UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA

TICIANA MONTEIRO ABREU

EFEITOS DA LECTINA DA ALGA MARINHA VERMELHA Solieria filiformis (Kiitzing)
P.W. Gabrielson NA NOCICEPCAO E INFLAMACAO EM ANIMAIS

FORTALEZA
2012



TICIANA MONTEIRO ABREU

EFEITOS DA LECTINA DA ALGA MARINHA VERMELHA Solieria filiformis (Kiitzing)
P.W. Gabrielson NA NOCICEPCAO E INFLAMACAO EM ANIMAIS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pés-graduacido em Bioquimica da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial para
obtencdo do Titulo de Mestre em Bioquimica.

Orientadora: Prof.? Dra. Norma Maria Barros
Benevides

Coorientadora: Prof. Dra. Erika Freitas Mota

FORTALEZA
2012



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceard
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

A99e Abreu, Ticiana Monteiro.
Efeitos da Lectina da Alga Marinha Vermelha Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson na
Nocicepg¢ao e Inflamacido em Animais / Ticiana Monteiro Abreu. — 2012.
112 f. : il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias, Programa de Pés-Graduagdo
em Bioquimica, Fortaleza, 2012.
Orientacdo: Profa. Dra. Norma Maria Barros Benevides.

1. Solieria filiformis. 2. Lectinas. 3. Nociceptividade. I. Titulo.
CDD 572




TICIANA MONTEIRO ABREU

EFEITOS DA LECTINA DA ALGA MARINHA VERMELHA Solieria filiformis (Kiitzing)
P.W. Gabrielson NA NOCICEPCAO E INFLAMACAO EM ANIMAIS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de  Po6s-Graduagdo em  Bioquimica da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
parcial para obtencdo do Titulo de Mestre em
Bioquimica. Area de concentracio: Bioquimica

Vegetal.

Aprovada em: 24/02/2012.

BANCA EXAMINADORA

Prof*. Dr®. Norma Maria Barros Benevides (Orientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof®. Dr". Erika Freitas Mota (Coorientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof®. Dr". Ana Cristina de Oliveira Monteiro Moreira

Universidade de Fortaleza (UNIFOR)



Aos meus pais



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela satde, fortaleza e suporte, em todos os momentos da minha vida.

A Prof. Norma Maria Barros Benevides pela acolhida, orientacdo, suporte,
dedicacdo, apoio e, por muitas vezes, ouvir as minhas aflicdes sempre me dando 6timos
conselhos.

A Prof®. Erika Freitas Mota por ter aceitado me coorientar, pelos conselhos, apoio e
ensinamentos ao longo do mestrado.

A Prof*. Ana Cristina de Oliveira Monteiro Moreira, por gentilmente integrar a banca
examinadora deste trabalho.

A Prof*. Helliada Chaves, por ter gentilmente me ajudado em alguns experimentos, e
a Prof®. Mirna M. Bezerra, pela aten¢ao e hospitalidade no laboratério.

A todos do Laboratério de Carboidratos e Lectinas (Carbolec): Alexia, Ana Luiza
Quinderé, Ariévilo Rodrigues, Bruno Fontes, Chistiane Oliveira, Edfranck Vanderlei, Fabiula
Moura, Felipe Barros, Gabriela de Paula, Gardénia Mendonca, Gerardo Carneiro, lanna de
Aratjo, Ismael de Queiroz, Jane Silva, Luana Silva, Neto Silva, Ricardo Silva, Talita Mendes,
Ticiana Lima, Willame da Silva e Ygor Eloy.

Um agradecimento especial a Natdssia Ribeiro pelo apoio, amizade, esforco e
companheirismo nos experimentos, apesar de algumas briguinhas.

A Prof*. Mirjory Holanda e ao Prof. Hermégenes de Oliveira, por gentilmente
cederem o espaco do laboratorio para a realizacdo de experimentos.

Ao Prof. José Tadeu de Oliveira, por ter cedido o seu laboratorio, e a Darcy Gondim e
Fredy Silva, por tdo prontamente terem me auxiliado na realizacao de experimentos.

A Prof*. Tlka Vasconcelos por ter gentilmente realizado o sequenciamento da proteina
utilizada nesse trabalho.

A Roberta Jeane Bezerra Jorge pelo valioso auxilio nas andlises histolégicas.

A Trycia Magalhdes e Gabrielle de Freitas, por terem me recebido na sua casa em
Sobral, quando estive nessa cidade para a realizagcdo de experimentos.

Aos professores do Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica, por terem

contribuido com o meu crescimento estudantil, profissional e pessoal.



Aos colegas do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, principalmente,
da minha turma de mestrado, pelo apoio e companheirismo, e, a Marina Lobo, pelas partilhas e
disposicdo para ajudar.

A todos os meus amigos da Obra Bene Ha Iahweh Hain, principalmente dos grupos
Guiados pela Misericordia e Sdo José, por serem verdadeiros irmdos e sempre torcerem muito
pelos meus projetos.

Aos amigos Camila Carvalho, Saulo Victor, lara Reboucas, Raphael Aleixo,
Gleyciane Nobre, Bruno Barbosa e Fabiola e Leandro Damasceno, por terem me apoiado
bastante no ano de 2011 e se revelado amigos valiosos que desejo que estejam sempre presentes
na minha vida.

Ao Dante Gadelha, por fazer parte da minha vida, pelo seu amor, compreensao, apoio
e paciéncia incondicionais.

Em especial, aos meus pais, Filomeno e Zilmar, pela torcida, paciéncia e amor
incondicional; aos meus irmaos, Vladia, Filomeno e Juliana, pelo carinho e apoio, em todos os
momentos; € a todos os meus familiares.

A Universidade Federal do Ceard (UFC); ao Programa de Pés-Graduacdo em
Bioquimica; ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pelo
apoio financeiro com a manutengcdo da bolsa de auxilio e custeio de projetos desenvolvidos no
Carbolec; também a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a
Fundacgao Cearense de Amparo a Pesquisa (FUNCAP), pelo custeio de projetos desenvolvidos no

Carbolec.



RESUMO

As algas marinhas sdo fontes de compostos bioativos, os quais vém despertando interesse em
aplicacdes farmacoldgicas. Dentre esses, destacam-se as lectinas, que sdo (glico)proteinas que se
ligam a mono ou oligossacarideos especificos. O objetivo desse trabalho foi isolar a lectina da
alga marinha vermelha Solieria filiformis (LSf), investigar as suas propriedades na nocicep¢ao e
na inflamagdo aguda e seus possiveis sinais de toxicidade em animais. Inicialmente, a LSf foi
purificada por extracdo com tampdo Tris-HCl 25mM, pH 7,5, precipitacdo com sulfato de
amonio (70%) e cromatografias em colunas de DEAE-celulose e Sephadex G-100. Na avaliacdo
das atividades bioldgicas, grupos de animais (n=6) foram submetidos ao pré-tratamento com a
LSf (1, 3 ou 9 mg/kg; i.v.), 30 min antes do estimulo nociceptivo ou inflamatério. A atividade
antinociceptiva foi avaliada em camundongos Swiss machos através dos ensaios de contorcdes
abdominais induzidas por 4cido acético 0,8%, teste da formalina a 2% e da placa quente. Morfina
e indometacina (5 mg/kg; s.c.) foram utilizadas como controles. A atividade anti-inflamatéria em
ratos Wistar machos foi avaliada através dos ensaios de peritonite induzida por carragenana - Cg
(700 pg/cav) e de edema de pata induzidos por Cg (700 ug/pata); dextrano (500 pg/pata); ou pela
propria LSt (9 mg/kg). Dexametasona (1 mg/kg; s.c.) foi utilizada como controle. A agdo
edematogénica da LSf (1, 3 ou 9 mg/kg) foi avaliada através da sua aplicacdo na pata de ratos e
da modula¢do farmacolégica do edema formado. O estudo da toxicidade da LSf (9 mg/kg;i.v.) foi
realizado através da sua aplicacdo em camundogos (7 dias) e da andlise dos parametros fisicos,
bioquimicos e histolégicos. A LSf reduziu significativamente o nimero de contor¢des
abdominais e o tempo de lambedura da pata na segunda fase do teste da formalina, porém nado
prolongou o tempo de reacdo na placa quente. A LSf também inibiu a migracdo celular na
peritonite induzida por Cg e os edemas de pata induzidos por Cg, dextrano e LSf. Ademais, LSf
apresentou atividade edematogénica, que foi inibida por indometacina e dexametasona.
Adicionalmente, a administracdo da LSf por 7 dias ndo apresentou sinais de danos sistémicos,
exceto pela redugcdo no nivel de fosfatase alcalina e esplenomegalia. Concluindo, a LSf possui
propriedades antinociceptiva, anti-inflamatéria (i.v.) e edematogénica (i.pl.), podendo representar

um potencial agente terapéutico e uma possivel ferramenta para o estudo da inflamacao.

Palavras-chave: algas marinhas; Solieria filiformis; lectina; nocicep¢ao; inflamacao.



ABSTRACT

The seaweeds are a source of bioactive compounds, which gained importance in pharmacological
applications. Among these, there are the lectins, which are (glyco)proteins that bind to specific
mono or oligosaccharides. The aim of this study was to isolate the lectin from the red seaweed
Solieria filifmoris (LSf), investigate its properties in acute nociception and inflammation, and
their possible signs of toxicity in animals. Initially, the LSt was purified by extraction with Tris-
HCI buffer 25 mM (pH 7,5), precipitation with ammonium sulfate (70%) and chromatographies
in DEAE-cellulose and Sephadex G-100 columns. In the evaluation of the biological activities,
animals groups (n=6) were submitted to pretreatment with LSt (1, 3 or 9 mg/kg; i.v.), 30 min
before of the nociceptive or inflammatory stimulus. The antinociceptive activity was evaluated in
male mice Swiss using the abdominal writhing test induced by acetic acid 0,8%, the formalin test
to 2% and the hot plate test. Morphine and indomethacin (5 mg/kg; s.c.) were used as controls.
The anti-inflamatory activity in male rats Wistar was assayed through of the peritonitis induced
by carrageenan - Cg (700 pg/cav) and of the paw edemas Cg- (700 ug/paw), dextran- (500
pg/paw) or LSf-induced (9 mg/kg) models. Dexamethasone (1 mg/kg; s.c.) was used as control.
The LSf edematogenic action (1, 3 or 9 mg/kg) was evaluated by the application of this lectin in
the rat paws and by the pharmacological modulation of the edema formed. The toxicity study of
LSf (9 mg/kg; i.v.) was carried out through of its application in mice (7 days) and of the analysis
of the physical, biochemical and histological parameters. LSf significantly reduced the number of
abdominal writhing and the paw licking time in the second phase of formalin test, but didn’t
prolong the reaction time in hot plate test. The LSf also inhibited the cell migration in peritonitis
induced by Cg and the paw edemas induced by Cg, dextran and LSf. Moreover, LSf showed
edematogenic activity, which was inhibited by indomethacin and dexamethasone. Additionally,
the LSf administration for 7 days presented no signs of systemic damages, except for the reduced
level of alkaline phosphatase and splenomegaly. Concluding, the LSt has antinociceptive, anti-
inflammatory (i.v.) and edematogenic (i.pl.) properties and could represent a potential therapeutic

agent and a possible tool for the inflammation study.

Keywords: seaweed; Solieria filiformis; lectin; nociception; inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas Marinhas

O termo "Alga" refere-se a uma grande variedade de organismos que sdo, na sua
maioria, remotamente relacionados uns aos outros, sendo, entdo, um grupo polifilético, que
possui representantes nos Dominios Eubacteria e Eukarya. Além disso, sendo produtores
primdrios, as algas tém semelhantes fun¢des bioldgicas e ecoldgicas com as plantas, mas nao
compartilham uma histéria evolutiva comum e sua bioquimica difere significativamente
(STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

As algas estao dispostas em onze Divisdes, segundo critérios quimicos, citoldgicos e
morfolégicos, que estdo relacionados aos tipos e as combinagdes de pigmentos
fotossensibilizantes presentes; a natureza quimica das substincias de reserva e das paredes
celulares; a auséncia ou a presencga de flagelos; ao padrdo e ao curso da mitose e da citocinese; a
presenca ou a auséncia de membrana no reticulo endoplasmatico e ao tipo e a complexidade de
ciclo de vida. Esses organismos variam bastante no tamanho, podendo apresentar de 3-10 um
como as algas unicelulares (microalgas) até mais de 70 m de comprimento como as gigantes
kelps (macroalgas) e encontram-se distribuidos por diferentes habitats: oceanos, corpos de dgua
doce, solos, rochas e superficie de vegetais (CARVALHO; ROQUE, 2000).

As algas marinhas representam a base da cadeia alimentar nos oceanos e sio
responsaveis por uma boa parte da atividade fotossintética global. Sua distribuicio depende da
temperatura e salinidade da dgua, da disponibilidade de luz solar, das correntes oceanicas e das
condicoes fisicas e quimicas afins (EL GAMAL, 2010).

As macroalgas marinhas ndo sdo vascularizadas, contém clorofila “a” e apresentam
estruturas reprodutivas simples, isto €, sem a protecdo de células estéreis. Do ponto de vista
botanico, elas sdo classificadas de acordo com a estrutura fisica, fun¢do e ciclo reprodutivo em:
Chlorophyta, que possui coloragdo verde, principalmente pela predominancia das clorofilas a e b;
Phaeophyta, com coloracio marrom, principalmente pela presenca dos pigmentos xantofila e
fucoxantina; e Rhodophyta, que possui coloracdo vermelha devido a predominincia dos

pigmentos ficoeritrina e ficocianina. Esses grupos de algas adaptaram-se ao ambiente marinho

através de diferentes vias evoluciondrias, determinadas pelas informacdes genéticas existentes,
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resultando em uma variedade de estratégias de sobrevivéncia, as quais influenciaram
enormemente a sua morfologia, fisiologia e bioquimica (CARVALHO; ROQUE, 2000). Assim, a
sintese de intimeras classes de compostos bioativos, os quais estdo normalmente envolvidos nos
processos metabdlicos (primdrio e secunddrio), sdo importantes para a defesa quimica desses
organismos contra herbivoros (SZE, 1997).

Em muitos paises, as algas sdo bastante utilizadas na industria alimenticia e servem
como fonte de fibras, minerais, vitaminas e diferentes antioxidantes. Além disso, podem oferecer
inimeros compostos quimicos que tém revelado importantes resultados nas mais variadas
aplicagdes bioldgicas e industriais (CARDOZO et al., 2007). Dentre estes compostos, destacam-se

as lectinas.

1.2 Lectinas

As lectinas possuem ampla distribuicdo na natureza e ja foram encontradas em
bactérias, fungos, algas, vegetais superiores, vertebrados, invertebrados e virus (LIS; SHARON,
1981). A primeira defini¢do dessas proteinas foi proposta por Boyd & Shapleigh (1954) os quais
as definiram como proteinas que se ligam reversivelmente a carboidratos, aglutinando células
e/ou precipitando polissacarideos e glicoproteinas. Os autores utilizaram o termo “lectina”
oriundo do latim Legere, que significa selecionar ou escolher, para definir uma classe de
aglutininas de plantas superiores.

Posteriormente, varias definicoes e denominagOes foram propostas para essas
moléculas. A mais utilizada foi proposta por Peumans & Van Damme (1995). De acordo com
esses autores, lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune contendo pelo menos
um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos.
Essa ligacdo a residuos de carboidratos pode ser de alta especificidade sem alterar a estrutura
quimica dos ligantes (GRANGEIRO, 1996).

Tendo por base essa defini¢do, Peumans & Van Damme (1995) subdividiram as lectinas

em quatro grupos (FIGURA 1): merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.
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Figura 1 - Classificacio Estrutural das Lectinas.
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Fonte: Togashi, 2010. Representacdo esquemadtica de merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e
superlectinas.

Resumidamente, as merolectinas sdo as lectinas que possuem apenas um sitio de
ligacdo a carboidratos e, consequentemente, ndo sdo capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados. Como exemplo pode-se citar a heveina, uma proteina do litex de Hevea
brasiliensis, com apenas um sitio ligante a quitina (VAN PARIJS; BROEKAERT; GOLDSTEIN,
1991).

Ja as hololectinas consistem de, no minimo, dois dominios idénticos ou bastante
homoélogos, que se ligam ao mesmo carboidrato ou a acticares de estrutura similar e, portanto, sao
capazes de promover a aglutinagdo de células e/ou precipitar glicoconjugados. Tem-se como
exemplo a maioria das lectinas conhecidas como hemaglutininas (CAVADA et al., 2001).

Com relagdo as quimerolectinas, essas lectinas possuem, além de um ou mais
dominios ligantes a carboidratos, outro dominio, apresentando atividade catalitica (ou outra
atividade biolégica), mas que age independentemente dos dominios ligantes a carboidratos.
Como exemplo, cita-se a ricina, toxina da mamona, que € uma proteina inativadora do ribossomo
(RIP), possuindo dois dominios de ligacdo para carboidratos e um dominio para a inativagdo do

ribossomo (PEUMANS & VAN DAMME, 1998);
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As superlectinas sdo lectinas de natureza quimérica que consistem de, no minimo,
dois dominios ligantes a carboidratos, os quais sdo estruturalmente distintos e reconhecem
carboidratos diferentes. Ex: lectinas da tulipa (VAN DAMME et al., 1996).

As estratégias utilizadas por essas moléculas para gerar sua especificidade por
carboidratos incluem a formacdo de pontes de hidrogénio com moléculas de dgua, modificacdes
pos-traducionais e oligomerizacdes (VIJAYAN; CHANDRA, 1999). As interacdes proteina —
carboidrato fazem das lectinas ferramentas valiosas em diversos processos bioldgicos. Dentre
estes, podem ser citadas as interagdes patégeno-hospedeiro, a comunicacdo célula-célula, a
indugio de apoptose, metéstases e diferenciacio celular (ZIOLKOWSKA; WLODAWER, 2006).

Além disso, as lectinas podem se ligar a certos componentes da membrana das células
sanguineas, ocasionando aglutinacdo, que constitui no principal atributo para a sua deteccdo,
purificac@o e caracterizacdao (LIS; SHARON, 1998). Desta forma, essas proteinas sao atualmente
consideradas como possiveis ferramentas de elucidagdo da informacdo biolégica contida nos
actucares, tendo em vista seu importante papel no reconhecimento celular (CARDOZO et al.,

2007).

1.2.1 Lectinas de Algas Marinhas

As lectinas de algas marinhas geralmente apresentam massas moleculares inferiores
as de vegetais superiores; ndo apresentam afinidade por aclicares simples, mas por
oligossacarideos complexos, frequentemente glicoproteinas; e ndo requerem cations divalentes
para a sua atividade biologica (ROGERS & HORI, 1993). Além disso, estas proteinas ocorrem
principalmente na forma monomérica e t€ém uma alta propor¢do de aminodcidos 4cidos, com
ponto isoelétrico (p/) entre 4 e 6 (HORI; MIYAZAWA; ITO, 1990).

O primeiro estudo para evidenciar a presenca dessas lectinas utilizou eritrécitos
humanos e foi relatado por Boyd et al. (1966). Apds testarem 24 extratos aquosos, 0s autores
constataram que seis extratos preparados com algas pardas (Phaecophyceae) e um de alga azul
(Cyanophyceae) aglutinaram eritrocitos dos grupos A e O. Extratos de uma alga verde
(Chlorophyceae) e dois de algas pardas aglutinaram inespecificamente eritrocitos de todos os
grupos, enquanto que o extrato de uma alga vermelha (Rhodophyceae) apresentou especificidade

por eritrécitos do tipo A. Desde entdo, as lectinas vém sendo frequentemente encontradas em
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algas marinhas, sendo as algas vermelhas as mais estudadas, seguidas pelas algas verdes e pardas
(EL GAMAL, 2010).

No Brasil, esses estudos iniciaram com Ainouz & Sampaio (1991). Ao estudarem a
ocorréncia de lectinas em algas marinhas do Nordeste brasileiro, verificaram que os extratos
salinos de dez espécies aglutinaram eritrécitos de coelho, enquanto sete, seis e quatro extratos
aglutinaram eritrécitos de galinha, boi e carneiro, respectivamente.

Examinando 96 novas espécies, Rogers et al. (1977) constataram que o tratamento
dos eritrécitos com enzimas proteoliticas facilitavam a deteccao das lectinas de algas marinhas. O
uso de enzimas proteoliticas possibilita uma aglutinacdo mais forte devido, provavelmente, a uma
combinacdo de fatores como a remocdo de sialoglicoproteinas e suas cargas negativas da
superficie dos eritrécitos; reducdo no impedimento estérico causado por polipeptideos dos
eritrocitos e aparecimento de carboidratos e glicoproteinas anteriormente ndo acessiveis na
superficie dessas células (LIS & SHARON, 1986).

Estudos comparativos realizados com sangue de diferentes animais comprovaram que oS
eritrocitos de coelho s3o mais susceptiveis a aglutinagdo por extratos de algas (HORI;
MIYAZAWA; ITO, 1981). Esses dados e a praticidade de obtencdo justificam uma maior
utilizacdo dos eritrdcitos de coelho nos trabalhos de detec¢@o de lectinas em algas marinhas, em
detrimento dos eritrécitos humanos.

Sabe-se que, nos vegetais superiores, as lectinas estdo envolvidas na defesa contra
bactérias e fungos patogénicos, através do reconhecimento e imobilizacdo de micro-organismos
via ligacdo, prevenindo o seu crescimento e multiplicagdo (LIAO et al., 2003). Porém, até o

presente, pouco se sabe sobre o envolvimento das lectinas nas fungdes fisioldgicas das algas.

1.3 Isolamento e Purificacao de Lectinas de Algas Marinhas

A primeira lectina de alga marinha a ser purificada e caracterizada parcialmente foi a
da alga vermelha Ptilota plumosa (ROGERS; BLUNDEN; EVANS, 1977). O isolamento de
lectinas de algas marinhas passa por uma série de etapas que comec¢a com a preparacao de um
extrato total a partir do contato da alga com solu¢des tamponantes. Apds isso, pode-se submeter o
extrato obtido a precipitacdes salinas (salting out), principalmente com sulfato de amonio, e a

procedimentos cromatogréficos (sequenciais ou nao). Dentre esses procedimentos estdo as
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cromatografias gasosas, de troca idnica, de interacdo hidrofébica, de afinidade e de filtracdo em
gel (HARNEDY; FITZGERALD, 2011).

A cromatografia de troca idnica € muito eficiente principalmente nas etapas iniciais
de purificacdo, pois a resina adsorve pigmentos dos extratos protéicos. Nagano et al. (2005)
obtiveram a lectina da alga marinha vermelha Hypnea cervicornis pela aplicacdo do extrato
protéico em coluna cromatografica de troca ibnica em gel de DEAE-Sephacel. Leite et al. (2005)
isolaram a lectina da alga marinha vermelha Gracilaria ornata através de cromatografias
sequenciais de troca idnica em DEAE-celulose e afinidade em coluna de Mucina-Sepaharose 4B.

A estratégia de cromatografias sequenciais pode ser substituida pelo uso direto da
cromatografia de afinidade, desde que se conheca a especificidade da lectina e a natureza dos
pigmentos algais, os quais podem danificar a coluna ao se ligarem fortemente a matriz
cromatografica. Costa et al. (1999) utilizaram a manana de levedura em procedimentos
cromatograficos de afinidade para o isolamento da lectina da alga marinha vermelha Amansia
multifida. Sampaio et al. (1997) isolaram a lectina da alga Ptilota filicina por cromatografia de

afinidade, utilizando a galactose presente na goma de guar reticulada.

1.3.1 Lectina da Alga Marinha Vermelha Solieria filiformis

A lectina da alga S. filiformis foi purificada por Benevides et al. (1996) através da
obtencdo do extrato total com tampdo fosfato 20 mM, pH 7,0, seguido da precipitacdo com
sulfato de amonio até 70% de saturacdo e procedimentos cromatograficos de troca idnica em
DEAE-celulose e de afinidade em coluna de Manana-Sepharose CL-4B. Os autores constataram
que a atividade hemaglutinante da lectina, utilizando eritrocitos de coelho tratados com tripsina,
ndo € dependente de cations divalentes, € inibida pelas glicoproteinas manana, avidina,
ovalbumina e egg-white e estdvel ao calor por 30 minutos a 50 °C. A massa molecular aparente
foi estimada em 29 kDa, por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS e [-
mercaptoetanol.

Posteriormente, Holanda et al. (2005) purificaram a mesma lectina, utilizando a
metodologia descrita acima, mas com algumas modificacdes. A lectina foi, entdo, purificada
através de extracdo com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, precipitagdo com sulfato de amonio

até 80% de saturagcdo e cromatografia de afinidade em coluna de Manana-Sepharose 4B. Esse
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trabalho confirmou a massa molecular aparente da lectina de 29 kDa, por eletroforese em gel de

poliacrilamida na presenca de SDS.

1.4 Aplicacoes e Atividades Bioldgicas de Lectinas de Algas Marinhas

As lectinas tém sido alvo de pesquisas no mundo inteiro. Isso se deve a sua
impressionante capacidade de ligar-se especificamente a carboidratos ou a substincias que os
contém, propiciando um imenso campo de aplicacdo bioldégica em diversas dreas, como na
agricultura, na bioquimica, nas ciéncias biomédicas e na farmacologia. Nesse contexto, um
atrativo para a utilizacdo de lectinas de algas marinhas € o fato das mesmas possuirem massa
molecular menor do que as lectinas de plantas, e, por isso, elas seriam mais apropriadas para o
uso como ferramentas bioldgicas, pois o menor tamanho dessas moléculas implicaria em uma
menor reacdo antigénica (ROGERS & HORI, 1993).

Estudos realizados com as lectinas das algas Solieria robusta, Eucheuma serra, E.
amakusaensis e E. cottonii demonstraram que as mesmas apresentam forte atividade mitogénica
(HARNEDY; FITZGERALD, 2011).

A lectina da alga marinha vermelha Gracilaria ornata inibiu a emergéncia das larvas
do gorgulho Callosobruchus maculatus, mostrando, entdo, uma potente acdo inseticida (LEITE et
al., 2005).

Efeitos antinociceptivos significantes tém sido demonstrados por lectinas de algumas
espécies de algas marinhas. Dentre essas estdo as algas vermelhas Bryothamnion seaforthii, B.
triguetrum e Amansia multifida e a alga verde Caulerpa cupressoides (VIANA et al., 2002;
NEVES et al., 2007; VANDERLEI et al, 2010).

Com relac@o aos estudos sobre inflamacgdo, algumas lectinas de algas tiveram efeitos
pro-inflamatorios, induzindo a migragao de neutréfilos em ratos e camundongos (NEVES et al.,
2001). Enquanto outras, como as lectinas das algas Hypnea cervicornis € Pterocladiella
capillacea apresentaram efeito anti-inflamatério (BITENCOURT et al., 2008; SILVA et al.,
2010).

Estudos realizados com a lectina da alga S. filiformis verificaram que essa proteina
possui efeito sobre o crescimento de eubactérias patogénicas, inibindo o crescimento de algumas

espécies Gram-negativas (HOLANDA et al., 2005). Além disso, Nascimento (2003) verificou
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que essa lectina possui atividade tdéxica contra o ciclo evolutivo do ectoparasita Boophilus
microplus (carrapato bovino). Apesar da existéncia desses estudos, ainda ha vdrios aspectos a

serem explorados com relac@o ao potencial farmacolégico e biotecnolégico da lectina dessa alga.

1.5 Dor e Nocicepcao

O sistema nervoso sensorial € a parte do sistema nervoso responsavel pela andlise dos
estimulos provenientes do meio ambiente externo e interno do organismo. Os receptores nervosos
periféricos para a dor foram ao longo do tempo se desenvolvendo, facilitando a conducao nervosa
apo6s estimulos de alto limiar, sempre com o objetivo de evitar situagdes desagraddveis, manter as
funcdes fisioldgicas e preservar a vida. Assim, o sistema nervoso sensorial capacita o individuo a
nocicepg¢do e a dor propriamente dita (PERL, 2011).

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é
definida como uma desagraddavel experiéncia emocional e sensorial associada com atual ou
potencial dano ao tecido, ou descrita em termos de tais danos. Ja a nocicep¢ao € definida como
um processo neural de codificagdo e processamento do estimulo nocivo. Nocicep¢ao e dor nao
podem ser confundidos, pois um pode ocorrer sem o outro (LOESER; TREEDE, 2008).

O estimulo nociceptivo causa dano tecidual, ativando um discreto conjunto de 6rgaos
sensoriais periféricos chamados de nociceptores. Esses 6rgdos sdo as terminacdes de fibras
nervosas de pequeno didmetro que podem ser minimamente mielinizadas (fibras Ad) ou ndo
mielinizadas (fibras C). Os nociceptores podem ser ativados por vérias formas de energia,
incluindo mecanica, eletromagnética, elétrica, térmica e estimulo quimico (COUTAUX et al.,
2005). Além disso, podem ainda ser ativados por diversos neuromediadores inflamatorios
(substancias algogénicas) liberados por macrofagos, mastdcitos, células endoteliais ou nervos
traumatizados, facilitando a transmissdo dolorosa. Dentre estes, destacam-se a acetilcolina, a
histamina, a bradicinina, o leucotrieno, a substancia P, o fator de ativacdo plaquetéria (PAF), os
radicais dcidos, o fon potdssio, as prostaglandinas, os tromboxanos, as interleucinas e o fator de
crescimento nervoso (NGF). Esses neuromediadores periféricos, em geral, facilitam a
desporalizacdo da membrana neuronal por tempo prolongado, exacerbando a hiperalgesia,
aumento da resposta a um estimulo que normalmente € doloroso, ou a alodinia, dor devido a um

estimulo que normalmente nio provoca dor (WRIGHT, 1999).
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Em termos de duracdo, a dor pode ser transitéria, aguda ou cronica. Na dor
transitéria, ha ativacdo dos nociceptores independente da existéncia ou ndao de qualquer dano
tecidual, sendo este tipo de dor responsdvel pela protecdo do organismo frente a possiveis danos
fisicos oriundos de estresse tecidual ou mesmo ambiental (LOESER; MELZACK, 1999).

A dor aguda caracteriza-se por ser pontual, delimitada e com estimulacdo dos
nociceptores, desaparecendo com a resolucao do processo patoldgico (COUTAUX et al., 2005).
Usualmente, pode ser aliviada pela administracdo local de agentes farmacoldgicos, como drogas
anti-inflamatdrias ndo esteroidais, ou com abordagens ndo-farmacoldgicas, como friccionar a
area afetada ou aplicar gelo MCDOUGALL, 2011).

A dor cronica geralmente é aquela que persiste mesmo depois de finalizado o
processo causador do estimulo nociceptivo. E assim considerada quando a persisténcia é superior
a 3 meses (MCDOUGALL, 2011).

Quanto a fisiopatologia, a dor também pode ser classificada em (RANG et al., 2003):

1) Nociceptiva — ocorre quando existe um traumatismo nos receptores nociceptivos,
devido a alteracdes na sua estrutura andtomo-funcional com liberacdo de
substancias algogénicas nos tecidos;

2) Neurogénica — € aquela que ocorre com o dano diretamente sobre as inervagoes;

3) Neuropdtica — resultante do processamento somatossensorial anormal em nivel
periférico ou central, como, por exemplo, a dor do membro fantasma;

4) Inflamatéria — caracterizada pela sensibilizagdo dos neurdnios produzida pela
ativacdo da cascata de citocinas liberadas no tecido inflamatério e de células do
sistema imunobiolégico;

5) Psicogénica — é aquela que n3o possui causa organica, mas se expressa em
consequéncia de problemas psicoléogicos (MENEZES, 1999).

Visto que a dor, que € medida pela expressao verbal, € uma experi€ncia complexa que
envolve ndo apenas a transducdo de estimulo nocivo ambiental, mas também o processamento
cognitivo e emocional pelo encéfalo, o termo nocicep¢do € utilizado com melhor precisdo em
testes com animais (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

Assim, a nocicepc¢ao inclui os mecanismos pelos quais os estimulos nocivos sio
detectados pelo sistema nervoso periférico, codificados, transferidos e inconscientemente tratados

pelo sistema nervoso (BARROT, 2012). A maioria dos tipos de dor comega na periferia com um
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estimulo nocivo ativando os nociceptores, que possuem um alto limiar de estimulo, sendo
necessdrio um estimulo intenso para originar um potencial de acdo (FIGURA 2). Esse estimulo
fisico € posteriormente traduzido em um sinal eletroquimico que € transmitido da periferia até o
sistema nervoso central, através de nervos aferentes primdrios. Ao chegar no corno dorsal da
medula espinhal, esses impulsos sdo transmitidos via sinapses quimicas aos neurdnios de segunda
ordem, onde sdo posteriormente transportados ao longo de vias ascendentes para centros
superiores no cérebro. Por levar esses impulsos a dreas especificas do cérebro, como o cortex
somatossensorial e a amigdala, os sinais eletroquimicos sdao moldados numa experiéncia
psicofisica incorporando alguns reflexos motores protetores e respostas emocionais

(MCDOUGALL, 2011).

Figura 2 - O Caminho da Dor ao Cérebro.
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Fonte: Adaptado de McDougall, 2011. Estimulos ambientais nocivos podem ativar nociceptores
periféricos, levando a uma sensag@o de dor. Vérias células residentes na vizinhanga do nervo terminal
podem liberar mediadores que podem aumentar ou reduzir o limiar da ativag¢do nervosa.
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Existem inimeros testes que podem ser utilizados para avaliar a nocicep¢do em
modelos murinos, com o objetivo de desenvolver novos firmacos para o controle da dor. Nessas
avaliacdes, podem-se utilizar estimulos elétricos, térmicos, mecanicos ou quimicos (LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001).

Alguns desses testes dependem do aparecimento do comportamento de evitar
determinado estimulo, através, geralmente do reflexo de retirada da pata ou cauda. Neste caso, o
estimulo pode ser considerado como fixo. Como exemplos, t€ém-se os testes que utilizam a
estimulacdo térmica, dentre eles, estdao os testes de placa quente ou fria. Outros ensaios podem
depender do limiar do estimulo necessario para provocar um reflexo. Neste caso, o estimulo ¢
uma varidvel com valor crescente ou podem ser utilizados sucessivos estimulos em um valor fixo.
Como exemplo, tem-se a estimulacdo mecanica, através de testes como o de von Frey. Por
ultimo, alguns testes nociceptivos podem depender da observacdo e classificacdo de
comportamentos especificos. Como exemplos, t€ém-se os ensaios utilizando estimulos quimicos

inflamatoérios (carragenana) ou irritantes (dcido acético e formalina) (BARROT, 2012).

1.6 Inflamacao

Inflamacgdo ou flogose (do latim inflamare e do grego phlogos, que significa pegar
fogo) é um processo fisioldgico que ocorre como uma resposta natural de muitos organismos
multicelulares a uma variedade de agentes estranhos a eles, incluindo parasitas, microrganismos
patogénicos, substincias quimicas toxicas e danos fisicos aos tecidos (SCOTT; BRYANT;
BIDGGOD, 1999). A inflamacdo € resultado de uma cascata de eventos fisiologicos, conhecida
como resposta inflamatdria, que promove protecao aos tecidos, restringindo os danos no local da
infeccdo ou injuria, mas, quando acontece de forma exacerbada, pode ter inimeros efeitos
deletérios, causando doencas como a artrite reumatdide, psoriase e a doencga inflamatoria
intestinal (BILATE, 2007). Assim, a dor inflamatdria corresponde a liberagdo de mediadores
quimicos por células ndo neuronais no local de injuria.

O processo inflamatdério compreende dois eventos que ocorrem simultaneamente
durante o curso evolutivo desta reacdo, os eventos vasculares e celulares. Os vasculares incluem a
vasodilatacdo, o aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular e o extravasamento de

liquidos e proteinas plasmaticas para o espaco extravascular; ja os celulares englobam a migracao
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de leucdcitos para o foco inflamatério e a coagulagdo (SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985;
WANG:; DUDEK, 2009). Os eventos vasculares favorecem a ocorréncia dos eventos celulares.
Além disso, mediadores vasoativos e quimiotdticos liberados pelo préprio infiltrado celular
contribuem para a amplificacdo dos eventos vasculares (BEVILACQUA et al., 1994).

Devido a esses eventos, a inflamacdo é caracterizada por calor, rubor, edema, dor e,
posteriormente, a possivel perda da fun¢@o do tecido lesado. Essas caracteristicas sdo conhecidas
como os sinais cardinais da inflamacao (LARSEN; HOLT, 2000).

Em relacdo a persisténcia dos sintomas, a inflamacdo pode ser classificada em aguda
ou cronica IWALEWA et al., 2007). A fase aguda é de curta duracdo (minutos, horas ou até
poucos dias) e suas principais caracteristicas sdo a vasodilatac¢do arteriolar e venular, a exsudacao
de fluido rico em proteinas plasmaéticas (edema), a migracdo de leucdcitos e o acimulo de
neutréfilos no sitio da inflamacdo, com a possivel ativacdo da cascata de coagulacdo
(SPLETTSTOESSER; SCHUFF-WERNER, 2002). A cronica € de longa duracdo (semanas ou
anos) e associa-se a presenga de mondcitos, linfécitos, macréfagos, plasmdcitos e fibroblastos,
além da proliferacdo de vasos sanguineos e do tecido conjuntivo, fibrose e necrose tecidual.

A inflamag¢ao age no sentido de remover ou inibir o agente estranho, desencadeando
uma série de eventos que promovem o retorno do organismo a condi¢do normal, incluindo a
reconstrucdo do tecido lesado. Essas respostas de defesa s@o iniciadas e reguladas por uma
variedade de mediadores liberados por diferentes tipos de células. A compreensdo dos efeitos,
dos mecanismos de acdo e dos usos clinicos dos fairmacos que afetam as respostas inflamatdrias e
imunoldgicas depende de uma avaliacdo do modo pelo qual essas células e seus mediadores

interagem (VANDERLEI, 2008).

1.6.1 Principais Células Envolvidas no Processo Inflamatorio

Diversas sao as células envolvidas no processo inflamatério. Algumas células ji estdao
presentes no tecido afetado, tais como células do endotélio vascular, mastocitos e células
mononucleares residentes. Enquanto outras, como os leucdcitos migram para o local da lesdo. Os
leucécitos, células incolores implicadas nas defesas do organismo, sdo ativamente moéveis e
podem ser divididos em duas classes: células polimorfonucleares (neutréfilos, eosindfilos e

basofilos) e mononucleares (mondcitos e linfocitos) (BEVILACQUA et al., 1994).
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A passagem dos leucdcitos do vaso para os tecidos (extravasamento) decorre de uma
sequéncia de eventos que inclui trés passos (FIGURA 3): 1) marginacdo (movimento das células
da corrente sanguinea para a periferia das veias), rolamento e adesdo ao vaso sanguineo; 2)
transmigragdo através do endotélio para o tecido lesado (diapedese); e 3) quimiotaxia ou processo
de locomo¢do das células inflamatdrias para o local afetado, seguindo um gradiente quimico.
Todas essas etapas do processo de migracdo leucocitdria sdo dependentes da expressao pelos
leucdcitos e pelas células endoteliais de moléculas de adesdo e de mediadores quimiotéticos

(SPRINGER, 1994).

Figura 3 - Sequéncia de Eventos Leucocitarios na Inflamacao.
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Fonte: Robbins ez. al., 2005. A figura representa as etapas de rolamento, adesdo e migracdo celular na inflamagdo, bem
como a liberacdo de mediadores locais, que estdo estreitamente relacionados aos eventos vasculares e celulares da resposta

inflamatdria.

Dentre as moléculas de adesdo estdo as selectinas, integrinas e imunoglobulinas de
adesdo. As selectinas sdo lectinas que interagem com agucares e/ou glicoproteinas e estdo,

principalmente, envolvidas com a fase de rolamento dos leucdcitos (PANES; PERRY;
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GRANGER, 1999). Os trés tipos de selectinas existentes foram denominados de acordo com os
tecidos onde foram identificadas: L-selectina (expressa pelos leucdcitos circulantes); P-selectina
(rapidamente expressa pelas células endoteliais ou plaquetas expostas a histamina ou trombina); e
E-selectina (expressdo induzida apds algumas horas de ativagdo das células do endotélio por IL-
1, TNF-a ou endotoxina) (SPRINGER, 1994).

As integrinas (P2) sdo protefnas presentes na membrana dos leucdcitos e que podem
ter sua expressao aumentada, apds a ativacdo destas células por mediadores inflamatérios como o
PAF ou outras citocinas (LEY, 2002). Interagem com as imunoglobulinas de adesao.

Enquanto que as imunoglobulinas de adesdo (ICAMs) sdo moléculas que estdo
presentes no endotélio, sendo que as mais relacionadas ao processo de migragdo sdao: ICAM-1
(Moléculas de adesdo intercelular-1), ICAM-2 (Moléculas de adesdo intercelular-2), VCAM-1
(molécula de adesdo vascular) e PCAM-1 (molécula de adesdo de célula endotelial e plaqueta)
(BEVILACQUA et al., 1994).

A acao coordenada dessas moléculas é necessdria para um efetivo e estdvel rolamento
dos leucécitos. Assim, através da producdo de compostos vasoativos, de ativadores leucocitarios
baseados em lipidios, de citocinas quimiotdticas e da expressdo de moléculas de adesdo, as
células endoteliais orquestram o movimento de fluidos e leucécitos que caracteriza a inflamacao,
ocasionando o aumento da liberagdo de plasma e de células sanguineas para a drea afetada
(BEVILACQUA et al., 1994).

Os neutrofilos estdo presentes em grande quantidade no sangue periférico (50-70%
das células brancas) e medeiam as fases mais iniciais das respostas inflamatdrias. Eles tém nucleo
segmentado, tipicamente com 2 a 5 lobos conectados entre si através de finas fitas de cromatina.
O seu citoplasma apresenta granulos de dois tipos: os granulos primdrios (azurofilicos) que
contém mieloperoxidase, lisozimas, colagenase, elastase e catepsinas; e os granulos secundarios
que contém lisozima, colagenase e o complexo enzimético associado a explosdo respiratdria.
Apresentam funcdes relacionadas a defesa do hospedeiro contra micro-organismos invasores,
tanto no meio extracelular, quanto intracelular, matando-os através da acao de enzimas digestivas
presentes nos seus granulos citoplasmaticos. Sdo também responsaveis pela remocdo de restos
celulares. Apesar do curto ciclo de vida (8 — 20 h), a exposi¢do dos neutréfilos aos mediadores

inflamatdrios presentes no ambiente extracelular, como citocinas e produtos derivados de
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bactérias, pode estender a sua sobrevivéncia significativamente, e, assim, capacitd-los para
realizar fungOes regulatdrias mais sofisticadas e prolongadas (WITKO-SARSAT et al., 2000).

Os mastdcitos sdo células globulosas e grandes. Possuem nucleo esférico e central e
granulos citoplasmaticos eletrodensos e ligados a membrana. Estes granulos contém heparina,
leucotrienos, histamina e fator quimiotatico de eosinéfilos da anafilaxia. Eles estdo localizados
em 6rgdos como a pele, pulmdes, vias gastrintestinais, mucosas nasais e estdo estrategicamente
posicionados para interagir com antigenos ingeridos ou inalados e, assim, secretar seus
mediadores inflamatérios, que produzem aumento na permeabilidade vascular, vasodilatacao,
contragdo de musculo liso, secrecdo de muco, potencializacdo da lesdo tecidual e quimiotaxia de
neutroéfilos e eosindfilos (MOTA et al., 2006).

Os mondcitos representam células efetoras do sistema imunolégico equipadas com
receptores de quimiocina e de moléculas de adesdo que auxiliam na migracdo dessas células do
sangue aos tecidos, durante a inflamaco. E uma célula grande, quando comparada aos linfécitos.
De modo geral, apresenta um nicleo em forma de ferradura e contém granulos azurofilicos
palidos. Seus lisossomos contém peroxidase e vdarias hidrolases &acidas, importantes para a
destruicdo intracelular dos micro-organismos. Eles podem se diferenciar em células dendriticas
inflamatdrias ou em macréfagos durante a inflamacido (GEISSMANN et al., 2010).

Os macréfagos podem estar em diferentes tecidos, recebendo, entdo, nomes especiais
para designar localizagdes especificas e s@o resultantes da diferenciacio de mondcitos. Sdo
células fagociticas residentes nos tecidos linféides e ndo linféides e acredita-se que estdo
envolvidos na homeostase do tecido, via remoc¢ao de células apoptéticas e a produgdo de fatores
de crescimento. Além disso, sdo as cé€lulas efetoras dominantes nos estdgios mais tardios da
resposta imunolégica natural (1 ou 2 dias apds a infec¢do). Quando ativados, sofrem
modificagdes morfoldgicas, metabdlicas e funcionais, tais como: aumento de tamanho; alteracio
da membrana plasmética; maior formacdo de pseuddpodos; aumento no nimero de vesiculas
pinociticas; maior metabolismo de glicose; migragdo mais vigorosa; maior capacidade de matar
micro-organismos intracelulares facultativos e células tumorais; e expressdo de moléculas
efetoras como peroxidase, protease citolitica, Oxido nitrico e citocinas pro-inflamatodrias. Os
macréfagos sdo atraidos aos sitios de inflamacao através de fatores quimiotéticos derivados de
linfécitos, neutréfilos, fibroblastos e do soro, e t€ém como principal mecanismo efetor a fagocitose

(KESHERWANI; SODHI, 2007; IWALEWA et al., 2007; GEISSMANN et al., 2010).
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As plaquetas sdo corpuisculos anucleados com a forma de disco derivados de células
gigantes da medula dssea, os megacaridcitos. Apds um trauma ou lesdo das células endoteliais, as
plaquetas aderem e agregam-se a superficie endotelial do tecido vascular danificado, liberando as
substancias contidas nos seus granulos. Portanto, varios mediadores sdo derivados das plaquetas,
incluindo tromboxano A;, fibrinogénio, fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e
outros. Como resultado, ocorre aumento da permeabilidade capilar, ativacdo do complemento e,
portanto, atracao dos leucécitos IWALEWA et al., 2007, WAGNER, 2005).

Os eosindfilos geralmente possuem nicleo bilobado e muitos granulos
citoplasmaticos, perfazendo, entdo, 2 a 5% dos leucdcitos sanguineos em individuos sauddveis
(ndo-alérgicos). As fungdes dos eosindfilos estdo associadas com respostas alérgicas e defesa
contra parasitas, liberando mediadores citotdxicos, citocinas e apresentando antigenos. Além
disso, eles também liberam histaminase e arilsulfatase, que inativam os produtos dos mastdcitos,
como histamina e alguns leucotrienos (DOMBROWICZ; CAPRON, 2001; PUXEDDU et al.,
2005).

Os basofilos sdo encontrados em concentragdes muito pequenas na circulacdo,
perfazendo menos de 1% do total de leucécitos e possuem um nicleo volumoso (bilobado ou
multilobado). Seus granulos possuem histaminas, proteases e fator quimiotético para eosinéfilo e
neutréfilo. Os baséfilos estdo associados com a resposta imunolégica a alérgenos, como na

ocorréncia de asma e anafilaxias (SPRINGER, 1994; IWALEWA et al., 2007).

1.6.2 Principais Mediadores Envolvidos na Inflamacao

Os mediadores da inflamagdo sdo substancias formadas e liberadas, concomitante ou
sequencialmente, no local da lesdo, podendo ter origem plasmdtica ou celular. Os de origem
plasmdtica sdo formados a partir da ativacdo de quatro cascatas enzimadticas: sistema da
coagulagdo (trombina, plasmina), sistema fibrinolitico (fibrina), sistema das cininas (bradicinina)
e sistema complemento (C3b, C5a); e os de origem celular, como histamina, serotonina,
prostaglandinas, fator ativador plaquetario, leucotrienos e citocinas, sdo produzidos como
consequéncia da ativacdo de células, sejam elas residentes ou ndo (SCOTT; LAM; FERRELL,

1994). Os mediadores estdo envolvidos na génese € manutencdo dos eventos caracteristicos da
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reacdo inflamatéria e se ligam a receptores especificos nas células-alvos podendo, inclusive,
estimular a libera¢dao de outros mediadores (ZHOU et al., 2007).

a) Sistema das cininas

Este sistema de enzimas tem como funcdes a ativacdao das plaquetas e a produgdo de
bradicinina e calicreina. A bradicinina é um potente agente vasoativo, induz vasodilatacdo,
contragdo da musculatura lisa e dor. A calicreina € um agente quimiotatico neutrofilico (SCOTT;
LAM; FERRELL, 1994).

b) Sistema complemento

E formado por cascatas de reagdes enzimaticas. Por meio das vias cldssica, alternativa
e da lectina, s@o produzidos fragmentos protéicos que podem atuar como opsoninas (ligam-se aos
micro-organismos, facilitando a fagocitose dos mesmos), como o C3b; mediadores inflamatérios
(promovem o recrutamento de granuldcitos e mondcitos) e anafilotaxinas (induzem a
degranulacdo de mastdcitos), como o C5a, C3a e C4a (RAMAGLIA; DAHA; BAAS, 2008).

c¢) Sistema de coagulacdo

E ativado pelo fator de Hageman (XII), sendo que a trombina e o fator Xa fazem
parte desse sistema. A trombina leva a formacao de fibrinopeptideos cujas fungdes sdo aumento
da permeabilidade vascular, quimiotaxia, adesdo leucocitdria e proliferacdo fibroblastica. Por
outro lado, o fator Xa promove, além de aumento da permeabilidade, exsudacdo leucocitaria
(WHITE, 1999).

d) Sistema fibrinolitico

Dentro da resposta inflamatoria estd envolvido na ativacido do sistema complemento e
participa do aumento da permeabilidade vascular (COLUCCI; SEMERARO, 2011).

e) Aminas vasoativas

Como exemplos, tém-se a histamina e a serotonina. A histamina pode ser encontrada
em mastocitos, basofilos e plaquetas, sendo liberada por exocitose durante as reagdes
inflamatérias ou alérgicas. E o primeiro mediador a atuar, gerando o aumento da permeabilidade
vascular e a contracgdo do endotélio venular com alargamento de juncdes celulares
interendoteliais (HEBERT; JUST; SCHMIDT, 2001). A serotonina apresenta acdes semelhantes
as da histamina, sendo encontrada nas plaquetas (GOADSBY; LIPTON; FERRARI, 2002). Pode
atuar também em uma variedade de receptores farmacoldgicos, agindo como neurotransmissor

(WOUTERS; FARRUGIA; SCHEMANN, 2007).
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f) Derivados do dcido araquidonico

A estimulacdo das membranas celulares induz a metabolizacdo do dcido araquiddonico
pela acdo da fosfolipase A, (PLA;). Em seguida, ocorre a sua biotransformacdo em
prostaglandina (PG) ou tromboxano, via acdo de ciclooxigenases (COX); e em leucotrienos (LT)
ou lipoxinas, via acdo das lipoxigenases (WANG; HONN; NIE, 2007).

As prostaglandinas podem participar de reacdes alérgicas e, durante a reacdo de
mastdcitos em tecidos, podem provocar a contracdo da musculatura lisa, permeabilidade vascular,
sensacdo de prurido e dor e agregacdo plaquetdria (WHITE, 1999). Além disso, possuem agao
vasodilatadora, além de potencializar os efeitos quimiotdticos e aumentar a permeabilidade de
outros mediadores (KAM; SEE, 2000).

Dentre os leucotrienos mais importantes estd o LTB4, que causa aderéncia de
neutréfilos ao endotélio das vénulas pds-capilares, sendo também um potente agente quimiotdtico
para neutréfilos. O LTC4, LTD4 e LTE4 causam vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da
permeabilidade vascular (MOORE; WEISS, 1985).

g) Enzimas lisossomais

Existem vdrias enzimas lisossomais presentes em ganulos de neutréfilos e mastdcitos
que podem atuar na inflamacdo, dentre elas: mieloperoxidase (citotéxica e pode inativar fatores
quimiotaticos, limitando o fluxo de neutréfilos); elastina e catepsina, que t€m importantes papéis
em muitos processos, incluindo defesa do hospedeiro, remodelagem do tecido e migracdo de
leucécitos (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982; MEDZHITOV, 2008).

h) Oxido Nitrico

E vasodilatador e seu envolvimento nessa resposta pode ter relacio com a sua
habilidade em aumentar a permeabilidade vascular e o edema através de mudangas no fluxo
sanguineo local e do aumento na produc¢do de prostaglandinas inflamatoérias. Além disso, reduz a
agregacdo e adesdo plaquetdria e é citotoxico para determinados micrdbios e células tumorais
(FIGUEIREDO et al., 2009).

1) Fator ativador de plaquetas (PAF)

E ativado quando h4 liberagdo de histamina, trombinas e LTB4, sendo sintetizado a
partir de fosfolipideos de membrana por ativagdo de fosfolipases (PLA,) (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004). O PAF regula a liberacdo de citocinas, amplificando a resposta

inflamatdria, aumenta a permeabilidade vascular por contracdo das células endoteliais, estimula a
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agregacdo plaquetdria e as enzimas lisossOmicas para producdo de superoxidos (TIEMANN et
al.,2001).

j) Citocinas

Sao proteinas de baixa massa molecular produzidas por diferentes tipos celulares do
sistema imune e atuam na comunica¢ao entre as células, promovendo a induc@o ou regulacdo da
resposta imune. Os vdrios tipos de citocinas incluem interleucinas, fatores de crescimento de
colonia da medula ossea, interferons e fatores de necrose tumoral. Como exemplos, t€ém-se a
interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-o (TNF-a), que
induzem efeitos locais, tais como inducao da expressdao de moléculas de adesdao e de quimiocinas,
facilitando a migracdo de leucdcitos e efeitos sistémicos como a inducdo de proteinas de fase
aguda, podendo promover a febre. Esta resposta local é firmemente controlada pela producdo de
interleucinas anti-inflamatdrias (IL-10) e antagonista end6geno (BILATE, 2007).

k) Quimiocinas: As quimiocinas sao pequenos polipeptideos (90-130 residuos de
aminodcidos), constituindo um subgrupo de citocinas. Controlam a adesdo, quimiotaxia,
recrutamento e ativacao de varios tipos de leucdocitos. As quimiocinas também controlam e atuam
em diversos processos bioldgicos como hematopoiese, angiogénese e metdstase de tumores
(BILATE, 2007).

1) Substincia P

A substancia P (SP) € um neuropeptideo da familia das taquicininas, sendo
liberada por neurOnios aferentes. Estudos em ratos tém mostrado sua produgdo por células
inflamatdrias como macréfagos, linfocitos e células dendriticas (O’CONNOR et al., 2004). A SP
promove a inflamacdo devido aos seus efeitos sobre os vasos sanguineos, provocando
vasodilatacdo e alterando a permeabilidade vascular além de induzir a degranulacio de

mastécitos (PERNOW, 1983).

1.6.2.1 Via da Hemoxigenase

A hemoxigenase (HO) € uma enzima microssomal que catalisa a degradacdo do
grupo heme em monéxido de carbono (CO), ferro e biliverdina (BVD). Posteriormente, o ferro é
sequestrado pela ferritina e a biliverdina € reduzida a bilirrubina pela biliverdina redutase

(ABRAHAM, et al., 1988). Trés isoenzimas da HO geneticamente distintas sdo conhecidas: HO-
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1, induzida e geralmente expressa como resposta celular ao estresse oxidativo; HO-2 e HO-3, que
sdo constitutivamente expressas na maioria dos tecidos (PAINE et al., 2010).

Nos ultimos anos, varios estudos vém demonstrando que a HO-1, seu substrato
(heme) e seus produtos (CO e BVD) sao capazes de modular o processo inflamatério. O heme €
capaz de estimular a producdo de radicais livres, o aumento de permeabilidade vascular, a
expressdo de moléculas de adesdo e a infiltracdo de neutréfilos no sitio lesionado (SHONO et al.
1996). Assim, o heme possui caracteristicas pro-inflamatdrias, mas, em pequenas concentracoes,
estimula a producio de HO-1, que ird modular essa resposta inflamatoria.

O CO ¢ um potente agente vasoativo gasoso e estd envolvido na regulacdo do tonus
vascular, sinalizacdo neuronal, inibicdo de apoptose e sintese de mediadores inflamatdrios
(citocinas, NO e prostaglandinas) e reduz respostas inflamatérias em diversos modelos de
estresse oxidativo (BARANANO; SNYDER, 2001). O ferro estimula a producgao de ferritina, que
pode atuar como agente antioxidante (PAINE et al., 2010). A BVD € capaz de reduzir a migracao
de neutréfilos, exsudagdo e liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e a expressao de moléculas
de adesao (VICENTE et al., 2003). A bilirrubina, produto da conversdao de BVD, age como
agente antioxidante e citoprotetor (AN et al., 2011).

Portanto, a via da hemoxigenase apresenta inimeros efeitos protetores ao organismo,
dentre eles, estdo as capacidades antioxidante, anti-inflamatéria e antiapoptética (GOZZELINO;

JENEY; SOARES, 2010).

1.7 Farmacos Utilizados no Controle da Dor e Inflamacao

Uma vez que a dor e a inflamacdo sdo processos bioldégicos nos quais muitos
mediadores co-participam, substancias capazes de diminuir a condi¢do inflamatdria podem ser
empregadas no tratamento contra a dor, com o intuito de inibir a producdo de mediadores
inflamatodrios, ou ainda, no bloqueio das atividades das fibras aferentes, como os bloqueadores
dos canais i0nicos. Na verdade, a grande maioria dos firmacos presentes no mercado que sao
utilizados para o controle da dor, possuem um cunho anti-inflamatério (MENDELL; SAHENK,
2003).
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Virias abordagens terapéuticas visam o tratamento da dor aguda. Analgésicos, como
opidides e anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), atuam por diferentes mecanismos no
sistema nervoso central e periférico (MOORE, 2009).

O termo opidide, vem de 6pio (do grego 6pion, “suco de papoula”, que, por sua vez,
contém muitos alcaléides relacionados a morfina), por isso esse termo aplica-se a qualquer
substancia, endégena ou sintética, que produza efeitos semelhantes a morfina, e que sejam
bloqueados por antagonistas como a naloxona. Os opidides t€ém acdo central, desencadeando
analgesia associada a depressdo das funcdes neurovegetativas; sdo potentes analgésicos com
caracteristicas sedativa e hipnética, porém as dependéncias psiquica e fisica e a tolerdncia sdo
fatores que limitam seu uso prolongado (GILBERT et al., 2004).

Os opidides exercem seus efeitos por acdo em trés classes principais de receptores,
mu (p), kappa (x) e delta (6), que sdo produtos de trés diferentes genes. A nomenclatura desses
receptores foi baseada na sua ativagdo por diferentes agonistas opidides, como descrito a seguir
(JAN; VISCUSI, 2003):

1) Receptor pu opidide (MOR) — Responsdvel por varios efeitos dos opidides,
incluindo analgesia supraespinhal, depressdo respiratéria, euforia, sedacao,
diminui¢do da motilidade gastrointestinal, bem como dependéncia fisica. Medeia
os efeitos da morfina;

2) Receptor k opidide (KOR) — Responsdvel pela analgesia espinhal (medular),
sedacdo, dispnéia, dependéncia, disforia e depressdo respiratéria. Medeia os
efeitos da cetociclazocina;

3) Receptor & opiéide (DOR) — E mais importante a nivel periférico e estd envolvido
principalmente em efeitos psicomiméticos e disforia. Medeia os efeitos da
encefalina.

A morfina € um opidide que promove analgesia intensa e de longa duracdo, sem
provocar bloqueio simpético ou motor. Assim, além de ser antinociceptiva, a morfina também
reduz o componente afetivo da dor. Por outro lado, ocasiona alguns efeitos indesejaveis, como:
constipacdo, retencdo urindria, euforia, reducdo do apetite, hipotermia, bradicardia e tolerancia
(YUNES et al., 2005).

Os AINEs podem apresentar efeitos analgésico, anti-inflamatorio e antipirético. Seu

mecanismo de acdo geral se da pela inibi¢do das ciclooxigenases (COX) e, consequentemente, da



38

producdo de prostaglandinas e tromboxanos, sendo mais eficiente nas dores somdticas com
componente inflamatério (NUNES et al., 2006).

Os AINEs podem ser classificados de acordo com a sua seletividade sobre as
isoformas da enzima ciclooxigenase em: AINEs ndo seletivos, que inibem tanto a COX-1 quanto
a COX-2, como por exemplo, tém-se a aspirina (4cido acetil salicilico), a indometacina e o
piroxicano; AINEs seletivos, mais especificos para a COX-2, mas ainda atuando na COX-1,
como a nimesulida e o meloxicano; e AINEs especificos que agem quase exclusivamente na
isoforma COX-2, dentre eles o celocoxibe, o etoroxibe e¢ o lumiracoxibe (VANE; WARNER,
2000).

Alguns AINEs, além de inibir as COXs, podem agir por outros mecanismos, tais
como: estabilizagcdo da membrana lipossdmica, inibi¢do da migracdo de leucécitos para a area
inflamada, interferéncias na reacdo antigeno-anticorpo e inibicdo da biossintese de
mucopolissacarideo (NUNES et al., 2006). Além disso, podem prevenir danos celulares através
da geracdo de produtos antioxidantes, principalmente, pela ativa¢ao da via da hemoxigenase.

O uso dos AINEs torna-se restrito pelo fato de provocarem efeitos adversos,
principalmente no trato gastrointestinal, além de efeitos no figado, rins, bago, sangue e medula
6ssea (BASIVIREDDY et al., 2004).

Para o tratamento da inflamacdo, além dos AINEs, os glicocorticéides ou
corticosterdides, também sdo bastante utilizados, como exemplos, tém-se a dexametasona e a
hidrocortisona. Possuem grande amplitude de acdes farmacoldgicas, dentre elas, seus efeitos anti-
inflamatorios e imunossupressores, inibindo tanto as manifestacdes iniciais quanto as tardias do
processo inflamatério (ADCOCK et al., 2005). Sua acdo farmacoldgica estd relacionada
principalmente a inibicdo da migracdo celular para a area afetada, através da supressdo da
expressao de moléculas de adesdo, ou da inducao da sintese da anexina-1, uma proteina inibidora
de PLA; (enzima responsdvel pela liberacdo de acido araquidonico e, consequentemente, pela
ativagdo da producgdo de prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos). O complexo esterdide-
receptor também € capaz de promover inibi¢do da transcricdo de um grande nimero de citocinas
envolvidas na inflamacdo cronica, destacando-se principalmente a IL-1 e o TNF-a. Além disso,
os corticosterdides podem ainda promover uma repressao da sintese dos receptores das citocinas,

como dos receptores da IL-2 (KASSUYA, 2006). Dentre os efeitos colaterais desses farmacos
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estdo: osteoporose, fraqueza muscular, udlceras pépticas, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
fendmenos hemorrégicos, sindrome de Cushing e outros.

A dexametasona € um glicocorticdide sintético muito utilizado e com potentes
propriedades anti-inflamatérias e imunossupressoras, sendo considerada uma droga de amplo
espectro que age sobre vasos sanguineos; citocinas e outros mediadores lipidicos e glicolipidicos;
tipos celulares inflamatérios, principalmente, neutréfilos; e certas enzimas indutoras da
inflamacdo, tais como a COX-2 e iNOS. Pode também atuar inibindo a transcricdo de genes que
originam receptores, proteinas que suprimem citocinas e, também, proteinas que controlam a
ativacdo, migragdo, adesao e recrutamento celular (ADCOCK; ITO; BARNES, 2004).

Apesar dos inimeros medicamentos analgésicos e anti-inflamatérios existentes, ainda
devem ser realizados muitos estudos para que se encontrem moléculas mais seletivas e que nao
causem tantos efeitos adversos. Por isso, atualmente, tem-se dado grande énfase a estudos de
substancias naturais que possam apresentar atividade terapéutica e, claramente, venham a

representar uma alternativa farmacoldgica eficaz, segura e menos onerosa a populagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Isolar a lectina da alga marinha vermelha Solieria filiformis e investigar seu efeito na

nocicepc¢ao e na inflamacao aguda, bem como seus possiveis sinais de toxicidade em animais.

2.2 Especificos

Isolar lectina da alga S. filiformis através de cromatografias sequenciais;

e Caracterizar fisico-quimicamente e estruturalmente a lectina da S. filiformis;

e Avaliar o efeito da lectina da S. filiformis na nocicep¢ao em camundongos;

e Avaliar o efeito da lectina da S. filiformis na inflamagao aguda em ratos;

e Avaliar a toxicidade da lectina da S. filiformis, por dose repetida, em

camundongos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Alga Marinha

A alga marinha vermelha Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson foi coletada
da drea de cultivo situada na praia de Fleicheiras (3°13°06”" S; 39°16°47°" W), localizada no
municipio de Trairi, a 130 Km de Fortaleza, no litoral Oeste do Estado do Ceard, Brasil. Essa
area tem, aproximadamente, 0,5 ha, com 3-5 m de profundidade e estd a 200 m da costa
(preamar). Essa espécie estd depositada na forma de exsicata (n® 35682) no Herbério Prisco

Bezerra da Universidade Federal do Ceara (FIGURA 4).

3.1.2 Células Sanguineas

Amostras de sangue de coelho albino foram obtidas de animais adultos e sadios,
mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade

Federal do Ceara (UFC).

3.1.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos variedade Swiss machos e fémeas (20-25 g) e
ratos albinos variedade Wistar machos (180-200 g) fornecidos pelo Biotério Central da UFC,
mantidos em salas com temperatura ambiente adequada e livre acesso a ra¢do e dgua no Biotério
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular. Os ensaios com os animais seguiram os
padrdes exigidos de ética e biosseguranca, respeitando o principios dos 3 R’s da experimentagdo
animal (“reduction, replacement and refinement™), recebendo aprovagio da Comissdo de Etica

em Pesquisa Animal da UFC (CEPA n° 02/11).



Figura 4 - Alga Marinha Vermelha Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson
(Rhodophyta, Gigartinales, Solieriaceae).

&1 ¢
Foto: Marjory Lima Holanda g

Fonte: Mérjory Lima Holanda.

Filo: Rhodophyta

Classe: Florideophyceae

Ordem: Gigartinales
Familia: Solieriaceae
Género: Solieria

Espécie: Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson
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3.1.4 Farmacos e Reagentes

As drogas e reagentes utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho foram:

Acrilamida, N,N-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina, Coomassie Brilliant
Blue G-250, marcadores de massa molecular, sulfato de aménio, TEMED, tripsina, Tris, DEAE-
Celulose, heparina (Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S.A.).

Solugdes e drogas usadas nos ensaios de nocicepcao: 4cido acético (P.A., Merck);
formaldeido 38% (P.A., Merck); cloridrato de morfina (Dimorf®, Cristdlia, Itapira, SP, Brasil); e
indometacina (Indocid®, Merck Sharp & Dohme; Campinas, SP, Brasil).

Solu¢des e Drogas usadas no ensaio de inflamacdo: carragenina lambda tipo IV
(Sigma, St. Louis, MO, USA); dexametasona (Decadron®, Andpolis, GO, Brasil); Dextrana
(Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA); pentoxifilina (EMS, Sao Bernardo do Campo, SP,
Brazil); meclizina (APSEN, Santo Amaro, SP, Brazil); L-N-nitro-arginina-metil-ester (L-NAME)
(Sigma, St. Louis, MO, USA); fosfato de potdssio monobdsico, fosfato de potdssio dibésico,
brometo de hexadecitrimetilaménio (HTAB) e zinco protoporfirina IX (ZnPP IX) (Sigma, St.
Louis, MO, USA); Hematoxilina e Eosina (Reagen); e O-dianisidina (Sigma®, USA).

Kits para dosagens séricas (Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil): AST e ALT (Cat. 52
e 53, ANVISA 10009010031 e 10009010027, respectivamente); Uréia (Cat. 27, ANVISA
10009010011) e Fosfatase alcalina (Cat. 40, ANVISA 10009010081). Quando necessario, hidrato
de cloral (Vetec; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi usado para anestesiar os animais.

Todos os demais reagentes utilizados no decorrer do trabalho foram de grau analitico,

sendo obtidos comercialmente.
3.2 Métodos
3.2.1 Extragdo e Purificacao da Lectina da Alga Marinha Vermelha Solieria filiformis
A lectina utilizada neste estudo (LSf) foi obtida da alga marinha vermelha Solieria

filiformis, através da metodologia descrita por Benevides er al. (1996), com algumas

modificagoes (FIGURA 5).
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3.2.1.1 Preparacdo do Extrato Total

A alga foi cuidadosamente separada de epifitas, lavada com dgua destilada, seca e
macerada em nitrogénio liquido. Apds isso, foi colocada em contato com tampao Tris-HCI 25
mM, pH 7,5 (TB), na proporc¢do de 1:3 (m/v), por 4 h sob agitacdo, e filtrada em membrana de
nylon. O filtrado foi centrifugado a 6.000 x g por 30 min, a 4 °C. O precipitado foi, entdo,

desprezado e o sobrenadante obtido, denominado de extrato total.

3.2.1.2 Concentracdo Protéica por Precipitacdo com Sulfato de Aménio

O extrato total obtido na etapa anterior foi submetido a precipitacdo com sulfato de
amonio até 70% de saturacdo, durante 4 h, a temperatura ambiente. Apds centrifugacdo (6.000 x
g, por 30 min, a 4 °C), o sobrenadante foi ressuspendido com TB e dialisado contra dgua

destilada (por 72 h) e TB (por 24 h), sendo, entdao, denominado FO0/70.

3.2.1.3 Cromatografia de Troca Ionica em Coluna de DEAE-Celulose

A fracdo FO/70 foi submetida a cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-
celulose, previamente equilibrada com TB. Apds a completa elui¢do da fragdo ndo retida na
coluna, foi realizado um “step wise” com o mesmo tampao de equilibrio, contendo NaCl nas
concentragdes de 0,3 e 0,5 M, para a elui¢ao das fragdes protéicas adsorvidas na matriz. Durante
esse procedimento cromatogréfico, foi mantido um fluxo constante de 60 mL/hora, coletando
fracOes de 5 mL/tubo. A absorbancia a 280 nm e a atividade hemaglutinante foram determinadas
para cada tubo. A fracdo ativa (PI-DEAE) foi dialisada contra dgua destilada, por 24 h, e

liofilizada.

3.2.1.4 Cromatografia de Filtracdo em Gel em Coluna de Sephadex G-100

A fracdo ativa oriunda da cromatografia de troca idnica em DEAE-celulose (PI-

DEAE) foi aplicada em cromatografia de filtracio em gel em coluna de Sephadex G-100,

previamente equilibrada com TB. As fracdes foram eluidas com o mesmo tampao de equilibrio.
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Durante esse procedimento cromatogrifico foi mantido um fluxo constante de 38 ml/hora,
coletando fracdes de 2 mL/tubo. A absorbancia a 280 nm e a atividade hemaglutinante foram
determinadas para cada tubo. A fracdo ativa (PII-Sephadex) foi dialisada contra dgua destilada,

por 24 h, e liofilizada.

3.2.2 Determinagdo do Teor de Proteinas Totais

As concentracdes de proteinas soldveis no extrato total e nas etapas de purificacdo da
lectina foram determinadas segundo o método de Bradford (1976). Apés 10 min de contato das
amostras com o reagente Coomassie G-250, a temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas
a 595 nm (espectrofotdmetro Armersham Biosciences Ultrospec 1100 pro). A concentracdo do
teor de proteinas totais foi estimada com relagdo a uma curva padrao obtida com albumina sérica
bovina (BSA). Para a estimativa das concentragdes de proteinas nos eluatos das cromatografias

foi utilizada a leitura de absorbancia a 280 nm em espectrofotdometro.

3.2.3 Determinacdo da Atividade Hemaglutinante

Os ensaios de atividade hemaglutinante das fracOes protéicas obtidas foram
realizados através de dilui¢des seriadas em tubos de ensaio. Em cada tubo foram adicionados 100
pL de NaCl 0,15 M. No primeiro tubo foram adicionados 100 uLL da amostra e uma série de
diluicdes duplas foram feitas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.), homogeneizando-se completamente
antes de cada transferéncia. A cada diluicdo foram adicionados 100 pL de uma suspensdo de
eritrocitos de coelho tratados com tripsina (2%) e a reagdo foi incubada a temperatura ambiente
por 60 minutos, conforme descrito por Ainouz et al. (1992). Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 2.000 x g por 30 s e os resultados foram lidos macroscopicamente, sendo o titulo
expresso em unidades de hemaglutinacdo (UH/mL), que € o inverso da maior diluicdo da amostra

que apresentou nitida aglutinacao.



Figura 5 - Esquema de Extracio e Purificacio da Lectina da Alga Marinha Vermelha Solieria filiformis (LSf).
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3.2.4 Eletroforese Unidimensional em Gel de Poliacrilamida

O grau de pureza das fracdes com atividade hemaglutinante foi acompanhado por
eletroforese em condicdes desnaturantes (PAGE-SDS) em gel de poliacrilamida a 15%, na
presenga e na auséncia de f-mercaptoetanol, segundo o método de Laemilli descrito por Hames
& Rickwood (1983).

As bandas protéicas obtidas foram reveladas mediante coramento com uma solucdo
de Coomassie R-250 a 2% dissolvido em 4cido acético, metanol e dgua na propor¢cdao de
(10:45:45), contendo 4cido picrico 0,2 M (STEPHANO; GOULD; ROJAS-GALICIA, 1986). Os
marcadores de migracdo eletroforética empregados foram: albumina sérica bovina (66,0 kDa);
ovoalbumina (45,0 kDa); anidrase carbdnica (29,0 kDa); inibidor de tripsina (20,0 kDa); e a-
lactoalbumina (14,2 kDa).

3.2.5 Eletroforese Bidimensional

Para eletroforese bidimensional, primeiramente, as proteinas foram separadas de
acordo com o seu ponto isoelétrico (pl), através da focalizacao isoelétrica (IEF), usando o sistema
Ettan IPGphor II (Amershan Bioscience). Foram utilizadas fitas de gradientes de pH imobilizados
em géis de poliacrilamida (IPG) de 13 cm, pH 3-10. As amostras foram solubilizadas em soluc¢do
de reidratacdo (uréia 7 M, tiouréia 2 M, DTT 65 mM, triton-X100 1%, tampao IPG 0,5% e azul
de bromofenol) e aplicadas nas fitas, que foram reidratadas passivamente durante 16 h em cubas
de reidratacdo “Reswelling Tray” (Pharmacia Biotech). Apos isso, foram submetidas ao processo
de separacgdo utilizando o programa: 200 V por 2 h; 500 V por 2 h; 5000 V por 2 h; e 10000 V até
atingir 20000 Volts/hora totais do procedimento de focalizacao isoelétrica, a 20 °C.

ApOs a focalizacdo isoelétrica, as fitas foram equilibradas sob agitacdo em solucdo de
equilibrio e reducao (Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, glicerol 30%, uréia 6 M, SDS 2%, DTT 2% e azul
de bromofenol) por 15 min, sob agitagdo lenta. Em seguida, lavadas com uma solucdo de
alquilacdo (Tris-HCI1 50 mM, pH 8,8, glicerol 30%, uréia 6 M, SDS 2%, iodoacetamida 2,5% e
azul de bromofenol) por 15 minutos, também sob leve agitacao.

A PAGE-SDS foi realizada em gel vertical homogéneo (14 x 14 cm). A fita foi

inserida sobre o gel de poliacrilamida e fixada com uma solug¢do de 0,5% de agarose. A separacao
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das proteinas, de acordo com suas massas moleculares, foi realizada a 12 °C, tendo sido
alimentada por uma fonte Power-Pac 3000 (Bio-Rad). A corrida transcorreu em duas etapas: na
primeira, foi aplicada corrente de 20 mA/gel, durante 20 minutos, e, na segunda, 30 mA/gel até o
final da corrida eletroforética (aproximadamente 5 h).

As protefnas foram visualizadas através do coramento com Comassie Brilliant Blue
coloidal (CANDIANO et al., 2004). As imagens dos géis com as proteinas coradas foram obtidas
através do ImageScanner (Amersham Biosciences) e analisadas pelo programa LabScan v. 5.0
(GE-Healthcare). Para a estimacdo dos pontos isoelétricos e da massas moleculares dos spots, foi

utilizado o programa ImageMaster 2D Platinum 5.0 (GE-Healthcare).

3.2.6 Sequenciamento dos Aminodcidos da Extremidade Aminoterminal (NH;-terminal) da

LSf

A sequéncia de aminodcidos NH,-terminal da LSt foi determinada de acordo com o
método de degradag¢do de Edman. A lectina liofilizada foi dissolvida em dgua ultrapura e aplicada
no sequenciador automatico de proteinas (Shimadzu, modelo PPSQ-23A), sob as condigdes
recomendadas pelo fabricante. A sequéncia obtida foi comparada aquelas depositadas no banco
de dados NCBI, por meio do pacote de algoritmos de busca BLAST - protein blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).

3.2.7 Avaliagcdo do Efeito da LSf na Nocicep¢cdo em Camundongos

Para os ensaios de nocicepcdo, foram utilizados camundongos Swiss machos
distribuidos em grupos de seis. Os animais receberam os seguintes tratamentos antes dos
estimulos nociceptivos (acido acético, formalina e placa quente): LSt (1, 3 ou 9 mg/kg; 1.v.; 30
min), solucdo fisiologica estéril como controle negativo (NaCl 0,9%; i.v.; 30 min), indometacina,
um anti-inflamatorio ndo-esteroidal, € morfina, um agonista opidide, como controles positivos (5
mg/kg; s.c.; 1 h).

Na avaliacdo da importancia da estrutura tridimensional da LSf sobre o possivel

efeito antinociceptivo, foi realizada a sua inativacdo térmica (desnaturag@o). Para tanto, a LSf na
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dose de 1 mg/kg foi submetida ao aquecimento (90 °C; 30 min) e aplicada por via i.v. nos
animais 30 min antes do estimulo.

A andlise da importancia do dominio lectinico da LSf no possivel efeito
antinociceptivo, foi realizada através da incubacdo da LSf (1 mg/kg) com o seu hapteno manana
(39 mg/L) durante 12 h a 37 °C e aplica¢do por via i.v. nos animais 30 min antes do estimulo.
Para descartar um possivel efeito da glicoproteina manana sobre a nocicep¢ado, esta também foi

aplicada (39 mg/L) isoladamente 30 min antes do estimulo.

3.2.7.1 Teste de Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético

O teste de contor¢des abdominais induzidas por 4dcido acético é um modelo cldssico
de nocicepcao periférica em que, apds a injecdo intraperitoneal do agente nociceptivo, observam-
se as respostas, que consistem em uma sequéncia de contor¢des no abdomen acompanhadas por
extensdo dos membros inferiores. As contor¢des abdominais foram induzidas por acido acético
0,8% (i.p.), segundo o método descrito por Koster er al. (1959). Apdés administragdo do 4cido

acético, o numero de contor¢des foi registrado durante 30 minutos.

3.2.7.2 Teste da Formalina

O teste da formalina foi desenvolvido por Dubuisson e Dennis (1977), sendo
adaptado também ao longo dos anos. O modelo consiste na inje¢do intraplantar de formalina, que
causa a estimulacao de nociceptores, induzindo no animal comportamentos tipicos como lamber,
e/ou morder a pata injetada. Esse teste caracteriza-se por apresentar resposta bifdsica distinta,
sendo a primeira fase considerada neurogénica e a segunda, inflamatoria, em resposta ao estimulo
quimico (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Ap6s a injecdo de formalina (2% v/v; 20 uL/pata) na pata traseira direita do animal,
foi registrado o tempo, em segundos, gasto pelo animal lambendo a pata durante dois periodos:

de 0-5 min (fase neurogénica) e de 20-25 min (fase inflamatdria).
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3.2.7.3 Teste da Placa Quente

A atividade analgésica central foi avaliada pelo teste da placa quente, segundo o
método de Eddy e Leimbach (1953), que consiste em registrar o tempo, em segundos, que 0s
animais, quando em contato com uma placa de metal aquecida (51 + 1 °C), levam para manifestar
uma resposta, que corresponde ao ato de retirar ou lamber a pata traseira e/ou saltar. Este teste é
especifico para verificar a nocicepg¢do central.

Os animais, primeiramente, foram familiarizados com a placa quente, para a
observacdo do tempo de reacdo controle. Os animais que apresentaram um tempo de reacdo
superior a 10 s foram descartados do teste. As respostas ao estimulo térmico foram registradas
nos intervalos de 30, 60 e 90 min apds os tratamentos, sendo o tempo de reacao observado por no

maximo 40 s em cada intervalo.

3.2.8 Avaliagdo do Efeito da LSf na Inflamacdo Aguda em Ratos

3.2.8.1 Atividade Anti-inflamatéria da LSf

Os ensaios de inibi¢do da inflamac¢do foram realizados utilizando ratos em grupos de
seis. Os animais receberam os seguintes tratamentos antes do estimulo inflamatério: LSt (1, 3 ou
9 mg/kg; i.v.; 30 min), solucdo fisioldgica estéril como controle negativo (NaCl 0,9%; i.v.; 30
min) e dexametasona, um glicocorticéide, como controle positivos (1 mg/kg; s.c.; 1 h).

Na avaliagdo da importancia da estrutura tridimensional da LSf sobre o possivel
efeito anti-inflamatério, foi realizada a sua inativacio térmica (desnaturacao). Para tanto, a LSf
na dose de 1 mg/kg foi submetida ao aquecimento (90 °C; 30 min) e aplicada por via i.v. nos
animais 30 min antes do estimulo.

A andlise da importancia do dominio lectinico da LSf no possivel efeito anti-
inflamatorio, foi realizada através da incubacao da LSt (1 mg/kg) com o seu hapteno manana (39
mg/L) durante 12 h a 37 °C e aplicacdo por via 1.v. nos animais 30 min antes do estimulo. Para
descartar um possivel efeito da glicoproteina manana sobre a inflamagdo, esta também foi

aplicada (39 mg/L) isoladamente 30 min antes do estimulo.
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3.2.8.1.1 Ensaio de Migracdo Celular Induzida por Carragenana (Cg) na Cavidade Peritoneal de

Ratos (Peritonite)

Para avaliar o efeito anti-inflamatério da LSt na peritonite induzida por carragenana,
os ratos receberam por via intraperitoneal (i.p.) o estimulo inflamatério Cg (700 pg/cavidade)
dissolvida em 1 mL de soluc¢ao fisioldgica estéril (NaCl 0,9%). Apéds 4 horas da injecao de Cg, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, o liquido da cavidade
peritoneal foi coletado através de uma lavagem, por injecdo i.p. de 10 mL de salina (NaCl 0,9%),
contendo 5 UI/mL de heparina. Os abdomens dos animais foram levemente massageados e
através de uma incisdo foram recuperados entre 7 ¢ 10 mL de fluido peritoneal, com pipeta
Pasteur plastica. Como controle, um grupo adicional recebeu apenas solu¢ao salina 0,9% (i.p.).

As contagens total e diferencial dos leucécitos foram realizadas conforme
metodologia descrita anteriormente por Souza e Ferreira (1985). Neste procedimento, 20 uL do
fluido coletado de cada animal foram diluidos em 380 puL do reagente de Turk e posteriormente
usados 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, 200 uL do exsudato
foram centrifugados em citocentrifuga (400 x g, por 10 min). Apds a centrifugacdo, os esfregacos
foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) e as células, contadas através de
microscopia 6ptica, sendo os resultados expressos com a média + E.P.M. do nimero de células x
10*/mL de fluido peritoneal. Aliquotas dos fluidos peritoneais foram armazenadas (-80 °C), para

a posterior dosagem da atividade da mieloperoxidase (MPO).

3.2.8.1.2 Ensaio de Edema de Pata Induzido por Carragenana

O edema de pata induzido por carragenana (Cg) foi realizado segundo o método de
Winter et al. (1962). A Cg (700 pg/pata) foi administrada por via intraplantar (i.pl.) na pata
direita traseira (0,1 mL/100 g de peso corporeo). Um grupo adicional recebeu apenas solucio
fisiologica estéril (NaCl 0,9%; 1.pl.). Os volumes da pata de cada animal foram medidos através
de hidropletismémetro antes da injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero) e nos intervalos de
30 min, 1, 2, 3,4 e 5 h apds a administracdo do agente inflamatério. O edema foi calculado como

a diferencga entre o volume de liquido deslocado pela pata no tempo zero e em um determinado
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tempo apds o estimulo. Ao término do ensaio, os animais foram eutanasiados com cloral
hidratado (20%) e a por¢do inferior da pata foi extraida e armazenada (-80 °C) para a posterior
dosagem da atividade da MPO. Os resultados foram expressos como a variacdo do volume da

pata (mL), calculado como a diferenca do volume basal (tempo zero).

a) Andlise do Envolvimento da Via da Hemoxigenase (HO-1) na Atividade Anti-

inflamatoria da LST

A andlise do envolvimento da via da hemoxigenase (HO-1) na atividade anti-
inflamatéria da LSt foi realizada segundo a metodologia descrita por Freitas et al. (2006), com
algumas modificacdes. Ratos foram pré-tratados com zinco protoporfirina (ZnPP) IX (3 mg/kg;
s.c.), passados 60 minutos, foram, entdo, tratados com LSf (1 mg/kg; i.v.). Apés 30 min, a
carragenana (700 pg/pata; 0,1 mL/100 g de peso corpdreo; i.pl.) foi injetada. Um grupo adicional
recebeu apenas solu¢do fisioldgica estéril (NaCl 0,9%; i.pl.). Os volumes da pata de cada animal
foram medidos através de hidropletismometro antes da inje¢do do estimulo inflamatério (tempo
zero) e nos intervalos de 30 min, 1, 2, 3, 4 e 5 h apds a administracdo do agente inflamatério. O
edema foi calculado como a diferenca entre o volume de liquido deslocado pela pata no tempo
zero e em um determinado tempo apds o estimulo. Os resultados foram expressos como a

varia¢do do volume da pata (mL), calculado como a diferenca do volume basal (tempo zero).

3.2.8.1.3 Ensaio de Edema de Pata Induzido por Dextrano

O modelo do edema de pata induzido por dextrano foi realizado segundo Maity et al.
(1998). O dextrano (500 pg/pata) foi administrado por via i.pl. (0,1 mL/100 g de peso corporeo).
Um grupo adicional recebeu apenas solugdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%; 1.pl.). Os volumes da
pata direita traseira de cada animal foram medidos através de hidropletismOmetro antes da
injecdo do estimulo inflamatdrio (tempo zero) e nos intervalos de 30 min, 1, 2, 3 € 4 h apos a
administracdo do agente inflamatorio. O edema foi calculado como a diferenga entre o volume de
liquido deslocado pela pata no tempo zero € em um determinado tempo apds o estimulo. Os
resultados foram expressos como a variagdo do volume da pata (mL), calculado como a diferenca

do volume basal (tempo zero).
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3.2.8.2 Avaliacdo do Efeito Edematogénico da LSf

3.2.8.2.1 Ensaio de Edema de Pata Induzido por LSf

Para avaliar o possivel efeito edematogénico da LSf em ratos, LSf (1, 3 ou 9 mg/kg),
foi injetada na pata posterior direita dos animais (0,1 mL/100 g de peso corpéreo; n=6). Como
controle, um grupo adicional recebeu apenas solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%; i.pl.). Os
volumes da pata direita traseira de cada animal foram medidos através de hidropletismometro
antes da injecdo do estimulo inflamatdrio (tempo zero) e nos intervalos de 30 min, 1, 2,3,4,5¢e 6
h apds a administragdo do agente inflamatério. O edema foi calculado como a diferenca entre o
volume de liquido deslocado pela pata no tempo zero e em um determinado tempo apds o
estimulo. Ao término do ensaio, os animais foram eutanasiados com cloral hidratado (20%) e a
porc¢do inferior da pata foi extraida e armazenada (-80 °C) para a posterior dosagem da atividade
da MPO. Os resultados foram expressos como a variagdo do volume da pata (mL), calculado

como a diferenca do volume basal (tempo zero).

3.2.8.2.2 Modulacao Farmacolégica da Atividade Edematogénica da LSf

A modulagdo farmacolégica foi realizada para investigar quais mediadores
inflamatorios estdo envolvidos no efeito edematogénico da LSf, quando esta é aplicada
diretamente na pata. Para isso, LSt (9 mg/kg; 0,1 mL/100 g de peso corpdreo) foi injetada na pata
direita traseira dos ratos (n=6) 30 min ou 1 h apds o tratamento com os seguintes farmacos:
indometacina (5 mg/kg; s.c.; 1 h), dexametasona (1 mg/kg; s.c.; 1 h), pentoxifilina (90 mg/kg;
s.c.; 1h), meclizina (40 mg/kg; s.c.; 1 h) ou -NAME (30 mg/kg; i.v.; 30 min). Como controle,
um grupo recebeu apenas solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%; i.pl.). Os volumes da pata
direita traseira de cada animal foram medidos através de hidropletismometro antes da injecao do
estimulo inflamatdrio (tempo zero) e nos intervalos de 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h, apds a
administracdo do agente inflamatério. O edema foi calculado como a diferenga entre o volume de

liquido deslocado pela pata no tempo zero € em um determinado tempo apds o estimulo. Os
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resultados foram expressos como a varia¢do do volume da pata (mL), calculado como a diferenca

do volume basal (tempo zero).

3.2.8.2.3 Avaliacdo do Efeito da LSf (i.v.) sobre o Edema de Pata Induzido pela LSf (i.pl.)

Esse ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar um possivel efeito anti-
inflamatério da LSf (i.v.) sobre o edema de pata induzido pela referida lectina, quando injetada
por via i.pl. na pata direita traseira de ratos.

Os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados com a LSf (1, 3 e 9 mg/kg; 30 min) por
via i.v. antes de receberem a LSf (9 mg/kg; 0,1 mL/100 g de peso corpéreo) por via i.pl. Como
controle, um grupo recebeu apenas solugao fisiolégica estéril (NaCl 0,9%; i.pl.). Os volumes da
pata direita traseira de cada animal foram medidos através de hidropletismometro antes da
injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero) e nos intervalos de 30 min, 1, 2, 3,4, 5 e 6 h apds a
administra¢do do agente inflamatério. O edema foi calculado como a diferenca entre o volume de
liquido deslocado pela pata no tempo zero e em um determinado tempo apds o estimulo. Os
resultados foram expressos como a variagdo do volume da pata (mL), calculado como a diferenca

do volume basal (tempo zero).

3.2.8.3 Determinacdo da Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima presente nos granulos azurofilicos dos
neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo dessas células nos
processos inflamatorios. A determinacdo da atividade de MPO no tecido foi realizada segundo
Bradley et al. (1982).

Para a dosagem das amostras de tecidos obtidos dos ensaios de edema de pata, 50 mg
de tecido da pata foi homogeneizado em 1 mL de tampdo fosfato de potassio S0 mM, pH 6,0,
contendo 0,5% de brometo de hexadecitrimetilamonio, utilizando um homegeneizador Polytron
(dois ciclos de 10 s). Apds isso, os homogeneizados foram centrifugados a 4000 x g, por 12 min,
a4 °C e os sobrenadantes, colhidos.

Aliquotas (7 pL) dos sobrenadantes obtidos dos tecidos das patas e dos fluidos

peritoneais obtidos do ensaio de peritonite foram adicionadas ao tampdo fosfato (200 pL)
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contendo diidrocloreto de o-dianisidina 1 mM e perdxido de hidrogénio 0,0005% em microplaca
de 96 pocos. A absorbancia foi medida a 450 nm em leitor de placa ELISA, tomando duas
leituras em intervalos de 60 s. Durante o ensaio, a medida que o peréxido de hidrogénio €
degradado ocorre a producdo do anion superdxido, responsavel pela conversido de o-dianosidina
em um composto de coloracdo marrom. Foi considerado que 1 unidade de MPO converte 1 pmol
de H,O, em 1 min a 22 °C causando uma mudanca na absor¢do de 1,13 x 107 nm/min. Os
resultados foram expressos como unidades de MPO/mg de tecido ou unidades de MPO/mL de

fluido peritoneal.

3.2.9 Avaliagdo da Toxicidade por Dose Repetida em Camundongos

Para a avaliacdo estimativa e preliminar das propriedades téxicas da LSf, 9 mg/kg
foram administrados, por via i.v., em camundongos machos e fémeas (n=6), durante 7 dias
consecutivos. Os animais foram observados até o oitavo dia, sendo mantidos no Biotério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular com livre acesso a dgua e ra¢do. No oitavo
dia, os animais foram anestesiados e amostras de sangue foram coletadas do plexo retro orbitario
e centrifugadas para a obtencdo do plasma, para posteriores dosagens bioquimicas de Uréia,
Fosfatase Alcalina, Aspartato Aminotransferase (AST/TGO) e Alanina Aminotransferase
(ALT/TGP). Em seguida, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, seguido
da retirada dos o6rgdos baco, timo, linfonodo, rim direito, figado e coracdo, para posterior
pesagem, mantendo correlacdes com as respectivas massas corporeas, € analises histologicas.

Todos os parametros toxicolégicos observados foram comparados aos de animais que
receberam apenas solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) e a animais que ndo receberam nenhum

tratamento (grupo ndo tratado - NT), sendo, entdo, considerados grupos controles.

3.2.9.1 Andlises Bioquimicas Enzimdticas do Plasma

3.2.9.1.1 Dosagem de Uréia

Essa metodologia baseia-se no principio de que a uréia é hidrolisada pela urease a

fons amoOnio e gas carbdnico. Os fons amoOnio, entdo, reagem em pH alcalino com salicilato e
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hipoclorito de sédio, sob a acdo catalisadora do nitroprussiato de sodio, para formar o azul de
indofenol. A intensidade da cor formada é proporcional a quantidade de uréia na amostra.
Portanto, com a finalidade de observar possiveis alteracdes na fungdo renal dos
animais, apds administracao didria de LSf (9 mg/kg; i.v.) durante 7 dias, obtiveram-se os plasmas
a partir da centrifugacdo dos sangues totais coletados dos animais. 50 puL de plasma de cada
animal foram utilizados para a dosagem de uréia, segundo a metodologia descrita no Kit da
Labtest® (Cat. 27, ANVISA 10009010011), utilizando a absorbincia de 600 nm em

espectrofotometro. Os resultados foram expressos em mg/dL.

3.2.9.1.2 Dosagem de Fosfatase Alcalina

Esta metodologia baseia-se no principio de que a fosfatase alcalina do plasma
hidrolisa a timolftaleina monofosfato, liberando timolftaleina, que tem cor azul em meio alcalino.
A intensidade da cor formada é proporcional a quantidade de fosfatase alcalina na amostra.

Essa dosagem foi realizada com a finalidade de observar possiveis alteracdes na
funcdo hepdtica dos animais, apds a administra¢do didria da LSt (9 mg/kg;i.v.) durante 7 dias.
Para tal, 25 pL de plasma de cada animal foram utilizados para a dosagem, sendo esta realizada
segundo a metodologia descrita no Kit da Labtest® (Cat. 40, ANVISA 10009010081). Os

resultados foram expressos em UI/L.

3.2.9.1.3 Dosagens da Aspartato Aminotransferase (AST/TGO) e Alanina Aminotransferase
(ALT/TGP)

As dosagens das enzimas AST e ALT necessitaram de 10 puL de plasma e foram
realizadas de acordo com os Kits da Labtest® (Cat. 52 e 53, ANVISA 10009010031 e
10009010027, respectivamente), com o objetivo de detectar possiveis alteracdes hepdticas nos
animais submetidos ao tratamento com a LST (9 mg/kg;iv.) por 7 dias.

O procedimento para a dosagem da AST baseia-se na capacidade que essa enzima
tem de promover a transferéncia de grupamentos aminas de a-aminodcidos para a-cetodcidos.
Assim, o oxaloacetato formado é medido através da formagdo de hidrazona, a qual tem intensa

cor em meio alcalino.



57

A dosagem de ALT também baseia-se na capacidade que essa enzima tem de
promover a transferéncia de grupamentos aminas de a-aminoacidos para a-cetodcidos. Porém,
neste processo hd a formacao de piruvato, que é medido através da formagao de hidrazona.

As absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro a 505 nm e os resultados,

expressos em UI/L.

3.2.9.2 Andlises Histoldgicas dos Orgdos

Apés pesagem, os 6Orgdos retirados foram fixados com formalina 10% por 48 h,
desidratados com concentragdes crescentes de etanol absoluto (70 a 100%) e processados para
inclus@do em parafina. Os blocos resultantes foram, entdo, cortados em secgdes de 5 um de

espessura, corados pelo método de Hematoxilina-Eosina e observados em microscopia 6ptica.
3.2.10 Anadlises Estatisticas
Os resultados foram expressos como média = E.P.M. (Erro Padrao da Média). Para a

verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos, foi realizada Andlise de Variancia

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

4.1 Purificacao e Caracterizacdo da Lectina da Alga Marinha Vermelha Solieria filiformis

4.1.1 Purificacdo da Lectina

No procedimento de purificacdo da LSf por cromatografias sequenciais, a
cromatografia de troca idnica em DEAE-celulose mostrou a presenca de trés picos protéicos
(FIGURA 6). O primeiro pico (PI-DEAE), eluido isocraticamente, apresentou-se livre de
pigmentos e com atividade hemaglutinante; o segundo pico (PII-DEAE), eluido com tampao
Tris-HCI1 25 mM, pH 7,5 (TB) contendo NaCl 0,3 M, apresentou-se bastante pigmentado e com
baixa atividade hemaglutinante; e o terceiro e dltimo pico (PIII-DEAE), eluido com TB contendo
NaCl 0,5 M, apresentou-se pouco pigmentado e livre de atividade hemaglutinante. Portanto, o PI-
DEAE, por ter apresentado elevada atividade hemaglutinante e isento de pigmentos, apos didlise
contra dgua destilada e liofilizacdo, foi aplicado em cromatografia de filtracdo em gel em coluna
de Sephadex G-100, que revelou a presenga de trés picos protéicos, onde o pico II (PII-Sephadex)
encerrou toda a atividade hemalgutinante (FIGURA 7). Esse procedimento de purificacdo levou a

um rendimento de 1,3% de lectina, partindo-se de 500 g de alga fresca (TABELA 1).



Figura 6 - Cromatografia de Troca Ionica em Gel de DEAE-celulose com F0/70

de S. filiformis.
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As fracoes foram eluidas por “step wise” com tampao Tris-HCI 25 mM pH 7,5 (TB) sem NaCl (PI-
DEAE) e com NaCl 0,3 (PII-DEAE) e 0,5 M (PIII-DEAE). Frac¢des: 5 mL/tubo. (49—®) Absorbéncias
a 280 nm; (IL_l) Atividade hemaglutinante total (UH Total), que é a maior diluicdo que ainda causa
uma aglutinag@o visivel; ( ) As concentragdes de NaCl no TB (0; 0,3 e 0,5 M).

Figura 7 - Cromatografia de Filtracio em Gel em Coluna de Sephadex G-100
com PI-DEAE de S. filiformis.
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As fragdes foram eluidas com tampdo Tris-HCI 25 mM pH 7,5 (TB). Fragdes: 2 mL/tubo. ( —9)
Absorbancias a 280 nm; (IL_M) Atividade hemaglutinante total (UH Total), que é a maior dilui¢do que
ainda causa uma aglutinacdo visivel.
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Tabela 1 - Purificacdo da Lectina da Alga Marinha Vermelha Solieria filiformis (LSf).

ATIVIDADE

PROTEINA RENDIMENTO HEMAGLUTINANTE CMA!

FRACOES TOTAL*  PROTEICO

(ng. mL™)
(mg) (%) TOTAL? ESPECIFICA®
(U.H. mL™") (U.H. mg P

Extrato 33333 100 76190.72 228.57 438
Total

F0/70 19671 59 82892.80 42140 237

PI-DEAE 18.36 55 10491.12 571.41 175
PII-

Sephadex 42 1.3 8400 2000 0.5

* Obtida a partir de 500 g de alga;

® Inverso da maior dilui¢do que ainda causa aglutinacdo de eritécitos de coelho tratados com tripsina (2%);
¢ Unidades de hemaglutinagio por mg de proteina;

¢ Concentragio minima capaz de aglutinar uma suspensio de eritrécitos tripsinizados de coelho (2%).

O procedimento cromatografico de troca-idnica em gel de DEAE-celulose mostrou-se
essencial para a retencdo de pigmentos. Por isso, essa cromatografia tem sido bastante utilizada
como um passo para a purificacdo de lectinas de algas.

Benevides et al. (2001) purificaram a lectina da alga marinha verde Caulerpa
cupressoides através de cromatografia de troca-idnica em gel de DEAE-celulose, seguida de
cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-100. A lectina da alga Hypnea musciformis
também foi purificada por cromatografias sequenciais de troca idnica em gel de DEAE-celulose e
de filtracdo em gel em Sephadex G-50 (NAGANO et al., 2002).

O baixo rendimento lectinico (1,3%) obtido da purificagdo da LSf é compardvel aos
rendimentos obtidos para outras lectinas de algas marinhas. Como por exemplo, Melo et al.
(2004), ao isolarem a lectina da alga marinha vermelha Vidalia obtusiloba, obtiveram um
rendimento de 0,15%; Silva et al. (2010), ao purificarem a lectina da alga Pterocladiella
capillacea, obtiveram um rendimento de 3% e Lima et al. (2005), obtiveram um rendimento de
4,5%, na purificacdo da lectina da alga Gracilaria cornea. Todas essas lectinas também foram

purificadas de extratos protéicos a partir de 500 g de alga.
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4.1.2 Eletroforeses Unidimensional e Bidimensional

Para acompanhar o grau de pureza das fracdes PI-DEAE e PII-Sephadex, estas foram
submetidas ao procedimento de eletroforese desnaturante (PAGE-SDS), na presenga e na
auséncia de B-mercaptoetanol (FIGURA 8). A fracdo PI-DEAE, quando avaliada na presenca e
auséncia de P-mercaptoetanol, apresentou varias bandas protéicas, enquanto a fracdo PII-
Sephadex apresentou uma tnica banda protéica de massa molecular de aproximadamente 29 kDa,

sugerindo que a lectina estd pura e € considerada monomérica, tendo sido, entdo, denominada de

LS.

Figura 8 - PAGE-SDS das Fracdes PI-DEAE e PII-Sephadex da Alga Marinha Vermelha S.
filiformis.

1. Marcadores; 2. PI-DEAE na auséncia de PB-mercaptoetanol; 3. PI-DEAE na presenca de [-
mercaptoetanol; 4. PII-Sephadex na auséncia de 3-mercaptoetanol; e 5. PII-Sephadex na presenga de f3-
mercaptoetanol.

Na avaliacdo do pl da LSf por eletroforese bidimensional, foram observados seis
spots com massas moleculares e pontos isoelétricos distintos (FIGURA 9), sugerindo que a LSt

possui 6 isoformas (formas diferentes da mesma proteina), com a isoforma mais abundante (spot
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1) com massa molecular (MM) de 26,18 kDa, apresentando um p/ de 5,18. Esse valor da MM

confirmou o valor obtido pela eletroforese unidimensional, que foi de, aproximadamente, 29 kDa.

Figura 9 - Eletroforese Bidimensional da Lectina da Alga Marinha Vermelha S. filiformis.

kDa Pl 3

14.3_ L

Spot pl ?g’:;
1 5.18 26180
2 4.90 26647
3 4.64 26903
4 5.53 26647
5 5.68 25372
6 6.11 25166

Os marcadores de massa molecular utilizados estdo assinalados a esquerda do gel de poliacrilamida. As
amostras foram submetidas a focalizagdo isoelétrica em tiras de 13 cm com gradiente de pHde 3 — 10 e
o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue Coloidal. A andlise das imagens foi feita pelo programa
ImageMaster 2D Platinum 5.0, que estimou os pontos isoelétricos e as massas moleculares de cada spot.
p!: ponto isoelétrico; MM: massa molecular (Da).

Portanto, a massa molecular de 26,18 kDa obtida para a LSf corrobora com os
resultados obtidos por Benevides et al. (1996), que mostraram que essa lectina tem massa
molecular aparente de 29 kDa. Em geral, as lectinas das algas marinhas sdao monoméricas e

apresentam baixas massas moleculares (ROGERS & HORI, 1993). Como exemplos tém-se as
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lectinas das algas Amansia multifida e Solieria robusta, que, por PAGE-SDS, apresentaram
massas moleculares aparentes de 14,2 e 29,0 kDa, respectivamente (COSTA et al., 1999; HORI
et al., 2007).

O baixo valor do pI apresentado pela LSt (5,18) confirma a andlise da composi¢ao de
aminodcidos feita por Benevides er al. (1996). Nesse estudo, os autores concluiram que essa
lectina tem alto teor de aminodcidos 4cidos e hidroxilados e baixo teor de aminodcidos bdsicos.
Como mencionado anteriormente, as lectinas de algas marinhas, usualmente, sdo ricas em
aminodcidos 4cidos e hidroxilados e pobres em aminodcidos bdsicos, assim, o ponto isoelétrico
dessas proteinas, geralmente, € baixo (HORI; MIYAZAWA; ITO, 1990). As lectinas obtidas de
outras espécies de algas, tais como Gracilaria cornea, E. serra, G. ornata e S. robusta também
apresentaram p/ acidicos de 4,30; 4,95; 5,40 e 4,30, respectivamete (LIMA et al., 2005;
SUGAWARA et al., 2001; LEITE et al., 2005; HORI et al., 1988).

4.1.3 Sequenciamento dos Aminodcidos da Extremidade Amino-terminal (NH;-terminal) da

LSf

Na determinacdo do sequenciamento de residuos de aminodcidos da extremidade
amino-terminal da proteina LSf, foi observada a presenga de 37 residuos que apresentaram a
seguinte sequéncia: ARYTVQNQWGGSSAPWNDAGLWVLGSRGNQNVMAVDYV. Apés o
alinhamento dessa extremidade NH,-terminal com sequéncias protéicas niao redundantes através
do algoritmo BLASTYp, foi observado que LSt apresenta identidade com 12 diferentes proteinas
(FIGURA 10). Entretanto, a proteina que mais apresentou identidade com a sequéncia NH,-
terminal obtida para a LSf foi a lectina da alga marinha vermelha Eucheuma serra (ESA). Essas
duas proteinas apresentaram 95% de identidade nas suas extremidades NH,-terminal, diferindo
apenas nas posicoes de dois residuos de aminodcidos. Na posicdo 1, a LSf apresenta o
aminodcido alanina, enquanto que a ESA, glicina, e, na posi¢do 23, a LSf apresenta o residuo

valina e a ESA, isoleucina (FIGURA 11).



Figura 10 - Alinhamentos Encontrados para a Sequéncia NH,-terminal da LSf.
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A sequéncia NH,-terminal da LSf obtida foi comparada aquelas depositadas no banco de dados NCBI, por meio do
pacote de algoritmos de busca BLAST - protein blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).

Figura 11 - Alinhamento do NH,-terminal da LSf com o NH,-terminal da Lectina da E. serra.

sp|P84331.1|LEC1 EUCSE RecName: Full=Lectin ESA-2

fength=268

Score = 75.

adjust.

Identities

uer il

Sbjct 1

Sort alignments for this subject sequence by:
E wvalue Score Percent identity
Query start position Subject start position

9 bits (185), Expect = 2e-16, Method: Compositional matrix

= 35/37 (95%), Positives = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)

ARYTVQNOWGGSSAPWNDAGLWVLGSRGNQNVMAVDV 37
RYTVONQWGGSSAPWNDAGLW+LGSRGNQNVMAVDV

GRYTVONQWGGSSAPWNDAGLWILGSRGNQNVMAVDV 37

Query 1: sequéncia da LSf; Sbjct 1: sequéncia da E. serra. Os aminodcidos idénticos entre as duas
sequéncias estdo marcados em amarelo. (NCBI; BLASTp).




65

A alga marinha E. serra € uma alga vermelha que pertence a mesma familia da S.
filiformis (Solieriaceae). A ESA possui massa molecular de 27,9 kDa, e, semelhantemente a LSf,
€ monomérica, possui maior conteido de aminodcidos dcidos (p/ de 4,95), reconhece e € inibida
por manana (HORI et al., 1988; 2007). Em relacdo as suas atividades biolégicas, a ESA possui
atividade mitogénica para linfécitos humanos e murinos, inibe o crescimento in vitro de células
tumorais e tem atividade bactericida (KAWAKUBO et al., 1997, SUGAWARA et al., 2000;
LIAO et al., 2003).

4.2  Avaliaciao do Efeito da LSf na Nocicep¢ao em Camundongos

4.2.1 Teste de Contorcies Abdominais Induzidas por Acido Acético

O 4cido acético injetado intraperitonealmente provoca a liberacio de mediadores
inflamatérios, tais como bradicinina, substancia P, eicosandides, aminas simpatomiméticas e
vdrias citocinas, incluindo IL-1B, TNF-a e IL-8, que sdo liberadas por mastdcitos e macréfagos
residentes (RIBEIRO et. al, 2000). Além disso, também pode ativar diretamente canais de
cations nao-seletivos localizados na via aferente primaria (JULIUS; BASBAUM, 2001). O
resultado € uma inflamacdo aguda no peritdnio com aumento da permeabilidade vascular,
irritacdo peritoneal e dor aguda, que faz o animal responder através de contor¢des abdominais,
reducgdo e incoordenacdo da atividade motora (BRAGGIO et al., 2002).

A LSf nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg (i.v.) foi capaz de reduzir, significativamente, o
nimero de contor¢des induzidas por acido acético em 44,1; 55,5 e 60,3%, respectivamente,
quando comparada ao controle salina. Os tratamentos com morfina e indometacina (5
mg/kg;s.c.), utilizados como controles positivos, reduziram os numeros de contor¢des em 96,3 e
49,8%, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre as doses de LSf e o controle

indometacina (FIGURA 12).
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Figura 12 - Efeito da LSf no Modelo de Contor¢oes Abdominais Induzidas por Acido Acético em

Camundongos.
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Os animais (6/grupo) foram tratados 30 min antes do dcido acético (0,8%;i.p.) com LSf (1, 3 e 9 mg/kg;i.v.)
e sal (NaCl 0,9%;i.v.); e, 1 h antes, com morfina e indometacina (5 mg/kg;s.c.). As barras representam a
média + E.P.M. do nimero de contor¢des. *p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao
controle negativo Sal; *p<0,05 quando comparado ao controle positivo Mor 5; e “p<0,05 quando

comparado ao grupo LSf 1. (ANOVA; Teste de Bonferroni).

Quando desnaturada (90 °C; 30 min), a LSf perdeu sua capacidade de reduzir o
nimero de contor¢des abdominais. Esses resultados mostram a importincia da estrutura
tridimensional da proteina na sua atividade analgésica. Esse mesmo comportamento também foi
observado quando a LSf (1 mg/kg) foi avaliada em associac@o ao seu aguicar ligante manana (39
mg/L). Vale salientar que a administracdo da manana isoladamente (39 mg/L) ndo foi capaz de
ocasionar a reducdo das contor¢des abdominais. Esse resultado comprova que o sitio lectinico de

ligacdo a manana € essencial para a atividade antinociceptiva da LSf (FIGURA 13).
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Figura 13 - Efeito da LSf Desnaturada ou Associada com Manana no Modelo de Contorcdes
Abdominais Induzidas por Acido Acético em Camundongos.
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Os animais (6/grupo) foram tratados 30 min antes da aplicagdo do dcido acético (0,8%;i.p.) com NaCl
0,9% (i.v.) — Sal; LSf (Img/kg; i.v.) - LSf 1; LSt (1 mg/kg;i.v.) desnaturada (90 °C/30 min) — LSfd; LSt
(1 mg/kg) associada ao seu ligante manana (39 mg/L) i.v. — LSf+Man; e manana (39 mg/L;i.v.) - Man.
As barras representam a média + E.P.M. do nimero de contor¢cdes. *p<0,05 indica diferenca
significativa quando comparado ao controle negativo Sal; e “p<0,05 quando comparado ao grupo LSf 1.
(ANOVA,; Teste de Bonferroni).

Esse efeito antinociceptivo da LSf corrobora com os resultados obtidos com outras
lectinas de algas marinhas. A lectina da alga Bryothamnion triquetrum, nas doses de 1 e 5 mg/kg,
quando administrada por via oral (v.0.), inibiu as contor¢des abdominais induzidas por acido
acético em 65 e 78%, respectivamente (VIANA et. al., 2002).

Silva et al. (2010) mostraram que a lectina da alga Pterocladiella capillacea, nas
doses de 0,9; 8,1 e 72,9 mg/kg (via i.v.), foi capaz de inibir essas contor¢des em 30,0; 39,0 e
52,0%, respectivamente. A acdo antinociceptiva dessa lectina também foi revertida quando a
mesma foi termicamente desnaturada ou associada ao seu hapteno (mucina), corroborando com
os dados obtidos neste trabalho.

O ensaio de contor¢des abdominais induzidas por acido acético € considerado um
modelo cldssico para estudos de avaliacdo da dor de origem inflamatdria. Apesar de ser pouco
especifico, tem boa sensibilidade e € considerado como uma ferramenta de triagem para

avaliacdo das atividades analgésica e anti-inflamatéria, por sua simplicidade de execucdo
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(WHITTLE, 1994). Esse modelo tem sido muito utilizado para avaliar o potencial analgésico de
novos inibidores das COXs, uma vez que existe um consenso de que os principais mediadores
que orquestram a nocicepcdo nesse teste sdo os que induzem a sintese das COXs
(MATSUMOTO et al., 1998).

Assim, o resultado obtido no presente estudo sugere que o efeito antinociceptivo da
LSf pode estar relacionado a inibi¢do da liberacdo de mediadores inflamatdrios, principalmente
das COXs, e a inibicdo da migracdo de células que provocariam o processo doloroso. Porém,
como esse modelo € inespecifico, realizou-se o Teste da Formalina, com a finalidade de melhor

averiguar o efeito analgésico dessa lectina.

4.2.2 Teste da Formalina

O teste da formalina é um modelo de dor persistente amplamente utilizado, sendo
bastante importante para o desenvolvimento de novos agentes para o tratamento de dor pds-
operatoria (SHIELDS et al., 2010). Além disso, é considerado como o modelo que mais se
aproxima da dor clinica (TJOLSEN; HOLE, 1997).

Na primeira fase desse teste, a LSf ndo reduziu o tempo de lambedura da pata em
nenhuma das doses administradas. Porém, na segunda fase, a LSf nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg
(i.v.) reduziu significativamente esse tempo em 69,5; 87,2 e 98,2%, respectivamente, quando
comparada ao controle salina, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre as doses
testadas. Com relagdo ao controle positivo morfina (5 mg/kg;s.c.), esta reduziu o tempo de
lambedura tanto na primeira fase (96,5%), quanto na segunda (100,0%). J4 a indometacina,
considerada outro controle positivo, reduziu esse tempo apenas na segunda fase, em 93,5%. Nao

houve diferenga significativa entre a LSt e o controle indometacina (FIGURA 14).
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Figura 14 - Efeito da LSf no Teste da Formalina a 2%.
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Os animais (n=6) foram tratados 30 min antes da aplicag¢@o intraplantar de formalina 2% com salina
(NaCl 0,9%;i.v.) — Sal; e LSf (1, 3 e 9 mg/kg; i.v.); e, 1 h antes, com morfina — Mor - e indometacina —
Ind (5 mg/kg;s.c.). Apdés a administragdp da formalina, o tempo de lambedura (s) foi registrado nos
primeiros 5 min (1* fase — painel A) e de 20 a 25 min (2* fase- painel B). As barras representam a média
+ E.P.M. do tempo de lambedura da pata. *p<0,05 indica diferen¢a significativa quando comparado ao
controle negativo Sal; e *p<0,05 quando comparado ao controle positivo Mor. (ANOVA; Teste de
Bonferroni).

Quando desnaturada (90 °C; 30 min) ou associada ao seu agucar ligante manana (39
mg/L), a LSf (1 mg/kg) perdeu completamente sua capacidade de reduzir o tempo de lambedura
da pata na segunda fase. Vale ressaltar ainda que a administragdo da manana isoladamente (39

mg/L) também nao reduziu o tempo de lambedura em nenhuma das fases (FIGURA 15).
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Figura 15 - Efeito da LSf Desnaturada ou Associada com Manana no Teste da Formalina a 2%
em Camundongos.
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Os animais (n=6) foram tratados 30 min antes da aplicag@o intraplantar de formalina 2% com salina
(NaCl 0,9%;i.v.) — Sal; LSf (1mg/kg; i.v.) - LSf 1; LSf (1 mg/kg;i.v.) desnaturada (90 °C/30 min) —
LSfd; LSf (I mg/kg) associada ao seu ligante manana (39 mg/L) i.v. — LSf+Man; e manana (39
mg/L;i.v.) — Man. Apds a administra¢dp da formalina, o tempo de lambedura (s) foi registrado nos
primeiros 5 min (1° fase — painel A) e de 20 a 25 min (2* fase- painel B). As barras representam a média
+ E.P.M. do tempo de lambedura da pata (s). *p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado
ao controle negativo Sal; e “p<0,05 quando comparado ao grupo LSf 1. (ANOVA; Teste de
Bonferroni).

No teste da formalina, a primeira fase € caracterizada por dor neurogénica,
envolvendo a estimulagdo direta de nociceptores e das fibras aferentes mielinizadas e ndo
mielinizadas, principalmente a fibra C, e a liberacdo de substancia P. Enquanto que a segunda
fase (fase inflamatéria) envolve a liberagdo de mediadores como serotonina, histamina,
bradicinina e prostaglandinas (GAERTNER et al., 1999). Essa fase também € caracterizada por
dor inflamatdria desencadeada por uma combinacdo de estimulos, incluindo a inflamacdo de
tecidos periféricos e a sensibilizacdo central (TJ@LSEN et al., 1992).

Conforme ja descrito na literatura, firmacos com efeitos centrais, como a morfina e
outros opidides, inibem ambas as fases desse teste (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA et

al., 1989), enquanto que farmacos que agem perifericamente, como anti-inflamatorios nao
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esteroidais (AINEs) e corticosterdides, inibem predominantemente a segunda fase
(BITENCOURT et al., 2008). Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com a literatura,
uma vez que o controle morfina reduziu o tempo de lambedura nas duas fases e a indometacina,
um AINE, reduziu apenas na segunda fase.

Estudos realizados com lectinas de algas marinhas mostram que algumas sdo capazes
de inibir as duas fases do teste da formalina, enquanto outras inibem apenas a 2* fase. Como por
exemplo, pode-se citar a lectina da Hypnea cervivornis, que na dose de 10,0 mg/kg (via i.v.),
reduziu em 80% o tempo de lambedura da pata apenas na segunda fase (BITENCOURT et al.,
2008). Figueiredo et al. (2010) também confirmaram que a ac@o antinociceptiva, por via i.v., da
lectina da H. musciformis € de cunho inflamatério, onde os autores propuseram que o efeito dessa
lectina na hipernocicep¢do inflamatdria estd associado a inibicdo da migracdo neutrofilica e a
producao de 6xido nitrico. J4 para algas que apresentam efeito em ambas as fases, pode-se citar a
lectina da B. seaforthii que, na dose de 1,0 mg/kg (via i.p.), foi capaz de inibir o tempo de
lambedura da pata na 1* e na 2° fases em 29,0 e 80,0%, respectivamente (VIEIRA et al., 2004).

Como a LSf inibiu significativamente apenas a segunda fase do teste da formalina,
sugere-se que seu efeito antinociceptivo estd relacionado a dor inflamatéria e, possivelmente,
essa lectina apresenta efeito apenas periférico no controle da dor. Além disso, os resultados desse
teste confirmaram a importancia da estrutura tridimensional da lectina e do seu sitio ligante a
manana na sua atividade antinociceptiva, uma vez que a LSf termicamente desnaturada ou
associada a manana perdeu a capacidade de reduzir o tempo de lambedura da pata na segunda
fase. Assim, para comprovar que a acdo analgésica da LSf é de origem periférica, foi, entdo,

realizado o Teste da Placa Quente.

4.2.3 Teste da Placa Quente

Nesse modelo, o comportamento do animal de ‘“‘sapatear” ou lamber as patas ¢ a
indicacdo da resposta ao estimulo nociceptivo térmico, enquanto que a laténcia para o
aparecimento desta resposta é cronometrada em segundos.

A placa aquecida a 51 + 1 °C produziu durante a avaliacdo (30, 60 e 90 min) um
tempo de reacdo nos camundongos de 6,33 + 5,20; 6,00 + 2,61; e 6,17 + 2,56 s, respectivamente.

A LSf (1, 3 e 9 mg/kg;i.v.) e o controle positivo indometacina (5 mg/kg;s.c.) ndo prolongaram o
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tempo de reacdo ao estimulo térmico durante todo o periodo observado (até 90 min). Porém, a
morfina (5 mg/kg;s.c.), um outro controle positivo, prolongou o tempo de reacgdo,
significativamente, para 36,33 + 2,07; 32,17 + 4,71; e 24,33 + 3,61, nos tempos de 30, 60 e 90
min, respectivamente (FIGURA 16).

Figura 16 - Efeito da LSf no Teste da Placa Quente em Camundongos.
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Os animais (n=6) foram tratados com salina (NaCl 0,9%;i.v.) — Sal; LSf (1, 3 e 9 mg/kg; i.v.); morfina —
Mor — e indometacina — Ind (5 mg/kg;s.c.). O tempo de reagdo (s) foi registrado antes do tratamento
(t=0) e 30, 60 e 90 min apds o tratamento. Os pontos representam a média + E.P.M. do tempo de
lambedura da pata. *p<0,05 indica diferenga significativa quando comparado ao controle negativo Sal.
(ANOVA,; Teste de Bonferroni).

O teste da placa quente caracteriza-se por apresentar uma resposta rapida ao estimulo
nocivo, mediada pela ativacdo dos nociceptores (fibras C e Ad), conduzindo o impulso ao corno
dorsal da medula espinhal e, posteriormente, aos centros corticais (TJOLSEN; HOLE, 1997).
Portanto, trata-se de um teste antinociceptivo especifico de a¢do central em que agentes opidides
exercem seus efeitos analgésicos via receptores supra-espinhal e espinhal (NEMIROVSKY et al.,
2001). No entanto, este método € insensivel a analgésicos ndo-esteroidais (LE BARS;

GOZARIU; CADDEN, 2001), sendo ttil para distinguir se o efeito antinociceptivo de uma

molécula € através de uma agdo central ou periférica. Como a LSf nas doses testadas ndo alterou
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o tempo de laténcia nos intervalos de tempo avaliados, sugere-se que a acdo antinociceptiva dessa
lectina ocorre via mecanismos periféricos.

Virios estudos tém mostrado diferentes comportamentos das lectinas de algas
marinhas, algumas atuando apenas em nivel periférico na nocicepcao e outras, em nivel central e
periférico. As lectinas das algas Hypnea cervicornis, P. capillacea e C. cupressoides
demonstraram apenas efeito periférico ao serem analisadas nesse modelo (BITENCOURT et al.,
2008; SILVA, et al., 2010; VANDERLEI et al., 2010). Porém, as lectinas da A. multifida, B.
seaforthii e B. triquetrum, demonstraram ambos os efeitos, central e periférico (NEVES et al.,
2007; VIANA et al., 2002).

Assim, através desses trés modelos, pode-se concluir que a lectina da alga S.
filiformis possui atividade antinociceptiva, agindo, prioritariamente, no controle da dor
inflamatdria, através de mecanismos periféricos. Vale salientar que os farmacos de acdo
periférica tém a vantagem de contornar vérios efeitos colaterais produzidos por analgésicos de
acdo central, tais como disforia, déficits motores e dependéncia (MCDOUGALL, 2011).

O mecanismo de acdo dessa lectina permanece desconhecido, porém sugere-se que o

seu efeito seja mediado pelo seu sitio ligante a manana.
4.3 Avaliacao do Efeito da LSf na Inflamacio Aguda em Ratos

Uma vez que a lectina da alga S. filiformis apresentou atividade antinociceptiva
periférica, associada com o controle da dor inflamatéria e que ha uma clara associacdo entre o

processo inflamatorio e o desenvolvimento da dor, experimentos foram realizados para observar

os efeitos dessa lectina na inflamacao, em modelos de peritonite e edema de pata.

4.3.1 Atividade Antiinflamatoria da LSf

4.3.1.1 Efeito da LSf sobre a Migragcdo Celular Induzida por Carragenana (Cg) na Cavidade

Peritoneal de Ratos

Nesse modelo experimental, a carragenana € utilizada para provocar uma resposta

inflamatodria aguda, a qual envolve a acdo de uma série de mediadores, com a liberagdo inicial de
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histamina, serotonina e bradicinina, seguida pelo aumento nos niveis de prostaglandinas que
coincide, por sua vez, com a migracao de leucdcitos, os quais amplificam a resposta inflamatéria
na medida em que desencadeiam a producao de outros mediadores (NANTEL et al., 1999). Além
disso, ela é capaz de ativar macréfagos residentes, que sdao importantes para o recrutamento de
neutréfilos. A inibicdo da migracdo de neutréfilos para o sitio de inflamacdo é o mecanismo
central de acdo de alguns farmacos anti-inflamatdrios.

Quando administrada por via i.v. em ratos, a LSf, nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg,
reduziu significativamente e de forma dose-dependente a migracdo de leucdcitos totais, com uma
taxa de inibi¢do da migracdo de 39,7; 67,9 e 76,2%, respectivamente (FIGURA 17). As doses de
3 e 9 mg/kg diferiram significativamente da dose de 1 mg/kg, mostrando um perfil dose-
dependente. O controle positivo dexametasona (Dexa; 1 mg/kg; s.c.) inibiu significativamente
essa migracdo em 67,4%. A LSf nas doses de 3 e 9 mg/kg ndo diferiram significativamente do

controle dexa.

Figura 17 - Efeito da LSf sobre a Migracio de Leucdcitos Totais Induzida por Carragenana (Cg)
na Cavidade Peritoneal de Ratos.
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Os animais (n=6) foram tratados antes da aplicacdo do estimulo inflamatério carragenana (700 pg/cav;
i.p.) com dexametasona (1 mg/kg; s.c.; 1h) e LSf (1, 3 ¢ 9 mg/kg; i.v.; 30 min). Sal: grupo que recebeu
apenas Sal (i.p.); e -: grupo que recebeu apenas Cg (i.p.). As barras representam a média + E.P.M. do
nimero de leucécitos totais x10°/mL de fluido peritoneal.. *p<0,05 indica diferenca significativa
quando comparado ao grupo -; “p<0,05 quando comparado ao grupo Sal; e “p<0,05 quando comparado
ao grupo LSf 1 (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Com relacdo a contagem diferencial, a LSf (1, 3 e 9 mg/kg) também reduziu
significativamente a migracdo de neutréfilos, sendo a taxa de inibicdao de 48,1; 75,5 e 80,7%,
respectivamente (FIGURA 18). Corroborando com os resultados obtidos na contagem total, as
doses de 3 e 9 mg/kg diferiram significativamente da dose de 1 mg/kg. Também ndao houve
diferenca significativa entre a inibicdo da LSf (3 e 9 mg/kg) e do controle positivo dexametasona,

que, na dose de 1 mg/kg, inibiu 79,0% da migracdo de neutréfilos.

Figura 18 - Efeito da LSf sobre a Migracio de Neutréfilos Induzida por Carragenana (Cg) na
Cavidade Peritoneal de Ratos.
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Os animais (n=6) foram tratados antes da aplicacdo do estimulo inflamatério carragenana (700 pg/cav;
i.p.) com dexametasona (1 mg/kg; s.c.; lh) e LSt (1, 3 e 9 mg/kg; i.v.; 30 min). Sal: grupo que recebeu
apenas Sal (i.p.); e -: grupo que recebeu apenas Cg (i.p.). As barras representam a média + E.P.M. do
nimero de neutréfilos x10*/mL de fluido peritoneal. *p<0,05 indica diferenca significativa quando
comparado ao grupo -; *p<0,05 quando comparado ao grupo Sal; e “p<0,05 quando comparado ao
grupo LSt 1 (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Para confirmar a acdo anti-inflamatoria da LSf, foi dosada a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) nos fluidos peritoneais coletados. Essa enzima estd presente nos
granulos azurofilicos dos neutréfilos e € utilizada como um marcador quantitativo da infiltragdo
dessas células nos sitios de inflamacdo. Portanto, o aumento da atividade da MPO € um
importante indicativo da progressdo do processo inflamatério (DE YOUNG et al., 1989). Os

animais tratados com LSt (1, 3, 9 mg/kg) tiveram uma redugdo significativa de 44,0; 68,0 e



76

74,6%, respectivamente, na atividade da MPO dos fluidos peritoneais coletados (FIGURA 19).
Nao houve diferenca significativa entre as doses testadas. O controle positivo Dexa reduziu
significativamente o nivel de MPO em 71,4%, ndo havendo diferenca significativa entre ela e as

doses da LSf.

Figura 19 - Atividade da Mieloperoxidase (MPO) nos Liquidos Peritoneais Coletados no Ensaio
de Migracio Celular.
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-: grupo que recebeu apenas Cg (700 pg/cav;i.p.); Sal: grupo que recebeu apenas NaCl 0,9% (i.p.);
Dexa: grupo que recebeu pré-tratamento (1 h antes da Cg) com dexametasona (1 mg/kg;s.c.); e LSf 1, 3
e 9: grupo que recebeu pré-tratamento (30 min antes da Cg) com LSf nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg;i.v.
As barras representam a média + E.P.M. da atividade da MPO/mL do fluido peritoneal. *p<0,05 indica
diferenca significativa quando comparado ao grupo - (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Quando desnaturada (90 °C; 30 min) ou associada ao seu agucar ligante manana (39
mg/L), a LSf (1 mg/kg) perdeu a sua capacidade de inibir a migracdo de leucdcitos totais e de
neutrofilos. A administracio de manana isoladamente (39 mg/L) também ndo inibiu essa

migracdo (FIGURAS 20 e 21).
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Figura 20 - Efeito da LSf Desnaturada ou Associada com o Ligante Manana sobre a Migracao de
Leucdcitos Totais Induzida por Carragenana (Cg) na Cavidade Peritoneal de Ratos.
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Os animais (n=6) foram tratados 30 min antes da aplica¢do do estimulo inflamatério Cg (700 pg/cav;
i.p.) com LSf (I mg/kg; i.v.); LSf (1 mg/kg;i.v.) desnaturada (90 °C;30 min) — LSfd; LSf (1 mg/kg)
associada ao seu ligante manana (39 mg/L) i.v. — LSf+Man; e manana (39 mg/L;i.v.) — Man. Cg: grupo
que recebeu apenas Cg (i.p.). As barras representam a média + E.P.M. do nimero de leucdcitos totais x
10°/mL do fluido peritoneal. *p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Cg; e
“p<0,05 quando comparado ao grupo LSf 1 (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Figura 21 - Efeito da LSf Desnaturada ou Associada com o Ligante Manana sobre a Migracao de

Neutrofilos Induzida por Carragenana (Cg) na Cavidade Peritoneal de Ratos.
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Os animais (n=6) foram tratados 30 min antes da aplicacdo do estimulo inflamatério Cg (700 pg/cav;
i.p.) com LSf (1 mg/kg; i.v.); LSf (1 mg/kg;i.v.) desnaturada (90 °C;30 min) — LSfd; LSf (1 mg/kg)
associada ao seu ligante manana (39 mg/L) i.v. — LSf+Man; e manana (39 mg/L;i.v.) — Man. Cg: grupo
que recebeu apenas Cg (i.p.). As barras representam a média + E.P.M. do nimero de neutrdfilos x
10°/mL do fluido peritoneal. *p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Cg; e
“p<0,05 quando comparado ao grupo LSf 1 (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Nao se pode afirmar por qual mecanismo de acdo a LSf inibiu a migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal dos ratos, mas, baseado em pesquisas com outras lectinas,
pode-se sugerir que ela interfira na aderéncia e rolamento dos neutréfilos no processo de
deslocamento para o sitio inflamatério e/ou na liberacdo de mediadores quimioatrativos por
células residentes. Estudos realizados com lectinas de algas mostraram que a lectina da Hypnea
cervicornis, na dose de 10 mg/kg (via i.v.), € capaz de inibir 90% da migracdo de neutréfilos,
sendo o seu mecanismo de acdo relacionado com a interacio leucdcito/endotélio e com a inducao
da producdo de 6xido nitrico, importante mediador inflamatério (BITENCOURT et al., 2008). As
lectinas das algas Pterocladiella capillacea (8,1 mg/kg) e Caulerpa cupressoides (9 mg/kg)
também foram capazes de inibir essa migracdo em 84,0 e 65,9%, respectivamente (SILVA et al.,
2010; VANDERLEI, 2010). Vale ressaltar ainda que a atividade anti-inflamatéria da LSf é
dependente da sua estrutura tridimensional e do seu sitio de interacio com a manana, uma vez
que a lectina termicamente desnaturada ou inibida pelo seu ligante perde a sua atividade. Assim,
para entender melhor seu mecanismo de acdo, estudos mais especificos, avaliando citocinas e

células residentes, devem ser realizados.

4.3.1.2 Ensaio de Edema de Pata Induzido por Carragenana em Ratos

Como a LSf foi eficiente na inibicdo da migracdo de neutréfilos no peritdnio de ratos,
testou-se a sua acdo no modelo de edema de pata induzido por carragenana (Cg). O edema de
pata induzido por carragenana é um teste largamente utilizado para o estudo de fiarmacos anti-
inflamatodrios, tanto esteroidais como nao esteroidais (GARCfA et al., 2004). Nesse modelo, a Cg
provoca a liberagdo de varios mediadores inflamatdrios (aminas biogénicas, prostaglandinas e
oxido nitrico, dentre outros) e induz a formacdo de edema caracterizado por intenso infiltrado
neutrofilico (MORRIS et al., 2003). Essa infiltracdo também pode ser avaliada pela determinacao
da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) nas sec¢Oes das patas, em que os niveis teciduais
de MPO correlacionam-se com a severidade da doenga (POSADAS et al., 2004).

A aplicagdo da Cg (700 pg/pata) provocou intenso edema, a partir dos primeiros 30
min apos o estimulo, que alcancou um pico na 3* hora, quando comparado ao grupo salina
(FIGURA 22). A dexametasona (1 mg/kg;s.c.) inibiu o edema em todos os tempos observados

(30 min, 1, 2, 3,4 e 5 h) em 69,4; 91,2; 84,1; 81,0; 85,7 e 92,1%, respectivamente. A LSf, nas
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doses testadas, ndo inibiu significativamente o edema nos 30 min iniciais, porém apresentou
acentuada inibicao nos tempos de 1 a 5 h. Na dose de 1 mg/kg, a LSf inibiu em 61,4; 65,1; 66,7;
83,7 e 94,7%, respectivamente. Na dose de 3 mg/kg, inibiu em 61,4; 74,6; 81,0; 91,8 e 92,1%,
respectivamente. E, por tltimo, na dose de 9 mg/kg, a LSf inibiu o edema em 65,3; 56,1; 81,0;
81,0; 75,5 e 79%. Nao houve diferenca significativa entre as doses de LSf. Apenas nos primeiros

30 min, a LSf, nas doses testadas, apresentou diferenca significativa com o grupo dexa.

Figura 22 - Efeito da LSf sobre o Edema de Pata Induzido por Carragenana.
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Cg: grupo que recebeu apenas Cg (700 pg/pata;i.pl.); Sal: grupo que recebeu apenas NaCl 0,9% (i.plL.);
Dexa: grupo que recebeu pré-tratamento (1 h antes da Cg) com dexametasona (1 mg/kg;s.c.); e LSf 1, 3
e 9: grupo que recebeu pré-tratamento (30 min antes da Cg) com LSf nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg;i.v..
Os pontos representam a média + E.P.M. da variacdo do volume das patas (mL). *p<0,05 indica
diferenca significativa quando comparado ao grupo Cg. (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Para confirmar a ac¢do anti-inflamatéria da LSf, foi dosada a atividade da MPO nos
sobrenadantes dos homogenatos das seccdes das patas dos ratos que foram tratados com a lectina.
Os animais tratados com LSf (1, 3 e 9 mg/kg) tiveram uma reducgdo significativa de 60,3; 73,0 e
88,4 %, respectivamente, da atividade dessa enzima (FIGURA 23). Apesar de na inibicdo do
edema ndo ter havido diferenca sigificativa entre as doses, a dose de 9 mg/kg diferiu
significativamente da dose de 1 mg/kg na redugdo dos niveis de MPO, mostrando, assim, um

comportamento dose-dependente nessa dosagem. O controle positivo Dexa reduziu



80

significativamente a atividade da MPO em 67,6%, nao havendo diferenca significativa entre ela e

as doses da LSf.

Figura 23 - Atividade da Mieloperoxidase (MPO) no Sobrenadante do Homogenato das Seccdes
das Patas.
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Cg: grupo que recebeu apenas Cg (700 pg/pata;i.pl.); Sal: grupo que recebeu apenas NaCl 0,9% (i.pl.);
Dexa: grupo que recebeu pré-tratamento (1 h antes da Cg) com dexametasona (1 mg/kg;s.c.); e LSf 1, 3
ou 9: grupo que receberam pré-tratamento (30 min antes da Cg) com LSf nas doses de 1, 3 ou 9
mg/kg;i.v.. As barras representam a média + E.P.M. da atividade da MPO/mg de tecido. *p<0,05 indica
diferenca significativa quando comparado ao grupo Cg; e “p<0,05, quando comparado ao grupo LSf 1
(ANOVA, Teste de Bonferroni).

Quando termicamente desnaturada (90 °C; 30 min) ou associada ao seu acucar ligante
manana (39 mg/L), a LSf (1 mg/kg) perdeu a sua capacidade de reduzir o edema induzido por Cg,
nao diferindo significativamente do grupo Cg. A administracdo de manana isoladamente (39

mg/L) também nao reduziu o edema (FIGURA 24).
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Figura 24 - Efeito da Lectina Desnaturada ou Associada ao seu Ligante Manana sobre o Edema
de Pata Induzido por Cg.
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Cg: grupo que recebeu apenas Cg (700 pg/pata;i.pl.); Sal: grupo que recebeu apenas NaCl 0,9% (i.pl.);
LSt 1: grupo que recebeu pré-tratamento (30 min antes da Cg) com LSf na dose de 1 mg/kg;i.v.; LSfd:
grupo que recebeu pré-tratamento com LSf (1 mg/kg;i.v.) desnaturada (90 °C;30 min); LSf+Man: grupo
que recebeu pré-tratamento LSf (1 mg/kg) associada ao seu ligante manana (39 mg/L) i.v.; Man: grupo
que recebeu pré-tratamento apenas com manana (39 mg/L;i.v.). Os pontos representam a média +
E.P.M. da variacdo do volume das patas (mL). *p<0,05 indica diferenca significativa quando
comparado ao grupo Cg; e “p<0,05 quando comparado ao grupo LSf 1. (ANOVA; Teste de
Bonferroni).

Segundo Di Rosa et al. (1971), o edema provocado por esse agente flogistico ocorre
em trés fases. Na primeira hora apds a injecdo de carragenana, o aumento da permeabilidade
vascular é mediado por histamina e serotonina. Na segunda hora, esse aumento é mediado pela
bradicinina. A fase de maior intensidade do edema ocorre trés horas apds a injecdo de
carragenana e caracteriza a acao de prostaglandinas e leucotrienos sobre a permeabilidade capilar.
Além disso, também ja foi demonstrado que o 6xido nitrico tem um papel importante tanto na
regulacdo da permeabilidade vascular como na migragdo de células induzidas por agentes pro-
inflamatorios, incluindo a carragenana (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1999).

A LSf reduziu a migracao de neutrofilos induzida por carragenana na pata, inibindo a
formacdo do edema, desde a primeira hora até a quinta, agindo, portanto, em todas as fases do
processo edematogénico. Isso indica que o efeito anti-edematogénico dessa lectina estd

relacionado a inibi¢cdo da migracdo de neutréfilos, através de diferentes mediadores quimicos da
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inflamagdo (histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos). Portanto, sdao
necessarios ensaios mais especificos para determinar quais mediadores estdo intimamente
envolvidos nesse efeito. Além disso, assim como na nocicep¢do, a estrutura tridimensional e o
sitio ligante a manana s@o essenciais para a a¢do anti-inflamatéria dessa proteina, uma vez que

ela perdeu o seu efeito apds ser termicamente desnaturada ou associada com manana.

4.3.1.2.1 Andlise do Envolvimento da Via da Hemoxigenase (HO-1) na Atividade Anti-

inflamatoria da LST

Virios estudos tém demonstrado que a expressdo da via da hemoxigenase-1 tem
consequéncias anti-inflamatérias (PAINE et al., 2010). Essa enzima, juntamente com seus
produtos, diminui o processo inflamatério em modelo de inflamagdo induzida por Cg em ratos
(WILLIS et al., 1996). Considerando esses dados, esse ensaio foi realizado para avaliar se o
efeito anti-inflamatério da LSf envolve a via da hemoxigenase-1. Para isso, utilizou-se zinco
protoporfirina (ZnPP) IX, que € um inibidor especifico da HO-1. O ZnPP IX tem sido usado
como reagente farmacoldgico que bloqueia seletivamente a agcdo da HO-1, resultando na inibicao
dessa via. Ele age como um inibidor competitivo do heme, pois também apresenta um grupo
protoporfirina IX na sua estrutura (YANG et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, a LSf (1 mg/kg) inibe o edema de pata induzido
por Cg desde a primeira até a quinta hora, apds a inducdo. Na presenca de ZnPP IX, o efeito da
LSf foi alterado (FIGURA 25). Os animais que receberam o tratamento com ZnPP IX e LSf na
dose de 1 mg/kg (LSt 1 + ZnPP IX) tiveram reducdo significativa do edema apenas na terceira e
na quinta horas, ap6s a injecdo da Cg, quando comparados ao grupo Cg.

Além disso, o grupo LSf 1 + ZnPP IX ndo apresentou uma redugdo do edema de pata
semelhante ao observado para o grupo submetido apenas ao tratamento com LSf 1, havendo,
portanto, diferenca significativa entre os dois grupos desde a 1% até a 5 h, apds a aplicacdo da
Cg. Portanto, a aplicacdo de ZnPP IX alterou o efeito anti-inflamatorio da LSf, diminuindo a

capacidade dessa lectina de reduzir o edema.
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Figura 25 - Analise do Envolvimento da Via da Hemoxigenase (HO-1) na Atividade Anti-inflamatéria
da LSf.
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Antes de receber a injecdo de Cg (700 pg/pata;i.pl.), alguns grupos (n=6) de animais receberam a LSf (1
mg/kg;i.v.) com ou sem ZnPP IX (3 mg/s.c.). Outro grupo recebeu somente sal (NaCl 0,9%;i.pl.) Os
pontos representam a média + E.P.M. da variagcdo do volume das patas (mL). *p<0,05 indica diferenca
significativa quando comparado ao grupo Cg; *p<0,05, quando comparado ao grupo LSf 1 (ANOVA,
Teste de Bonferroni).

A hemoxigenase-1 € uma proteina sensivel ao estresse produzido por vérios agentes
oxidantes. A sua expressdo, em resposta a diferentes mediadores inflamatdérios, pode contribuir
para resolver a inflamacgdo e tem efeitos protetores contra injurias oxidativas em vdrios Orgaos.
Por essa razdo, alguns farmacos utilizados no controle dos danos celulares, principalmente
oxidativos, agem pela via da HO-1 (GRANGEIRO et al., 2011).

A LSf teve sua capacidade anti-inflamatoria alterada quando os animais foram
tratados com ZnPP IX. Esses resultados sugerem que a atividade da HO-1esta envolvida no efeito
anti-inflamatdrio dessa lectina, porém nao parece ser a Unica via envolvida.

As lectinas das algas H. cervicornis, P. capillacea, e C. cupressoides, quando

administradas por via i.v., também foram capazes de inibir a forma¢dao do edema de pata induzido
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por carragenana a partir da primeira hora (BITENCOURT ez al., 2008; SILVA, et al., 2010;
VANDERLEI et al., 2010), porém o mecanismo de acdo dessas lectinas ainda permanece
desconhecido.

O dunico relato encontrado na literatura com biomolécula de alga marinha que
apresenta efeito anti-inflamatério relacionado com a atividade da HO-1 é do polissacarideo

sulfatado da Gracilaria birdiae (VANDERLEI et al., 2011).

4.3.1.3 Ensaio de Edema de Pata Induzido por Dextrano (Dext)

O dextrano é um agente pré-inflamatério que promove a liberacdo de aminas
vasoativas, como a histamina e serotonina, devido a degranulacdo de mastdcitos, causando um
edema osmdtico, que € caracterizado por um aumento da permeabilidade vascular e baixos niveis
de proteinas e neutréfilos no sitio inflamatério (LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982). Portanto, esse
modelo foi usado para avaliar se a LSf também € capaz de reduzir um edema osmético, além do
celular induzido por Cg.

A aplicacdo de Dext (500 pg/pata;i.pl) provocou intenso edema, que alcangou um
pico 30 min apds o estimulo, quando comparado ao grupo salina (FIGURA 26). Esse edema foi
observado até 4 h apds a injecdo desse agente flogistico. A LSf, nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg,
inibiu significativamente esse edema 30 min, 1 e 2 h apds a aplicagdo do dextrano. Na dose de 1
mg/kg, a LSf inibiu o edema em 48,5; 75,0 e 81,8 %, respectivamente. Na dose de 3 mg/kg, o
edema foi inibido em 36,4; 66,7 e 81,8%, respectivamente. E, por ultimo, na dose de 9 mg/kg, a
LSf inibiu em 45,5; 70,8 e 72,7%, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre as

doses testadas da LSf.
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Figura 26 - Efeito da LSf sobre o Edema de Pata Induzido por Dextrano em Ratos.
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Dext: grupo que recebeu apenas dextrano (500 pg/pata;i.pl.); Sal: grupo que recebeu apenas NaCl 0,9%
(i.pl.); e LSf 1, 3 e 9: grupos que receberam pré-tratamento (30 min antes da Cg) com LSf nas doses de
1, 3 ou 9 mg/kg;i.v. Os pontos representam a média + E.P.M. da variacdo do volume das patas (mL).
*p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Dext (ANOVA, Teste de
Bonferroni).

O modelo de edema de pata induzido por dextrano permite a avaliacdo da atividade
de novos agentes anti-inflamatérios em processos mediados predominantemente por histamina
(LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982). A histamina interage com os receptores H;, H,, H3 e Ha,
sendo que os receptores H; estdo localizados, entre outros locais, nos vasos sanguineos; os Hs
localizam-se predominantemente na mucosa gastrica; os H3z s3o frequentemente expressos no
SNC; e os Hs sdo encontrados em células hematopoiéticas periféricas como eosinéfilos,
neutréfilos e células TCDs" (MAINTZ; NOVACK, 2007; RABER, 2007). Firmacos como a
loratadina, a cimetidina e a tioperamida agem especificamente nos receptores H;, H, e Hs,
respectivamente (THURMOND; GELFAND; DUNFORD, 2008).

Nesse trabalho, a LSt reduziu o edema de pata induzido por dextrano, sugerindo que
essa lectina possui atividade sobre os eventos vasculares da inflamacdo, possivelmente pela
supressdo da liberacdo de histamina e serotonina pelos mastdcitos e/ou pela acdo sobre os

receptores histaminérgicos (ROOME et al., 2008).
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A literatura € escassa em relacdo as lectinas de algas que tenham algum efeito sobre o
edema de pata induzido por dextrano. A lectina da H. cervicornis, por via i.v., apesar de
apresentar efeito antiedematogénico no edema induzido por carragenana, ndo apresenta esse
mesmo efeito no induzido por dextrano (BITENCOURT et al., 2008). Em relacdo a pesquisas
com lectinas de plantas, foi demonstrado que a lectina da Araucaria angustifolia, também por via
1.v., inibiu o edema de pata induzido por carragenana e dextrano (MOTA et al., 2006; SANTI-
GADELHA, 2006). Nesse trabalho, os autores sugerem que essa lectina tenha a sua acdo anti-
inflamatéria mediada via interacdo do dominio lectinico com sitios de reconhecimento a
carboidrato especificos nos mastdcitos, causando a degranulagdo dessas células.

Com esses resultados, pode-se concluir que a LSf possui efeito anti-inflamatério nos
edemas de pata induzidos por Cg e por dextrano. Portanto, sugere-se que essa lectina reduz o
edema celular através da inibicdo da migracao de neutréfilos pela acao de diferentes mediadores
quimicos e da via da hemoxigenase-1, dentre outras vias desconhecidas; e o edema vascular,
através da supressao da liberacdo de histamina e serotonina pelos mastécitos e/ou pela acdo sobre
os receptores histaminérgicos. Além disso, sugere-se também que o efeito anti-edematogénico
dessa lectina envolva o seu sitio ligante a manana, através da sua interacdo com moléculas
responsaveis pela inflamacao.

A identificacdo de substincias capazes de interagir com alvos moleculares
responsaveis pela amplificacdo do processo inflamatério constitui um campo de pesquisa bastante
interessante. Desta forma, este constitui o principal objetivo no estudo de compostos naturais com
atividade anti-inflamatoria.

A lectina da alga marinha vermelha S. filiformis foi eficiente na inibicdo da
inflamacdo nos modelos de inflamagdo aguda testados. Assim, estudos mais especificos devem
ser realizados para que o seu potencial anti-inflamatério seja melhor conhecido e, posteriormente,

ela possa ser utilizada como ferramenta no controle de processos inflamatorios.

4.3.2 Avaliacdo do Efeito Edematogénico da LSf

Estudos com lectinas de plantas mostram que algumas delas podem produzir tanto

efeitos anti-inflamatérios como pré-inflamatérios, dependendo da rota de administracio em

animais (RANGEL et al., 2011).
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Por isso, j4 que a lectina da S. filiformis, quando aplicada por via i.v., apresentou
efeito anti-inflamatdrio no edema de pata em ratos, investigou-se se a mesma lectina, nas mesmas

doses testadas, apresenta algum efeito pré-inflamatdrio, quando aplicada diretamente na pata.

4.3.2.1 Ensaio de Edema de Pata Induzido por LSf

Na dose de 1 mg/kg, a LSf ndo apresentou diferenca significativa quando comparada
ao controle Sal (i.pl.). Na dose de 3 mg/kg, a lectina apresentou efeito edematogénico
significativo apenas 1 h apds a sua aplicacdo na pata, quando comparada ao grupo Sal.
Entretanto, na dose de 9 mg/kg, a LSf apresentou efeito inflamatério 1, 2, 3 e 4 h apds a sua
aplicacdo na pata, apresentando um pico na 2* h, quando comparada ao grupo salina (TABELA

2). A figura 27 ajuda na melhor visualizag@o do perfil do edema.

Tabela 2 - Ensaio de Edema de Pata Induzido por LSf em Ratos.

Grupos Experimentais Edema de Pata (mL)

30 min l1h 2h 3h 4h 5h 6h
Salina 0,28+0,08 0,15+0,06 0,10+0,04 0,04+0,04 0,03+0,03 0,01+001 0,00+0,00
LSf 1 mg/kg 0.25+0,05 0,19+0,06 0,14 +0,08% 0,06+0,06% 0,03+0,03% 0,02+0,02 0,02+ 0,02
LSf 3 mg/kg 0.33+0,09 032+0,09% 0,20+0,08% 0,08+0,04% 0,06+0,05% 0,03+0,03 0,00+ 0,00
LSf 9 mg/kg 0,33+0,09 0,32+0,11* 0,41 +0,04* 0,27 +0,05* 0,19+0,12* 0,06 + 0,06% 0,03 + 0,03*

Salina (NaCl 0,9%) e LSf (1, 3 ou 9 mg/kg) foram aplicadas na pata direita traseira de ratos (n=6). Utilizando um
hidropletismometro, o volume das patas foi medido, apds a inje¢do do estimulo, nos primeiros 30 min e a cada 1 h, perfazendo um
total de 6 h. Os dados representam a média + E.P.M. da varia¢do do volume das patas (mL). *p<0,05 indica diferenca significativa
quando comparado ao grupo Sal; e “p<0,05 quando comparado ao grupo LSf9 (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Figura 27 - Ensaio de Edema de Pata Induzido por LSf em Ratos.
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Sal: grupo que recebeu salina (i.pl.); LSf 1, 3 e 9: grupos que receberam LSf nas doses de 1, 3 ou 9
mg/kg;i.pl. Os pontos representam a média + E.P.M. da variacdo do volume das patas (mL). *p<0,05
indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Sal (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Uma vez que a LSf foi capaz de induzir o edema na pata de ratos, investigou-se se
este era caracterizado por infiltracdo neutrofilica. Para isso, foi realizada a dosagem da atividade
da MPO nos sobrenadantes dos homogenatos das secgdes das patas (FIGURA 28).

Corroborando com os resultados apresentados acima, os animais tratados com a LSf
na dose de 1 mg/kg ndo apresentaram aumento significativo da atividade da MPO, quando
comparados ao controle salina. Porém, LSf nas doses de 3 e 9 mg/kg induziu um aumento nessa
atividade, com relagdo a salina, e ndo houve diferenca significativa entre essas duas doses.
Portanto, apesar de, na dose de 3 mg/kg, ndo ter havido a persisténcia do edema, pois este

regrediu a partir da 1* hora, foi significativa a presencga de neutréfilos no sitio inflamatorio.
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Figura 28 - Atividade da Mieloperoxidase (MPO) no Sobrenadante dos Homogenatos das Sec¢oes
das Patas do Ensaio de Edema de Pata Induzido por LSf.
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Sal: grupo que recebeu apenas NaCl 0,9% (i.pl.); e LSf 1, 3 e 9: grupos que receberam LSf nas doses de
1, 3 ou 9 mg/kg (i.pl.) As barras representam a média + E.P.M. da atividade da MPO/mg de tecido.
#p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Sal; e “p<0,05, quando comparado
ao grupo LSf 1 (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Sabendo que a LSf, quando aplicada na pata, induz a formag¢ao de um edema celular
com infiltracdo neutréfilica, objetivou-se elucidar por qual mediador inflamatério essa lectina
realiza a sua acdo edematogénica. Por isso, foi realizada a modulagdo farmacoldgica dessa

atividade.

4.3.2.2 Modulag¢do Farmacologica da Atividade Edematogénica da LSf

A modulacdo foi realizada com os seguintes anti-inflamatdrios: indometacina (5
mg/kg; s.c.), dexametasona (1 mg/kg; s.c.), pentoxifilina (90 mg/kg; s.c.), meclizina (40 mg/kg;
s.c.) € .-NAME (30 mg/kg; 1.v.). Ratos (n=6) foram pré-tratados com esses farmacos e o edema
foi induzido pela LSf na dose de 9 mg/kg, dose esta que foi capaz de causar edema mais

duradouro.
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Pentoxifilina, meclizina e { -NAME nao foram capazes de inibir o edema induzido por
LSf. Indometacina inibiu o edema na 2% 3* e 4* h apds o estimulo inflamatério em 63,4; 45,2 e
39,3%, respectivamente. Ja a dexametasona inibiu esse edema desde a primeira até a sexta hora

em 50,7; 52,7; 62,9; 82,1; 89,8 € 92,9%, respectivamente (FIGURA 29).

Figura 29 - Modulacao Farmacoldgica da Atividade Edematogénica da LSf em Ratos.
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Antes da aplicagdo do estimulo inflamatério (LSf 9 mg/kg; i.pl.), os ratos (n=6) foram pré-tratados com
pentoxifilina (90 mg/kg; s.c.; lh), meclizina (40 mg/kg; s.c.; 1h), dexametasona (1 mg/kg; s.c.; lh),
indometacina (5 mg/kg; s.c.; 1h) ou | -NAME (30 mg/kg; i.v.; 30 min). Animais controle receberam
apenas o mesmo volume de LSf (i.pl.) ou de salina (NaCl 0,9%; i.pl.). Os pontos representam a média +
E.P.M. da variacdo do volume das patas (mL). *p<0,05 indica diferenca significativa quando
comparado ao grupo LSf 9 (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Cada anti-inflamatorio utilizado age inibindo mediadores especificos. A pentoxifilina
inibe a produ¢do de IL-1 e TNF-0, que participam de varios eventos da resposta inflamatoria,
incluindo a expressdo de moléculas de adesdo (CUNHA ef al. 2000). A meclizina é um inibidor
dos receptores H; da histamina, sendo, entdo, um anti-histaminico (FIGUEIREDO et al., 2009).

O -NAME ¢ um inibidor inespecifico da atividade da 6xido nitrico sintase, inibindo a producao
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de oOxido nitrico (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). A indometacina é um inibidor
inespecifico da atividade das enzimas ciclooxigenases, responsaveis pelo metabolismo do dcido
araquidonico e sintese de prostaglandina e tromboxano (KANKURI et al, 2001). J& a
dexametasona é um inibidor de amplo espectro que inibe vérios mediadores, principalmente
citocinas, e possui potentes atividades anti-inflamatéria e imunossupressora (ASSREUY et al.,
2008).

Como a LSf foi inibida por indometacina e dexametasona, sugere-se que o seu efeito
edematogénico seja através da acdo de mediadores inflamatérios liberados no metabolismo do

acido araquiddnico, principalmente pela ativacdo da via das ciclooxigenases e, conseqiiente,

sintese de prostaglandinas e tromboxanos, além da liberacdo de citocinas inflamatdrias.

4.3.2.3 Avaliacdo do Efeito da LSf (i.v.) sobre o Edema de Pata Induzido pela LSf (i.pl.) em

Ratos

Como demonstrado nesse trabalho, a LSf, nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg, quando
aplicada por via i.v., apresenta efeito anti-inflamatério. Assim, esse ensaio foi realizado com o
intuito de avaliar se a LSf aplicada por via i.v. inibe a inflamagao induzida pela referida lectina,
quando aplicada na dose de 9 mg/kg, por via i.pl.

Na dose de 1 mg/kg, a LSf inibiu 0 edema em 44,8 e 24,5, nos tempos de 30 min e 2
h, respectivamente. Na dose de 3 mg/kg, a lectina inibiu em 49.,4; 37,3 e 28,6 %, nos tempos de
30 min, 2 e 4 h, respectivamente. Por ultimo, na dose de 9 mg/kg, o edema foi reduzido em 48,3;
34,3 e 26,8%, nos tempos de 30 min, 2 e 4 h, respectivamente (FIGURA 30).

Uma vez que foi sugerido que o edema de pata induzido pela LSf se da através da
acdo de mediadores inflamatdrios liberados no metabolismo do 4cido araquidodnico,
principalmente pela ativacdo da via das ciclooxigenases, e da liberacdo de citocinas inflamatorias,
como essa lectina, quando injetada por via i.v., apresentou uma leve inibicdo desse edema,
dessa via e da liberacdo de citocinas e, conseqiiente, inibicdo da migracdo de neutréfilos para o

sitio inflamatorio.
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Figura 30 - Avaliacio do Efeito da LSf sobre o Edema de Pata Induzido pela LSf em Ratos.
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Antes da aplicacio do estimulo inflamatério (LSf 9 mg/kg; i.pl.), os ratos (n=6) foram pré-tratados com
LSf nas doses de 1, 3 ou 9 mg/kg (i.v.; 30 min antes). Animais controle receberam apenas o mesmo
volume de LSf (i.pl.) ou de salina (NaCl 0,9%; i.pl.). Os pontos representam a média + E.P.M. da
variacdo do volume das patas (mL). *p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo
LSf9 (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Nao foram encontrados na literatura estudos que relatem lectinas pré-inflamatérias
de algas em modelo de edema de pata. Porém, em modelos de peritonite e de bolsa de ar, as
lectinas das algas B. seaforthii, B. triquetrum, A. multifida e Gracilaria caudata, também foram
capazes de induzir a migracdo de neutrdfilos, entretanto seus mecanismos de acdo sdo
desconhecidos (NEVES et al., 2001).

A lectina da gimnosperma Araucaria angustifolia (Aal) apresentou um
comportamento semelhante ao da lectina da S. filiformis, isto €, apresentando tanto efeito anti
como pro-inflamatdrio. Nos modelos de peritonite, induzida por Cg e fMLP, e de edema de pata,
induzido por Cg e dextrano, essa lectina, nas doses de 0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg, mostrou efeito anti-
inflamatério por via i.v. Entretanto, quando aplicada por via i.pl. nas mesmas doses, a AaL
apresentou um efeito edematogénico, que foi inibido por dexametasona, composto 48/80 e

pentoxifilina. Além disso, a AalL, quando injetada por via i.v. também inibiu o edema de pata por
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ela induzido, quando aplicada por via i.pl. (MOTA et al., 2006). Nesse trabalho, os autores
sugerem que os efeitos anti- e pré-inflamatério da Aal. ocorreram por vias semelhantes e
parecem ser mediados via interagdo do dominio lectinico com sitios de reconhecimento a
carboidrato especificos nos mastdcitos, modulando negativamente ou positivamente a sua
degranulagdo.

Estudos realizados com k-carragenana obtida da mesma alga marinha objeto desse
estudo, Solieria filiformis, mostraram que, apenas na dose de 1 mg/kg por via s.c., esse
polissacarideo foi capaz de inibir o edema de pata induzido por Cg (tipo A) e dextrano. Enquanto
que nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg por via i.pl., a referida carragenana induziu a formacao de edema
de maneira dose-dependente, o qual foi inibido por indometacina, dexametasona, | -NAME e
pentoxifilina (ARAUJO et al., 2011). Os autores sugeriram que a formacdo do edema se deu
através da acdo das enzimas ciclooxigenases, prostaglandinas, NO e citocinas pré-inflamatdrias
(IL-1 e TNF-a). E importante ressaltar ainda que o edema induzido pela dose de 9 mg/kg
apresentou um pico na 2* h, semelhantemente ao edema provocado pela mesma dose da LSf.

Moléculas pré-inflamatérias sdo importantes para auxiliar no estudo do processo
inflamatério e sdo potencialmente usuais em situagdes clinicas em que a ativacdo do sistema
imunoldgico € necessdria, ou seja, em pacientes imunodeprimidos.

O desenvolvimento de novos fiarmacos € um grande desafio para a ciéncia e é de
suma importancia a descoberta de compostos que exercam especificamente sua funcdo sem
provocar efeitos adversos ao organismo a ser tratado. Por isso, a lectina da S. filiformis, que
apresentou promissores potenciais antinociceptivo, anti-inflamatorio (por via intravenosa) e pro-
inflamatorio (por via intraplantar), foi analisada com relacdo ao seu possivel efeito toxico em

camundongos, utilizando modelo de toxicidade por dose repetida durante 7 dias.

4.4  Avaliacao da Toxicidade por Dose Repetida em Camundongos

Injecdes diarias da LSt (9 mg/kg; i.v.) durante 7 dias ndo alteraram a massa corporea
dos camundongos, machos e fémeas (TABELA 3), nem o aspecto fisico desses animais, quando
comparados aos grupos controles ndo tratado - NT (constituido por animais que nio receberam
nenhum tratamento) e salina (constituido por animais que receberam salina — NaCl 0,9%, por via

1.V.).



Tabela 3 - Anélises Bioquimicas e dos Pesos Corporal e dos Orgéios de Camundongos Submetidos
ao Tratamento com LSf (i.v.) por 7 Dias.

Parametros Tratamentos (i.v.)

NT Salina LSt (9 mg/kg)
Machos
Peso corporal médio inicial (g) 32,03+ 1,26 30,29 + 0,71 26,33 + 0,72
Peso corporal médio final (g) 35,62 + 1,91 33,51 + 1,28 29,06 + 0,68
Figado (g/massa corpdrea) 6,33 + 0,20 5,95 + 0,28 6,38 + 0,34
Rim (g/massa corpdrea) 0,92 + 0,08 0,97 + 0,09 1,01 + 0,04
Coracdo (g/massa corpdrea) 0,62 + 0,09 0,64 + 0,06 0,68 + 0,10
Baco (g/massa corporea) 0,32 + 0,06 0,39+ 0,05 1,50 + 0,11+
Timo (g/massa corpdrea) 0,30 + 0,08 0,31 + 0,04 0,31 + 0,08
Linfonodo (g/massa corpdrea) 0,26 + 0,08 0,28 + 0,05 0,24 + 0,05
AST (UI/L) 78,41 +274 73,16 + 2,88 75,35 + 4,49
ALT (UI/L) 82,94 +5,58 74,05+ 5,19 76,82 + 5,33
Fosfatase Alcalina (UI/L) 103,14 + 1,92 104,34 + 0,95 57,99 + 2,09*"
Uréia (mg/dL) 48,17+ 3,18 47,80 + 5,85 40,00 + 4,99
Fémeas
Peso corporal médio inicial (g) 27,75+ 1,48 27,00 + 0,63 24,00 + 1,10
Peso corporal médio final (g) 29,83 +2,10 29,12 + 0,65 26,54 + 1,25
Figado (g/massa corpdrea) 5,60 + 0,35 5,71 + 0,41 6,01 + 0,36
Rim (g/massa corpdrea) 0,80 + 0,06 0,83 + 0,08 0,85 + 0,05
Coracdo (g/massa corpdrea) 0,69 + 0,13 0,76 + 0,04 0,73 + 0,06
Bago (g/massa corpdrea) 0,37 + 0,02 0,48 + 0,08 1,35 + 0,20%"
Timo (g/massa corpdrea) 0,32 + 0,05 0,34 + 0,07 0,37 + 0,04
Linfonodo (g/massa corpdrea) 0,30 + 0,06 0,28 + 0,06 0,28 + 0,04
AST (UI/L) 84,28 +3,90 81,88 + 6,80 82,21 + 7,79
ALT (UI/L) 77,49 + 5,70 9091 + 7,51 80,35 + 5,36
Fosfatase Alcalina (UI/L) 100,38 + 3,64 103,33 + 1,30 64,70 + 5,00+"
Uréia (mg/dL) 35,97+443 3595+ 3,83 33,97 + 2,08

Os animais (machos e fémeas; n=6) foram pesados e injetados com LSt (9 mg/kg) diariamente durante
7 dias. Posteriormente, os animais foram anestesiados e amostras de sangue coletadas para dosagens
bioquimicas (AST, ALT, fosfatase alcalina e uréia). Os animais foram eutanasiados e alguns 6rgdos
pesados. NT: os animais ndo receberam nenhum tratamento — ndo tratado; e Sal: os animais foram
tratados com salina (NaCl 0,9%). Os dados foram expressos como média + E.P.M. *p<0,05 indica
diferenca significativa quando comparado ao grupo NT; e *p<0,05 quando comparado ao grupo Sal
(ANOVA, Teste de Bonferroni).

94
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No 8° dia, antes do sacrificio, os animais foram anestesiados e tiveram o sangue
coletado, para as dosagens bioquimicas das enzimas aspartato aminotransferase (AST/TGO),
alanina aminotransferase (ALT/TGP) e fosfatase alcalina, e de uréia.

O aumento das enzimas AST e ALT pode indicar danos no figado. A AST € essencial
para a produc¢do de energia no ciclo de Krebs e é encontrada no citoplasma e nas mitocondrias de
muitas células, primariamente no figado, coragdo, miusculos esqueléticos, rins, pancreas e
hemécias. A ALT € encontrada no plasma e em vdrios tecidos corpdéreos, sendo geralmente
associada ao figado. Assim, essas enzimas sdo liberadas em grandes quantidades no sangue
quando ha dano a membrana do hepatdcito, resultando em aumento da permeabilidade
(JODYNIS-LIEBERT et al., 2010). Os animais tratados com a LSf ndo apresentaram alteracoes
significativas nos niveis de AST e ALT, quando comparados aos grupos controles NT e salina
(TABELA 3).

A fosfatase alcalina € uma enzima produzida por diversos 6rgaos e tecidos, como por
exemplo: ossos, figado e placenta. O aumento do nivel dessa enzima pode indicar problemas
hepatobiliares (SHANMUGHAM et al., 2007). Os animais tratados com a lectina, tanto machos
quanto fémeas, apresentaram alteracdes significativas no nivel de fosfatase alcalina (TABELA 3).
Esses animais apresentaram niveis reduzidos dessa enzima, quando comparados aos grupos
controles NT e salina, fato que nao € indicador de alteragdes hepdticas. Niveis diminuidos da
fosfatase alcalina s@o encontrados na desnutricao crdnica, na hipofosfatassemia e, ocasioalmente,
no hipotireoidismo e anemia perniciosa (QUINDERE, 2011). Assim, estudos mais especificos
devem ser realizados para a andlise desse parametro.

Para verificar as alteracdes renais, foi realizada a dosagem dos niveis de uréia
(PEREIRA et al., 2010). Os animais tratados com a LSf ndo apresentaram alteracoes
significativas no nivel de uréia, quando comparados aos grupos controles NT e salina (TABELA
3).

ApOs o sacrificio, os animais tiveram a cavidade peritoneal aberta, para as andlises do
figado, rim direito, corag¢do, baco, timo e linfonodo. Os pesos desses Orgdos também nado
sofreram alteracOes significativas nos animais tratados com a LSf, quando comparados aos
controles, exceto pelo baco, que apresentou-se significativamente aumentado nesses animais

(machos e fémeas) (TABELA 3).
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As andlises histolégicas desses 6rgios nio indicaram sinais de danos aos tecidos. E
importante ressaltar que os figados retirados dos animais pertencentes aos trés grupos
apresentaram discreta vacuolizac@o citoplasmdtica, principalmente na regido em torno das veias
central e regido subcapsular, mas ndo € uma alteracdo significativa, sendo comumente vista em
hepatdcitos normais e € considerada reversivel (FIGURA 31).

Estudos com polissacarideos sulfatados obtidos da alga marinha vermelha Champia
feldmannii mostraram que a esplenomegalia gerada por esses carboidratos pode ser devido a uma
acdo imunoestimulante dessas moléculas (LINS er al., 2009). Portanto, como os bagos dos
animais tratados com a LSf apresentaram-se aumentados e sem alteragcdes histoldgicas, sugere-se
que essa esplenomegalia seja devido a uma acao imunoestimulante dessa lectina.

Assim, a andlise integrada desses resultados mostra que a lectina da S. filiformis
mostrou-se atoxica conforme os parametros analisados. Estudos mais especificos devem ser
realizados para elucidar o motivo da reducdo dos niveis de fosfatase alcalina nos animais tratados
com essa lectina.

As lectinas das algas H. cervicornis, P. capillacea e C. cupressoides, nas doses de
1,0; 8,1 e 9,0 mg/kg, respectivamente, ao serem administradas por via i.v. em camundongos por 7
dias, mostraram resultados semelhantes aos da LSf, sendo, portanto, atéxicas nas doses testadas e
nos parametros analisados (BITENCOURT et al., 2008; SILVA et al., 2010; VANDERLEI,
2010). Porém, o nivel de fosfatase alcalina dos animais tratados com essas lectinas nido foi
analisado.

Tendo em vista o crescente interesse em buscar na natureza moléculas com potencial
terapéutico para a resolucdo/cura de processos patolégicos, a lectina isolada da alga marinha
vermelha Solieria filiformis credencia-se como uma como uma possivel ferramenta na elaboracao
de farmacos que possam ser usados no controle da dor e do processo inflamatdrio, podendo

também auxiliar no estudo deste.



Figura 31 — Analises Histolégicas dos ()rgﬁos Retirados dos Camundongos Utilizados no Ensaio de
Toxicidade por Dose Repetida (7 dias).
AR PTGl 1A

Fotomicrografias de luz de 4 um de espessura dos 6rgéos: (1) bago, (2) timo, (3) linfonodo, (4) rim, (5)
coracdo e (6) figado. A. Grupo néo tratado (NT — ausente de tratamento); B. Grupo salina (NaCl 0,9%; i.v.);
C. Grupo LSf (9 mg/kg; i.v.). Notar discreta vacuolizacdo citoplasmatica no figado dos animais pertencentes
aos trés grupos (setas brancas). Nao foi verificado diferencga entre machos e fémeas em nenhum dos grupos
analisados. Coloragdo hematoxilina-eosina. Aumento de 400X.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A lectina purificada da alga marinha vermelha Solieria filiformis (LSf) apresentou
seis isoformas, dentre as quais a mais abundante apresentou massa molecular de 26,18 kDa e p/
acidico de 5,18. A sua sequéncia aminoterminal, contendo 37 residuos de aminodcidos,
apresentou 95% de identidade com a da lectina de uma alga pertencente a mesma familia,
Eucheuma serra.

A LSf apresentou efeitos antinociceptivos em camundongos, utilizando modelos
experimentais de estimulos quimicos e térmico, tendo ac¢io na dor de origem inflamatdria, através
de mecanismos periféricos.

A LSf apresentou efeitos anti-inflamatérios, quando aplicada por via intravenosa, em
ensaios de inflamagao aguda em ratos, reduzindo a migracdo de neutréfilos na peritonite e no
edema de pata induzidos por carragenana, e o edema osmotico induzido por dextrano. Seu
mecanismo de acdo pode estar relacionado a inibicao de mediadores inflamatdrios e a ativacdo da
via da hemoxigenase-1, necessitando, portanto, de estudos mais especificos.

A LSf apresentou efeito edematogénico em ratos, quando aplicada por via
intraplantar, possivelmente, pela ativacdo da via das ciclooxigenases e de citocinas inflamatodrias,
cujo edema foi inibido pela referida lectina quando injetada por via intravenosa.

A LSf, quando administrada por 7 dias por via intravenosa em camundongos nao
apresentou nenhum pardmetro sugestivo de toxicidade, com excecdo da reducdo dos niveis de

fosfatase alcalina e da esplenomegalia.
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6 CONCLUSAO

A lectina da alga marinha vermelha Solieria filiformis (LSf) purificada por
procedimentos cromatograficos sequenciais de troca idnica e de filtracdo em gel apresentou
atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria, por via intravenosa, e pro-inflamatéria, por via
intraplantar. Além disso, sua administragdo em camundongos (periodo de 7 dias, por via i.v.) ndo
apresentou parametros sugestivos de toxicidade, exceto pelos niveis reduzidos de fosfatase

alcalina e esplenomegalia.
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