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RESUMO

Atividades antinociceptiva e antiinflamatéria da lectina da alga marinha verde Caulerpa
cupressoides (Vahl) C. Agardh var. lycopodium em animais. Edfranck S. O. Vanderlei.
Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de Pdés Graduagdo em Bioquimica.
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular. Universidade Federal do Ceara. Data da
defesa: 19 de novembro de 2008. Prof* Orientadora: Dr* Norma M. Barros Benevides.

A busca de novos compostos alternativos no controle da dor ¢ da inflamagdo, com minimos
efeitos colaterais, tem despertado o interesse pelas algas marinhas. O objetivo desse trabalho
foi investigar o potencial antinociceptivo e antiinflamatoério da lectina da alga marinha verde
Caulerpa cupressoides (Vahl) C. Agardh var. lycopodium (LCc) em animais. A LCc,
apresentando atividade hemaglutinante contra eritrécitos tripsinizados de coelho, foi obtida a
partir da aplicacdo do extrato protéico total em procedimentos cromatograficos de troca-idnica
em coluna de DEAE-celulose e de afinidade em coluna de Sephadex G-100. A seguir, foi
utilizada nos ensaios de nocicepcdo e inflamagdo, usando camundongos Swiss e ratos Wistar,
respectivamente. A LCc foi administrada 30 min antes de cada estimulo nocigénico, ou seja,
antes da inje¢do i.p. de 4cido acético a 0,8% (10 pl/ml), da inje¢do intraplantar da formalina a
1% (20 pl/pata) ou do teste da Placa Quente (51£1 °C), e seu efeito comparado a dos animais
ndo tratados (Salina) ou pré-tratados s.c. com Indometacina ou Morfina, ambas a 5 mg/kg.
Observou-se que a LCc (3, 9 e 27 mg/kg; i.v.) reduziu significantemente o nimero de
contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético em 37,2%; 53,5% e 86,0%,
respectivamente. LCc (27 mg/kg) também reduziu (p<0,05) a fase 1 (neurogénica) e a fase 2
(inflamatdria) induzidas pela formalina, em 45,3% e 86,3%, respectivamente. A LCc (27
mg/kg), entretanto, ndo foi capaz de reduzir a nocicep¢do avaliada no teste da Placa Quente,
quando comparada & morfina. Para confirmar a atividade da LCc, verificou-se que os efeitos
antinociceptivos foram abolidos quando a LCc foi pré-incubada com a glicoproteina mucina (2
mg/ml), inibidora de sua atividade hemaglutinante. Sugere-se, portanto, que a atividade
antinociceptiva observada foi, de fato, devido a LCc e que essa atividade ocorra predominante
via inibi¢do de mecanismos periféricos. Em seguida, realizou-se o ensaio da migra¢do de
leucdcitos na cavidade peritoneal induzida por Carragenina (Cg-tipo A; 700 pg/cavidade), onde
se observou que a administracdo da LCc (9 mg/kg; i.v.) 30 min antes da Cg, reduziu
significativamente a contagem do numero de neutrdfilos em 65,9%. Finalmente, a LCc (9
mg/kg), foi administrada em camundongos machos Swiss diariamente por 7 dias ¢ no 8° dia
amostras sanguineas foram coletadas para dosagens séricas de uréia e transaminases (TGO e
TGP), e remocao de 6rgdos para avaliagdo da relagdo peso o6rgao/peso corporal. Observou-se
que a LCc ndo causou alteragdes hepaticas ou renais, visto que ndo determinou alteracdes, de
forma significante, nas atividades das transaminases TGO (Salina=29,44+3,193;
LCc=36,00+21,98 U/l) e TGP (Salina=13,5943,373; LCc=17,64+2,676 U/l), nem dos niveis de
uréia (Salina=224,3+10,84; LCc=270,0£24,00 U/l), além de nao determinar variacao
significante do peso umido dos respectivos oOrgdos: figado (Salina=5,23+0,195;
LCc=6,02+0,100), rim (Salina=0,840+0,015; LCc=0,851+0,065) e coracao
(Salina=0,568+0,055; LCc=0,639+ 0,039). Em resumo, conclui-se que a LCc possui
propriedades antinociceptiva e antiinflamatéria periférica, podendo ser uma ferramenta
importante e candidata a novos estudos complementares.

Palavras-chave: Alga marinha, lectina, Caulerpa cupressoides, antinocicepgao, migragao.
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ABSTRACT

Antinociceptive and anti-inflammatory activities of the lectin from the green marine alga
Caulerpa cupressoides (Vahl) C. Agardh var lycopodium (CcL) in animals. Edfranck S. O.
Vanderlei. Dissertation of Master presented to the Graduate Program in Biochemistry.
Departament of Biochemistry and Molecular Biology. Federal University of Ceard. Defense
date: November 19" 2008. Prof* Orientator: Dr* Norma M. Barros Benevides.

The search of new alternative compounds in the control of the pain and inflammation, with
minima collateral effects, it has been aroused from marine algae. The aim of this work was to
investigate the potential antinociceptive and anti-inflammatory of the lectin from the green
marine alga Caulerpa cupressoides (Vahl) C. Agardh var lycopodium (CcL) in animals. The
CcL, presenting haemagglutinating activity against trypsin-treated erythrocytes from rabbit,
was purified by application of crude extract on ion exchange chromatography on DEAE-
cellulose followed by affinity chromatography on Sephadex G-100 column. To proceed, it was
used in the nociception and inflammation assays, using male Swiss mice and male Wistar rats,
respectively. CcL was administered 30 min before each nocigenic challenge, that is, before the
injection 1.p of acetic acid 0.8% (10 pl/ml), of the intraplantar injection of 1% formalin (20
uL/paw) or of the Hot Plate test (51£1 °C), and compared to non treated animals or to pre-
treated by Indomethacin or Morphine, both at 5 mg/kg; s.c. It was observed that the LCc (3, 9
or 27 mg/kg) reduced significantly the number of writhes induced by acetic acid 37.2%; 53.5%
e 86.0%, respectively. CcL (27 mg/kg) also reduced (p<0.05) the 1* phase (neurogenic) and
the 2™ phase (inflammatory) observed after administration of the formalin (45.3% and 86.3%,
respectively). However, the CcL (27 mg/kg) was not capable to reduce the nociception
evaluated by Hot Plate test, compared to morphine. The antinociceptive effects were abolished
when the CcL was pre-incubated with mucin (2 mg/ml), inhibitory glycoprotein of its
haemagglutinating activity. Therefore, it is suggested that the antinociceptive activity of the
CcL can be predominant by inhibition of peripheric mechanisms. After this, was realized the
assays of neutrophil migration for peritoneal cavity by Carrageenan (Cg-type A; 700 pg/cavity
or paw), where was observed that the administration of the CcL (9 mg/kg) 30 min before Cg
reduced the neutrophil counts significantly by 65.9%. Finally, the CcL (9 mg/kg) was
administered daily in male mice for 7 days and in the 8", blood samples were collected for and
transaminases (TGO and TGP) dosages, and organs remotion to evaluate the of the organ
weight /body weight relation. It was observed that CcL not caused hepatic or renal alterations,
because it was not determined significant changes in the activities of TGO
(Saline=29,4443,193;  CcL=36,00+21,98 U/l) and TGP  (Saline=13,59+3,373;
CcL=17,64+2,676 U/l) and urea levels (Saline=224,3+10,84; CcL=270,0+24,00 U/l). In
addition, it was not determined significant variation on the wet weight of the organs: liver
(Saline=5,23+0,195; CcL=6,02+0,100), kidney (Saline=0,84040,015; CcL=0,851+0,065) and
heart (Saline=0,568+0,055; CcL=0,639+ 0,039). In summary, we conclude that the CcL has
peripheral antinociceptive and anti-inflammatory properties and may be an important tool and
candidate for new complementary studies.

Key words: marine alga, lectin, Caulerpa cupressoides, antinociception, migration.
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INTRODUCAO

1.1 Algas Marinhas

As algas representam um grupo diversificado de organismos fotossintetizantes, as
quais podem ser encontradas nos mais diversos ambientes aquaticos e terrestres umidos,
podendo assumir estilos de vida na forma de seres planctonicos (células tUnicas e
microscopicas) e bentonicos (tecidos especializados). Elas utilizam diversas estratégias de
perpetuacdo de espécies e de sintese de intimeras classes de compostos bioativos, os quais
estdo normalmente envolvidos nos processos metabdlitos (primario e secundario),
responsdveis pelas mais diversas fungdes biologicas comuns a todo ser vivo ou particular de
grupos taxondmicos especificos (SZE, 1997).

As algas sdo talofitas (plantas sem raizes, caules e folhas) apresentando a clorofila “a”
como pigmento fotossintético principal (LEE, 1997). A distribuicdo das algas esta relacionada
com a temperatura e salinidade da agua, disponibilidade de luz solar, correntes dos oceanos e
das condigoes fisicas e quimicas afins (RAVEN, EVERT, EICHHOM, 1996).

As algas marinhas vém sendo denominadas, segundo a botanica, de acordo com sua
estrutura fisica, funcao e ciclo reprodutivo em: Chlorophyta (algas verdes); Phaeophyta (algas
pardas) e Rhodophyta (algas vermelhas) (RAVEN, EVERT, EICHHOM, 1996). Tal
classificagdo teve como base a grande variacdo dentre as suas caracteristicas, tais como
pigmentos envolvidos na captagdo de luz para a fotossintese (conhecidos como pigmentos
acessorios), polissacarideos de reserva, organizagdo celular, filogenia molecular, ciclo de vida,
morfologia e ecologia (SZE, 1997; RAVEN, EVERT, EICHHOM, 2001).

A divisao Chlorophyta, em especial, representa o grupo mais diversificado dentre
todas as algas (morfologia e ciclo de vida), compreendendo aproximadamente 17.000 espécies
e sendo amplamente distribuida em diversos ambientes costeiros do mundo. A denominagdo
de algas verdes se deve ao fato a maior intensidade da clorofila em relacdo aos outros
pigmentos, apresentado talos com constituicdo menos complexa que as algas das divisdes
Rhodophyta e Phaecophyta. Essas caracteristicas também as levaram a serem comparadas as
plantas superiores, tendo-se como bases comparativas a constitui¢ao bioquimica (pigmentos,
produtos de reserva e composi¢do das paredes celulares) e caracteristicas morfoldgicas das
células. Apesar de a maioria ser aqudtica, elas também podem ser encontradas em outros
ambientes (neve, tronco de arvores, solos etc), suportando sobreviver em condigdes adversas

em ambientes sujeitos a variacdes extremas de salinidade (como baias, estuarios e pogas
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situadas em costdes rochosos), sendo particularmente relacionadas com ambientes eutroficos,
tais como os géneros Ulva e Enteromorpha (RAVEN, EVERT, EICHHOM, 2001).

Os exemplares da ordem Caulerpales, também citadas como Siphonales ou Codiales,
sdo essencialmente marinhos e de &guas tropicais apresentando organizagdo filamentosa
cenocitica, assumindo um formato de uma célula gigante devido a presenga de numerosos
filamentos de material de parede celular denominados de trabécula, e constituidos geralmente,
de um talo rastejante de formato macroscopico fixado ao substrato através de uma por¢ao
rizomatosa que se expande ao longo do substrato, fixando-se através de estruturas
denominadas rizoides, estes se apresentando na forma simples ou em tufos (JOLY, 1965;
SZE, 1997). Ao longo de toda a sua porcao rizomatosa sdao encontrados ramos eretos
(também chamados de assimiladores) que, por sua vez, sdo ramificados dependendo da
morfologia de cada espécie e cenociticos em todas as por¢des (SZE, 1997).

Caulerpa é um género de algas verdes, da familia Caulerpaceae, morfologicamente
incomum por ser caracterizado como uma unica cé€lula contendo varios nucleos. A parede
celular dos representantes deste género ¢ destituida de celulose e apresenta polimeros de
xilano e manana ligados através de ligagdes B-1,3 e B-1,4, respectivamente (LEE, 1997). As
espécies C. cupressoides, C. mexicana, C. prolifera, C. racemosa e C. sertularioides sdo as
mais comuns no litoral brasileiro (JOLY, 1965), formando extensos tapetes verdes na zona

entre marés (SZE, 1997).

1.2. Lectinas

As lectinas sdo proteinas ubiquas, com ampla distribuicdo na natureza, ja foram
encontradas em bactérias, fungos, algas, vegetais superiores, vertebrados, invertebrados e
virus, que se caracterizam por ligar-se de forma reversivel a carboidratos especificos. Os
animais produzem uma variedade de lectinas, muitas delas classificadas em familias,
dependendo da similaridade da seqiiéncia e da especificidade ao carboidrato (LIS & SHARON,
1998).

O termo “Lectinologia”, primeiramente referido por Potapov (1968) e ainda hoje
bastante aceito, vem a enfatizar a existéncia das lectinas como precursoras de uma nova e
promissora ferramenta biotecnoldgica de vasto potencial e aplicabilidade.

Consideradas como sendo uma classe especial de proteinas bioativas que possuem uma
atividade ligante a carboidratos, as lectinas, também conhecidas como aglutininas ou

hemaglutininas (VAN DAMME et al., 1998), sdo atualmente tidas como possiveis ferramentas
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de elucidacao da informagdo biologica contida nos agticares, tendo em vista seu importante
papel no reconhecimento celular (NEVES, 1999).

As lectinas formam um grupo heterogéneo de proteinas que apresentam grande
variedade em tamanho, estrutura e organizacdo molecular, que possuem, em comum, a
capacidade de reconhecer e interagir com sitios contendo glicoconjugados. Devido a essa
capacidade de interacdo a carboidratos, as lectinas podem se ligar a certos componentes da
membrana das células sanguineas, ocasionando aglutinagdo, que constitui no principal atributo
para sua detecg¢do, purificacdo e caracterizagao (LIS, SHARON, 1998).

As lectinas, quanto a sua estrutura, estao divididas em 4 tipos:

Merolectinas: Sao lectinas que possuem um unico dominio ligante a carboidrato,
portanto ndo aglutinam hemadcias.

Hololectinas: Possuem dois ou mais dominios ligantes a carboidrato; a maior parte das
lectinas pertence a esse grupo, pois se comportam como hemaglutininas.

Quimerolectinas: Caracterizam-se por uma fusdo de proteinas que possuem pelo menos
um dominio ligante a carboidrato e outro dominio com atividade catalitica.

Superlectinas: Sdo lectinas que possuem 2 ou mais dominios ligantes a carboidratos,

sendo que esses dominios tém especificidade para agucares diferentes.

1.2.1. Lectinas de Algas Marinhas

O primeiro relato de lectinas em algas marinhas foi descrito por W. Boyd, Almodovar e
L. Boyd, em 1966, os quais, através de “screening” de detec¢do de lectinas em algas,
demonstraram que essas lectinas sdo capazes de aglutinar eritrécitos em humanos. Desde
entdo, lectinas vém sendo frequentemente encontradas em algas marinhas, sendo as algas
vermelhas (Rhodophyceae) as mais estudadas, seguidas pelas algas verdes (Chlorophyceae) e
pardas (Phaeophyceae).

Algas marinhas de 27 espécies coletadas na costa nordestina foram testadas em ensaios
de deteccdo de atividade hemaglutinante contra eritrocitos de animais e humanos tratados com
tripsina, bromelaina, papaina e subtilisina. Os resultados apontaram para dados positivos de
hemaglutinagdo em 12 espécies, entre algas verdes, vermelhas e pardas, sendo cada uma delas
capaz de aglutinar pelo menos um dos tipos de eritrocitos enzimaticamente tratados e testados
(AINOUZ et al., 1992). Dentre os eritrocitos testados, aqueles obtidos de coelho foram mais
sensiveis a hemaglutinagdo, acompanhados dos demais eritrécitos tratados enzimaticamente

com papaina. Duas espécies de algas vermelhas (Acanthophora spicifera e Enantiocladia



18

duperreyi) e uma de alga verde (Ulva fasciata) exibiram atividade hemaglutinante frente a
eritrocitos do grupo O de humano, enquanto que algas verdes das espécies Codium
isthmocladium e Caulerpa sertularioides foram especificas para eritrocitos humanos do grupo
B. Trés espécies de algas dentre as demais testadas, entre elas a alga vermelha Amansia
multifida e as algas pardas Spatoglossum schroederi e Padina gymnospors, apresentaram uma
especificidade ndo usual para eritrocitos dos grupos A e O de humano (AINOUZ et al., 1992).

Adicionalmente, lectinas em 30 espécies de algas marinhas do litoral do Nordeste
brasileiro, utilizando eritrécitos nativos e enzimaticamente tratados de coelho, galinha, carneiro
e humanos. A maioria dos extratos aglutinou pelo menos um dos eritrocitos testados.
Eritrécitos de carneiro e de coelho foram os mais satisfatérios para a detec¢ao da presenca de
lectinas (FREITAS et al., 1997).

Ao analisar os dados publicados sobre a presenga de lectinas em algas marinhas,
Sampaio (1997) constatou que apenas 700 espécies haviam sido examinadas e que, em 57%
delas observou-se a presenga de lectinas. Levando-se em consideragdo que na natureza existem
muitos milhares de espécies de algas, este nimero representa apenas uma pequena parcela da

contribui¢do das algas marinhas para os estudos de deteccao e isolamento de lectinas.

1.3. Isolamento e Purificacdo de Lectinas de Algas Marinhas

A primeira lectina isolada foi a da espécie Ptilota plumosa, por Rogers, Blunden e
Evans, em 1977. Os procedimentos de isolamento de lectinas de algas marinhas geralmente sao
iniciados a partir da extracdo de proteinas soliiveis do material bioldgico, com o uso de
solugdes salinas tamponantes. Apds a obtencdo desses extratos protéicos, tais proteinas
soliveis passam por uma série de etapas que podem se estender desde precipitagdes salinas das
mesmas, até emprego de variadas matrizes cromatograficas, sejam elas de filtragdo em gel,
troca i6nica ou afinidade.

As cromatografias de troca idnica tém se mostrado de grande utilidade no processo de
purificagdo de lectinas de algas, sendo utilizadas de forma isolada ou em combinag¢do com
outros procedimentos cromatograficos. Como por exemplo, a lectina da alga marinha vermelha
Ptilota serrata foi purificada pela combina¢do de processos cromatograficos de troca idnica
em gel de DEAE-Sephacel e exclusdo molecular em Bio Gel P-100 (ROGERS, HORI, 1993).

Atualmente, ha uma grande tendéncia no uso de cromatografias de afinidade para a
purificagdo de lectinas de algas marinhas, tendo em vista a maior praticidade por estas

dispensadas, principalmente no tocante a redugao do nimero de etapas de purificagdo e ao fato
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destas apresentarem uma maior confianga na pureza do material obtido. Sampaio et al. (1998)
utilizaram a galactose presente na goma de guar no processo de isolamento da lectina da alga
marinha vermelha Ptilota filicina. Oliveira et al. (2002) isolaram a lectina presente na alga
marinha vermelha Pterocladiella capilacea utilizando procedimento cromatografico de
afinidade em gel de goma de guar. Além dessas, Benevides et al. (1998a) usaram a-lactose e
Costa et al. (1999) utilizaram a manana de levedura em procedimentos cromatograficos de
afinidade para o isolamento de lectinas presentes nas algas marinhas vermelhas Enantiocladia
duperreyi e Amansia multifida, respectivamente.

Ainouz et al. (1995) purificaram as lectinas das algas marinhas vermelhas
Briothamnion seaforthii e B. triquetrum pela aplicagdo da fragdo protéica de ambas em colunas
cromatograficas de DEAE-celulose, enquanto que a lectina da alga marinha vermelha Solieria
filiformis foi purificada por cromatografia de troca ionica em gel de DEAE-celulose, seguida
de procedimento cromatografico de afinidade em coluna de Manana-Sepharose CL-4B
(BENEVIDES et al., 1996).

A lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides foi primeiramente purificada
por cromatografia de afinidade em gel de a-lactose-agarose, seguida de filtragdo em gel em
Bio Gel P-100 (BENEVIDES et al., 2001).

Em resumo, varias lectinas de algas tém sido purificadas e caracterizadas. No entanto,
seu numero ¢ considerado ainda bastante reduzido quando comparado a lectinas isoladas e
caracterizadas de plantas superiores, o que favorece maior espaco para estudo de novas

lectinas, inclusive por procedimentos diversos de purificacao.

1.4. Caracteristicas fisico-quimicas de Lectinas de Algas Marinhas

Lectinas de algas diferem das de vegetais superiores em varias propriedades. Em geral,
tém pequena massa molecular e ndo reconhecem agucares simples, sendo mais especificas para
oligossacarideos complexos, em especial, glicoproteinas. Além disso, muitas das lectinas de
algas marinhas ndo requerem cations divalentes para exercerem suas atividades bioldgicas
(ROGERS, HORI, 1993). Estas proteinas ocorrem principalmente na forma monomérica e tém
uma alta propor¢do de aminoacidos acidos, com ponto isoelétrico entre 4 e 6 (HORI,
MIKAZAWA, ITO, 1990).

As lectinas das algas verdes Codium adherens, C. effusum, C. capitatum ¢ C.

platylobium, foram purificadas por Rogers et al. (1994) ¢ os dados obtidos por eletroforese em
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PAGE-SDS revelaram que todas as quatro lectinas apresentavam massas aparentes entre 11 e
13 kDa e ndo dependiam de cations divalentes para exercerem suas atividades biologicas.

As lectinas das algas marinhas vermelhas B.seaforthii ¢ B.triquetrum, isoladas por
Ainouz et al. (1995), mostraram-se ndo dependentes de cations divalentes ¢ ndo foram inibidas
por agucares simples. Estas lectinas apresentaram uma simples banda com mobilidade
semelhante por PAGE-SDS e massas moleculares estimadas por filtracdo em gel de 4,5 kDa e
3,5 kDa para B. seaforthii e B.triquetrum, respectivamente.

Benevides et al. (1996) isolaram uma lectina monomérica da alga Solieria filiformis,
com 1,5% de sua composi¢cao em agucar. Esta lectina foi inibida pelas glicoproteinas manana
de levedura, avidina, “egg white” e ovalbumina e quando analisada por cromatografia de
filtracdo em gel de Superose 12-R (FPLC) revelou uma massa de 21,9 kDa, enquanto por
PAGE-SDS, apresentou uma massa molecular estimada em 29 kDa.

Costa et al. (1999) estudando a alga marinha vermelha Amansia multifida, observaram
que a lectina presente nesta alga continha 2,9% em agucar neutro e era inibida pelas
glicoproteinas avidina, fetuina, “egg white” e levedura de manana. A massa molecular dessa
proteina foi estimada em 26,9 kDa por filtracdo em gel e em 24,5 por PAGE-SDS. A
focalizagdo isoelétrica detectou a presenga de cinco isolectinas com pl 4cido variando entre 5,4
e 6,2. A analise de aminoacidos mostrou ser esta lectina rica em prolina, glicina e acido
aspartico e pobre em histidina e fenilalanina.

A lectina purificada da C.cupressoides foi inibida por outros derivados da galactose,
por dissacarideos (a-lactose) e fortemente inibida por mucina de estdmago de porco. Sua
massa molecular, determinada por filtracdo em gel, foi de 44,7 kDa, enquanto por PAGE-SDS
na presenca de B-mercaptoetanol apresentou massa molecular aparente de aproximadamente
23,2 kDa. Apresentou uma predominancia de glicina, dos aminoacidos acidicos glutamico e

aspartico e do aminoacido hidroxilado serina em sua composi¢do (BENEVIDES et al., 2001).

1.5. Atividades Bioldgicas de Lectinas de Algas Marinhas

Estudo envolvendo lectinas de algas marinhas t€ém tido um substancial progresso ao
longo dos ultimos 15 anos e padrdes e caracteristicas comegam a aparecer. A maioria das
lectinas de algas marinhas apresenta baixas massas moleculares quando comparadas as
derivadas de plantas terrestres, e essa caracteristica pode tornar tais proteinas moléculas mais

apropriadas para o uso em ensaios biologicos. (ROGERS, HORI, 1993).



21

E sabido que as caracteristicas de reconhecimento de estruturas de agucares e
glicoconjugados dessas proteinas fazem delas importantes ferramentas para o reconhecimento
e isolamento desses tipos moleculares, sejam eles dissolvidos em solugdes ou presentes em
membranas bioldgicas.

A lectina isolada da alga vermelha Solieria filiformis reduziu significativamente a
densidade de células de bactérias gram-negativas. A estimulagdo do crescimento de B. cereus
nao foi observada quando a lectina era previamente incubada com manana. Foram os primeiros
dados sobre a inibi¢do e estimulagdo de células de bactérias patogénicas por lectinas de algas
marinhas (HOLANDA et al., 2005).

A avaliagdo do potencial inseticida do extrato total e lectina da alga Gracilaria ornata
mostrou que a emergéncia das larvas de Callosobruchus maculatus foi inibida pelas duas
fragdes, sugerindo um potencial biotecnoldgico para utilizagdo da lectina toxica obtida a partir
dessa alga (LEITE et al., 2005).

A atividade antiviral foi mostrada por Ziotkowska & Wlodawer (2006), na qual uma
lectina provinda da alga vermelha Griffithsia sp. apresenta multiplos agticares conjugados em
seus sitios de ligagdo. Esses agucares sdao responsaveis pela ligacdo a moléculas de
carboidratos complexas presentes nos envelopes virais.

Estudos preliminares tém revelado que lectinas de algas marinhas da costa cearense
apresentam atividade antinociceptiva em varios modelos experimentais de nocicepcao
(VIEIRA et al., 1999; ANDRADE, 1999).

Extratos protéicos totais de 10 algas marinhas (Cladophora vagabunda, Bryothamnion
seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Gracilaria caudata, Meristiella echinocarpa, Hypnea
musciformis, Amansia multifida, Digenea simplex, Caulerpa cupressoides e Solieria filiformis)
apresentaram efeito nociceptivo periférico demonstrado pelo teste das contor¢des abdominais
induzidos por acido acético em camundongos. Os extratos concentrados mais ativos, aplicados
na concentracdo de 10 mg de proteina/kg por via intraperitoneal, foram os das algas vermelhas
Gracilaria caudata e Meristiella echinocarpa (ANDRADE, 1999).

Por outro lado, as fragdes analisadas por Andrade (1999), nenhuma foi eficaz na
reducdo do edema de pata induzido pela formalina em camundongos, mas um efeito
antiedematogénico significativo foi observado no modelo inflamatorio de edema de pata
induzido por carragenina em camundongos.

Viana et al. (2002) realizaram testes analgésicos com as fragdes obtidas por
precipitagdo por sulfato de amonio 0/60 e a lectina purificada das algas Bryothamnion

triquetrum (BT) e Bryothamnion seaforthii (BS) mostrando que eclas possuiam efeito
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nociceptivo periférico (teste da formalina e o teste de contor¢gdes abdominais) e central (teste
da placa quente). Todos os efeitos foram revertidos por naloxona, um antagonista da morfina,
sugerindo a participagdo do sistema opidide na atividade antinociceptiva observada. A fracdo F
(0/60) da alga B. seaforthii sofreu tratamento térmico, enzimatico € quimico, ocasionando uma
perda em torno de 98% da atividade hemaglutinante, permanecendo a atividade analgésica no
teste das contor¢des abdominais inalterada, como também, apresentou uma agao inibitoria,
significativa, sobre a agregacao plaquetéria induzida pelos agonistas ADP e adrenalina.

A lectina de Amansia multifida apresentou atividade antinociceptiva, com agao
periférica, central e antiedematogénica. A avaliagdo do envolvimento da glicoproteina avidina
nao foi capaz de inibir o efeito antinociceptivo, enquanto a D-manose inibiu esse efeito
(NEVES, 2005).

Mais recentemente, alguns estudos usando lectinas de algas marinhas também
demonstraram atividade analgésica e antiinflamatoria (NEVES et al., 2007; BITENCOURT et
al., 2008).

Estudos recentes em pesquisa t€ém mostrado que as algas sdo organismos promissores
em compostos bioativos. Dentre as diferentes classes de compostos com notaveis atividades
bioldgicas, as lectinas de algas surgem como uma classe importante de produtos naturais

(CARDOZO et al., 2007)

1.6. Nocicepcao e Inflamacgao

1.6.1. Dor e Nocicepgao

A dor ¢ definida, segundo a Associacdo Internacional de Estudos sobre Dor (IASP,
2004), como uma sensacao desagradavel de intensidade variavel, que varia de leve a intensa.
Esse processo se caracteriza por uma reagio organica e emocional. E importante lembrar que
a dor ¢ sempre subjetiva, pois ¢ produzida por alguns receptores especializados presentes em
nosso corpo, traduzidos em uma resposta emocional a esse estimulo.

Nocicep¢ao, contudo, compreende o mecanismo pelo qual estimulos periféricos
nocivos sdo transmitidos ao sistema nervoso central. E uma resposta direta a um evento
indesejavel associado a lesdo tecidual e difere de dor simplesmente por ndo apresentar o
componente afetivo. O termo nocicepgdo ¢ utilizado com melhor precisdo em testes com
animais, uma vez que ¢ muito dificil elaborar testes que megam o componente afetivo (RANG

etal., 2007).
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A lesao tecidual é a causa imediata da dor e resulta em liberacao local de uma
variedade de substancias quimicas que atuam sobre as terminagdes nervosas, seja ativando-as
diretamente ou potencializando sua sensibilidade a outras formas de estimulacao.

Os nervos periféricos t€ém terminagdes sensoriais nos tecidos periféricos do corpo e sdo
ativados por estimulos de varios tipos (mecanicos, térmicos e quimicos). A dor pode ser
induzida num receptor de trés formas especificas:

1) Mecanica - Ocorre um estimulo mecanico capaz de excitar um mecanorreceptor de
dor (receptor estimulado por meios fisicos, tais como, impacto, friccdo, tracionamento,
rompimento). Ex: Corte, pancada, perfuragdo, abrasao, pressao.

2) Térmica - Ocorre um estimulo térmico que € capaz de excitar um termorreceptor de
dor (receptor sensivel ao calor ou ao frio). Ex: Queimaduras até segundo grau. Obs: no caso
das queimaduras pode ocorrer quimiocep¢do por extravasamento de fluidos celulares que

mediam a dor.

3) Quimica - Ocorre estimulo mediado por mecanismo quimico em um quimioceptor
(receptor sensivel a alteragdes quimicas do meio ou a ligagdo de um mediador quimico ou
neurotransmissor). Ex: Na inflamacdo (seja ela aguda ou cronica) ocorre destrui¢do de
algumas células ou mesmo libera¢do (sem morte) de algumas substancias que sdo capazes de
estimular algumas terminagdes nervosas (Ex: prostaglandinas) ou hipersensibiliza-las a outro

estimulo.

Um excesso de estimulos mecanicos ou térmicos obviamente pode causar dor aguda,
mas a persisténcia de tal dor depois de removido o estimulo ou a dor decorrente de alteragdes
inflamatorias ou isquémicas nos tecidos, em geral refletem alteracdo do ambiente quimico dos

aferentes de dor (RANG et al., 2007).

Os nociceptores polimodais correspondem ao principal tipo de neurénio sensitivo
periférico que responde a estimulos nocivos. A maioria ¢ composta de fibras C ndo
mielinizadas cujas terminagdes respondem a estimulos térmicos, mecanicos € quimicos.
Virios metabolitos e substancias sdo liberados de células lesadas ou isquémicas ou de tecidos
inflamados, incluindo ATP, protons (produzidos por acido lactico), 5-hidroxitriptamina (5-
HT), histamina e K', muitos dos quais afetam as rea¢des nociceptivas. O pH baixo excita os
neurdnios aferentes nociceptivos em parte por abertura de canais de cations ativados por

protons e em parte por facilitagdo do receptor vaniloide TRPV1 (RANG et al., 2007).
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1.6.2. Inflamacao

A inflamacdo ¢ uma reacdo do organismo frente a uma infec¢do ou lesdo dos tecidos,
através da liberacdo de mediadores quimicos. A dor inflamatdria, portanto, corresponde a
liberagdo de mediadores quimicos por células ndo neuronais no local de injuria.

O processo inflamatdério ocorre em dois momentos, sendo o primeiro desencadeado
logo apo6s a infec¢do (inflamagdo aguda), de curta duragdo, podendo variar de algumas horas
até poucos dias entre o inicio, o desenvolvimento e o término. Essa fase ¢ caracterizada por
apresentar infiltrado predominantemente neutrofilico no sitio da inflamagao, extravasamento
de material protéico e plasma, aumento da permeabilidade vascular e eventos sist€émicos tais
como aumento da temperatura, dor e elevacdo do conteudo plasmdtico de varias proteinas
(BAUHMANN, GAUDIE, 1994).

O segundo momento depende ou ndo da resolucdo do processo na fase aguda
(inflamagdo cronica), caracterizado pela presenca de macréfagos e linfocitos, além de
angiogénese e proliferacdo de tecido conjuntivo. A inflamacdo cronica ¢ considerada um
processo prolongado que pode ter semanas ou até anos de duragdo (BAUHMANN, GAUDIE,
1994).

A inflamagdo age no sentido de remover ou inibir o agente causador, desencadeando
uma série de eventos que promovem o retorno do organismo a condi¢do normal, incluindo a
reconstru¢ao do tecido lesado (ROBBINS, COTRAN, KUMAR, 1994). Ao ocorrer uma lesao
tecidual ocasionada por bactérias, traumatismo, substancias quimicas, calor ou qualquer outro
fendmeno, os tecidos lesados liberam multiplas substancias que provocam alteracdes nos
tecidos. Esta por sua vez, pode resultar em danos teciduais e at¢é mesmo decomposi¢cdo
fisiologica, disfuncdo e morte dos oOrgdos, estando dividida em duas categorias principais:
aguda e cronica, diferindo na duracdo e no aspecto patolégico (GUYTON, HALL, 2002).

A inflamacdo pode ser caracterizada por: vasodilatagdo dos vasos sangiiineos locais,
aumento da permeabilidade dos capilares locais, coagulacdo dos liquidos nos espagos
intersticiais, migracdo de inimeros granuldcitos e monoécitos para o tecido e edema das
células. A reacdo inflamatoria 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 ativacdo de células e na liberacdo de diversos mediadores responsaveis pela

resposta inflamatoria (NATHAN, 2002).
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Assim, dos inumeros produtos teciduais que causam essas reagdes incluem histamina,
bradicinina, serotonina, prostaglandinas, produtos de rea¢do do sistema da coagulacao
sangiiinea e multiplas substincias denominadas linfocinas, que sdo liberadas pelos linfocitos
T sensibilizados (WAGNER, ROTH, 2000).

Essas respostas de defesa sdo iniciadas e reguladas por uma variedade de diferentes
mediadores liberados por diferentes tipos de células e a compreensdao dos efeitos, dos
mecanismos de agdo e dos usos clinicos dos fAirmacos que afetam as respostas inflamatdrias e
imunolédgicas depende de uma avaliagdo do modo pelo qual estas células e seus mediadores

interagem (RANG et al, 2007).

A) Células envolvidas na Inflamagao

Dentre as células envolvidas na inflamagdo, algumas estdo presentes nos tecidos como
as c¢lulas endoteliais vasculares, mastdcitos e macrofagos, enquanto plaquetas e leucdcitos tém
acesso a area de inflamacao a partir do sangue.

Os leucocitos sdo corpusculos incolores implicados nas defesas celulares e
imunocelulares do organismo (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004). Sao células ativamente
moveis que podem ser divididas em duas classes: células polimorfonucleares (neutrofilos,
eosinodfilos e basoéfilos) e mononucleares (monodcitos e linfocitos) (BEVILACQUA et al.,
1994).

Quando os tecidos sdo invadidos por microorganismos, os leucdcitos sdo atraidos por
quimiotaxia, isto ¢, substancias originadas dos tecidos, do plasma sanguineo e dos
microorganismos provocam nos leucocitos uma resposta migratoria, dirigindo-se estas células
para os locais onde existe maior concentracdo dos agentes quimiotaticos (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

Os neutroéfilos t€ém nucleos formados por 2 a 5 16bulos (mais freqiientemente 3 16bulos)
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004) e constituem na primeira linha de defesa celular contra a
invasdo de microorganismos, ja que sdo os primeiros leucdcitos a alcancarem a area de
inflamagao, sendo fagocitos ativos de particulas de pequenas dimensdes. (RANG et al., 2007).

Sao os leucocitos predominantes na circulagdo, mas possuem vida curta, sendo
produzidos na medula 6ssea e considerados os principais elementos celulares em muitas
formas de inflamagdo aguda principalmente durante o estagio inicial da resposta inflamatdria e
suas fungdes sdo: manutencdo da defesa normal do hospedeiro contra microorganismos

invasores, remover restos teciduais e agir nos meios extra e intracelular para matar e degradar
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microorganismos através de enzimas digestivas presentes nos seus granulos citoplasmaticos
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Possuem atividade microbicida e fagocitaria nos locais de inflamagdo, pois funcionam
como descarregadores do contetido dos granulos citoplasmaticos nos vacuolos fagocitarios,
além de reconhecer, aderir e englobar particulas (fagocitose) (HAMPTON, KETTLE,
WINTERBOURN, 1998).

Durante a fagocitose ha um aumento brusco e acentuado no consumo de oxigénio,
havendo producdo de peroxido de hidrogénio e anion superdxido pelos neutrofilos, que
provavelmente sdo responsaveis pela morte de bactérias fagocitadas (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

No processo inflamatorio, ocorre primeiramente rolagem dos neutrofilos ao longo do
endotélio ativado, eles entdo aderem e finalmente migram para fora do vaso sanguineo em
direcdo ao espago extravascular (RANG et al., 2007).

Os eosinodfilos em geral sio bem menos numerosos que os neutrdfilos, apresentam
nucleo geralmente bilobulado. Sua principal caracteristica ¢ a presenca de granulagdes ovoides
que se coram pela eosina (granulagdes acidofilas). Encontrados nos tecidos doentes, os
eosindfilos predominam em duas formas de inflamacdo: alergia e infecgdes parasitarias.
Presume-se que suas principais fungdes sejam de fagocitar e destruir determinados complexos
de antigenos com anticorpos e limitar e circunscrever o processo inflamatorio (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

Os basofilos por sua vez, tém um nucleo volumoso, com forma retorcida e irregular,
geralmente com aspecto da letra “S”. Estdo localizados imediatamente na parte externa de
muitos dos capilares do organismo e diferentemente dos demais granuldcitos, ndo sdo
encontrados no tecido conjuntivo e sdo as menores células granulociticas, possuindo um nucleo
volumoso, bilobado ou multilobado, cromatina nuclear perifericamente condensada em
granulos citoplasmaticos menores do que os outros granuldcitos. Constituem menos de 1%
dos leucocitos do sangue, sendo dificeis de ser encontrados nos esfregacos de sangue,
apresentando a fun¢do de secretar mediadores inflamatérios que aumentam a permeabilidade
vascular e fatores quimiotaticos que recrutam outras células inflamatérias (RANG et al., 2007).

Os linfocitos t€ém nucleo esférico e citoplasma escasso, que aparece como anel delgado
em volta do nucleo. Sdo divididos de acordo com suas propriedades e nos receptores
localizados em suas membranas em 2 tipos: Linfocito B e Linfécito T. Quando entra em
contato com antigenos, os linfocitos B se dividem e se diferenciam em células plasmaticas, que

sintetizam e secretam anticorpos para o sangue, linfa e fluido intercelular. Os linfocitos T sao
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os responsaveis pelas respostas imunitarias de base celular, que nao dependem dos anticorpos
circulantes (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Os monocitos sdo células de nucleo ovoide em forma de rim ou de ferradura, que
representam o estdgio mais maduro. Os mondcitos do sangue representam uma fase na
maturacgdo da célula mononuclear fagocitaria originada na medula dssea. Essa célula passa para
o sangue, onde permanece por alguns dias, e atravessando a parede dos capilares e vénulas,
penetram no tecido conjuntivo e em alguns o6rgdos, transformando-se em macrofagos, o que
constitui uma fase mais avangada da célula mononuclear fagocitaria. Assim, o mondcito faz
parte do sistema mononuclear fagocitario (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Consideradas células fagociticas, os macrofagos desempenham o papel de células
secretoras e regulatorias de processos imunes e inflamatorios. Possuem a capacidade de
secretar um amplo numero de substancias que incluem enzimas, inibidores enzimaticos,
proteinas do sistema complemento, dentre outros. Quando ativados, sofrem modificagdes
morfologicas, metabdlicas e funcionais, como: aumento de tamanho, alteragdo da membrana
plasmatica, maior formacdo de pseuddpodos, aumento no numero de vesiculas pinociticas,
maior metabolismo de glicose, migra¢do mais vigorosa, maior capacidade de matar
microorganismos intracelulares facultativos e células tumorais (STITES, TERR., 1992).

Os mastocitos por sua vez, caracterizam-se por serem células globulosas, grandes, com
o citoplasma carregado de granulos que contém mediadores quimicos da inflamagdo como a
heparina, histamina, serotonina e fator quimiotatico para neutrofilos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004). Eles estdo localizados em o6rgaos como a pele, pulmdes, vias
gastrintestinais € mucosas nasais ¢ estdo estrategicamente posicionados para interagir com
antigenos ingeridos ou inalados e secretar seu potente esquadrao de mediadores inflamatorios.
Sao células do tecido conjuntivo e sua principal funcdo ¢ produzir e armazenar mediadores
quimicos no processo inflamatdrio, onde seu nticleo ¢ esférico e central, onde os granulos
citoplasmaticos sao eletrodensos e ligados a membrana. Durante a ativacdo dos mastdcitos
mediada por IgE, a estrutura cristalina dos granulos citoplasmaticos de mastocitos humanos da
pele e dos pulmdes ¢ perdida e isso ocorre devido a uma série de eventos que incluem o
alargamento dos granulos citoplasmaticos, solubilizacdo granular e fusdo de membrana de
granulos citoplasmaticos adjacentes com a membrana da superficie da célula (STITES &
TERR., 1992).

As células endoteliais vasculares representam funcdo ativa na inflamagdo, por
secretarem Oxido nitrico, que promove vasodilatacdo, aumento da liberagdo de plasma e de

células sanguineas para a area da inflamag¢do (RANG et al., 2007).
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B) Mediadores Quimicos da Inflamagao

Os mediadores podem estar presentes no plasma em formas precursoras que devem ser
ativadas, ou podem estar presentes em células dentro de granulos, como por exemplo, a
histamina nos granulos de mastocitos. Podem, também, ser sintetizados originalmente, tais
como as prostaglandinas, em resposta a um estimulo adverso. Alguns mediadores exibem
atividade enzimdtica direta, como as proteases lisossomicas, ou podem mediar uma lesdo
oxidativa, a exemplo dos metabdlitos do oxigénio. Contudo, a maioria dos mediadores realiza
atividade ligando-se a receptores especificos em células alvo.

Um mediador quimico pode estimular a liberagdo de mediadores pelas proprias células-
alvo, constituindo mecanismos por amplificacdo ou, neutralizacdo dos mediadores iniciais.
Eles podem atuar em um ou varios tipos celulares, possuir alvos difusos, ou ainda, apresentar
efeitos diversos, de acordo com os tipos de células e tecidos. Os mediadores da dor
inflamatéria compreendem, portanto, os que causam sensibilizacio do nociceptor
(hiperalgésicos) e os que ativam diretamente o nociceptor (COTRAN, KUMAR, COLLINS,
2000).

A bradicinina provoca vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Sua agdo
vasodilatadora se da por producdo de prostaglandina (PGI,) e liberagao de 6xido nitrico.
Embora reproduza muitos sinais e sintomas inflamatdrios, o seu papel na inflamacdo e na
alergia ndo esta claramente definido (RANG et al., 2007).

O fator de ativacao das plaquetas (PAF) ¢ capaz de produzir uma variedade de sinais ¢
sintomas da inflamagdo. E um potente agente quimiotatico para neutréfilos e mondcitos e pode
ainda recrutar a enzima fosfolipase A, e iniciar a sintese de eicosandides (RANG et al., 2007).

A histamina ¢ um mediador pré-formado presente nos mastocitos e basofilos com um
papel central nas reagdes de hipersensibilidade imediata. Este mediador também modula uma
variedade de funcodes fisiologicas do SNC dos mamiferos, tais como sono / vigilia, atengao,
ansiedade, dor e percepcdo homeostase, equilibrio de fluidos, apetite e da temperatura
corporal (OGAWA et al., 2009). E atua na dor inflamatéria por ativagdo direta do nociceptor.
Outros mediadores, como a substancia P, a serotonina e a adenosina trifosfato (ATP) também
participam da ativagdo direta do nociceptor. (RANG et al., 2007).

As citocinas sdo mediadores protéicos, sendo produzidas e secretadas por tipos
celulares diversos (linfocitos, macrofagos ativados, células do endotélio, epitélio e tecido

conjuntivo) que modulam a funcdo de células inflamatorias e do sistema imunoldgico.
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Algumas citocinas além de exercerem acao inflamatodria diretamente sobre as células
induzem a formacgéo de outros mediadores inflamatérios (RANG et al., 2007).

A superfamilia das citocinas inclui as interleucinas, que sdo produzidas por células
hematopoiéticas e atuam primariamente sobre leucocitos, o fator de necrose tumoral (TNF),
que induzem a formacao de outras citocinas e as quimiocinas, que sao citocinas que estimulam
o movimento leucocitario (quimiocinese) ¢ o movimento dirigido (quimiotaxia) (COTRAN,
KUMAR, COLLINS, 2000). Elas induzem o rolamento e adesdo de neutrofilos pela
transmigracao pelo espacgo extravascular, onde esses dois fendmenos envolvem a participagdo
de diferentes familias de moléculas de adesdo, incluindo selectinas, integrinas e
imunoglobulinas (PANE, PERRY, GRANGER, 1999).

Os eicosandides diferentemente da histamina, ndo sdo encontrados pré-formados nas
células, mas sdo produzidos a partir de fosfolipidios quando ha necessidade. O seu precursor ¢
o 4cido araquidonico, que é metabolizado por diversas vias, incluindo as seguintes: Acido
graxo cicloxigenase (COX), que apresentam duas isoformas (COX-1 e COX-2) e lipoxigenase,
que sintetiza os leucotrienos.

A COX-1 esta presente na maioria das células como uma enzima constitutiva produtora
de prostanodides que atuam como reguladores homeostaticos, enquanto que a COX-2, nao se
encontra normalmente presente, porém ¢ fortemente induzida por estimulos inflamatérios e por
isso acredita-se que ela ¢ mais relevante para a terapia da inflamag¢do. Ambas as enzimas
formam os endoperoxidos PGG; e PGH,, que ddo origem aos prostandides (prostaglandinas e
tromboxanos) (RANG et al., 2007).

A resposta inflamatoria € inevitavelmente acompanhada pela liberagdo de prostanoides.
Estes ultimos ndo aumentam diretamente a permeabilidade das vénulas pos-capilares, porém
potencializam efeito da histamina e da bradicinina. Nao produzem dor, mas potencializa esse
efeito da bradicinina ao sensibilizar as fibras C aferentes aos efeitos de outros estimulos
nocivos. Os leucotrienos provocam aderéncia, quimiotaxia e ativagdo € monocitos €
neutrofilos, além de estimular a proliferagdo de macréfagos e linfocitos e por conseqiiéncia,

producao de citocinas (RANG et al., 2007).

1.6.3. Farmacos utilizados na Dor e na Inflamacao

Testes com farmacos analgésicos utilizando animais, permitem avaliar a nocicepcao,
determinando as reacdes dos mesmos a um estimulo doloroso, com freqiiéncia mecanica ou

térmica (SILVA, 2008).
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O termo opidide, vem do 6pio, que por sua vez, contém muitos alcaldides relacionados
a morfina, por isso esse termo aplica-se a qualquer substancia, enddogena ou sintética, que
produza efeitos semelhantes a morfina, por isso aplica-se a qualquer substancia, endogena ou
sintética, que produza efeitos semelhantes a morfina e que sejam bloqueados por antagonistas
como naloxona. Os opiodides apresentam 3 tipos de receptores:

1) Receptor p, que € responsavel pela maioria dos efeitos analgésicos;

2) Receptor 0, que sdo mais importantes a nivel periférico, mas também pode contribuir
para a analgesia;

3) Receptor k, que contribui para analgesia a nivel espinhal e podem desencadear
sedacdo e disforia, mas produzem menos efeitos adversos € ndo contribuem para a
dependéncia.

Os receptores ¢ ndo sdo verdadeiros receptores de opidides, mas se encontram em locais
de interacdo de alguns opioides.

Os opidides variam nao somente em sua especificidade para os receptores, mas também
em sua eficacia nos diferentes tipos de receptor. Deste modo, alguns agentes atuam como
agonistas em um tipo de receptor e como antagonista em outro. Os agonistas puros sao
substancias semelhantes a morfina e tém afinidade pelos receptores u e em geral, afinidade
mais baixa pelos sitios 0 ¢ k.

As substancias semelhantes a morfina produzem analgesia através da acdo predominante
no sistema nervoso central, enquanto os agentes semelhantes a aspirina (Indometacina) e os
anestésicos locais atuam predominantemente a nivel periférico.

A morfina € um opidide que promove analgesia intensa e de longa duragao, sem provocar
bloqueio simpatico ou motor, além de ser antinociceptiva, a morfina também reduz o
componente afetivo da dor. (RANG et al., 2007)

Por outro lado, a morfina ocasiona alguns efeitos indesejaveis, como: euforia, nduseas,
vOomitos, depressdo respiratoria, dependéncia fisica e psicoldgica, reducao da motilidade
gastrointestinal e espasmo do musculo liso, levando a constipagdo e algumas vezes espasmo
biliar e uretral (SILVA, SAKATA, ISSY, 2004).

Assim, derivados opiodides sdo indicados no tratamento de dores agudas, moderadas ou
intensas, que ndo respondem a analgésicos menos potentes ou que, por sua natureza, nao sao a
eles suscetiveis. Também sdo eficazes no controle da dor cronica, sendo a tolerdncia e a
dependéncia fisica fatores limitantes do seu uso prolongado (FUCHS, WANNAMACHER,
1998).
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Os antagonistas puros bloqueiam os receptores L, 6 € kK mais ou menos igualmente. Os
antagonistas seletivos estao disponiveis como instrumentos experimentais.

A naloxona foi o primeiro antagonista puro de opidides, tendo afinidade por todos os trés
receptores de opidides. Bloqueia as agdes dos peptideos opidides enddgenos, bem como as dos
farmacos semelhantes a morfina e tem sido extensamente usada como padrdo para determinar
se a analgesia ¢ mediada por um mecanismo opiodide, particularmente na transmissao da dor
(PICOLO, GIORGI, CURY, 2000).

Inicialmente a naloxona produz muito pouco efeito em individuos normais, mas produz
reversao rapida dos efeitos da morfina e de outros opidceos, incluindo os antagonistas parciais,
como a pentazocina. Ou seja, tem pouco efeito sobre o limiar doloroso sob condi¢gdes normais,
mas causa hiperalgesia sob condi¢des de estresse ou inflamagdo, quando sdo produzidos
opidides endogenos. Também inibe a analgesia produzida por estimulagcdo da area cinzenta
periaquedutal. Os principais usos clinicos da naloxona sdo para tratar a depressdo respiratoria
causada pela superdosagem de opiaceos. E rapidamente metabolizada pelo figado e seu efeito
dura de 2 a 4 horas, inferior a firmacos semelhantes a morfina. A naloxona precipita os
sintomas de abstinéncia em pacientes ou animais dependentes de morfina (RANG et al., 2007).

Os principais grupos de fairmacos que sdo usados nos disturbios inflamatorios sdo os
antiinflamatérios nao-esteroidais (AINES), anti-reumatoides e os glicocorticoides.

Os AINES apresentam efeito analgésico em casos de dor inflamatoria, ja que
diminuem a produgdo das prostaglandinas que sensibilizam os nociceptores a mediadores
inflamatorios, como a bradicinina. Em combinag¢do com opidides, diminuem a dor do pds-
operatorio ¢ em alguns casos, podem reduzir a necessidade de opidides em até um terco.
Reduzem os componentes da resposta inflamatdria (dor, aumento do fluxo sanguineo e edema)
na qual as prostaglandinas, principalmente as derivadas da COX-2 desempenham papel
significante (RANG et al., 2007).

Os AINEs normalmente inibem facilmente a COX-1, porém, inibir a COX-2 ¢ mais
dependente de tempo e a inibi¢do costuma ser irreversivel.

Os AINEs seletivos para a COX-2 incluem a aspirina, com uma atividade
antiinflamatéria importante, o paracetamol, que apresenta fraca atividade antiinflamatoria,
porém com menores efeitos adversos como a nivel gastrico ou plaquetario e os coxibes, sendo
que estes ultimos apresentam maiores efeitos adversos.

Dentre os AINEs seletivos para COX-2, a indometacina destaca-se como importante
ferramenta farmacoldgica atuando em modelos classicos de nocicepgao e inflamacao utilizando

animais em laboratorio.
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A indometacina ¢ um farmaco derivado do acido indolacético pertencente a categoria
dos antiinflamatorios ndo esteroidais, que apresenta propriedades antiinflamatoria, analgésicas
e antipiréticas, ja que inibe a enzima COX-2, necessaria para a formagdo de PG’s e outros
autacoides (RAFFIN et al., 2003).

Também inibe a motilidade dos leucocitos polimorfonucleares. E usado efetivamente
em disfung¢des do sistema locomotor, porém, assim como outros AINES, ¢ fortemente limitada
pelos efeitos locais do sistema gastrintestinal, que podem gerar ulceracdes e/ou hemorragias,
devido a producdo de grupos acidos pelos AINES e pela inibicdo da sintese de PG’s pela
mucosa gastrica (BONINA et al, 1997).

A busca incansavel de substancias eficazes no controle da dor ¢ da inflamacao, com
minimos efeitos colaterais, tem despertado em muitos pesquisadores o interesse por vegetais
como fonte desses compostos. Assim, o conhecimento empirico ainda hoje pode ser
considerado um dos grandes fatores de contribui¢do de muitas descobertas cientificas. A
importancia de substancias ativas derivadas de plantas no desenvolvimento de farmacos pode
ser comprovada pela utilizacdo da morfina, quinina, dicumarol, digitoxina, atropina e outros.
Isto tudo, sem mencionar que a descoberta da atividade de algumas substancias também tem
favorecido novas possibilidades de intervengdes terapéuticas.

Atualmente, ¢ dada grande énfase a estudos de substancias naturais que possam
potencialmente apresentar atividade terapéutica e, claramente, venham representar uma
alternativa eficaz, segura e menos onerosa a populagdo. Assim, essas substancias, dentre elas,
as lectinas de algas marinhas, vém se tornando fontes importantes de novos farmacos com
potencial efeito analgésico e/ou antiinflamatorio.

Assim, tém sido de interesse de muitos pesquisadores, para otimizar a reabilitacdo de
lesdes, a utilizagdo de biomateriais, compreendidos como materiais interativos capazes de
estabelecer uma afinidade apropriada com o tecido vizinho sem a indug¢do de uma resposta

adversa do hospedeiro (RATNER, BRYANT, 2004).
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2- OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar as atividades antinociceptiva e antiinflamatoria da lectina da alga marinha

verde Caulerpa cupressoides em modelos classicos de nocicepgao e inflamagao.

2.2. Especificos

Extrair e purificar a lectina da alga marinha verde C. cupressoides através de

procedimentos de cromatografia de troca ionica e afinidade;

Investigar o potencial antinociceptivo da lectina C. cupressoides através dos testes de
contor¢des abdominais induzidos por acido acético, placa quente e formalina em

camundongos;

Avaliar a atividade antiinflamatdria da lectina C. cupressoides através do ensaio de

migracao de leucdcitos em ratos;

Avaliar parcialmente a toxicidade aguda por dose repetida da lectina C. cupressoides

em camundongos.
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3. MATERIAIS

3.1. Algas Marinhas

As algas marinhas utilizadas foram coletadas em rochas do meso-litoral, durante maré
baixa (-0,2 a 0,2 m) na Praia do Pacheco, municipio de Caucaia-CE.
A espécie Caulerpa cupressoides var. lycopodium, foi identificada ¢ uma exsicata foi

depositada no Herbario Prisco Bezerra sob o nimero 4977, na Universidade Federal do Ceara.

Filo: Chlorophyta (alga verde)

Classe: Caulerphyceae

Ordem: Caulerpales

Familia: Caulerpaceae

Género: Caulerpa (KAWL-er-puh) M.
(Vahl) C. Agardh, 1817.

Epiteto especifico: cupressoides

Nome botanico: Caulerpa cupressoides
(Vahl) C. Agardh

Figura 1: Aspecto macroscépico da Alga marinha Caulerpa cupressoides (A) e sua classificaciao
taxonémica (B) (JOLY, 1965).

3.2. Células Sanguineas

Para determinacao da atividade hemaglutinante, amostras de sangue foram obtidas de
coelho albino Nova Zelandia adulto e sadio, com massa corpérea variando entre 2 e 3
quilogramas, mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da

Universidade Federal do Ceara.
3.3. Animais
Foram utilizados camundongos albinos Swiss, com massa corporea variando entre 18 ¢

25 gramas, e ratos albinos Wistar, com massa corporea variando entre 120 ¢ 160 gramas,

fornecidos pelo biotério central do Campus do Pici-UFC e pelo biotério setorial do
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Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Os animais receberam agua e alimenta¢do ad
libitum. Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o nimero ¢ o sofrimento dos animais
utilizados.

Os ensaios com os animais seguiram os padrdes exigidos de ética e biosseguranca,
acreditando na sua aprovagdo justa. Considerou-se este trabalho como parte integrante do
projeto intitulado “Compostos Bioativos de Algas Marinhas: Bases Moleculares, Implicacdes
Terapéuticas e Industriais”, que devido a sua relevancia e respeito aos principios dos 3 R’s da
experimentacdo animal (“reduction, replacemaent and refinemaent”), recebeu aprovagdo da

Comité de Etica de Pesquisa com Animais de laboratorio da UFC (CEPA n° 125/07).

3.4. Solucdes, Drogas e Corantes

Todos os reagentes utilizados apresentaram grau de pureza e propriedades analiticas
adequadas. As drogas e reagentes utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho foram:

Reagentes usados na eletroforese: Acrilamida, N,N-metileno bisacrilamida, TEMED,
Coomassie Brilliant Blue G-250, B-mercaptoetanol, tripsina, foram obtidos de Sigma Chemical
Co., St. Louis, U.S.A.; Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e DEAE-Celulose, pela Sigma, USA.

Marcadores para eletroforese: Fosforilase b (97,0 kDa); Albumina sérica bovina (66,0
kDa); Ovoalbumina(45,0 kDa); Anidrase carbonica (30,0 kDa); Inibidor de tripsina (20,1
kDa); Lactoalbumina (14,4 kDa); Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S.A.

Alcool comercial; Azul de Evans (Sigma); Hematoxilina e Eosina (Reagen); Cloreto de
Sodio (NaCl), Tris-HCI, KCI, MgCl,, NaH,PO4’, NaHCOs5', CaCl; (Merck).

Solugdes e Drogas usadas na nocicepgdo: Acido acético (PA, Merck); Formaldeido
38% (PA, Merck), ambos dissolvidos em agua destilada.

Naloxona (Narcan®, Rhodia; Sao Paulo, SP, Brasil); Cloridrato de Morfina (Dimorf® ,
Cristalia, Itapira, SP, Brasil); Indometacina dissolvida em solugdo salina 0,9% contendo 5% de
bicarbonato de sodio (Indocid® Merck Sharp & Dohme; Campinas, SP, Brasil).

Solugdes e Drogas usadas no ensaio de inflamagdo: Carragenina lambda tipo IV
(Sigma, St. Louis, MO, USA); Dexametasona (Decadron®, Anapolis, GO, Brasil).

Kits para dosagens séricas: TGO; TGP (Cat. 52 e 53, ANVISA 10009010031 e
10009010027, respectivamente); Uréia (Cat. 27, ANVISA 10009010011), (Labtest®, Lagoa
Santa, MG, Brasil). Quando necessario, hidrato de cloral (Vetec; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi

usado para anestesiar os animais.
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4. METODOS

4.1. Isolamento da Lectina da Alga Marinha C. cupressoides

O isolamento da lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides foi realizado

através de algumas adaptagdes a metodologia descrita por Benevides et al., 2001. (Figura 2).

4.1.1. Preparacdo do Extrato Bruto

Apo6s descongelamento e secagem em papel de filtro, amostras de 500 g de alga fresca
foram trituradas em almofariz de porcelana na presenca de nitrogénio liquido e submetidas a
extracdo das proteinas soliveis com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 (TB), na proporcao de
1:4 (m/v; alga:tampao). Apds agitacdo constante por 4 horas, o homogenato foi filtrado em
tecido de nylon e em seguida centrifugado a 6.000 x g por 30 minutos a 4 °C. O precipitado

foi desprezado e o sobrenadante obtido, denominado de extrato total.

4.1.2. Cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-celulose

O extrato total obtido foi submetido a cromatografia de troca idnica em coluna de
DEAE-celulose. A coluna foi equilibrada com TB e o extrato previamente dialisado contra o
mesmo tampao foi aplicado na coluna. Apds completa eluicdo da fragdo ndo retida na coluna
com o tampao de equilibrio, foi realizada a elui¢do da fracdo adsorvida na matriz por adigdo de
NaCl 0,5 M ao tampao de equilibrio. Foi mantido um fluxo constante de 30 ml/ hora, coletando
fragdes de 3 ml por tubo e as absorbancias lidas a 280 nm. As fracdes obtidas foram

concentradas por liofilizagao parcial.

4.1.3. Cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-100

A fragdo ativa contendo atividade hemaglutinante obtida na cromatografia de DEAE-
celulose foi submetida a cromatografia de afinidade utilizando uma coluna de Sephadex G-100
equilibrada com TB. Apds completa eluicdo da fracdo ndo retida na coluna com o tampao de
equilibrio, foi realizada a elui¢do da fragao adsorvida na matriz por adi¢ao de glicose 0,1 M ao
tampao de equilibrio. Foi mantido um fluxo constante de 30 ml/ hora, coletando fra¢des de 3

ml por tubo e as absorbancias lidas a 280 nm. A fracdo retida (PII) apds didlise contra acido
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acético 0,1 M seguida de dialise contra agua destilada foi utilizada para determinacdo da
atividade hemaglutinante e liofilizada para posteriores determinagdes das atividades

farmacolodgicas.

4.2. Eletroforese em gel de Poliacrilamida em presenc¢a de SDS e de B- mercaptoetanol

A pureza da lectina (PII- Sephadex G-100) de C. cupressoides foi revelada por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS e B-Mercaptoetanol, segundo o
método descrito por LAEMMLI (1970) adaptado para o uso em placas de vidro (10,2 x 8,4).

Para montagem das placas, foi usado um gel de concentracdo contendo 3,95% de
poliacrilamida em tampao Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 e um gel de separac¢do contendo 12,5% de
poliacrilamida em tampao Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8. As amostras liofilizadas foram dissolvidas
em tampao Tris-HC1 0,01 M, pH 6,8, contendo glicerol, SDS 1%, B-mercaptoetanol 1% e azul
de bromofenol. Em seguida, as amostras foram incubadas a 100 °C por 10 minutos. Aliquotas
de 10 e 20 pl foram aplicadas para a corrida em uma corrente de 40 mA por 1 hora, usando
uma fonte regulavel de corrente continua. O coramento das proteinas foi realizado com uma
solugdo de Comassie Brilliant Blue R-250, contendo: 0,25% em metanol, acido acético e dgua
(4:0,7:5,3 v/v/v) por um periodo de 18 horas. O descoramento foi feito em uma solugdo de
metanol, acido acético e adgua (3,5:1:8,0 v/v/v). Para revelacdo das bandas protéicas, o método

picrato-Coomassie Blue foi usado como descrito por Stephano (1986).

4.3. Determinacao de Proteinas

As dosagens de proteinas soluveis nas diversas etapas de purificagao da lectina de C.
cupressoides foram realizadas segundo o método de Bradford (1976).

As absorbancias foram lidas a 595 nm em espectrofotdmetro Micronal modelo B 343
II. A concentragdo de proteinas foi estimada com relagdo a uma curva padrao obtida com

albumina sérica bovina (BSA).



ALGA FRESCA, MACERADA c/ N, LIQUIDO
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Figura 2: Esquema de extrac¢io e purificacido da alga marinha verde C. cupressoides.
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4.4. Determinacio da Atividade Hemaglutinante

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram feitos através de diluigdes seriadas em
tubos de ensaio. Em cada tubo foram adicionados 100 pl de NaCl 0,15 M. No primeiro tubo
foram adicionados 100 pl da amostra e uma série de dilui¢des duplas foram feitas (1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32, etc.), homogeneizando-se completamente antes de cada transferéncia. A cada
dilui¢do foram adicionados 100 pl de eritrdcitos tripsinizados de coelho a 2% e a reagdo foi
incubada a temperatura ambiente por 60 minutos. Posteriormente, o ensaio foi centrifugado a
2.000 x g por 30 segundos e os resultados foram lidos macroscopicamente, sendo o titulo
expresso em unidade de hemaglutinagdo (UH/ml), que ¢ o inverso da maior diluicdo da

amostra que apresentou nitida aglutinagao.

4.5. Atividades Antinociceptiva e Antiinflamatoria

4.5.1. Testes de Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético

O modelo de contor¢des abdominais, inicialmente proposto para ratos, foi modificado

para camundongos por KOSTER et al. (1959).

O teste de Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético ¢ um modelo classico
de nocicepcdo periférica, onde apds a injecdo intraperitoneal do agente nociceptivo,
observam-se respostas que consistem em uma seqiiéncia de contor¢gdes no abdomen

acompanhadas por extensao dos membros inferiores.

Assim, os grupos testados receberam 30 minutos antes da aplica¢do do acido: Solugdo
salina 0,9% (via i.v.); Morfina, um analgésico opidide, na dose de 5 mg/kg (via s.c.);
Indometacina, um AINE, na dose de 5 mg/kg ; s.c.; Lectina Caulerpa cupressoides,
representada por LCc nas doses de 3, 9 e 27 mg/kg ; i.v.; LCc na dose de 27 mg/kg ; i.v.
ligada a Mucina (agucar inibidor de sua atividade hemaglutinante); ou apenas Mucina na

concentragdo de 2 mg/ml ; i.v.

Trinta minutos ap6s a administragdo dos compostos a serem testados, foi feita a
injecdo do estimulo nociceptivo, ou seja, injeta-se acido acético 0,8% na cavidade peritoneal
dos animais (0,1 ml/10 g de peso do animal). Ap6s administracdo do acido acético inicia-se a

contagem das contor¢des, durante 30 minutos.
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Esta irritagao local desencadeia a liberagdo de varios mediadores como a bradicinina,
substancia P e prostaglandinas, bem como citocininas. Estes mediadores ativam nociceptores
quimiossensiveis que contribuem com o desenvolvimento da dor de origem inflamatoria.
Embora sendo um modelo pouco especifico, apresenta boa sensibilidade, sendo dessa forma
uma ferramenta importante para a avaliagdo da atividade analgésica e antiinflamatdria de

novos compostos (IKEDA et al., 2001).

Figura 3: Aspecto de um camundongo apresentando contor¢io abdominal seguida por extensiio

das patas posteriores induzida por acido acético 0,8 % no ensaio de Contor¢does Abdominais.

4.5.2. Teste da Formalina

Caracteriza-se por apresentar resposta bifasica distinta, sendo a primeira fase
considerada neurogénica e a segunda inflamatoria em resposta a um estimulo quimico
(BRAGGIO et al., 2002).

O teste consiste de duas diferentes fases. A primeira (fase neurogénica) ¢ gerada na
periferia por ativagdo de neurdnios nociceptivos por agdo direta da formalina e a segunda fase
(fase inflamatdria) ocorre por ativagdo de neuroénios ventrais a nivel da medula espinhal
(RIDTITID et al., 2008).

A fase tardia ¢ devido a inflamac¢do decorrente de liberagdo de mediadores
inflamatorios, tais como serotonina, histamina, bradicinina e prostaglandinas, que pelo menos
em algum grau poder causar a sensibilizagdo de neuronios nociceptivos centrais (VERMA et

al., 2005).
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Nesse experimento, que seguiu 0 modelo de Hunskaar et al. (1985); grupos de animais
receberam 30 minutos antes da injecdo de formalina: Solugdo Salina 0,9% ; i.v.; Lectina
Caulerpa cupressoides, representada por LCc nas doses de 3, 9 e 27 mg/kg ; i.v.; LCc na dose
de 27 mg/kg ; i.v.); ligada a Mucina (actcar inibidor de sua atividade hemaglutinante); ou
apenas Mucina na concentragdo de 2 mg/ml ; i.v.; Indometacina, um AINE, na dose de 5
mg/kg ; s.c.; Morfina, um analgésico opioide, na dose de 5 mg/kg ; s.c.); Naloxona, um
antagonista opidide na dose de 2 mg/kg ; s.c.) foi aplicada 15 minutos antes da aplicagdo de
morfina ou da LCc na dose de 27 mg/kg. Foi registrado o tempo gasto (s) pelo animal
lambendo a pata durante dois periodos apoés a injecdo intraplantar de 20ul de solugdo de
formalina 1% (v/v), na pata traseira direita do animal: de 0-5 min (fase inicial) e de 20-25 min

(fase tardia).

Figura 4: Aspecto de um camundongo lambendo a pata traseira apés aplicaciao de formalina 1%.

4.5.3. Teste da Placa Quente

A atividade analgésica central pdde ser avaliada pelo teste da placa quente, segundo o
método de Eddy e Leimbach (1953), que consiste na colocagdo de animais, normalmente
camundongos, sobre uma placa aquecida de metal (51%1 °C) para observar por quanto tempo
os animais levaram para manifestar uma resposta, que corresponde ao ato de retirar ou lamber

a pata traseira e/ou saltar. Este teste ¢ especifico para verificar nocicepgao central.
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Os animais primeiramente foram familiarizados com a placa quente, para observagdo
do tempo de reagao controle. Os animais que apresentaram um tempo de reagao superior a 10
segundos foram descartados do teste.

Grupos de animais receberam 30 minutos antes do estimulo térmico: Solucdo salina
0,9%; i.v.; Morfina, um analgésico opioide, na dose de 5 mg/kg ; s.c.; Indometacina, um

AINE, na dose de 5 mg/kg ; s.c. ou LCc na dose de 27 mg/kg ; i.v.

As medidas do tempo de resposta foram registradas em intervalos de 30 minutos apos
a administracdo durante 90 minutos (tempos: 30 min; 60 min ¢ 90 min) com um tempo de

corte de 40 segundos.

Figura 5: Aspecto do animal durante o teste da Placa Quente.

4.5.4. Ensaio de Migracao de Neutrofilos Induzida por Carragenina

Para avaliar seu efeito antiinflamatério, foi realizado o ensaio de migracao de
neutrofilos induzida pelo agente causador de inflamagao carragenina em ratos.

Os animais (ratos Wistar machos) receberam por via i.p, o estimulo inflamatoério por
Carragenina (Cg) (700 pg/cavidade) dissolvida em salina estéril. Apds 4 horas da inje¢ao de
carragenina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

Em seguida, o liquido da cavidade peritoneal foi coletado através de uma lavagem, por

injecdo de 10 ml de salina (NaCl 0,15 M), contendo 5 Ul/ml de heparina. Os abdomens dos
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animais foram levemente massageados e através de uma incisdo foram recuperados entre 7 e
10 ml de fluido peritoneal, com pipeta Pasteur plastica.

Trés grupos de animais receberam 30 minutos antes do estimulo inflamatoério: Solugdo
Salina 0,9% (i.v.); Dexametasona (Dexa 1 mg/kg; s.c.) ou LCc na dose de 9 mg/kg ; i.v. Um
grupo adicional recebeu apenas Solugao Salina 0,9% ; i.v. sem Cg.

A contagem total dos leucocitos foi realizada conforme metodologia descrita
anteriormente por Souza e Ferreira (1985). Neste procedimento, 20 pl do fluido coletado de
cada animal foi diluido em 380 pl do reagente de Turk e posteriormente usado para a contagem
total de leucdcitos em camara de Neubauer.

A contagem diferencial das células foi realizada através de esfregacos corados em
laminas, para tanto, 50 pl do exsudato foi centrifugado em citocentrifuga durante 10 min. Apos
este processo, os esfregagos foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) e as
células contadas através de microscopia optica. Os resultados foram expressos como média +

e.p.m. do numero de células x 10°/mm’ de fluido peritoneal.

4.5.5. Avaliagao parcial da Toxicidade Aguda por Dose Repetida

Para uma avaliagdo preliminar das propriedades toxicas, a LCc foi administrada em um
periodo de curta duracdo. Dessa forma, camundongos machos foram tratados com doses
repetidas de 9 mg/kg ; i.v, durante sete dias consecutivos em grupos de seis animais,
rigorosamente pesados, sendo mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica com livre
acesso a dgua e racao.

Durante este periodo, foram observados sinais fisicos como cogar nariz, lamber as
patas, rodopiar, erecdo de pélos, além de sinais comportamentais, como apatia e/ou
agressividade.

No oitavo dia, os animais foram anestesiados e amostras de sangue do olho foram
coletadas e centrifugadas para a obtencdo do plasma para posteriores dosagens séricas das
atividades das Transaminases Glutamico Oxalacética e Pirtvica (TGO ¢ TGP) ¢ de Uréia.

Em seguida, os camundongos foram mortos por deslocamento cervical, seguido da
retirada dos orgdos (figado, rim direito e coragdo), para posterior pesagem, mantendo
correlacdes com as respectivas massas corporeas. Todos os pardmetros toxicologicos
observados foram comparados a de animais normais que receberam apenas Solug¢do Salina

(NaCl 0,15 M), nas mesmas condi¢des que os animais tratados.
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A dosagem de uréia tem a finalidade de observar possiveis alteragdes na funcao renal
dos animais, ou para confirmar e/ou avaliar a evolucdo de uma patologia que afete a funcao
dos rins. Apoés administragdo diaria de LCc (9 mg/kg; i.v) durante os sete dias, obteve-se o
plasma a partir do sangue coletado e desse total, 10 pl de cada animal foi utilizado para a
dosagem de uréia, segundo a metodologia descrita no Kit da Labtest” e utilizado absorbancia
de 600 nm em espectrofotdmetro Spectronic 20. Esta metodologia baseia-se em um sistema
enzimadtico-colorimétrico, cuja intensidade da cor formada ¢ proporcional a quantidade de
uréia na amostra.

A enzima Transaminase Glutdmico Oxalacética (TGO/AST) ¢ uma enzima liberada no
sangue quando ocorre uma lesdo hepatica. Do mesmo modo, a enzima Transaminase
Glutamico Piravica (TGP/ALT) também ¢ liberada no sangue quando ocorre lesdo hepatica.
Portanto, sua mensuracao pode ser um indicador de comprometimento hepatocelular agudo.

O procedimento para a dosagem da enzima Transaminase Glutdmico Oxalacética
(TGO/AST) consistiu em adicionar 50 pl do substrato TGO (solugdo de 0,2 M de L-
aspartato, 0,002 M a-cetoglutarato, tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 e em seguida, coloca-lo em
banho-maria a 37 °C por 2 min, seguido da adi¢do de 50 pl da amostra (plasma) de cada
animal e incubado a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, foi adicionado 50 pl do reagente
de cor (solugdao 0,001 M de 2,4 Dinitrofenilhidrazina), homogeneizado e deixado em repouso
a temperatura ambiente (20-30 °C), durante 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 500 pl de
hidroxido de sodio 0,4 M e a solugdo foi deixada em repouso durante 5 minutos, a
temperatura ambiente (20-30 °C). As absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 505
nm.

Para a dosagem de Transaminase Glutdmico PirGvica (TGP/ALT), o procedimento
consistiu em adicionar 50 ul de substrato TGP (solu¢dao de 0,2 M de L-alanina, 0,002 M a-
cetoglutarato, tampdo de fosfatos 0,1 M pH 7.4) e colocagio em banho-maria a 37 °C, seguido
da adicdo de 50 pl da amostra (plasma), homogeneizado e incubado a 37 °C durante 30
minutos. Posteriormente, foi adicionado 50 pl do reagente de cor (solu¢dao 0,001 M de 2,4
Dinitrofenilhidrazina), homogeneizado e deixado em repouso a temperatura ambiente (20-
30°C), durante 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 500 ul de hidroxido de sodio 0,4 M e
a solugcdo deixada em repouso durante 5 min, a temperatura ambiente (20-30 °C). As

absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro Spectronic 20 a 505 nm.
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4.6. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + e.p.m. (erro padrdo da média). Para a
verificagdo das diferengas estatisticas entre os grupos foi realizada Analise de Variancia

(ANOVA) e teste de Bonferroni. Foi considerado significante p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao e purificacdo da LCc

A lectina da alga C cupressoides (LCc) foi purificada por aplicagdo do extrato total em
cromatografias seqiienciais de troca-ionica e afinidade em colunas de DEAE-celulose e
Sephadex G - 100, respectivamente. O procedimento de troca-idnica mostrou a presenca de
dois picos protéicos, onde o primeiro (PI) pigmentado, ndo retido na coluna e livre de atividade
hemaglutinante foi eluido com TB. O segundo pico (PII) foi eluido com o mesmo tampao,
contendo 0,5 M de NaCl apresentando-se levemente pigmentado e com atividade
hemaglutinante (Figura 6). O PII obtido foi dialisado contra agua, liofilizado e aplicado em
coluna de afinidade (Sephadex G-100) equilibrada com TB sendo os picos isentos de atividade
hemaglutinante, eluidos com o tampao de equilibrio e o pico contendo atividade
hemaglutinante, eluido com glicose 0,1 M (Figura 7).

A descoberta de que as lectinas podiam ser isoladas por cromatografia de afinidade em
colunas contendo o agucar ligante, foi feita por Agraw e Goldstein (1965), que descreveram
um método pioneiro de purificacdo de lectinas baseando-se na especificidade de ligagdo aos
carboidratos. A Concanavalina A (Con A), uma lectina com especificidade de ligacdao a D-
glicose, foi purificada através da adsorcdo especifica em coluna de Sephadex-Dextran,
seguida de elui¢do com solucdo de D-glicose (SELL; COSTA, 2000).

A pureza da lectina Caulerpa cupressoides foi comprovada pela utilizagdo de PAGE-
SDS em presenca do agente redutor B-mercaptoetanol onde esta apresentou uma massa
molecular aparente de 17 kDa, estabelecida por regressdo linear em relacdo aos padrdes
protéicos (Figura 8). Resultado semelhante foi obtido por Benevides et al. (2001), que
encontrou uma Unica banda protéica de 23 kDa também na presenca de B-mercaptoetanol,

confirmando a baixa massa molecular da lectina.
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Figura 6: Cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE- Celulose do extrato total da alga
C.. cupressoides equilibrada com tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. As fragdes foram eluidas com
tampao Tris-HCI 25 mM , pH 7,5 ¢ com Tris-HC1 25 mM , pH 7,5 contendo NaCl 0,5 M. Fra¢des 3
ml/tubo ( ----- ) Ayg € atividade hemaglutinante ( ----- ).
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Figura 7: Cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-100 do PII da DEAE-celulose,
equilibrada com tampio Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. O pico ativo foi eluido com glucose 0,1 M,
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Figura 8: Eletroforese PAGE-SDS em presenca de 2-mercaptoetanol da lectina da alga C.
cupressoides. 1. Marcadores (Fosforilase b: 97,0; Albumina: 66,0; Ovalbuimina: 45,0; Anidrase
Carbonica: 30,0; Inibidor de tripsina: 20,1 e a—lactoalbumina: 14,4 kDa) 2. Lectina na presenga de 2-
mercaptoetanol (2a: 10ul e 2b: 20 ul).
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Foram obtidas 0,5 mg de lectina a partir de 185 mg de extrato bruto apos os
procedimentos de purificagdo. Este rendimento protéico ¢ considerado comum na obtengado de
lectinas de algas marinhas.

Foi observado que, apenas 0,11 microgramas de lectina foram necessarios para
promover hemaglutinacdo (Tabela 1.1). BENEVIDES et al. (2001) isolaram a LCc utilizando
no esquema de purificacdo o procedimento de cromatografia de afinidade em coluna de a-
lactose-agarose (Sigma) seguida da cromatografia de exclusao molecular em coluna de Bio
Gel P-100 e também apresentou um rendimento protéico semelhante, porém necessitou de
uma maior quantidade de lectina para promover hemaglutinacdo (Tabela 1.2).

Desta forma, a metodologia atual de purificagdo da LCc, utilizando procedimentos
seqlienciais de troca i6nica e de afinidade, mostrou-se mais eficaz, ja que apesar do
rendimento semelhante, o resultado apresentado mostrou uma menor concentragao de lectina

capaz de aglutinar uma suspensao de eritrocitos tripsinizados de coelho.
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Tabela 1.1 - Purificacdo da lectina da alga marinha vermelha C. cupressoides por

Cromatografias de troca ionica e de afinidade.

Proteina Atividade Hemaglutinante
Fragoes Total (mg) (unidades/mg) CMA*
Total (UH) Especifica (%)
Extrato Bruto 185,0 12.167 66 100 15
DEAE-celulose 11,0 6.755 614 55,5 1,6
Sephadex G-100 0,5 4.377 8.754 36 0,11

* Concentragdo minima de proteina (pug/ml) capaz de aglutinar uma suspenséo de eritrocitos
tripsinizados de coelho (2%).

Tabela 1.2 - Purificagdo da lectina da alga marinha vermelha C. cupressoides por
Cromatografias de afinidade e de filtracio em gel (BENEVIDES et al, 2001).

Proteina Atividade Hemaglutinante
Fragoes Total (mg) (unidades/mg) CMA*
Total (UH) Especifica (%)
Extrato Bruto 94,0 16.000 170 100 5,8
a- lactose agarose 3.5 6.016 1719 38 0,58
Bio Gel P-100 0,2 960 4800 6 0,21

* Concentragéo minima de proteina (ug/ml) capaz de aglutinar uma suspensdo de eritrocitos
tripsinizados de coelho (2%).
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5.2. Ensaios biologicos da LCc

Ap0s a sua obtengdo por procedimentos de purificagdo, a LCc foi utilizada nos ensaios
bioldgicos.

O efeito antinociceptivo da LCc foi investigado através da utilizagdo de modelos
classicos de testes nociceptivos, induzidos por estimulos quimicos como o teste das contorgdes
abdominais induzidas por acido acético e formalina, bem como por estimulo térmico, através
do teste da placa quente. O efeito antiinflamatdrio foi avaliado pelo ensaio de migracdo de
neutréfilos induzida por carragenina.

O é4cido acético atua indiretamente por induzir a liberacao de mediadores endogenos,
tais como prostaglandinas E, e F,, (PGE, e PGF,,) nos fluidos peritoneais assim como os
produtos da lipoxigenase, que estimula os neurdénios nociceptivos. Portanto, o resultado das
contor¢des abdominais induzidas por acido acético sugere que o mecanismo de antinocicepgao
pode ser ligado em parte por inibigdo da lipoxigenase e/ou da ciclooxigenase em tecidos
periféricos, que por conseqiiéncia, reduz a sintese de PGE; e interferem no mecanismo de
transdug@o nos nociceptores aferentes primarios. (SULAIMAN et al., 2008).

A LCc (3; 9 e 27 mg/kg) foi capaz de reduzir de forma significante e dose-dependente o
nimero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético 0,8%, quando comparados ao
grupo controle, obtendo-se uma redugdo de 37,2%; 53,5% e 86,0%, respectivamente (Tabela 2,
Figura 9).

Para confirmar se o efeito antinociceptivo da LCc foi de fato decorrente da mesma, a
lectina foi usada na presenca de seu acgucar inibidor, mucina, para comprovar seu efeito
antinociceptivo. Foi observado que a mucina, além de ndo interferir no nimero de contorgdes
de forma significativa, também inibe a acdo da LCc mesmo na sua maior dose (27 mg/kg).
(Tabela 2, Figura 10).

A LCc na sua maior dose teve seu efeito também comparado ao agonista opidide
morfina e ao AINE indometacina, sendo que a morfina praticamente aboliu o efeito
nociceptivo, inibindo as contor¢des em 98,2%. A indometacina promoveu uma redu¢do
significante de 55,7%, do nimero de contor¢des quando comparados ao grupo controle (Tabela

2, Figura 10).
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Tabela 2 - Efeito antinociceptivo da lectina Cc na auséncia e presenca de seu agucar

inibidor (mucina) no teste de contor¢oes abdominais em camundongos.

) DOSE MEDIA do .
SUBSTANCIAS (mg/kg; via adm.) | N° de CONTORCOES 7 de INIBICAO

Controle (salina) } 44,3+3.4 }

Morfina 5; s.c. 0,8+0,5* 98,2

Indometacina 5;s.c. 19,6 £2,5 55,7

LCc 3;1v. 27,7+6,3 37,5

9;1i.v. 20,6 £3,6 * 53,5

27;iv. 7,1+£3,6 %8 83,8

LCc + Mucina 27 + 2 mg/ml; i.v. 3534 1.4° 20,3

2 mg/ml; i.v. 40,1 + 4,3§ 9,5

Mucina

Os valores representam a média = e.p.m. do nimero de contor¢des causadas pelo acido acético
(6/grupo). *p<0,05 comparando com o controle salina (NaCl 0,15M), * p<0,05 comparando entre as
doses e *p<0,05 comparando a LCc com a glicoproteina mucina com e sem a LCc. (Anova; Teste de

Bonferroni).
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Figura 9: Efeito da administracio sistémica da lectina C. cupressoides na resposta as contorcdes
abdominais induzidas por acido acético em camundongos. O nimero de contor¢des foi determinado
entre 0 e 30 min, apds injecdo i.p. de acido acético 0,8% (v/v), 0,1ml/10g de peso de animal.
C.cupressoides (3, 9 e 27 mg/kg; i.v.). Os dados sdo expressos como média + e.p.m. de 6 animais por
grupo. *p< 0,05 comparando com o controle Salina (NaCl 0,15M), * p< 0,05 comparando entre as
doses de LCc (Anova; Bonferroni).
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Figura 10: Efeito da administragio sistémica da lectina C.cupressoides na resposta as contorcoes
abdominais induzidas por acido acético em camundongos frente a controles positivos e negativos.
Foram aplicadas Morfina (5 mg/kg, s.c.), Indometacina (5 mg/kg, s.c), Mucina (2 mg/ml, i.v.), Mucina
ligada a LCc (2 mg/ml + 27 mg/kg, i.v.) ou Salina (i.v.), aplicadas 30 min. antes do acido acético. Os
dados sdo expressos como média £+ e.p.m. de 6 animais por cada grupo). *p<0,05 comparando com o
controle salina (NaCl 0,15M) e §p<0,05 comparando a LCc com a glicoproteina mucina com ¢ sem a
LCc. (Anova; Bonferroni)
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Os resultados obtidos podem ser comparados com os encontrados pela aplicacao da
lectina obtida da alga marinha vermelha Pterocladiella capillacea que inibiu de maneira
significante e dose-dependente as contor¢des abdominais em 29,9%; 39,3% e 51,9%,
respectivamente. A mesma lectina, foi inativada por incuba¢do com mucina, tendo sua agao
antinociceptiva inibida. A mucina administrada sozinha nos animais também nao modificou a
resposta nociceptiva causada pelo acido acético. (SILVA, 2008).

A atividade antinociceptiva do extrato da planta Thymus pubescens na dose de 400
mg/kg foi comparado ao da morfina (1 mg/kg) e mostrou uma atividade maior que o controle
indometacina (5 mg/kg). Esses resultados podem apoiar a hipotese da participagdo da T.
pubescens na inibi¢do da sintese de prostaglandinas desde o mecanismo de contorgdes
abdominais pelo 4acido acético envolve o processo de liberagdo de metabodlitos do acido
araquiddnico via ciclooxigenase e biossintese de prostaglandinas (MAHMOUDI, MORTEZA -
SEMNANI, MOJRA, 2008).

Magaji et al. (2008), afirmou que o extrato metanolico da planta Securinega virosa
reduziu de forma dose-dependente as contor¢des abdominais, sendo que a inibi¢do mais
significativa (p<0,001), foi provocada pela maior dose (25 mg/kg), melhor inclusive que o
respectivo controle positivo.

Por outro lado, outros autores mostraram uma reducdo significante das contor¢des
abdominais na dose mais baixa, mas ndo na dose mais alta, isso pode ser devido a maior dose
apresentar constituintes que enfraquecem ou agem contra os constituintes ativos que induzem a
atividade antinociceptiva (GUZZO et al., 2008).

Quando os animais receberam proteina associada ao seu ligante mucina, nao foi
possivel observar diminui¢do das contor¢des de forma significativa. O uso do ligante mucina
no ensaio foi necessario para verificar que esta glicoproteina ndo tem nenhum efeito no
mecanismo de nocicepgdo, ¢ ao ser incubada com a LCc, impediu que esta diminuisse o
numero de contor¢des. A mucina também inibiu a atividade antinociceptiva da lectina da alga
marinha vermelha Pterocladiella capillacea (SILVA, 2008).

A resposta a contor¢do abdominal induzida por acido acético ¢ largamente usada na
detecgdo de atividade antinociceptiva de compostos, e o efeito nociceptivo gerado pelo acido
se deve pela liberacdo de citocinas, tais como interleucinas e do fator de necrose tumoral pelos
macrofagos e mastocitos residentes na regido peritoneal (GUZZO et al., 2008).

Desta forma, o resultado obtido sugere que o efeito antinociceptivo da LCc possa estar
relacionado a inibi¢do da liberacdo de mediadores e pela inibicdo da migracao de células que

provocariam o processo doloroso.
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Em seguida, para confirmar a a¢do antinociceptiva da LCc, foi realizado o teste da
formalina, que apresenta 2 fases, sendo a primeira fase ou neurogénica, representada pelo
painel A e a segunda fase ou inflamatoria, pelo painel B (Figuras 11 e 12). A formalina a 1%
aplicada na regido intraplantar, causou um aumento significante no tempo de lambedura da
pata em ambas as fases. A LCc administrada nas doses de 3, 9 e 27 mg/kg foi capaz de inibir o
tempo de lambedura em 28%; 30,8% e 45,3% na 1* fase, sendo significante apenas na maior
dose e na 2* fase do teste, ocorreu redugdo de 56,5%; 62,5% e 86,3%, respectivamente, sendo
as doses de 9 e 27 mg/kg significantes e doses-dependentes quando comparadas ao grupo
controle (Tabela 3; Figura 11).

Para confirmar se o efeito antinociceptivo da LCc, foi de fato decorrente da mesma, a
lectina foi usada na presenca de seu acucar inibidor, mucina, para comprovar seu efeito
antinociceptivo. Foi observado que a mucina, além de ndo interferir no resultado de forma
significativa, também inibe a agdo da LCc mesmo na sua maior dose (27 mg/kg).

A LCc em sua maior dose teve seu efeito também comparado ao agonista opidide
morfina e ao AINE indometacina, sendo que a morfina novamente inibiu o efeito nociceptivo,
em ambas as fases (91% e 92%, respectivamente) e a indometacina promoveu uma reducgao
significante em ambas as fases, de 49,6% e 63,2%, quando comparados ao grupo controle.

Na presenga do antagonista opidide naloxona, a morfina teve sua agdo inibida de forma
praticamente completa, enquanto que a LCc teve sua acdo parcialmente inibida. Assim,
considerando esta inibigdo parcial, supde-se que a LCc esteja atuando por mecanismo

periférico (Tabela 3, Figura 12).
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Tabela 3 - Efeito antinociceptivo da lectina Cc na auséncia e presenca de seu acucar inibidor
(mucina), no teste da formalina em camundongos.

DOSE 1* FASE % de 2* FASE % de
SUBSTANCIAS (mg/kg; via) (0-5 min) INIBICAO (20-25min) INIBICAO
Controle (Salina) - 66,7 +2,6 - 56,1 +£3,3 -
Morfina 5; s.c. 53+£2,1%* 92,0 5,6 +£2,6% 91,6
Indometacina 5; s.c. 36,6 £ 5,0* 49,6 24,5 £ 5,6* 63,2
Morfina + 5;s.c. +2;1ip. | 65,1+4)7 2.3 45,8 £ 10,1 31,3
Naloxona
LCc + 27;1v.+2;1p. | 46,0£5,5 31,0 28,8 £9,0%* 51,3
Naloxona
3;1.v. 48,0+£9,4 28,0 29,0 £ 14,5 56,5
LCc 9;1.v. 46,1 £6,2 30,8 25,1 £9,3* 62,5
27: iv. 36,5+ 5,2% 453 9,1 +3,9%" 86,3
27;iv. + 61,6+7,9 7,6 54,0 +12,2° 53
LCc + Mucina .
2mg/ml; i.v.
Mucina 2 mg/ml; i.v. 64,8 £5,4 2,8 53,1 £ 10,6° 3,7

Os valores representam a média + e.p.m. do tempo de lambedura em segundos em cada fase. (6/grupo).
*p<0,05 comparado com o controle salina (NaCl 0,15M), * p<0,05 comparando entre as doses e
%p<0,05 comparando a LCc com a glicoproteina mucina com e sem a LCc.
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Figura 11: Efeito da administracéio sistémica da lectina C.cupressoides no teste da formalina em
camundongos. O tempo de lambedura foi determinado durante os 5 primeiros minutos (1* fase — Painel
A) e durante 20-25 min (2* fase — Painel B) por inje¢@o de formalina 1% em camundongos. Lectina
C.cupressoides (3, 9 e 27 mg/kg; i.v) ou Salina (i.v), foram aplicadas 30 min. antes da formalina. Os
dados sdo expressos como média £ e.p.m. de 6 animais por cada grupo. *p<0,05 indica diferenca
significante para o grupo controle (salina). (Anova, Bonferroni).
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Figura 12: Efeito da administracio sistémica da lectina C. cupressoides no teste da formalina em
camundongos frente a controles positivos e negativos. Foram aplicadas Morfina (5 mg/kg; s.c),
Indometacina (5 mg/kg; s.c), LCc (27 mg/kg), Morfina (5 mg/kg, s.c) ou LCc (27 mg/kg) com
Naloxona (2 mg/kg), Mucina (2 mg/ml; i.v), Mucina ligada a LCc (2 mg/ml +27 mg/kg; i.v.) ou Salina
(i.v), aplicadas 30 min. antes da formalina. Os dados sdo expressos como média + e.p.m. de 6 animais
por cada grupo. *p<0,05 indica diferenca significante para o grupo controle (Salina). (Anova,
Bonferroni).
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Os resultados obtidos estdo de acordo com outros autores que mostraram que 0s
farmacos que atuam primariamente como analgésicas de acao central, como a morfina, inibem
ambas as fases (SULAIMAN et al., 2008) e, por outro lado, os que atuam perifericamente,
como o antiinflamatério ndo esteroidal aspirina, inibe apenas a segunda fase do teste da
formalina (RIDTITID et al., 2008).

Da mesma forma, a lectina foi novamente inativada por incubagdo com mucina e teve
sua a¢do antinociceptiva inibida em ambas as fases, de acordo com estudos anteriores (SILVA,
2008).

Lee e Choi (2008) encontraram efeito significante nas duas fases do teste e concluiu
que o extrato da planta Ligularia fischeri contém um principio analgésico ativo atuando tanto
central quanto perifericamente. Ainda, foi observado noutro estudo que o pré-tratamento com o
antagonista opidide naloxona reverteu significativamente o efeito do extrato da folha de Ficus
deltoidea e da morfina em ambas as fases, da mesma forma, prolongou o estimulo térmico na
placa quente. Esses resultados sugeriram que receptores opidides centrais estejam envolvidos
na acao antinociceptiva do extrato da Ficus deltoidea (SULAIMAN et al., 2008).

Uma vez que a LCc inibiu a resposta nociceptiva em ambas as fases, nas trés
concentragdes testadas, porém mais intensamente na segunda fase e sua acdo ndo foi
totalmente revertida por naloxona, buscou-se comprovar sua acao central ou periférica no teste
da placa quente, que ¢ um teste especifico de acdo central no qual agentes opidides exercem
seus efeitos analgésicos via receptores espinhais e¢ supra-espinhais (NEMIROVSKY et al.,
2001).

O resultado mostrou que a LCc (27 mg/kg) ndo promoveu aumento significante do
tempo médio de reacdo dos camundongos ao estimulo térmico, quando comparado ao grupo
controle morfina (5 mg/kg). Porém quando comparado ao grupo salina, a LCc apresentou um
superior tempo de reagdo a placa quente. O controle indometacina (5 mg/kg) apresentou
resultado mais proximo do grupo controle em relacdo a LCc, e ndo apresentou aumento no
tempo de reagdo ao estimulo térmico. Esse modelo sugere que a LCc atuou por mecanismo
periférico, embora ndo esteja descartado totalmente uma possivel atuacdo central (Figura 13,
Tabela 4).

Lee e Choi (2008) mostrou que animais tratados com a folha de Ligularia fischeri, nas
doses de 100 e 200 mg/kg apresentaram um periodo de laténcia mais longo que o grupo
controle. O resultado sugeriu que a Ligularia fischeri teria um efeito central.

Silva (2008) mostrou também que a morfina causou um aumento significativo na

laténcia para camundongos lamberem a pata ou saltar, quando comparados ao grupo controle.
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Por outro lado, a lectina Pterocladiella capillacea nao alterou significativamente as

laténcias, em comparagdo com os controles salina ou indometacina. A mesma tendéncia foi

observada para os valores a 30, 60 e 90 min apds a administracdo dessa lectina. Estes dados

apodiam fortemente a exclusdo do sistema nervoso central, como locais relevantes da sua agdo.

Tabela 4 - Efeito da LCc no teste da placa quente em camundongos.

GRUPO DOSE TEMPO DE REACAO (s)
(mg/kg; via)
Controle (Salina) - 6,8+0,8 7,3+1,1 6,2+0,6 5,3+0,4
Morfina 5; s.c. 10,2+0,7 | 34,1+£2,8*%| 29,8+1,4%* | 23,1+2,7*
Indometacina 5; s.c. 8,1+1,0 6,7+1,0 4,84+0,8 4,1+0,6
LCc 27, 1.v. 9,5+0,6 134+0,9 11,941,7 | 12,8429

Os valores representam a média + e.p.m. do tempo de reacdo em (s).*p<0,05 comparado com o controle
Salina (NaCl 0,15 M) (Anova, Bonferroni).
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Figura 13: Efeito da administracio sistémica da lectina C. cupressoides, morfina ou indometacina
durante o tempo de reacio ao estimulo térmico (Placa Quente) induzido em camundongos. Os
animais receberam s.c. Morfina (5 mg/kg) ou Indometacina (5 mg/kg) e receberam i.v. Salina e LCc
(27 mg/kg). O tempo de reagdo foi mensurado apos a inje¢do de drogas (tempo controle) e 30, 60 e 90
min apods a aplicagdo. Os dados sdo expressos como média + e.p.m. de 6 animais por cada grupo.
*p<0,05 indica diferenca significante para o grupo controle (Salina). (Anova, Bonferroni).



64

Apo6s a LCc apresentar atividade antinociceptiva significante, foi observada também
sua acdo antiinflamatoéria através do ensaio de migracdo de neutrofilos induzida por
carragenina.

A Carragenina (Cg) ¢ um polissacarideo bastante usado para induzir resposta
inflamatoria aguda em animais, uma vez que induz a liberagdo de varios mediadores
inflamatérios, como a histamina, a bradicinina, a prostaglandina, e anions superéxidos (DI
ROSA, 1972). A carragenina injetada na cavidade intraperitoneal causa peritonite.

O modelo de peritonite ¢ bem caracterizado num modelo experimental de inflamagao
aguda que permite a quantificagdo e correlagdo de migragdo de células juntas com varios
mediadores inflamatorios. (MONTANHER et al, 2007).

Nesses modelos de inflamagdo induzido por carragenina, a inflamacdo pode ser
bloqueada por um pré-tratamento com drogas antiinflamatorias ndo-esteroidais ou por
inibidores seletivos da COX-2, tais como a Dexametasona (Dexa).

A LCc reduziu (p<0,05) a migragao de leucocitos totais (Figura 14A), devido o
decréscimo de neutréfilos apds a quarta hora em 65,9%, em relacdo ao controle Cg,
semelhantemente ao efeito da Dexa, que reduziu a migra¢do neutrofilica em 61,9%. O
controle Salina ndo induziu migracdo de neutrofilos, apresentando-se com 63,4% de
neutréfilos a menos do grupo Cg. (Figura 14B).

Os resultados podem ser comparados aos de Montanher et al. (2007), que avaliaram o
efeito da planta Passiflora edulis (250 mg/kg; i.p.), administrada meia hora antes da
carragenina ¢ no final, reduziu significativamente o influxo de leucdcitos (porcentagem de
inibi¢do: 67 + 10%) devido ao decréscimo de neutrdfilos (porcentagem de inibicdo: 85 + 5%),
reducdo semelhante foi também observada com a Dexametasona, considerado uma importante
droga anti-inflamatéria (porcentagem de inibigdo: 72+ 5%).

A lectina da semente de Araucaria angustifolia nas doses de 0,1 ¢ 1 mg/kg, injetada i.v.
antes do estimulo inflamatério induzido por carragenina reduziu a migracao de neutrofilos em
69 e 92%, respectivamente (SANTI-GADELHA et al., 2006).

O pré-tratamento com a lectina da planta Lonchocarpus sericeus (3 ou 10 mg/kg; i.v.)
diminuiu de forma dose-dependente (p<0,005) a migracdo de neutr6filos em camundongos,
induzidas por inje¢ao i.p. de carragenina (500 pg/0.2 mL) determinada 4 horas depois
(NAPIMOGA et al., 2007).

A fracdo 1 (4gua/metanol, de razdo 9:1) obtida do extrato aquoso da planta
Dasyphyllum brasiliensis apresentou redugdo significante no nimero de neutrofilos (52%)

quando comparado ao controle. Os animais tratados com a fra¢dao 2 (dgua) apresentaram uma
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reducdo do recrutamento de eosinéfilos (49%) e células mononucleares (43%). Por outro lado,
animais tratados com a fra¢ao 3 (agua/metanol, na razdo 1:1) reduziram apenas o recrutamento
de neutrdfilos (57%) quando comparado ao grupo controle. A Dexametasona, usada como
controle positivo, inibiu o recrutamento de neutréfilos, eosinofilos e mondcitos
significativamente (CASTELUCCI et al., 2007).

Sugere-se que neste modelo a LCc foi capaz de reduzir a migragao de neutréfilos, o que

a torna uma ferramenta interessante para novos estudos de inflamacao.
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Figura 14: Efeito da lectina C. cupressoides no modelo de peritonite induzida por carragenina no
numero total de leucécitos (A) ou no niumero de neutrofilos (B). Os dados sdo expressos como
média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 indica diferenca significante para o grupo que recebeu

apenas carragenina (-) (Anova, Bonferroni).
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5.3. Avaliagdo Parcial da Toxicidade aguda

Apods a realizacdo dos testes de atividade antinociceptiva e antiinflamatdria, foram
avaliados alguns parametros da toxicidade por dose repetida da LCc na dose de 9 mg/kg; i.v.
Durante um periodo de 7 dias consecutivos, ndo houve mortalidade entre os animais, ¢ 0s
mesmos nao apresentaram alteracdes fisicas ou comportamentais.

Toxicidade aguda ¢ definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de um
periodo curto apés a administragio de uma dose tnica ou doses multiplas (OGA, 2003). E
importante avaliar ndo apenas a quantidade de animais mortos, mas também o inicio, a
natureza e a duracdo da intoxicac¢do associada a morte (OGA, 2003).

Ap6s o sacrificio e retirada dos orgdos, ndo foram observadas alteragdes significantes
na massa corporal e nem no peso dos orgdos dos animais por parte da LCc, quando
comparados aos seus respectivos controles (Tabela 5, Figuras 15 e 16).

Antes do sacrificio, os animais tiveram seu sangue coletado para a verificagdo de
alteracdes enzimadticas importantes presentes no plasma sanguineo. Observou-se através das
analises bioquimicas obtidas pelas dosagens de enzimas (Tabela 6), que a LCc ndo alterou de
forma significativa as concentracdes de Uréia, mostrando que ela nao provocou possiveis
alteragdes renais (Figura 17). Os resultados obtidos pelas dosagens das transaminases
glutamico oxaloacética e glutdmico piruvica, mostraram auséncia de alteracdes hepaticas, uma
vez que nao houve diferenga estatistica entre o grupo controle Salina e a LCc. (Figura 18).

Esses parametros de toxicidade foram também usados em compostos organoselénicos,
como difenil diselenida, que, por ndo terem afetado o ganho de peso corporal de animais e de
ndo terem causado evidentes sinais de lesdes hepaticas como indicado pelas atividades de
plasma das enzimas TGO e TGP, ou renais pelas dosagens de Uréia, conclui-se que realmente
a administragcdo cronica de ebselen a 1 mg/kg ndo causou sinais de toxicidade nos animais
(BARBOSA et al., 2000).

Assim sendo, em nenhum desses parametros analisados, a LCc provocou alteragdes
significantes neste grupo de animais, comprovando que a lectina ao ser administrada ao longo
dos dias de experimento, revelou-se toleravel, mostrando-se viavel até¢ a dose testada como
um possivel composto antinociceptivo ou antiinflamatério a nivel sistémico, porém para uma
analise mais apurada da toxicidade aguda, seriam necessarios outros estudos posteriores, tais

como: analise histopatologica, de teratogenicidade, entre outros.



Tabela 5. Correlagdo 6rgao/massa corpdrea entre o grupo controle e a LCc

ANIMAIS ORGAO MEDIA + E.P.M.
Figado 5,23+0,195
Salina

Rim 0,840+0,015
Coragao 0,568+0,055
Figado 6,02+0,100

LCc 9 mg/kg .

Rim 0,851+0,065

Coragao 0,639+ 0,039
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Figura 15: Variacdo da relacido de peso dos animais durante o periodo de sete dias como
parametro de toxicidade da LCc. As barras representam a média + e.p.m. (Anova, Bonferroni).
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Figura 16: Variacio do peso dos orgaos (figado, rim e coracio) em camundongos ao longo de sete
dias como parametro de toxicidade da LCc. As barras representam a média = e.p.m. (Anova,
Bonferroni)



Tabela 6. Dosagens séricas da Uréia e das Transaminases Glutdmico Oxaloacética (TGO),

Glutamico Piravica (TGP).
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DOSAGEM SERICA

ANIMAIS MEDIA + E.P.M.
Uréia Salina 224.3+10,84
LCc 9 mg/kg 270,04+24,00
TGO Salina 29,44+3,193
LCc 9 mg/kg 36,00+£21,98
TGP Salina 13,59+3,373
LCc 9 mg/kg 17,64+2,676
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Figura 17: Dosagem bioquimica de Uréia, representando a sua quantidade por U/L. As barras
representam a média £ e.p.m. (Anova, Bonferroni).
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Figura 18: Dosagem bioquimica da TGO e TGP, representando a sua quantidade por U/L. As
barras representam a média + e.p.m. (Anova, Bonferroni).
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6. CONCLUSAO

A obtengdo da lectina Caulerpa cupressoides por métodos cromatograficos de troca
ionica e afinidade mostrou-se eficiente.

A lectina Caulerpa cupressoides utilizada nos modelos de nocicep¢do mostrou
atividade antinociceptiva periférica sem agdo central importante.

Os dados mostraram que a lectina Caulerpa cupressoides pode atuar também no
mecanismo de dor inflamatoria, ja que se mostrou eficaz no ensaio de migracao de neutrofilos.

A lectina Caulerpa cupressoides mostrou-se relativamente segura apos a avaliagdo de

parametros de toxicidade aguda por dose repetida.
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