.1.5 O tratamento e.v. com a lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus

induz aumento nos niveis sanguineos de 6xido nitrico (NO).

A lectina de Lonchocarpus sericeus induziu um aumento significativo (cerca
de quatro vezes mais) nos niveis de nitrito em soro de animais com peritonite
induzida por Cg (86,4 +,16,8 mM de NO3). O grupo que recebeu somente salina
apresentou baixos niveis de nitrito no soro (21,53 + 3,2 mM de NOs3). A
administracao de carragenina n&do modificou os niveis de nitrito (13,17 + 2,1 mM de

NO3) em relagao ao grupo tratado com salina (Figura 6).

4.1.6 Inibidor especifico da iNOS inibe a atividade antiinflamatodria da lectina de

sementes de Lonchocarpus sericeus na peritonite induzida por carragenina

Aminoguanidina, um inibidor especifico da iINOS, foi capaz de reduzir de
forma significativa (5,98 + 0,54 neutrodfilos/cavidade), o efeito inibitério da LSL sobre
a migragcdo de neutrdfilos para cavidade peritoneal induzida pela Cg, quando
comparada ao grupo que recebeu a lectina sem um inibidores da sintese de NO
(0,78 + 0,09 neutrofilos/cavidade). Tanto aminoguanidina quanto L-nitro-arginina
metil éster quando administradas sozinhas, ndo modificaram a migragdo de

neutroéfilos induzida pela carragenina (Figura 7).
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Figura 6 — Lectina de Lonchocarpus sericeus (LSL) induz aumento de NO no sangue de
camundongos. Os animais foram tratados e.v. com LSL (10 mg/Kg) ou salina (controle positivo) 15
min antes da Cg i.p. (500 pg/cav.). O controle negativo (Sal) recebeu somente salina i.p. Apés 4
horas da Cg, o soro dos animais foi coletado para dosagem de nitrito através da reagéo de Griess. As
barras representam a média £ E.P.M. da concentragédo de nitrito em pM. * p<0,05 comparado com o
grupo Salina e Cg (n=6) (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 7 — Aminoguanidina diminui o efeito antiinflamatério da lectina de Lonchocarpus sericeus
(LSL) no modelo de peritonite induzida por Cg. Os animais foram tratados s.c. com salina ( - ), L-
Nitro-Arginina (50 mg/Kg; L-Nitro) ou Aminoguanidina (50 mg/Kg; Amino) 15 min antes de LSL (10
mg/Kg e.v.). Apés 15 min da injegdo de LSL, Cg (500 pg/cav.) foi administrada i.p. O controle
negativo (C) recebeu salina i.p. O grupo controle positivo recebeu salina e.v. e Cg i.p. A migragéo de
neutrofilos foi avaliada 4 h apdés a Cg. Grupos controles adicionais foram realizados com a
administragdo de L-Nitro-Arginina ou Aminoguanidina 15 min antes da administragdo i.p. de Cg. As
barras representam a média + E.P.M. do n. de neutrdfilos. * p<0,05 indica diferenga significativa
comparado ao grupo C, ** comparado ao grupo Cg(Sal) e # ao grupo tratado somente com LSL (n=6).
(ANOVA, teste de Bonferroni)
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4.1.7 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz a migracao de neutréfilos para a
cavidade peritoneal induzida por OVA em camundongos imunizados.

Através de ELISA foi mensurado a produgao de IgG especifica anti-OVA
(figura 8 painel A) e confirmando a eficacia da metodologia de imunizagcdo dos
camundongos (presenca de IgG anti-Ova) nos animais imunizados e a auséncia de
anticorpos especificos anti-Ova nos animais falso imunizados. No painel B da figura
8, apos a administracdo de OVA (10ug/cavidade; i.p.) nos camundongos
imunizados, foi observado um aumento significante (p<0,05) na migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal destes animais (94 + 1,7 X 10
neutrdéfilos/cavidade), quando comparado com os animais falso imunizados (1,46 +
1,01 neutrdfilos/cavidade). O tratamento e.v. com LSL (3 e 10mg/kg), 15 min antes
de receberem o estimulo inflamatério (OVA) reduziu de forma significante (p<0,05) a
migracéo de neutrofilos de maneira dose-dependente para valores de 1,01 + 0,45 x
10 neutréfilos/cavidade e 0,63 + 0,09 x 10° neutréfilos/cavidade, respectivamente

(reducao de 89,2 e 93,3%, respectivamente).

4.1.8 Lectina de Lonchocarpus sericeus n&o interefere na quimiotaxia induzida
por MIP-2 in vitro

A migracgéao in vitro em cadmara de Boyden utilizando MIP-2 como agente
quimioatrator direto, demostrou que LSL (20 e 60 ug/ml) ndo inibiu a quimiotaxia
direta de neutrdfilos (20,33 + 0,62 neutréfilos/campo e 19,17 + 0,68
neutréfilos/campo, respectivamente) quando comparado ao grupo controle positivo
de neutrdfilos atraidos por MIP-2 sem a presenga da lectina (19,0 + 0,63
neutréfilos/campo). Adicionalmente o controle negativo (RPMI) ndo provocou

significante migragéo de neutrofilos (6,03 + 0,42 neutréfilos/campo) (figura 9)
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Figura 8 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz migracdo de neutréfilos
(MN) induzida por ovoalbumina (OVA) em camundongos imunizados. PAINEL A — A titulagédo da
cinética da IgG especifica anti-OVA foi acompanhado em camundongos imunizados (A) e falso-
imunizados (A) por ELISA. PAINEL B — Os camundongos imunizados foram tratados e.v. com salina
ou LSL (3 ou 10 mg/kg) 15 min antes de receberem OVA (10 nug/cavidade i.p.). Nos controles, os
animais falso-imunizados (FI) também foram desafiados com OVA (10 pg/cavidade i.p.) e os animais
imunizados também receberam salina. A MN foi determinada 4 h apés a OVA. Os resultados sao
expressos com média + E.P.M. do n. de neutrdfilos/cav (n=6). * indica significAncia estatistica
(p<0.05) comparado ao grupo imunizado e administrado com OVA; # comparado ao grupo salina
(ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 9 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) n&o inibe quimiotaxia de
neutréfilos induzida por MIP-2 in vitro. MIP-2 (107 M), foi utilizado como agente quimiotatico
direto em microcamaras. Os grupos tratados receberam LSL (20 e 60 ug/ml) nas microcamaras. O
grupo controle foi estimulado com RPMI. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. do
numero de neutréfilos por campos de um total de cinco campos por pogo (6 pogos por grupo). *p<
0,05 comparado ao grupo RPMI. ANOVA - Bonferroni
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4.2 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINOCICEPTIVA

4.2.1 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz a frequéncia de contorgcdes

abdominais induzidas por acido acético em camundongos.

O acido aceético (0,6%) administrado por via intraperitonial produziu um
certo numero de contorgdes abdominais nos camundongos (18,9 + 1,2
contor¢gbes/20 min). A lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) foi
administrada por via i.v. nas doses de 1; 10 e100 mg/kg; as doses de 10 e 100
mg/kg reduziram de forma significante (p<0,05) o niumero de contor¢gdes abdominais
induzidas por acido acético para valores de 6,4 + 2,0 e 2,2 + 0,97 contor¢cdes/20 min
(inibicdo de 66,1 e 87,8% respectivamente). O controle foi realizado com o acido
acetilsalicilico (AAS) no qual reduziu o numero de contro¢gdes abdominais em 9,7 +

2,1 contor¢des/20min (inibicdo de 49%) (figura 10).

4.2.2 Lectina de Lonchocarpus sericeus apresenta atividade antinociceptiva

somente na fase inflamatdria do teste da formalina

Formalina (1,2%) administrada por via intraplantar produziu um aumento no
tempo de lambedura da pata tanto na primeira (0-5 min; neurogénica) quanto na
segunda fase (20-25 min; inflamatéria), esses valores foram de 73,6 + 8,0 segundos
e 45,6 + 8,1 segundos, respectivamente. A lectina de sementes de Lonchocarpus
sericeus (LSL) administrada por via i.v. na dose de 10 mg/kg reduziu de forma
significante (p<0,05) o tempo de lambedura da pata somente na segunda fase
(inflamatdria) para um valor de 3,57 + 2,6 segundos (inibicdo de 92%). Morfina
(morf.) foi utilizada como droga controle e reduziu de forma significante (p<0,05) o
tempo de lambedura na primeira (19,43 + 3,35, inibicdo de 74%) e segunda fase

(0,85 £ 0,46, inibicdo de 98%) do teste (figura 11).
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Figura 10 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz o nimero de contor¢des
abdominais induzidas por é&cido acético em camundongos. A nocicepgdo foi mensurada
imediatamente apds injecdo de acido acético (AC;0,6%) na cavidade peritoneal dos camundongos.
Acido acetilsalicilico (ASS 250 mg/Kg; s.c.) ou LSL (1, 10 e 100 mg/kg; i.v.) foram administrados 15
min. antes do AC. O grupo controle (salina) recebeu apenas AC. Os resultados sdo expressos com
media + E.P.M. do n. de contor¢bes abdominais (n=8). * indica significAncia estatistica (p<0.05)
comparado ao grupo controle (salina); (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 11 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) inibe a segunda fase do teste
de formalina em camundongos. A nocicepcao foi mensurada imediatamente apds injegao
intraplantar de formalina (1,2%) nos tempos de 0-5 min (fase neurogénica) e 25-30 min (fase
inflamatéria). Morfina (Morf 5 mg/Kg; s.c.) ou LSL (10 mg/kg; i.v.) foram administrados 15 min. antes
da formalina. O grupo controle (salina) recebeu apenas formalina. Os resultados sdo expressos com
media + E.P.M. do tempo de lambedura (s) (n=8). * indica significancia estatistica (p<0.05)
comparado ao grupo controle (salina); (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).



86

4.2.3 Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus nao interfere no tempo de

reacdo dos camundongos no modelo da placa quente

A placa aquecida a 51 + 0,5 °C produziu durante a avaliagao (30; 60 e 90
minutos) um tempo de reagdo nos camundongos de 17,8 + 3,7; 18,8 + 6,9 e 20,1 £
9,4 segundos, respectivamente. A lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus
(LSL) administrada por via e.v. na dose de 10 mg/kg ndo aumentou de forma
significante (p<0,05) o tempo de laténcia dos camundongos na placa em nenhum
dos tempos avaliados. Morfina (agonista dos receptores opidides) foi utilizada como
droga controle e aumentou a laténcia dos animais na placa durante os tempos de 30
e 60 minutos (38,5 + 10,1 e 34,3 + 11,3, respectivamente). A Naloxona (antagonista
dos receptores opidides) quando combinada com a morfina inibiu significantemente
(p<0,05) o aumento de tempo de laténcia na placa induzido pela morfina nos tempos
de 30 e 60 minutos (23,6 + 6,8 e 23,1 £ 7,8 segundos, respectivamente) (figura 12).
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Figura 12 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) ndo apresenta efeito no teste
da placa quente em camundongos. A nocicepg¢ao (tempo de reagao) foi mensurada imediatamente
apos o aquecimento da placa em 51°C. Morfina (Morf 5 mg/Kg; s.c.) sozinha ou com naloxona (Nalox.
2 mg/Kg; s.c.) e LSL (10 mg/kg; i.v.) foram administrados 15 min. antes dos animais serem colocados
sobre a placa aquecida. O grupo controle foi colocado sobre a placa aquecida sem receber nenhum
tratamento. Os resultados s&o expressos com media + E.P.M. do tempo de reagado (s) (n=8). A
mensuragdo ocorreu durante os tempos de 0, 30, 60 e 90 min. * indica significancia estatistica
(p<0.05) comparado ao grupo controle; # comparado ao grupo morfina (ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni).
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4.2.4 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz a hipernocicep¢cdo mecanica
induzida por carragenina em camundongos, mas ndo por Prostaglandina E,
(PGEy)

A administracéo s.c de carragenina (100 ug/pata; s.c.) e PGE2 (100 ng/pata)
na pata traseira direita dos camundongos promoveu um significante efeito
nociceptivo (p < 0.05) quando comparado aos animais que receberam apenas salina
por via intraplantar. Este efeito foi observado pelo aumento da diferenga do limiar de
retirada (6,19+0,55 g) e (3,38 + 1,43 g) nos animais tratados com Cg e PGEZ2,
respectivamente, em relagdo ao grupo tratado somente com salina (controle). O pré-
tratamento e.v. com a lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) nas
doses de 3 e 10 mg/kg, 15 min antes da administragdo de carragenina, inibiu de
forma dose dependente a hipernocicep¢gdo mecanica induzida pela Cg para valores
de 3,75 + 0,66 g e 1,75 + 0,58 g respectivamente (inibicdo de 39,4% e 71,7%,
respectivamente) (Figura 13 A). Por outro lado, a LSL ndo alterou a hipernocicepgao

induzida pela PGE2 em nenhuma das doses (Figura 13 B).

4.2.5. Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz a migracdo de neutréfilos

induzida por carragenina na pata de camundongos

A migracdo de neutrofilos foi mensurada através da dosagem de
mieloperoxidase (MPO) no tecido da pata dos animais. A administracdo de
carragenina (100 pg/pata; s.c.) induziu intenso acumulo de neutrdfilos para o interior
da pata dos animais (6,24 + 0,70 x 10® neutréfilos/mg de tecido). O pré-tratamento
e.v. com LSL nas doses de 3 e 10 mg/kg (e.v.) 15 min antes da administracéo
intraplantar de carragenina reduziu de forma significante (p <0.05) o acumulo de
neutrofilos na pata dos animais. Esta reducdo foi de forma dose-dependente e
alcancou niveis de 1,63 + 0,08 x 10 neutrdfilos/mg de tecido e 0,63 + 0,06 x 10°
neutrofilos/mg de tecido, respectivamente (inibicdo de 74 e 90%, respectivamente)
(Figura 14).
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Figura 13 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz hipernocicepcéao
mecéanica induzida por carragenina, mas nao por PGE. PAINEL A - hipernocicepgao induzida por
Cg. PAINEL B - hipernocicepgéo induzida por PGE,. A hipernocicepg¢ao foi mensurada antes e 3 h
apos injecao nas patas traseiras de camundongo de veiculo (salina) ou carragenina (100 ug) ou PGE,
(100 ng/pata). Salina ou LSL (3 ou 10 mg/kg) foi injetada e.v. 15 minutos antes da administracao dos
estimulos. Os resultados sao expressos com media + E.P.M. da intensidade de hipernocicepgéo (A
limiar de reagéo, g) (n=8). * indica significancia estatistica (p<0.05) comparado ao grupo Cg ou PGE; ;
* comparado ao grupo salina (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 14 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz o influxo de neutréfilos
na pata de camundongos estimulados com carragenina. Veiculo (salina) ou LSL (3 ou 10 mg/kg)
foram injetados e.v., e 15 minutos depois, carragenina (100 pg/pata; 0.25ml) foi administrado na pata
traseira dos animais. O grupo controle negativo recebeu apenas salina. A atividade da
mieloperoxidase na pata traseira foi usada como um indicador do influxo de neutréfilos. Os resultados
sdo expressos como média £ E.P.M. do numero de neutrdéfilos (n=6). * indica significancia estatistica
(p<0.05) comparado ao grupo Carragenina (-); # comparado ao grupo salina (ANOVA seguido pelo
teste de Bonferroni).
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4.2.6 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz os niveis de TNF-a e IL-1B nas

patas de camundongos estimulados com carragenina.

A administragdo intraplantar de carragenina (100 ug/pata; s.c.) induziu um
significante (p<0,05) aumento nos niveis de TNF-a (241,9 + 17,8 pg/mL; painel A) e
IL-1B (801,3 + 67,6 pg/mL painel B) na pata dos animais apés 2 horas do tratamento
(Figura — 15). O pré-tratamento com LSL (3 ou 10 mg/kg), 15 min antes dos animais
receberem carragenina s.c., reduziu de forma significante (p<0,05) os niveis de TNF-
o para valores de 130,4 + 8,78 pg/mL e 88,67 + 6,15 pg/mL respectivamente
(inibicdo de 39,3 e 58,7%, respectivamente) (Figura 15 - painel A). LSL (3 ou 10
mg/kg) também reduziu de forma significante (p<0,05) os niveis de IL-13 para
valores de 547,7 + 34,05 pg/mL e 256,9 + 27,07 pg/mL respectivamente (inibicao de
31,3 e 68%, respectivamente) (Figura 15 — painel B).

4.2.7 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz os niveis MIP-1 e KC nas patas de

camundongos estimulados com carragenina.

A administragdo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) induziu um
significante (p<0,05) aumento nos niveis da quimiocinas CCL3/MIP-1 (497 + 44,2
pg/mL, painel A), CXCL1/KC (2936 + 197,6 pg/mL, painel B) e CXCL2/MIP-2 (768,3
+ 72,1 pg/mL, painel C) na pata dos animais apos 2 horas de tratamento (Figura 16).
O pré-tratamento com LSL (3 ou 10 mg/kg) 15 min antes dos animais receberem
carragenina i.p. reduziu de forma significante (p<0,05) os niveis de MIP-1 para
valores de 252,9 + 44,9 pg/mL e 191,2 + 61,31 pg/mL respectivamente (inibicdo de
49,1 e 61,5%, respectivamente) (Figura 16 - painel A). LSL somente na dose de 10
mg/kg conseguiu reduzir de forma significante (p<0,05) os niveis de KC para valor
de 21166 + 136,7 pg/mL (inibicdo de 29%) (Figura 16 - painel B). Os niveis de MIP-2
nao foram reduzidos de forma significante por nehuma das doses usadas de LSL

(Figura 16 - painel C)
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Figura 15 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz os niveis de citocinas
(TNF-a. e IL-1B) na pata de camundongos estimulados com carragenina. PAINEL A — niveis de
TNF-a. PAINEL B — niveis de IL-1B. Os animais receberam salina (controle) ou LSL (3 ou 10 mg/kg)
e.v. 15 minutos antes da administracdo carragenina (100ug/pata; s.c.). Os animais controle
receberam salina s.c. A concentragdo das citocinas foi determinada por ELISA. Os resultados sao
expressos como media + E.P.M. de pg de citocina/mL (n=5). * indica significancia estatistica (p<0.05)
comparado ao grupo Carragenina (-). (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 16 - Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz os niveis de MIP-1 e KC
na pata de camundongos estimulados com carragenina. PAINEL A — niveis de CCL3. PAINEL B
— niveis de CXCL1. PAINEL C — niveis de CXCL2. Os animais receberam salina (-) ou LSL (3 ou 10
mg/kg) e.v. 15 minutos antes da administragcao de carragenina (100ug/pata; s.c.). Os animais controle
receberam apenas salina s.c. A concentragdo das quimiocinas foi determinada por ELISA. Os
resultados sao expressos como media + E.P.M. de pg de quimiocina/mL (n=5). * indica significancia
estatistica (p<0.05) comparado ao grupo Carragenina (-). (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.2.8 Lectina de Lonchocarpus sericeus reduz a hiperalgesia mecéanica induzida

por OVA em camundongos imunizados.

Apoés a administragdo intraplantar de OVA (3ug/pata; s.c.) nos camundongos
imunizados ocorreu um significante efeito nociceptivo (p < 0.05) quando comparado
aos animais falso imunizados. Este efeito foi observado pelo aumento na diferenga
do limiar de retirada (3,80 + 0,83 g). O tratamento e.v. com LSL (3 e 10mg/kg), 15
min antes dos animais receberem o estimulo nociceptivo (OVA) reduziu de forma
significante (p<0,05) e limiar de retirada para valores de 0,71 + 0,20 g € 0,47 + 0,20

g, respectivamente (reducao de 81,3 e 87,6%, respectivamente) (Figura 17).
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Figura 17 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) reduz a hipernocicepcéao
induzida por ovoalbumina (OVA) em camundongos. A hipernocicepcdo mecanica foi avaliada
depois de 3h da administragdo de 3 ug/pata de ovoalbumina (OVA) (intraplantar) em camundongos
imunizados (-) ou falso-imunizados (FI). Os camundongos imunizados (controle) receberam a
administragdo de salina (25 pl/pata). No grupo tratado LSL (3 e 10 mg/kg) foi administrada 15 min.
antes da adminsitragcdo de OVA. Os resultados sao expressos com media + E.P.M. da intensidade de
hipernocicepgéo (A limiar de reagao, g) sn =6) * indica significancia estatistica (p<0.05) quando
comparado ao grupo injetado com OVA (-) © comparado ao grupo salina (ANOVA seguido pelo teste
de Bonferroni).
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4.3 ESTUDO DA ATIVIDADE DA Lonchocarpus sericeus SOBRE O SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

4.3.1 Lectina de Lonchocarpus sericeus ndo modificou a coordenacdo motora de

camundongos no teste de rota rod.

Entre os grupos salina e LSL (10 mg/Kg) administrados e.v. em
camundongos, 30 min antes de serem colocados na barra, ndo houve diferenca
estatistica significante (p>0,05). Os animais do grupo controle apresentaram um
tempo de permanéncia na barra de 119,6 + 0,3 segundos, enquanto que nos
animais do grupo tratado com LSL (10 mg/kg) o tempo de permanéncia na barra foi
de 119,5 + 0,4 segundos. Somente o grupo administrado com diazepam, usado
como controle (2 mg/Kg; i.p.) mostrou uma perda da coordenagdo motora
significativa (18,5 + 5,2 segundos), quando comparados aos do grupo de animais
nao tratados (p<0,05) (Figura 18).

4.3.2 Lectina de Lonchocarpus sericeus ndo modificou a locomoc¢éao espontanea

de camundongos no teste de campo aberto.

Entre os grupos salina e LSL (10 mg/Kg) administrados e.v., em
camundongos, 30 min antes de serem colocados no campo aberto, ndo houve
diferenca estatistica significante (p>0,05). Os animais do grupo controle
apresentaram um deslocamento de 58 + 3,8 campos explorados/4 min, enquanto
que os animais do grupo tratado com LSL (10 mg/kg) apresentaram um

deslocamento de 51 + 7,8 campos explorados/4 min (Figura 19).
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4.3.3 Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus nao alterou o tempo de

imobilizagdo dos camundongos no teste de nado forgcado.

Entre os grupos salina e LSL (10 mg/Kg) administrados e.v., em
camundongos, 30 min antes de serem colocados na agua para verificar o tempo de
imobilizagdo, ndo houve diferenga estatistica significante (p>0,05). Os animais do
grupo controle apresentaram um tempo de imobilizacdo de 136,3 + 15 segundos,
enquanto que os animais do grupo tratado com LSL (10 mg/kg) apresentaram um

tempo de imobilizagédo de 113,6 + 11,3 segundos (Figura 20).
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Figura 18 — A coordenacdo motora de camundongos néo é afetada pela administracdo da
lectina de sementes de Lonchocapus sericeus (LSL). Os animais receberam 30 min antes de
serem colocados sobre a barra: salina (controle; e.v.) ou diazepam (2 mg/Kg; i.p.) ou LSL (10
mg/Kg; e.v.), respectivamente. Os valores representam a média + E.P.M do tempo de
permanéncia na barra em segundos (s) durante 2 minutos (n=8). * p<0,05 indica diferenga
estatistica significante quando comparado ao grupo controle. (ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni).

Total de campos
explorados 4/mim

Salina 10
LSL (mg/kg)

Figura 19 — A locomocéao espontanea de camundongos néo € afetada com a administracao
da lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL).. Os animais receberam 30 min antes
de serem colocados no campo aberto: salina (controle; e.v.) ou LSL (10 mg/Kg; e.v.),
respectivamente. Os valores representam a média + E.P.M do total de campos explorados
durante 4 minutos. * p<0,05 indica diferenga estatistica significante quando comparado ao grupo
controle. (Test Student).
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Figura 20 — Lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL) ndo provoca efeito
depressor em camundongos. Os animais receberam 30 min antes de serem colocados na
agua: salina (controle; e.v.) ou LSL (10 mg/Kg; e.v.), respectivamente. Os valores representam a
média + E.P.M do do tempo de imobilizagéo (segundos). * p<0,05 indica diferenca estatistica
significante quando comparado ao grupo controle. (Test Student).
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4.4 EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM LECTINA DE SEMENTES DE
Lonchocarpus sericeus EM CAMUNDONGOS

LSL (10 mg/Kg; e.v.) quando administrada em um esquema posolégico de
dose diaria uUnica durante sete dias consecutivos nao afetou significativamente
(p<0,05) a massa corporal dos camundongos ou 0 peso umido dos 6rgao avaliados
(figado, rim e coracdo), comparados com 0s animais que receberam somente salina
estéril no mesmo esquema posolégico. Todos os 6rgaos avaliados demonstraram
aparéncia normal e auséncia de edema ao final do tratamento agudo com a lectina.
Adicionalmente, a avaliagdo macroscépica do estbmago demonstrou uma mucosa
intacta e sem lesdes visiveis em ambos os grupos avaliados (LSL ou salina). Os
valores de uréia obtidos, usados como parametro para a avaliagdo da funcéo renal
nao foi significativamente (p<0,05) diferentes dos animais controle. Quando
comparado com o controle (salina) a fungdo hepatica avaliada pela cinética das
enzimas hepaticas (alanina amino transferase-ALT e aspartato amino transferase-
AST) e o numero de leucécitos circulantes no sangue nao foram alterados
significativamente (p<0,05) pelo tratamento com a lectina. A dose utilizada no
tratamento agudo foi a mesma que demonstrou atividade antiinflamatoria e

antinociceptiva (Tabela 1).
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Tabela 1 — Tratamento agudo dos camundongos com Lonchocarpus sericeus

(LSL) ndo induz toxicidade sistémica

Parametros

Tratamento (0.1 mL;i.v.)

Salina LSL (10 mg/Kg)
Massa corporal (g) depois 33.3+04 30.7 £ 0.1
Massa corporal (g) antes 34.8+0.6 29.6+0.8
Figado (g/10 g peso corporal) 0.45%0.0 0.50+0.0
Rim (g/10 g peso corporal) 0.06 £ 0.0 0.07+£0.0
Coracao (g/10 g peso corporal) 0.05%0.0 0.05+0.0
Leucdcitos totais x 10°/mL 6119 £ 503.9 9144 £ 1117.0
Neutréfilos x 103/mL 1265 + 153.3 1138 £ 153.4
Uréia (mg/dL) 48.0+1.3 46.0+2.2
ALT (UI/L) 33.2+23 328134
AST (UI/L) 52.7 3.4 62.1+4.8

Os camundongos foram administrados com doses diarias Unicas durante sete dias consecutivos.
Apods sete dias de tratamento, os animais foram pesados, amostras de sangue foram coletadas para
avaliar o leucograma e dosagens bioquimicas, posteriormente os animais foram sacrificados e os
orgdos ainda umidos foram pesados. Os valores sdo apresentados como meédia + E.P.M. (Test

Student)
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5 DISCUSSAO

Os principais leucécitos a participarem na defesa contra patégenos séo os
neutréfilos, entretanto, em alguns casos a infiltragdo excessiva destas células com
liberagao de grandes quantidades de mediadores inflamatdérios, enzimas lisossomais
e radicais livres leva ao dano tecidual. Isto € comum em diversas doengas de cunho
imune inflamatério (MALECH; GALLIN, 1987; JONES et al., 1991).

Este estudo foi baseado nos primeiros dados descritos por Alencar et al.,
1999, que demonstram que a lectina de semetes de Lonchocarpus sericeus reduz a
peritonite e o edema de pata induzidos por carragenina em ratos e que este efeito
pode estar relacionado com o efeito lectinico. O atual estudo realizado em
camundongos demonstrou que a mesma lectina de sementes de Lonchocarpus
sericeus (LSL) apresenta uma eficiente capacidade de inibir a infiltracdo de
neutréfilos induzida por agentes inflamatoérios inespecificos (carragenina) e
antigénicos (ovalbumina).

A carragenina € uma substancia caracterizada por elicitar a liberagao de
varios mediadores inflamatdrios, tais como aminas biogénicas na primeira fase, que
sao responsaveis pelo desenvolvimento dos eventos vasculares, que numa segunda
fase €& mantida por outros mediadores, tais como citocinas (IL-1 e TNF-a),
prostaglandinas e Oxido nitrico. Associado a isso, esse edema também é
caracterizado por apresentar um infiltrado celular intenso, onde destaca-se a
presenca de neutréfilos com produgdo de radicais livres derivados do oxigénio
(MORRIS et al., 2003).

O trafego de neutrdfilos para o tecido lesionado por trauma, agentes
flogisticos ou imundgenos € um processo sequencial e coordenado que requer uma
série de moléculas que reagem sincronicamente (citocinas/quimiocinas, selectinas,
integrinas, moléculas de adesdo). Leucdécitos podem responder a TNF-a e IL-1B3
ativando e expressando integrinas, produzindo fator ativador de plaquetas, e outros
mediadores. Embora ambas as citocinas (TNF-a e IL-1B) ndo sejam agentes
quimiotaticos diretos, estas moléculas mobilizam selectinas de células endoteliais e
produzem supra regulagdo “up regulation” das moléculas de adesao celular. Por

outro lado, citocinas sinérgicas podem induzir a produgdo de quimiocinas, as quais
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podem contribuir para um aumento no rolamento, adesdo e quimiotaxia de
leucécitos (WAGNER; ROTH, 2000).

Neste estudo foi demonstrado que LSL é capaz de reduzir a migragéao de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos administrados com
carragenina. Esta inibicdo da migragdo ocorre pela redugdo da intensidade de
interagdo entre os leucocitos e o endotélio (rolamento e adesdo) em resposta a
administracao de carragenina. LSL também se mostrou habil em reduzir a liberagéo
de citocinas/quimiocinas, este mecanismo também pode estar relacionado com a
reducdo do influxo de neutrdfilos para o sitio da injuria, uma vez que estes
mediadores atuam expressando moléculas de adesdo, aumentando a avidez de
ligacdo entre estas moléculas de adesdo, ativando neutréfilos e promovendo

quimiotaxia.

A adesdo ao endotélio é um pré-requisito para a infiltracdo dos neutrofilos
no local da inflamacgao. Este processo € mediado pelas selectinas, que através de
dominios lectinicos reconhecem e interagem de forma especifica com carboidratos
de superficie. Entre as moléculas envolvidas na adesao firme de neutréfilos estao
CD11b/CD18 (nos neutrdfilos) ou ICAM-1 e VCAM-1 nas células endoteliais
(ROBBINS et al., 2005).

Estudos da base molecular de adesao de selectinas tém sido focalizados
principalmente no reconhecimento de carboidrato pelo dominio lectinico (FEIZI,
1993; ROSEN; BERTOZZI, 1994). A identificagdo de ligantes fisiologicos para
selectinas tem sido alvo de muitos estudos, pois como muitas lectinas, as selectinas
podem se ligar a uma variedade de estruturas de carboidratos in vitro (TEDDER et
al., 1995). Lectinas vegetais ja foram sugeridas como sendo moléculas capazes de
bloquear essa ligagdo e assim inibir a migragao celular in vivo (ASSREUY et al.,
1997; 1999; ALENCAR et al., 1999). Assim, ndo se pode descartar a possibilidade
de que LSL possa eventualmente estar bloqueando o sitio para ligacdo para as
selectinas enddgenas e desta forma impedir a migragao de neutréfilos por reduzir o

rolamento e ades3ao.

Outros mediadores influenciam na expressao de moléculas de adesao,

tais como o 6xido nitrico (NO). Estda bem demonstrado na literatura a participagao do
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oxido nitrico (NO) no processo inflamatério e nociceptivo. Estes estudos
demonstraram que o NO também interfere com o recrutamento de neutrdfilos
podendo inibir ou induzir a migracéo dessas células (IALENTI et al., 2000; PAUL-
CLARK et al., 2001; MCCARTNEY-FRANCIS et al., 2001).

Kubes et al. (1991) demonstraram em seus resultados, que o NO pode
ser um importante inibidor endégeno de adesdo leucocitaria em vénulas pos-
capilares, pois a inativagcdao do NO pela producao identificada de O;" pelas células
endoteliais e/ou neutrdfilos, ou a inativagdo da producdo do NO pelos inibidores de

NOS (L-NAME) pdde contribuir com a aderéncia leucocitaria.

Secco et al. (2006) demonstraram que o efeito inibitério do NO sobre a
expressdo de ICAM-1 é mediado via ativagdo da guanilato ciclase soluvel, pois
inibidores da NOS e o inibidor soluvel da guanilato ciclase (ODQ) foram capazes de
aumentar a migragao de neutréfilos em modelo de peritonite induzida por Cg e LPS,
mas os animais tratados com um doador de NO (S-nitroso-N-acetilpenicilamina)

foram capazes de apresentar uma redugdo na migragao dessas células.

De acordo com Liaudet et al. (2000) a ativagdo da guanilato ciclase
soluvel pelo NO constitui a principal via de sinalizagao deste gas, que envolve a
regulacdo de uma disposicdo vasta de fungdes bioldgicas, incluindo ndo sé o
relaxamento do musculo liso seja ele vascular ou ndo vascular, mas também como
transdutor no sistema nervoso central, inibicdo da agregacao plaquetaria e inibigao

da adesao leucocitaria no endotélio.

A producdo de NO induzida por lectinas de leguminosas isoladas de
Canavalia brasiliensis, Dioclea grandiflora, Pisum arvense e Concanavalina A foi
demonstrado por Andrade et al (1999), ao qual evidenciaram a capacidade dessas
lectinas em induzirem a produgao de NO in vitro e in vivo por macréfagos peritoneais
através da administragdo local dessas lectinas. Estes autores sugerem que este
efeito pode estar envolvido nas atividades antitumoral e antiparasitaria dessas

lectinas.

Mais recentemente, em outro estudo realizado in vitro demonstrou-se que
macréfagos murinos quando isolados do peritbnio, e tratados com a lectina de
Concanavalina A, foram capazes de induzir um aumento na producdo de NO e na

expressdao de NOSi por diferentes ligantes aos receptores Toll-like (SODHI et al.,
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2007). Kesherwani e Sodhi (2007) também demonstraram, in vitro, a capacidade de
lectina de Concanavalina A e a fitohemaglutinina em induzir a produgédo de NO e a

expressao de NOSi em macrofagos murinos.

Lima et al (2004) evidenciaram que a lectina de Bryothamnion triquetrum
foi capaz de promover relaxamento de anéis de aorta isolados de rato dependente
de Oxido nitrico e que a associacdao da lectina com mucina inibiu o relaxamento
induzido por esta. Sugerindo a importancia do dominio lectinico com seu ligante
especifico. Mais tarde, Gadelha et al (2005) demonstrou que a lectina de Canavalia
maritima foi capaz de induzir relaxamento da aorta isolada de ratos dependente de
NO.

Diante das informagbes expostas, fomos investigar se a atividade
antiinflamatéria demonstrada pela LSL poderia estar relacionada a produgao de NO.
Verificamos entdo se o tratamento e.v. com a LSL acarretaria em modificacbes nos
niveis sanguineos de NO. Como resultado, demonstrou-se que a LSL foi capaz de
aumentar a produgado de NO (via aumento dos niveis de nitrito) no soro dos animais
submetidos a peritonite induzida por Cg. Este resultado foi reforcado pelo efeito
reversor do inibidor da sintese de NO (aminoguanidina) sobre a atividade da LSL na
migracdo de neutrofilos induzida por carragenina. Sugerindo entdo que,
provavelmente esta liberagdo de NO induzida pela LSL também pode estar
relacionado com a redugdo da expressdo de moléculas de adesdo com consequente

reducao da migragao de leucdcitos para o sitio da injuria.

Adicionalmente, LSL foi incapaz de inibir a migragdo de neutrdfilos in vitro
induzida diretamente por MIP-2 (quimioatrator direto para neutréfilos), sugerindo
assim, que esta lectina ndo atua diretamente na célula inflamatéria (neutrdfilo) para
inibir a migracao. Isso reforga a teoria de que LSL apresenta um mecanismo indireto
de inibigao.

Apoés a discusséo dos provaveis mecanismos de inibicdo da migragao de
neutréfilos, elaboramos as seguintes hipoteses: 1) a lectina atua inibindo a produgao
de citocinas/quimiocinas e desta forma reduzindo a migragdo e quimiotaxia de
neutrdéfilos.; e/ou 2) a lectina quando injetada sistemicamente é capaz de induzir a
producado de NO e/ou 3) a lectina age diretamente sobre as moléculas de interagao
leucdcito/endotélio bloqueando o sitio de ligagdo para as selectinas endogenas e

reduzindo o rolamento .
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Figura 21 — Representagdo esqueméatica da hipdétese do efeito antiinflamatério da
lectina de Lonchocarpus sericeus. LSL quando injetada sistemicamente (e.v.) pode
possivelmente bloquear o sitio de ligacdo para as selectinas enddégenas e/ou reduzir a
producao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias e/ou aumentar os niveis sistémicos de
6xido nitrico. Estes mecanismos podem estar explicar com a atividade inibitéria da LSL
sobre a migragao de neutrdfilos.

O interesse para o uso clinico de novas substancias com atividade
analgésicas, vem aumentando significativamente e varios modelos de nocicepgao
em animais de laboratério foram desenvolvidos para verificar a atividade analgésica
de extratos e compostos. O teste de contor¢gdes abdominais induzida por acido
acético é descrito como um tipico modelo para avaliar a dor de origem inflamatéria e
utilizada na industria para pesquisa de drogas com atividade analgésica (PORECCA
et al.,, 1987) Porém este modelo é pouco especifico uma vez que drogas nao
analgésica como: Atropina, antihistaminicos, antidepressivos ftriciclicos e
antihipertensivos sdo capazes de inibir as contor¢ées neste modelo (CHERNOV et
al., 1967; TAKAHASHI; PAZ, 1987; YEH, 1986). O comportamento de contor¢cdes
em camundongos é utilizado para avaliar um possivel potencial analgésico central
elou periférico de drogas, uma vez que o acido acético induz algesia através da
liberagdo de substancias inflamatérias por macréfagos e mastdocitos peritoneais,
além da sensibilizagcao das fibras sensoriais aferentes periféricas (RIBEIRO et al.,
2000). Apesar da baixa especificidade, esse teste pode ser considerado um teste

pré-clinico de importancia para avaliagdo do efeito antinociceptivo, porque permite
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uma correlagdo adequada entre o valor da dose eficaz, obtido em animais, e as

doses analgésicas em humanos (COLLIER et al., 1968).

Neste modelo, a administracdo de um agente irritante na membrana
serosa, como o acido acético, provoca comportamentos estereotipados que séo
caracterizados por contor¢bes abdominais, reducéo e incoordenagao da atividade
motora. Estes comportamentos sdo considerados reflexos e evidenciam a dor
visceral (LE BARS et al., 2001). A irritagdo local, provocada pela administragéo
deste agente na cavidade intraperitoneal desencadeia a liberagdo de varios
mediadores como a bradicinina, substancia P e prostaglandinas, bem como algumas
citocinas como IL-1B, TNFa e IL-8. Adicionalmente o influxo de leucdcitos parece
amplificar este processo (RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001). Estes
mediadores ativam nociceptores quimiossensiveis que contribuem com o
desenvolvimento da dor de origem inflamatdria. No nosso estudo observamos que a
administracao sistémica, e.v. de LSL reduziu, de maneira significativa, o numero de
contor¢bes abdominais produzidas pela injegdo i.p. de acido acético em
camundongos, sugerindo que este efeito antinociceptivo pode estar relacionado com
qualquer uma das vias citadas anteriormente. Além disso, um inibidor classico da
sintese de prostaglandinas (acido acetilsalicilico) também foi capaz de reduzir o

numero de contor¢cdes abdominais.

Outro modelo empregado para investigagao de substancias com potencial
antinociceptivo é o de nocicepc¢ao induzida por formalina. A resposta provocada pela
formalina constitui-se duas fases de nocicepc¢ao: uma fase inicial e uma tardia, que
parecem envolver mediadores quimicos diferentes (TJOLSEN; HOLE, 1997,
VANEGAS; SCHAIBLE, 2001).

A fase inicial é caracterizada pela dor de origem neurogénica causada
pela estimulagdo quimica direta dos nociceptores das fibras sensoriais aferentes,
principalmente fibras do tipo C. A fase tardia € representada pela dor de origem
inflamatdria que é desencadeada por uma combinagdo de estimulos que incluem
inflamacado nos tecidos periféricos e mecanismos de sensibilizacdo espinhal e
central. Diversos mediadores inflamatérios (bradicinina, histamina, serotonina,
prostaglandinas, citocinas, aminas simpatomimiticas dentre outros) estao

relacionados com desenvolvimento desta atividade nociceptiva (TJJSEN et al.,
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1992; TJOLSEN; HOLE, 1997; HONG; ABBOTT, 1996, JOURDAN et al., 1997,
HAMA; MENZAGHI, 2001, LE BARS et al., 2001; PARADA et al., 2001).

Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel mostrar que a LSL
inibiu o tempo de lambedura das patas dos animais, somente na segunda fase do
teste. Conforme ja descrito na literatura, drogas com efeitos centrais como a morfina
e outros narcéticos, inibem ambas as fases do teste (HUNSKAAR et al.,, 1985;
SHIBATA et al.,, 1989), mas a acdo de drogas antiinflamatérias (DAINES e
dexametasona) que inibem a formagédo ou a acdo dos mediadores inflamatorios e
nociceptivos inibem somente a segunda fase na nocicepc¢ao induzida por formalina
(SHIBATA et al., 1989; CHEN et al.,1995). Esses resultados sugerem uma possivel
acao da LSL na nocicepcdo de cunho inflamatério, e esta acdo pode estar
relacionada com a sintese e/ou agdo destes mediadores nociceptivos e
inflamatorios. Além disso, em nossos resultados, morfina foi capaz de reduzir

ambas as fases do teste, confirmando os dados da literatura.

O teste da placa quente indica a resposta ao estimulo térmico que é
associado a neurotransmissao central (HUNSKAAR et al., 1996). O comportamento
do animal de “sapatear” ou lamber as patas é a indicagdo da resposta ao estimulo
nociceptivo térmico, enquanto que a laténcia para o aparecimento desta resposta &

cronometrada em segundos.

LSL néo foi capaz de apresentar efeito antinociceptivo no teste da placa
quente, desta forma ndao aumentou o tempo de reagcdo dos animais, somente a
morfina aumentou significativamente o tempo de reagéo. Estes resultados reforgam
os achados no teste da formalina, onde a LSL nao apresentou atividade

antinociceptiva de cunho neurogénico.

Para investigar mais detalhadamente a atividade da LSL na dor de origem
inflamatoria, delineamos um estudo com atividade hiperalgésica, em modelos de
hiperalgesia mecanica (Von Frey). Posteriormente, tentamos explicar estes efeitos
antinociceptivos através de uma possivel interagcdo da atividade antihiperalgésica
com a atividade antiinflamatéria (inibicdo da migracdo e neutrdfilos) ja citada

anteriormente e em outros trabalhos (ALENCAR et al., 2005a).

Neste presente estudo, nds demonstramos que o pré-tratamento de

camundongos com LSL inibiu a hipernocicep¢ao inflamatéria induzida por
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carragenina. Esta atividade antihiperalgésica parece compartilhar do mesmo
mecanismo da atividade antiinflamatoéria, uma vez que neste modelo de hiperalgesia,
LSL foi capaz de reduzir a migracdo de neutrofilos para a pata de camundongos
administrados com carragenina. Em adi¢ao, esta lectina também se mostrou habil
em reduzir a liberagao de citocinas/quimiocinas o qual pode esta relacionado com a
reducdo do influxo de neutrofilos para o sitio da injuria (pata dos camundongos

tratados com carragenina).

Durante estudos para elucidagcdo dos mecanismos celulares que
envolvem a hipernocicepgao inflamatoria, tem sido demonstrado que estimulos
inflamat6rios nem sempre atuam diretamente induzindo a liberagdo de
prostaglandinas e aminas simpaticas. Entretanto, uma ja bem definida e
sequenciada cascata de citocinas/quimiocinas precedem a liberagdo destes
mediadores hipernociceptivos finais (FERREIRA et al., 1988, CUNHA et al., 1991;
LORENZETTI et al,, 2002; CUNHA et al., 1992; CUNHA et al.,, 2005;). A
hipernocicep¢do mecanica induzida por carragenina consiste de um componente
periférico que envolve sensibilizagdo dos nociceptores por liberagdo de
prostaglandinas e aminas simpatomiméticas. Este processo € iniciado pela liberagao
de TNF-a, o qual estimula a formacéo de interleucinas (IL-1p e IL-6) e formacgéo de
quimiocinas (CINC-1 em ratos e KC em camundongos). Subsequentemente, IL-1 e
IL-6 podem estimular a producdo de prostaglandinas (FERREIRA et al.,, 1988,
CUNHA, et al., 2005). Além disso, quimiocinas s&o capazes de induzir a liberagao de

aminas simpatomiméticas por fibras nervosas sipaticas (CUNHA et al., 1991; 2005).

Nés demonstramos que a administragado de LSL reduz significativamente
as concentragdes de citocinas (TNF-a e IL-1B) e quimiocinas (CCL3, CXCL1) na
cavidade peritoneal e tecido intraplantar estimulados com a administragdo de
carragenina. Estes dados indicam que o efeito antihiperalgésico pode ocorrer devido
ao bloqueio da produgao de citocinas e quimiocinas, sendo este efeito um evento
inicial o qual reduz a expressao de selectinas e moléculas de adesao celular nas
células endoteliais, 0 que resulta numa redu¢cdo do numero de leucdcitos que rolam
e aderem ao endotélio vascular (confirmado no ensaio de microscopia intravital).
Além disso, a redugao de citocinas como TNF-a e IL-13 podem culminar na redugéo

da liberagdo de mediadores hiperalgésicos finais como as prostaglandinas e aminas
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simpaticas, desta forma inibindo indiretamente o comportamento hiperalgésico dos

animais.

Esta hipotese é reforcada pelo fato da administracdo de LSL nao inibir a
hipernocicep¢gao mecanica induzida por prostaglandina E, o qual se trata de um
mediador hiperalgésico final no processo de liberacio de mediadores
hipernociceptivos, os quais podem ser induzidos por citocinas/quimiocinas (citado

anteriormente).

Outras hipéteses adicionais podem ser utilizadas para explicar a atividade
antihiperalgésica. Como relatado anteriormente LSL foi capaz de induzir a produgao
de o6xido nitrico (NO), o qual € um modulador negativo da resposta nociceptiva. A
administracdo de NO causa analgesia acompanhada de aumento na produgéo de
GMP.; nos neurbnios sensoriais periféricos primarios (DUARTE et al., 1992;
FERREIRA et al., 1991). Ferreira et al. (1999) demonstraram que a administracdo de
doadores de oxido nitrico bloqueia a hiperalgesia induzida por PGE; e esse efeito é
revertido por L-NAME (L-nitro arginina metil éster) e azul de metileno (inibidor de
guanilato ciclase). Ferreira et al. (1991) propuseram ainda que opibdides e
analgésicos periféricos como dipirona e diclofenaco causam analgesia por estimular

a via L-arginina/6xido nitrico/ GMP,

Nosso resultados demonstraram um aumento na producdo de NO, e este
aumento pode além de estar relacionado com a redugdo da migragdo celular,
também ser diretamente responsavel pela atividade antihiperalgésica em animais

pré-tratados com LSL.
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Figura 22 — Representacdo esquematica da hipétese do efeito antinociceptivo da
lectina de Lonchocarpus sericeus. LSL quando injetada sistemicamente (e.v.)
possivelmente reduz a produgdo de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias e
hiperalgésicas. Estas citocinas sao responsaveis pelo aumento da sintese de mediadores
hiperalgésicos e pela migracao de neutrofilos que amplifica o processo de hiperalgesia. LSL
pode também estar elevando os niveis de éxido nitrico, o qual € um mediador quimico com
atividade antinociceptiva.

Apesar das respostas imunes serem geralmente protetoras, em alguns
casos estas respostas podem ser inapropriadas, produzindo inflamacgéo, injuria
tecidual e dor o qual contribuem para o surgimento e amplificagcdo de importantes
patologias como a asma e a artrite reumatoide. Atualmente, poucos estudos s&o
realizados no intuito de investigar as influéncias nociceptivas em reacdes
imunologicamente mediadas. Cunha et al. (2003a), demonstraram que ratos
imunizados e desafiados com ovoalbumina produzem mediadores responsaveis pela
hipernocicepgao mecanica, este estudo sugeriu que TNF-a, IL-18 e CINC-1 induzem
liberagdo de prostaglandinas, aminas simpaticas e leucotrieno B4 em animais
sensibilizados e desafiados com o antigeno. Outros estudos tem demonstrado a
contribuicdo de endotelinas enddgenas na resposta nociceptiva na pata traseira de
camundongos sensibilizados e desafiados com ovoalbumina, estes estudos sugerem
que a administracdo de ovoalbumina produz nocicepgao associada a uma reagao
imunologicamente mediada com participagdo de degranulagdo mastocitaria e
envolvimento da liberagao de endotelinas que parecem atuar em receptores ETA e
ETB (PIOVEZAN et al., 2004).



113

Nosso estudo demonstrou que a administragdo de LSL reduz
significativamente a hipernocicepgado induzida por ovoalbumina, este efeito
provavelmente se deve a redugdo notavel na migracdo de neutréfilos o que pode
estar associada com a reducdo na liberagdo de citocinas (IL-1 e TNF-a) e

quimiocinas (CCL3 eCXCL1), ou ainda ao aumento nos niveis de NO.

Os resultados obtidos no presente também demonstraram que a LSL nao
causou incoordernagao motora e nem apresentou qualquer interferéncia sobre a
atividade locomotora, uma vez que esta lectina nao alterou os padrées de
locomogao nos testes de Rota rod. A acgado depressora de diversas drogas
analgésicas sobre o sistema nervoso central e sobre o sistema muscular pode gerar
reducdo de coordenagdo motora em animais, assim como na expressao do

comportamento nociceptivo (SOJA et al., 2002)

Um impedimento locomotor relacionado a administragdo de substancias
algogénicas reflete o estado de imobilidade prolongada “freezing” dos animais entre
os episodios comportamentais de dor. A dor produz diferentes reacdes autonémicas
e comportamentais, dependendo da sua localizacdo, e o teste de campo aberto
permite uma facil observacdo destas condigdes (CAVUN et al., 2004). A
Administracdo de LSL n&o interferiu na locomogdao dos camundongos quando
comparados ao grupo controle (salina), reforcando os dados obtidos no teste de rota

rod e sugerindo entdo que LSL ndo apresenta efeitos centrais.

O padrao de imobilidade do nado forcado tem sido considerado similar a
algumas manifestacbes da depressado psiquiatrica e utilizada experimentalmente
como parametro em estudos de fins praticos para a triagem de drogas
antidepressivas (DETKE et al., 1997; LUCKI, 1997). O nado é uma defesa para
acidentes naturais, tais como inundagbes ou queda involuntaria na agua. A
inescapabilidade nestas situagdes pode gerar imobilidade, este efeito apds um
periodo de enfrentamento ativo, pode ter a fungcéo de conservagao de energia para
gasto em condigdes mais favoraveis, como ja sugerido por outros autores
(SANDRIN, 2002; VALENTIM; HOSHINO, 2006), ou ser manifestacdo de um estado
depressivo que evoluiu filogeneticamente para tornar indiferente o sofrimento da
morte em condigdes adversas extremas (HOSHINO, 2006). LSL ndo causou

nenhum efeito depressor, uma vez que esta lectina ndo aumentou o tempo de
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imobilizagdo no teste de nado forgado, estes resultados asseguram que o efeito
antinociceptivo observado nao esta relacionado a efeitos centrais.

Adicionalmente, LSL parece ser bem tolerada por esses animais, pois a
avaliagao da toxicidade sub-crénica em camundongos, com a dose utilizada para se
obter o efeito antihiperalgésico durante sete dias ndo provocou nenhuma alteracao
morfolégica nos 6rgaos avaliados (rim, figado, coragédo e estbmago). Os parametros
usados na avaliagdo da fungcdo renal e hepatica também nao foram alterados
quando comparado ao grupo controle (salina). O numero de leucdcitos circulantes
no sangue e a massa corporal dos animais mantiveram-se normais depois do

tratamento agudo com a lectina.

O potencial terapéutico de drogas direcionadas contra a ades&o entre
leucdcitos e endotélio para o tratamento de doengas inflamatdrias agudas e crbnicas
pode ser promissor. Nossos resultados demonstraram que a lectina de sementes de
Lonchocarpus sericeus ndo apresenta toxicidade e nem efeitos centrais. Além disso
ela é capaz de inibir a hipernocicepgao inflamatéria em camundongos. Este efeito
parece ser causado por uma ampla variedade de agdes (inibicdo da migragao de
leucocitos, reducao dos niveis de citocinas e quimiocinas e aumento na producgao de
oxido nitrico) apos a administragdo do estimulo nociceptivo e/ou inflamatério. Estes
resultados requerem fortemente mais investigagcbes para o surgimento da
possibilidade de uso da lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus para o
tratamento de condi¢des inflamatérias e da hipernocicepcao inflamatéria, ou ainda
como ferramenta farmacolégica para o melhor entendimento dos processos de

inflamacéo e hiperalgesia auxiliando o desenvolvimento de novas drogas.
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6 CONCLUSAO

A Lectina de semenetes de Lonchocarpus sericeus (LSL) apresenta uma
atividade antiinflamatoéria associada a inibigdo da migragcdo de neutréfilos. Esta
inibicdo ocorre pela redugcdo do rolamento e adesdo de neutréfilos que pode estar
associada com a redugao da sintese e/ou liberagado de citocinas (IL-1 e TNF-a) e
quimiocinas (CCL3 e CXCL1) e com aumento sistémico nos niveis de 6xido nitrico
(NO). LSL também apresenta efeito antiinflamatorio inibindo a migragdo induzida por
agentes antigénicos como a ovalbumina. Entretanto, LSL parece nao atuar
diretamente nos neutréfilos para inibir a migracdo, uma vez que esta lectina foi

incapaz de inibir a migracao in vitro induzida por MIP-2.

No estudo da atividade antinociceptiva, LSL apresentou atividade no
modelo de contorgdes abdominais induzidas por acido acético. No modelo de
formalina esta atividade ocorre somente na segunda fase, sugerindo uma acao da
LSL na fase inflamatdria da dor, e este achado é reforcado pela auséncia do efeito
antinociceptivo central da LSL no modelo da placa quente. Na investigacdo da
atividade desta lectina sobre a fase inflamatéria da dor, LSL apresentou atividade
antihiperalgésica em modelo de hiperalgesia mecanica estimulada por carragenina e
ovalbumina, mas nao por prostaglandina E,. Este efeito também esta relacionado
com inibicdo da migragao de neutrofilos e com a inibicdo da sintese e/ou liberagéo
de citocinas (IL-1 e TNF-a) e quimiocinas (CCL3 e CXCL1). Além disso, a atividade

antinociceptiva da LSL pode também envolver a participacado de NO.

Adicionalmente, LSL administrada de forma intravascular ndo provoca
depressdo e nao altera atividade locomotora dos animais (comprovando sua
atividade periférica). LSL quando administrada de forma aguda durante sete dias
nao promove alteragdes hepaticas e renais, nem no perfil leucocitario sanguineo e

no peso corporal.
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Abstract

In this study, we tested the potential use of a lectin from Lonchocarpus sericeus seeds (LSL), to control neutrophil migration
and inflammatory hypernociception (decrease of nociceptive threshold). Pretreatment of the animals intravenously (15 min before)
with LSL inhibited neutrophil migration to the peritoneal cavity in a dose-dependent fashion confirmed by an inhibition of rolling
and adhesion of leukocytes by intravital microscopy. We also tested the ability of the pretreatment with LSL to inhibit neutrophil
migration on immunised mice, and it was observed that a strong inhibition of neutrophil migration induced by ovoalbumin in
immunized mice. Another set of experiments showed that pretreatment of the animals with LSL, inhibited the mechanical
hypernociception in mice induced by the i.pl. injection of OVA in immunized mice and of carrageenan in naive mice, but not that
induced by prostaglandin E, (PGE,) or formalin. This anti-nociceptive effect correlated with an effective blockade of neutrophil
influx, as assessed by the hind paw tissue myeloperoxidase levels. In addition, we measured cytokines (TNF-a and IL-1B) and
chemokines (MIP-1a [CCL3] and KC [CXCLI1]) from the peritoneal exudates and i.pl. tissue. Animals treated with LSL showed
inhibition of cytokines and chemokines release in a dose-dependent manner. In conclusion, we demonstrated that the inhibitory
effects of LSL on neutrophil migration and mechanical inflammatory hypernocicepetion are associated with the inhibition of the
production of cytokines and chemokines.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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from blood vessels into the tissue is a crucial process in
the host-response against microorganism infections [1].
Although they have a protective role in inflammation,
tissue damage is a deleterious consequence of the
intense neutrophil migration as observed in immune
inflammatory diseases [2].

The neutrophils are chemoattracted to sites of inflam-
mation by several stimuli and the process is mainly
mediated by chemotactic factors released by resident cells
[3]. Cytokines, chemokines, eicosanoids, LTB4 and C5a
are among the major chemoatractant mediators to these
cells [4-7]. They induce rolling and adhesion of
neutrophils on endothelial cells, followed by their trans-
migration to the extravascular space [7]. The rolling,
adhesion and transendothelial migration involves the
participation of different families of adhesion molecules,
including the selectins, integrins and immunoglobulin
superfamily, respectively [8].

Certainly pain is an important symptom of inflam-
matory disease and is the principal reason by which
patient with inflammatory disease look for specialized
treatment. Following tissue injury and inflammation,
nociceptors are sensitized in such a way that previously
slight or ineffective stimulation becomes painful. The
sensitization of primary afferent nociceptors is a
common denominator of all kinds of inflammatory
pain that leads to a state of hyperalgesia and/or allodynia
in human, better described as hypernociception in
animal models [9,10]. In fact, the term allodynia
involves a change in the quality of a sensation, whether
tactile, thermal, or of any other sort, where original
modality is normally non-painful, but the response is
painful [11]. Thus, there is a loss of specificity of a
sensory modality. By contrast, hyperalgesia represents
an augmented nociceptive response, where the quality is
not altered. In allodynia, the stimulus and response
modes differ, unlike the situation with hyperalgesia. In
this sense, the majority of experimental tests do not
differentiate allodynia from hyperalgesia since they do
not allow detection of loss of specificity of a sensory
modality, characteristic of allodynia. On the other hand,
they permit to quantify an increase in the intensity of the
nociceptive response, which we believe to be better
described as hypernociception in animals models.

Hypernociception is induced by the direct action of
inflammatory mediators such as prostaglandins and sym-
pathetic amines, on the peripheral nociceptors [12—14].
These direct acting hyperalgesic mediators are ultimately
released in the inflamed tissue following a cascade of
cytokines by the resident and migratory cells: TNF-« is
early released and stimulates the release of IL-6 and IL-
1R which triggers the eicosanoid release. TNF-a also

induces CINC-1 (rat IL-8 related chemokine) release that
stimulated the sympathomimetic amines production
[6,15,16]. Besides the nociceptive direct-acting media-
tors described above, there is evidence that endothelins
[17,18], substance P [19] and LTB,4 [20] also sensitize
the peripheral nociception.

Lectins constitute a group of widely distributed and
structurally heterogeneous carbohydrate binding pro-
teins that comprises distinct but evolutionary related
families. Leguminosae lectins constitute a protein
family with related amino acid sequences that may
differ from each other strongly with respect to their
carbohydrate-binding specificity [21]. Several lectins
are recognized among the adhesion molecules that
actively participate in those responses, such as the
selectins (L-, P-, and E-selectin), the integrin CD11b/
CD18 (Mac-1), CD31 (PECAM-1), and CD44 [22].

It has recently been shown that glucose—mannose and
N-acetyl-glucosamine-binding plant lectins inhibit the
neutrophil infiltration in different models of inflamma-
tion [23-25]. In this context, a Lonchocarpus sericeus
seeds lectin (LSL) inhibited the inflammatory response
in an infectious peritonitis model, by a competitive
blockage with a common selectin carbohydrate ligand
[26]. In the present study, we focused on a potential use
of LSL lectin obtained from seeds of Lonchocarpus
sericeus, as putative modulator of leukocyte migration
and hypernociception. The mechanisms by which this
lectin inhibits neutrophil migration and inflammatory
hypernociception were also addressed.

2. Materials and methods

2.1. Lectin isolation

Lectin was obtained from seeds of L. sericeus as described
by Alencar et al. [23]. Briefly, seeds of L. sericeus were
purified by a combination of affinity (chitin-column) and ion-
exchange chromatography (Mono-Q column), yielding a pure
lectin checked by SDS-PAGE, MALDI-MALDITOF and
partial N-terminal sequence. By SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis LSL yielded an electrophoretic pattern with
an apparent molecular mass of 26 kDa for the lectin similar to
the major band of Vatairea macrocarpa lectin (VML) [27] and
by gel filtration chromatography an apparent molecular mass
of 100 kDa indicating that probably the lectin is a tetramer
(data not published). LSL binds specifically to N-acetyl-
glucosamine residues and is endotoxin free.

2.2. Animals

Male Balb/c mice (2025 g) were housed in temperature-
controlled rooms (2225 °C) with access to water and food ad
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libitum. All experiments were conducted in accordance with
National Institutes of Health guidelines for the welfare of
experimental animals and with the approval of the Ethics
Committee of the Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto
(University of S@o Paulo, Sao Paulo, Brazil). The animals were
used only in a single experimental group.
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at 100 pg/cavity dissolved in PBS in immunized mice (see
below for immunization procedures).

Mice were killed 4 h after the challenge (carrageenan or
OVA) administration and the peritoneal cavity cells were
harvested by washing the cavity with 3 mL of phosphate-
buffered saline (PBS) containing EDTA 1 mM. The volumes
recovered were similar in all experimental groups and equated
to approximately 95% of the injected volume. Total counts
were performed in a cell counter (COULTER A CT, Coulter,
Miami, FL, USA) and differential cell counts (100 cells total)
were carried out on cytocentrifuge (Cytospin 3; Shandon
Lipshaw, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) slides stained with
Rosenfeld. The results are presented as the number of
neutrophils per cavity.

The neutrophil migration to the i.pl. hind paw by
determination of myeloperoxidase activity (see below) after
carrageenan injection was also evaluated. Mice were pretreated
15 min before with lectin solution i.v. at 3 and 10 mg/kg in a
final volume of 100 pl. The animals received an i.pl. injection
of carrageenan (10 pg/paw; 25 pl) and neutrophil migration
was measured after 3 h.

2.4. Determination of myeloperoxidase activity

The extent of neutrophil accumulation in the hind paw was
measured by assaying myeloperoxidase activity as described
elsewhere [28]. Briefly, the hind paw tissue was removed and
homogenized in pH 4.7 buffer (0.1 M NaCl, 0.02 M NaPO,,
1.015 M NaEDTA) followed by centrifugation at 3000 rpm for
15 min. The pellet was subjected to hypotonic lyses (1.5 mL of
0.2% NaCl solution followed 30 s later by addition of an equal
volume of a solution containing NaCl 1.6% and glucose 5%).
After further centrifugation, the pellet was resuspended in
0.05 M NaPO, buffer (pH 5.4) containing 0.5% hexadecyl-
trimethylammonium bromide (HTAB). After that, the tissue
was snap-frozen in liquid nitrogen three times and was
centrifuged at 10,000 rpm for 15 min and was re-homoge-
nized. Myeloperoxidase activity in the resuspended pellet was
assayed by measuring the change in optical density at 450 nm
using tetramethylbenzidine (1.6 mM) and H,O, (0.5 mM).
Results were calculated by comparing the optical density of

hind paw tissue supernatant with a standard curve of
neutrophil (>95% purity) numbers.

2.5. Determination of neutrophil rolling and adhesion to the
mesenteric microcirculation by intravital microscopy

The leukocyte rolling and adhesion were examined as
previously described [29,30]. Briefly, animals were anesthe-
tized with hydrate chloride. The mesenteric tissue was exposed
for microscopic examination in sifu. This was performed
through a longitudinal incision of the skin and abdominal
muscle on the right side of the body followed by the exposure
of the mesentery. Respiratory movements of the animals did
not affect the preparation, and the microcirculatory character-
istics remained essentially stable throughout the course of the
experiment. The animals were maintained on a special board
thermostatically controlled at 37 °C, with a transparent
platform on which the tissue to be transilluminated was
placed. The preparation was kept moist and warm by irrigating
the tissue with warmed (37 °C) Ringer Locke’s solution, pH
7.2-7.4, containing 1% gelatin. A 500-line television camera
was mounted onto a triocular Zeiss microscope to facilitate
observation of the enlarged image (3400%) on a video screen.
Images were recorded on a video recorder with a 40x long
distance objective and a 0.65 numerical aperture. An image-
splitting micrometer was adjusted to the phototube of the
microscope as described by Baez [29]. The image splitter
sheared the optical image into two separate images and
displaced one with respect to the other. By rotating the image
splitter in the phototube, the shearing was maintained in a
direction at right angles to the axis of the vessel. The
displacement of one image from the others allowed measure-
ment of the vessel diameter. Vessels selected for study were
third-order venules, defined according to their branch-order
location within the microvascular network. These vessels
corresponded to postcapillary venules, with a diameter of
10 um. The interaction of leukocytes with the luminal surface
of the venular endothelium was studied in a segment of the
vessel. Rolling leukocytes were defined as those white blood
cells that moved at a velocity less than that of erythrocytes in
the same stream. The number of rolling leukocytes was

Fig. 1. (A) The mice were treated with saline (0.1 mL, i.v.), or LSL (3 or 10 mg/kg, i.v., 15 min before) and then injected i.p. with carrageenan at a dose
of 500 pg/cavity. The neutrophil migration was evaluated 4 h later. The white bars represent the neutrophil migration induced by saline injected i.p. The
values are means+SD. *P<0.05 compared to Carrageenan group; “P<0.05 compared to saline group (ANOVA followed by Bonferroni’s #test).
(B) Effects of the pretreatment with LSL lectin on the influx of neutrophils into the hind paw of mice after carrageenan administration. Vehicle (saline)
or LSL (3 or 10 mg/kg) was injected i.v. and, 15 min later, carrageenan (100 pg/paw; 0.25 mL) was injected into the hind paws. Myeloperoxidase
activity in the hind paw was used as an index of neutrophil influx. Results are shown as the mean+SD. *P<0.05 compared to Carrageenan group;
#P<0.05 compared to saline group (ANOVA followed by Bonferroni’s # test). The LSL treatment decreases leukocyte rolling and adhesion on venular
endothelial cells. The mice were treated with saline (0.1 mL, i.v.) or LSL (10 mg/kg, i.v., 15 min before) and then injected with Cg (500 pg/cavity). The
leukocyte rolling (C) and adhesion (D) were evaluated by intravital microscopy in the mesentery 4 h after Cg injection. The first bar in panels C and D
represents the rolling and adhesion, respectively, in PBS i.p. injected animals. The values are means+SD. *P<0.05 compared to carrageenan-injected
group; “P<0.05 compared to saline group (ANOVA followed by Bonferroni’s #-test). (E) Inhibition of OVA-induced neutrophil migration to peritoneal
cavity by LSL in immunized mice. Inmunized (IM) animals were treated with saline (i.v; 15 min before) or LSL (3 or 10 mg/kg; i.v; 15 min before) and
false immunized animals were challenged i.p. with OVA (10 pg /cavity) and neutrophil migration was determined 4 h later. Data are mean+SD.
*P<0.05 compared to OVA-injected group; “P<0.05 compared to PBS i.p. group (ANOVA followed by Bonferroni’s r-test). (F) Chemotaxis assay of
mice neutrophils incubated in the presence of LSL. Cells were allowed to migrate in the Boyden chamber toward the medium alone or MIP-2. Cells
were pre-incubated with different concentrations of LSL. Data show means+SD from three independent experiments performed in triplicate.
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determined in 10-min intervals. These leukocytes moved
sufficiently slow as to be individually visible and were counted
as they rolled past a 10-um length of venule [30]. A leukocyte
was considered to be adherent to the venular endothelium if it
remained stationary for >30 s [31]. Adherent cells were
expressed as the number per 10-im length of venule. Cells
were counted in the recorded image using five different fields
for each animal to avoid variability due to sampling. Data were
then averaged for each animal.

2.6. Procedures for active immunization

OVA was dissolved in PBS to an appropriate concentration
(100 pg) and mixed with an equal volume of complete
Freund’s adjuvant (CFA). CFA was used to augment the
efficiency of the immunization procedure [32] by prolonging
the lifetime of injected autoantigen and by stimulating its
effective delivery to the immune system; this results in altered
leukocyte proliferation and differentiation [33]. Mice were
subsequently injected subcutaneously at two different sites on
their back with an emulsion containing an equal volume of
PBS plus IFA to reforce the immunization at day 7 and 14.
False immunized mice were injected with this emulsion
without OVA. After 21 days, mice were challenged by the
intraperitoneal (i.p) administration of OVA (at 10 pg/cavity
dissolved in PBS) or by i.pl. administration of OVA (3 pg/paw)
to evaluate the hypernociception.

2.7. Isolation and in vitro stimulation of neutrophils

Peripheral blood neutrophils were isolated from mice. After
the lysis of red blood cells with ammonium chloride, neutrophils
were isolated by density-gradient centrifugation using Percoll
(Sigma). Neutrophils were washed with PBS and resuspended in
RPMI 1640 medium supplemented 0.01% of BSA. Neutrophils
were incubated with LSL (20 and 60 pg/mL) or with medium
alone (negative control) for 1 h at 37 °C. After that, neutrophils
were centrifuged and washed twice with fresh medium for
chemotaxis assay.

2.8. Chemotaxis assays

Cell migration was assessed by a 48-well microchemotaxis
chamber technique as described previously [34]. A 28.6 ul
aliquot of chemotaxis stimuli (MIP-2, 10”7 M) was placed in
the lower compartment and 50 pL of cell suspension
(1.0x10%ml neutrophils) previously treated (as described
above) was placed in the upper compartment of the chamber.
The two compartments were separated by a polycarbonate
filter (5-um PVP-free polycarbonate filter). The chamber was
incubated at 37 °C for 1 h. At the end of the incubation period,
the filter was removed fixed and stained. The number of
migrated cells in five distinct fields was counted by light
microscopy after coding the samples. All experiments were
repeated at least two times with different cells. The migration
was expressed as number of neutrophil per field.

2.9. Evaluation of systemic effects of LSL

Several parameters such as corporal mass loss, organ weight
alteration, stomach ulceration, leukogram and blood chemistry
parameters: concentration of urea, creatinine, alanine amino
transferase (AST) and aspartate amino transferase (ALT) were
evaluated after sub-chronic treatment with LSL. Animals were
weighed and injected i.v. daily, with a single dose of LSL
(10 mg/kg) or saline for 7 consecutive days. At the end of
treatment, blood of the animals was collected from retro-orbital
plexus under light anesthesia. Biochemical analyses were
performed in serum samples obtained after centrifugation of
total blood without anticoagulants, at 2500 rpm for 15 min.
Standardized diagnostic kits by LABTEST® spectrophotom-
eter were used in spectrophotometrical determination of the
AST, ALT, creatinine and urea parameters. For leukogram
determination, an aliquot of blood per animal was placed in
EDTA and total and differential counts of leukocytes were
carried out by standard manual procedures using light
microscopy [35]. After sacrifice, liver, kidney and heart were
removed and weighed. The wet weight of each organ was
expressed relative to 10 g of body weight and compared to the
saline-injected group (control). Possible ulcerative lesions or
hemorrhage were quantified and macroscopically measured.
The stomach was opened via longitudinal incision following
the great curvature and exposed for evaluation of the number
and grade of gastric mucosal lesions [36].

2.10. Effect of the pretreatment of animals with LSL lectin
upon mechanical hypernociception induced by OVA in
immunized mice and by carrageenan, prostaglandin E2
(PGE>) or formalin in naive mice

Separate sets of 25 g mice (in Balb/c background) were
tested for behavioral responses to mechanical stimuli using
calibrated von Frey nylon filaments (tip diameter, 0.8 mm).
The mice were placed in an elevated plastic cage on a wire
mesh floor. Von Frey hairs were applied from below to the
plantar surface of the right hind paw in ascending order of
stimulus force (maxim 50 g). At threshold, the mouse
withdraws its paw away from the hair. Right hindpaw were
tested 3 times, and the interval between two consecutive trials
on the same paw was at least 1 min. The results are presented
as the average of responses against a given stimulus force.

All mice groups tested were pretreated 15 min before with
lectin solution i.v. at 3 or 10 mg/kg in a final volume of 100 pl.
To test mechanical hypernociception in immunized mice, after
lectin solution administration, the animals received an i.pl.
injection of OVA (3 pg/paw; 0.25 mL) at day 21 (see immu-
nization procedures) and hypernociception was measured 3 h
after OVA administration. Vehicle was injected i.pl. and also a
false immunized animals group were challenged with OVA
and used as a negative control. In a separate set of animals,
hypernociception was measured at 0 and 3 h after injection of
carrageenan (100 pg paw; 0.25 mL) into the hind paws (i.pl.)
or PGE, injection (100 ng paw; 0.25 mL) in mice pretreated
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15 min before with intravenous (i.v.) administration of vehicle
(saline) or LSL (3 or 10 mg/kg). Vehicle was injected i.pl. and
used as a negative control. The carrageenan and PGE, doses
injected were the smallest doses that evoked maximum acute
mechanical hypernociception [15,37—40].

Formalin-induced hypernociception behavior was assessed
as described previously [41]. Mice were allowed to acclimate
for 15 min in a plastic box and injected subcutaneously with
25 pl of 1% formaldehyde in 0.9% saline into the plantar right
hindpaw of mice pretreated 15 min before with LSL or vehicle.
The mice were observed for 60 min after the formalin injection,
and the paw flinches counted during the observation period
time. The acute phase (phase 1) was defined as 0—10 min after
injection, and the persistent (tonic) phase (phase 2) was defined
as 10—40 (phase 2a) min and 40—60 (phase 2b) after injection.
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Fig. 2. (A) Anti-hypernociceptive effect of LSL in immunised mice.
The mechanical hypernociceptive was evaluated after 3 h of i.pl.
injection of OVA in immunised mice at 3 pg/paw, in 25 pl and in false-
immunised mice (FI). Control immunised mice were injected with
saline (25 pl/paw). Results are expressed as mean+SD. *P<0.05
when compared to OVA-injected group; “P<0.05 compared to FI
group (ANOVA followed by Bonferroni’s t-test). (B) Anti OVA-
specific IgG endpoint titer kinetics in sera following immunization of
mice (A) or false immunized mice (A).

A #

A withdrawal threshold, g
?

0 a T - T

Saline Saline o iy
3mgkg 10 mg/kg
Carrageenan (100 pg/paw)
B
5_
2 #
e}
- 4_
[}
2 1
£ ¥
©
s 24
o
°
ES]
E
<
T
" ) LSL LSL
Saline Saline 3mgkg 10 mgkg
PGE, (100 ng/paw)

400-—%— Formalin 1%

—— LSL 3 mg + Formalin 1%

—e— LSL 10 mg + Formalin 1%

3004

200+

100

Nociceptive responses (n)

o

T T T
10 20 30 40 50 60 70
Time after formalin injection (min)

(=)

Fig. 3. Effects of the pretreatment with LSL lectin on mechanical
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(ANOVA followed by Bonferroni’s #-test). To perform formalin test,
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expressed as means+SD. at 10, 40 and 60 min after injection.
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2.11. Cytokine and chemokine assay

Mice received lectin solution i.v. at 3 and 10 mg/kg in a final
volume of 100 pl, and after 2 h of carrageenan stimuli, peritoneal
exudates were recovered to cytokine measurements. In a separate
set of animals, lectin solution was administered as described and
inflammatory stimuli injection was done in the i.pl. right paw.
After 1 h, animals were killed, the skin tissues were removed
from the injected and control paws (saline). The samples were
homogenized in 500 pl of the appropriate buffer containing
protease inhibitors. Levels of TNF-a, IL-13, MIP-1 (CCL3) and
KC (CXCL1) were determined by ELISA using protocols
supplied by the manufacturers (R and D Systems, Minneapolis)
from both experiments. The results are expressed as picograms.

2.12. ELISA for IgG anti-OVA

A 96-well plate for ELISA (Costar 3590, USA) was coated
with 10 pg/mL of OVA in PBS overnight at 4 °C. After
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nonspecific binding was blocked with 1% BSA (Sigma-
Aldrich) in PBS for 2 h at room temperature, the diluted serum
was added and incubated overnight at 4 °C. After washing
with 0.05% Tween 20 in PBS, byotinilated anti-mouse IgG
antibody (Sigma) was added and incubated for 1 h at room
temperature. The wells were washed and avidin-HRP (DAKO
A/S, Denmark; 1:5000) was added and after 30 min, the plates
were washed, and the color reagent o-phenylenediamine
(200 pg/well, Sigma-Aldrich) was added. After 15 min, the
reaction was interrupted with 1 M H,SOy. The color developed
was determined by the absorbance at 490 nm.

2.13. Statistical analysis

Data were expressed as mean+SD (standard deviation).
Statistical comparisons between groups were made using
analyses of variance followed by Bonferroni’s test. Signifi-
cance was accepted when the P value was <0.05.
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Fig. 4. Effect of LSL pretreatment on cytokines (TNF-a and IL-1p) and chemokines (CCL3 and CXCL1) production on peritoneal exudates. Animals
were injected with saline (control) or LSL (3 or 10 mg/kg) and 15 min later it was performed injection with carrageenan. The concentration of all
tested cytokines and chemokines were determined by ELISA. Results are reported as means=+SD. of five animals each group and are representative of

two different experiments. *P<0.05 compared to Carrageenan group.
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3. Results

3.1. Effect of LSL lectin on the neutrophil migration and
leukocyte-endothelium interaction (rolling and adhesion)
induced by carrageenan

The pretreatment with LSL (3 or 10 mg/kg; i.v.) decreased
in a dose-dependent manner (P<0.005) the neutrophil
migration in naive mice, induced by intraperitoneal injection
of carrageenan (500 png/0.2 mL) determined 4 h later (Fig. 1A).
Moreover, LSL (3 or 10 mg/kg) 15 min before the ipl
injection of carrageenan (100 pg/paw) reduced significantly
the neutrophil accumulation assessed by measuring the paw
tissue myeloperoxidase content after 3 h of stimuli (£<0.05,
Fig. 1B).

To confirm the mechanisms by which the lectin decreases
the neutrophil migration to the inflammatory site, we
administered LSL lectin and evaluate the leukocyte-endothe-
lium interaction in vivo. Leukocyte-endothelium interaction
(rolling and adhesion) was examined in mesenteric postcapil-
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lary venules using intravital microscopy system. The intraper-
itoneal injection of carrageenan (500 pg/0.2 mL) caused a
significant increase in rolling (Fig. 1C) and adhesion (Fig. 1D)
of leukocytes on endothelium compared with the i.p. injection
of saline (P<0.05). The pre-treatment of the carrageenan-
injected mice with LSL, at a dose of 10 mg/kg, significantly
decreased leukocyte rolling and adhesion as shown Fig. 1
panel C and D respectively (P<0.05).

Moreover, it was also evaluated the neutrophil migration to
the peritoneal cavity in immunized animals. After the i.p.
injection of OVA in immunized mice, it was observed a
significant increase on neutrophil migration, compared with
false-immunized or PBS-injected immunized mice. The
pretreated of the animals with LSL decreased the neutrophil
migration in a dose-dependent manner (Fig. 1E).

We next investigated the ability of neutrophils to migrate in
vitro in the presence of LSL. Fig. IF shows that MIP-2
(10771\/[), a classic neutrophils chemoattractant chemokine,
induces a significant neutrophil migration, compared with the
control (RPMI 1640). When neutrophils were pre-incubated
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Fig. 5. Effect of LSL pretreatment on cytokines (TNF-a and IL-1p) and chemokines (CCL3 and CXCL1) production on paw tissue. Animals were
injected with saline (control) or LSL (3 or 10 mg/kg) and 15 min later it was performed i.pl. injection with carrageenan. The concentration of all tested
cytokines and chemokines were determined by ELISA. Results are reported as means+SD. of five animals each group and are representative of two

different experiments. *P<0.05 compared to Carrageenan group.
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with LSL, we observed similar migration to that induced by
10~7 M MIP-2. Even in the presence of the highest in vitro
concentration of LSL tested (60 pug/mL), it was not verified
any cell toxicity (98% of viable cells by trypan blue exclusion,
data not shown).

3.2. Effect of LSL pretreatment on mechanical hypernociception

Immunized mice displayed significantly higher levels of
hypernociception in response to i.pl. injection of OVA, at dose
of 3 pg/paw, compared to PBS-injected immunized mice or
false immunized control mice (*P<0.05). Prior treatment with
LSL lectin (3 or 10 mg/kg, i.v., 15 min before) reduced OVA-
induced hypernociception in immunized mice by 82 and 8§9%
respectively (*P<0.05) (Fig. 2A). It was performed an ELISA
to measure the anti-OVA IgG titer, confirming the efficacy of
the immunization and the absence of it on false immunized
mice (Fig. 2B).

Compared with vehicle, the injection of carrageenan (100 pg/
paw), PGE, (100 ng/paw) or formalin 1% (0.25 mL/paw) into
the hind paw of naive mice evoked a significant hypernocicep-
tive effect (P<0.05), measured 3 h after injections. The pre-
treatment 15 min before with LSL (i.v.) inhibited in a dose-
dependent manner (3 or 10 mg/kg), the carrageenan-evoked
hypemociception (Fig. 3A), but was not able to inhibit the
hypernociception caused by PGE, (Fig. 3B) or formalin
(Fig. 3C).

3.3. Cytokine levels in the peritoneal exudates and paw tissue
of the animals pre treated with LSL after inflammatory stimuli

The intraperitoneal injection of carrageenan (500 g/
cavity) induced a significant increase in the exudates levels
of TNF-a (Fig. 4A), IL-1p (Fig. 4B) and of the chemokines
CCL3 (Fig. 4C) and CXCL1 (Fig. 4D) determined 2 h after.

Table 1
Sub-chronic treatment of animals with Lonchocarpus sericeus (LSL)

Parameters Treatment (0.1 mL; i.v.)

Saline LSL (10 mg/kg)
Corporal mass (g) after 33.3+0.4 30.7+0.1
Corporal mass (g) before 34.8+0.6 29.6+0.8
Liver (g/10 g body weight) 0.45+0.0 0.50+0.0
Kidney (g/10 g body weight) 0.06+0.0 0.07+0.0
Heart (g/10 g body weight) 0.05+0.0 0.05+0.0
Total leukocytes x 10°/mL 6119+503.9 9144+1117.0
Neutrophils x 10°/mL 1265+£153.3 1138+153.4
Urea (mg/dL) 48.0+1.3 46.0£2.2
ALT (UIL) 33.2+2.3 32.8+3.4
AST (UI/L) 52.74+3.4 62.1£4.8

Animals were injected daily in single doses during seven consecutive
days. After seven days of treatment, animals were weighed, blood
sample collected for leukogram count and biochemical dosage,
sacrificed and the organs wet weight taken. Values are reported as
mean=SD.

The pretreatment of the mice with LSL (3 or 10 mg/kg) 15 min
early the challenge with carrageenan significantly inhibit the
release of TNF-a, IL-13, CCL3 and CXCL1 (P<0.05).

It was also investigated the effect of LSL (3 or 10 mg/kg)
on cytokine and chemokines production in the inflamed paw
skin tissue after i.pl. administration of Cg (100 pg/paw). These
cytokines and chemokines mediate the mechanical hyperno-
ciception induced by i.pl. administration of Cg. The LSL-
treated mice decrease the paw skin tissue production of TNF-a
(Fig. 5A), IL-1p (Fig. 5B), CCL3 (Fig. 5C) and CXCLI
(Fig. 5D; P<0.05).

3.4. In vivo toxicity

LSL (10 mg/kg; i.v.) injected in a single dose scheme over
seven consecutive days did not affect the animal corporal mass
or the wet weight of animal organs such as liver, kidney and
heart, compared to animals injected with sterile saline. All the
organs evaluated showed normal appearance and absence of
oedema over the whole course of lectin treatment. Addition-
ally, the stomach macroscopic evaluation showed an intact
mucosa with no visible lesions in the two groups analyzed
(LSL or saline treated). Values obtained for urea and
creatinine, used as parameters of renal function, did not differ
from controls. Moreover, hepatic function, evaluated via
hepatic enzymes (alanine amine transferase and aspartate
amine transferase), and the number of blood circulating
leukocytes were not altered by the lectin treatment in
comparison to controls (Table 1).

4. Discussion

Growing insights in the role of glycoconjugates in
bio-recognition, as ligands for lectins, increase the
interest to study the effects of plant lectins. Lectins are a
structurally diverse class of proteins, their only common
features being the ability to bind carbohydrates
specifically and reversibly and to agglutinate cells
[42]. Attention is given regarding their application as
tools in biotechnology or in immunotherapies [43].

In the present study, we demonstrated that the
pretreatment of mice with Lonchocarpus sericeus lectin
(LSL) attenuated the leukocyte-endothelium interaction
(rolling and adhesion), neutrophil transmigration and
also the inflammatory hypernociception in response to
injection of inflammatory stimuli. However, LSL was
unable to inhibit MIP-2-induced neutrophil chemotaxis
in vitro. The inhibition of cytokines/chemokines pro-
duction by treatment of the animals with LSL correlates
with the decrease of neutrophil influx to inflammatory
site and of mechanical hypernociception.

Trafficking of leukocytes to injured tissues is a
sequential and coordinated process that requires cyto-
kines/chemokines, selectins, integrins and intercell
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adhesion molecules (ICAMs). It has been described that
TNF-a and IL-1p are released in an early phase of the
inflammatory process triggered by non-immune or by
immune stimuli [4]. Although these cytokines are not
chemotactic for leukocytes by themselves [44], when
injected in different animals models they induce neu-
trophil migration [45,46]. Moreover, the neutralization of
these cytokines or their receptors reduces the leukocyte
migration induced by different inflammatory stimuli
[47,48]. It could be explained by the fact that TNF-a
and IL-1p are able to act on leukocytes and resident cells
inducing the expression of integrins and stimulating the
production of platelet-activating factor (PAF), LTB,4 and
chemokines, which are able to induce the neutrophil
recruitment [49]. Moreover, TNF-a and IL-1p also act on
endothelial cells stimulating the expression of selectin and
the up-regulation of ICAMs [3].

Besides cytokines, chemokines, mainly the CXC
branch, display a central role in mediating the signaling
cascade that recruits neutrophils to sites of inflamma-
tion. The chemokines bind to receptors on the surface of
these cells induces their chemotaxis and also induce the
release of other chemotactic mediators, such as LTB4
[50-52]. In fact, it has been demonstrated that the
blockade of this G protein-coupled receptor or of its
ligands, chemokines are associated with inhibition of
neutrophil migration in models of infection and acute or
chronic inflammatory diseases in mice [51,53,54]. We
observed that the pretreatment of the animals with LSL
inhibits the cytokines (IL-13 and TNF-a) and chemo-
kines (CXCL1 and CCL3) release stimulated by
carrageenan. These findings explain the decreased
neutrophil migration and the leukocyte rolling and
adhesion induced by carrageenan. The fact that LSL
does not have significant effect on neutrophil chemo-
taxis in vitro, reinforcing this conclusion. However, we
could not discard that the reduction in the rolling and
adhesion are also consequence of the interference of
LSL on the interaction of leukocytes to endothelium. In
fact, several lectin reduce these interaction of leukocytes
in vitro and in vivo experiments [55,56]. So, the
development of therapies using LSL as prototypes to
inhibit neutrophil migration could be an important aim
to management inflammatory diseases.

Besides its inhibitory effect upon neutrophil migration,
LSL also present an additional analgesic action observed
after inflammatory stimuli induced by carrageenan and in
OVA-induced immune inflammation in mice. The
importance of this effect resides in the fact that pain is a
classical sign of inflammation, and certainly, one of the
main reasons that leads the patients look for treatments. It
was observed that LSL inhibits carrageenan and OVA-

mediated inflammatory hypernociception but not affect
hypernociceptive effect of prostaglandins and sympathet-
ic amines, which are mediators that act directing in the
nociceptive neurons inducing hypernociception
[6,39,57]. 1t is well-defined that a sequential cascade of
cytokines/chemokines precedes the release of the media-
tors that act directing in the nociceptive receptors inducing
their sensitization [6,15,16,39,57,58]. The noxious stim-
uli induce the release of TNF-«, which in turn stimulates
interleukin 6 (IL-6), interleukin 13 (IL-1p) and chemo-
kines formation (CINC-1 in rats or KC in mice).
Subsequently, IL-1p stimulates prostaglandin production
[6,39], whereas chemokines induces the release of
sympathomimetic amines from sympathetic nerve fibers
[6,57]. The fact that the pretreatment with LSL fails to
inhibit PGE,-induced hypernociception corroborates with
the idea of a preventive effect of this drug upon cytokine/
chemokine production. Reinforcing, this conclusion, LSL
pre-treated did not reduce the nociceptive response
induced by i.pl. injected formalin in mice. Different
from that of carrageenan, diluted formaldehyde causes a
biphasic characteristic response, initiated by direct
stimulation of nociceptors, leading to activation of C
fibers [59]. This phase is followed by an inflammatory
phase, in which the mainly mediators are histamine,
bradykinin and sympathomimetic amines [60—64].

However, we cannot discard that the inhibition of
neutrophil migration by LSL also account for its analgesic
action of this lectin. In fact, there are evidences that the
inhibition of neutrophil migration into joint of patients
precedes clinical signs of inflammation, including pain
[2]. Moreover, experimental studies demonstrated that
inhibition of the neutrophil migration reduces the
hypernociception induced by different inflammatory
stimuli [6,17,65,66]. There is evidence that LSL also
reduces the inflammatory oedema formation [23]. We did
not investigated if the inhibitory effects of LSL upon
neutrophil migration and hypernociception are conse-
quence of the inhibition of the oedema. However, there
are evidences that these events could happen indepen-
dently. In fact, the cytokines TNF-a, IL-13 or IL-8 at
doses which induced hypernociception and neutrophil
migration did not induce oedema formation. Moreover,
thalidomide and pentoxifylline, drugs that inhibit cyto-
kine production, at doses that reduce neutrophil migration
and hypernociception do not affect the oedema formation
[58,67,68].

In conclusion, we demonstrated that the antinocicep-
tive and anti-neutrophil migration effects of L. sericeus
lectin are associated with the inhibition of the production
of cytokines and chemokines and consequently neutrophil
migration. In this context, it is important to strengthen the
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therapeutic potential of drugs that target leukocyte
migration to inflammatory focus as well as the inflam-
matory pain to control either acute or chronic inflamma-
tory diseases. Thus, the results point out requirements for
investigations on the possible use of L. sericeus lectin as a
prototype for development of new drugs to treatment of
inflammatory diseases.
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