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RESUMO

A grande diversidade biolégica das algas marinhas e sua ocorréncia em
praticamente todos os ambientes do planeta demonstram a importancia desses
seres para 0s ecossistemas. Um deles € a extracdo de biomoléculas potencialmente
ativa como as lectinas, que sdo proteinas que tém sido alvo de pesquisas no mundo
inteiro. Isso se deve a sua impressionante capacidade de ligar-se especificamente a
carboidratos ou a substancias que os contém, propiciando um imenso campo de
aplicacao biologica. O objetivo deste trabalho foi produzir a lectina da alga marinha
vermelha Bryothamnion triquetrum (Lec), avaliar sua estrutura secundaria a partir de
técnicas espectroscopicas e investigar as suas propriedades anti-inflamatorias em
camundongos. Primeiramente a lectina foi purificada por precipitacdo com sulfato de
amonio (0-60) e cromatografia de troca — ibnica, sendo recolhido o primeiro pico (Pl).
Este pico foi selecionado através da atividade de hemaglutinacdo obtendo assim a
lectina pura a partir de Bryothamnion triquetrum, verificada por SDS-PAGE. A lectina
foi analisada quanto a sua estrutura secundéria por técnicas espectroscopicas de
dicroismo circular, frente a extremos de pH (4,0 — 11,0) e comparada ao espectro da
sua estrutura nativa, e fluorescéncia frente a diferentes temperaturas que variaram
de 25° a 75° em intervalo de 10°. Na avaliacdo das atividades bioldgicas, grupos de
animais foram submetidos ao pré-tratamento com a Lectina (1,5 el0mg/kg; i.p.) e
indometacina (10mg/kg), 30 min antes do estimulo inflamatério. A atividade anti-
inflamatdria em camundongos foi avaliada através dos ensaios de peritonite induzida
por carragenina - Cg (500 pg/cav) e de edema de pata induzidos por Cg (500
Mg/pata); dextrano (500 pg/pata). Extremos do pH (4,0 e 11,0) ndo alterou a
estrutura secundaria da proteina. Os dados de fluorescéncia (280nm e 295nm),
mostraram também uma estabilidade, além da presenca de aminoacidos aroméaticos
na sua estrutura. A Lectina inibiu a migracéo celular na peritonite induzida por Cg e
0os edemas de pata induzidos por Cg e dextrano. Deste modo, conclui-se que a
Lectina obtida do Pl da DEAE de Bryothamnion triquetrum apresentou estrutura
estavel em relacdo a variacdo de pH e temperatura. Em relacdo as propriedades
biologicas testadas, a Lectina apresentou efeitos anti-inflamatérios nos modelos
empregados, podendo ser considerada uma molécula com potencial para estudos
mais aprofundados de inflamacé&o.

Palavras-chave: algas marinhas; Bryothamnion triquetrum; lectina; espectrometria;
inflamacéo



ABSTRACT

The great biodiversity of seaweeds and their occurrence in almost all environments
on the planet demonstrate the importance of such beings to ecosystems. One
example is the extraction of potentially active biomolecules such as lectins, which are
proteins that have been subject of research worldwide. This is due to its impressive
ability to bind specifically to carbohydrates or substances containing them, providing
an immense field of biological application. This work purpose was to produce lectin
from the red seaweed Bryothamnion triquetrum (Lec), evaluate its secondary
structure using spectroscopic techniques, and investigate their anti-inflammatory
properties in mice. Initially, the lectin was purified by precipitation with ammonium
sulfate (0-60) and ion exchange chromatography, and obtained the first peak (PI).
This peak was selected by hemagglutination activity thus obtaining pure lectin from
Bryothamnion triquetrum, verified by SDS-PAGE. The secondary structure of lectin
was analyzed by circular dichroism spectroscopic techniques, against to pH extremes
(4.0 to 11.0), and compared to the spectrum of its native structure, and fluorescence
against different temperatures, ranging from 25° to 75°, each 10° interval. In
biological activities assessment, groups of animals were subjected to pretreatment
with the lectin (1.5 and 10mg/kg, ip) and indomethacin (10mg/kg) 30 min before the
inflammatory stimulus. The anti-inflammatory activity in mice was evaluated through
the assays of peritonitis induced by carrageenan - Cg (500 ug / cav) and paw edema
induced by Cg (500 ug / paw), and dextran (500 ug / paw). Extremes of pH (4.0 and
11.0) did not alter the protein secondary structure. Fluorescence data (280nm and
295nm) also showed stability, and aromatic amino acids presence in their structure.
Lectin inhibited cell migration in the induced peritonitis by Cg and induced paw
edema by Cg and dextran. Thus, it is concluded that the lectin obtained from the
Bryothamnion triquetrum DEAE Pl shows stable structure related to pH and
temperature variation. Regarding biological properties tested, the lectin showed anti-
inflammatory effects in models used, and it can be considered a molecule with
potential for further studies of inflammation.

Keywords: seaweed; Bryothamnion triquetrum; lectin; spectrometry, inflammation
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1 Introducéo

1.1Algas Marinhas

Vivemos em um planeta coberto por grandes extensées de aguas, doces ou
marinhas, cuja heranca obriga-nos a preservar. Nesta imensa "solugao" destacamos
a diversidade de organismos, de certa forma relacionada a diversidade das
comunidades de algas. Pois, cabe a estas a estabilidade dos ecossistemas naturais,
guanto maior numero de espécies equivalentes funcionalmente, mas com diferentes
capacidades de tolerancia aos inumeros fatores ambientais, maior resisténcia a
alterac6es no meio aquético, inclusive a alterac6es decorrentes da atividade humana
(VIDOTTI E.C; ROLLEMBERG M.C.E, 2004). Logo, a acdo extrativista causa
degradacédo ambiental, uma diminuicdo das espécies de algas nos bancos naturais e
um desequilibrio em todo o ecossistema, ali, presente.

Como espécies representativas do nivel trofico inferior, as algas sdo organismos
ecologicamente importantes, porque servem como fonte de alimento fundamental
para outras espécies aguaticas e ocupam, assim, uma posicdo Unica entre 0S
produtores primarios: sdo um elo importante na cadeia alimentar e essenciais a
‘economia” dos ambientes aquaticos como alimento, séo organismos bem distintos
entre si, porém todas as algas tém em comum o fato de produzirem seu proprio
alimento através da fotossintese, pois todas possuem clorofila. (VIDOTTI E.C;
ROLLEMBERG M.C.E, 2004). Sé&o consideradas o pulmdo do mundo, por
produzirem uma quantidade de oxigénio muito superior a sua prépria respiracao.

A exploracdo comercial de algas marinhas, em grande parte baseada no cultivo
de espécies comestiveis ou producdo de &gar, carragenana e alginatos, se tornou
uma industria que gera milhdes de dolares. Nos Ultimos anos, empresas
farmacéuticas estdo utilizando os organismos marinhos, incluindo as algas
marinhas, em busca de novas substancias naturais, para a utilizagdo em pesquisas
meédicas e bioquimicas (SMIT, 2004).

Diversos fatores ambientais bibdticos e abidticos podem influenciar no
desenvolvimento de comunidades de algas. As algas podem sofrer efeitos diretos,
em curtos tempos e também efeitos indiretos, decorrentes dos efeitos diretos sobre

outros organismos no meio. Existem interacdes entre a comunidade de algas e o
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ambiente que apresentam estes efeitos, podendo causar vantagens e
desvantagens as algas (VIDOTIl e ROLLEMBERG, 2004).

1.1.2 Classificacao

As algas marinhas pertencem ao reino protista, que engloba uma ampla
variedade de organismos, incluindo formas unicelulares, coloniais e multicelulares
simples. Os organismos pertencentes a este reino sao eucarioticos, ndo estando
incluidos no reino dos fungos, das plantas ou dos animais. Elas sdo organismos
fotossintetizantes, sendo importantes componentes da cadeia alimentar aquatica
estando divididas em trés filos: Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas
pardas) e Chlorophyta(algas verdes) (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

A classe Rhodophyceae, em especial, sdo o0s Unicos protistas fotossintetizantes
com ficoeritrina e ficocianina dentre seus pigmentos. (PURVES et al., 2002).
A TABELA 1 mostra a classificacdo geral da alga marinha vermelha

Bryothamnion triquetrum (FIGURA 1), utilizada no presente estudo.

TABELA 1: Classificacdo da alga marinha estudada (Brypthamnion triquetrum)

Dominio: Eukaryota
Reino: Protista
Filo: Rhodophyta
Classe: Rodhophyceae
Ordem: Ceramiales
Familia: Rodhomelaceae
Género: Bryothamnion

Espécie: Bryothamnion triquetrum

Fonte: WYNNE (1998).
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FIGURA 1 : Alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum.
Fonte:http://seresvivosdorn.blogspot.com.br/2010/10/alga-vermelha-bryothamnion.html.

1.1.3 Importancia econdbmica das algas marinhas

A grande diversidade biol6gica das algas marinhas e sua ocorréncia em
praticamente todos os ambientes do planeta demonstram a importancia desses
seres vivos para 0s ecossistemas. As microalgas, juntamente com as cianobactérias,
fazem parte do fitoplancton, que em conjunto com o zooplancton, formado por
crustdceos e larvas de animais de diferentes filos, comp8em o plancton. No
ambiente marinho, peixes pequenos e até grandes baleias dependem diretamente
do plancton. As algas marinhas benténicas ocorrem de alguns centimetros até varios
metros de tamanho e desempenham papel semelhante as plantas no ambiente
terrestre atuando como produtores (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Dentro do contexto dos produtos de origem marinha, as algas representam um
importante recurso para a industria alimenticia, farmacéutica, entre outras. As algas
marinhas sao habitualmente consumidas por povos de varias partes do mundo,
especialmente em paises do Oriente. Como exemplo dos géneros mais explorados
como alimento, podemos citar a Ulva (alga verde), Porphyra, conhecida
popularmente como nori (alga vermelha) e Kelpi (alga parda) (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001).

Muitas rodoficeas séo utilizadas comercialmente como alimento para o homem e
para o gado, na extracao de agar utilizado na fabricacdo de gomas, na formulagcéo

de capsulas de vitaminas e drogas ou ainda como meio de cultura para bactérias.


http://www.google.com.br/imgres?hl=pt-BR&biw=1366&bih=557&gbv=2&tbm=isch&tbnid=351fuj-jJ--ZaM:&imgrefurl=http://seresvivosdorn.blogspot.com/2010/10/alga-vermelha-bryothamnion.html&docid=AA547iJUT_IURM&imgurl=http://2.bp.blogspot.com/_4fLRMsXr-3U/TMNuNiOGgNI/AAAAAAAAAw0/6kt0nWB8j_I/s1600/algaver.jpg&w=1600&h=1200&ei=BuqXT6WsNoneggfRy5XiBg&zoom=1&iact=hc&vpx=81&vpy=135&dur=2543&hovh=194&hovw=259&tx=96&ty=84&sig=112445048500443873986&page=1&tbnh=110&tbnw=144&start=0&ndsp=24&ved=1t:429,r:0,s:0,i:66
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Outro aspecto de interesse econdmico € a extracdo da carragenina, um hidrocoléide
usado na producdo de alimentos, principalmente na indastria de laticinios e
embutidos, na fabricacdo de gelatinas e como espessante em sopas e molhos.
Também sédo encontradas diversas aplicacdes em industrias de tintas, téxteis,
cosmeéticos, papel e farmacéutica (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Em muitos paises, as algas sdo bastante utilizadas na inddstria alimenticia e
servem como fonte de fibras, minerais, vitaminas e diferentes antioxidantes. Além
disso, podem oferecer inlUmeros compostos quimicos que tém revelado importantes
resultados nas mais variadas aplicacfes biolégicas e industriais (CARDOZO et al.,

2007). Dentre estes compostos, destacam-se as lectinas.

1.2 Lectinas

As lectinas sdo proteinas que possuem uma ampla diversidade estrutural e
funcional, e tém sido relatadas em todas as classes de organismos vivos como,
invertebrados; vertebrados; algas e microorganismos (Sharon, 2008). Estas
proteinas sdo importantes ferramentas em Glicobiologia devido a multiplicidade de
eventos que podem decorrer de sua habilidade em se ligar a carboidratos. Esta
habilidade s6 foi devidamente explorada segundo a sua importancia, quando ficou
evidente que os oligossacarideos compreendem um extraordinario sistema de
armazenamento de informacdo bioldgica, consistindo o chamado glicocddigo
(GABIUS, et al.,, 2002; RUDIGER & GABIUS, 2001). Laine (1994) sugeriu que
proteinas apresentam a capacidade de se ligar a carboidratos complexos e decifrar
as informacg0des por eles codificadas. Entre as proteinas envolvidas nesta ligacdo a
residuos glicidicos especificos, estdo as lectinas (BREWER et al., 2002).Uma vez
gue o reconhecimento de carboidratos é operante em todos 0s organismos, é natural
gue os ligantes de carboidratos, ou seja, as lectinas sejam também ubiquas na
natureza (LEITE et al., 2012).

O estudo das lectinas foi iniciado por STILLMARK (1888), quando verificou que
extratos de sementes de algumas plantas aglutinavam hemacias e eram téxicas
para animais. Além disso, ele mostrou que a ricina, isolada de sementes de Ricinus
communis, aglutinava células epiteliais, hepaticas e leucocitarias. Na mesma

ocasido, o autor encontrou propriedades semelhantes em extrato de outra
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semente, Croton triglium, que apresentava especificidade diferente da ricina. Em
seguida, HELLIN (1891) relatou a presenca de outra lectina téxica, em sementes
de Abrus precatorius,que foi denominada de abrina.

Pouco se sabiam sobre o mecanismo das atividades biologicas e
farmacolbgicas das lectinas, mas ja era claro o envolvimento e participacdo de
residuos de carboidratos presentes nas estruturas com as quais elas interagiam.
Desta forma, a presenca de acucares na superficie das células serve como sitios de
ligacdo potenciais para as lectinas (SHARON & LIS, 1989).

O termo lectina é derivado da palavra, do latim, “legere” que significa escolher
(BOYD et al., 1954) e foi aplicado devido a propriedade destas proteinas aglutinarem
eritrocitos humanos de um grupo especifico (MOREIRA et al., 1991). (SHARON E
LIS, 1972) apresentaram o termo lectinas, como sendo proteinas aglutinadoras de
células com especificidade de reconhecimento por carboidratos. Mais tarde,
(GOLDSTEIN,I.J et al., 1980) ampliaram esse conceito, colocando lectinas como
sendo proteinas/glicoproteinas de origem nédo imune com especificidade de ligacéo
a carboidratos, e capazes de aglutinar células e/ ou precipitar glicoconjugados. O
conhecimento sobre lectinas tem revelado sucessivas definicdes para esta proteina
especial, dentre as quais, a mais utilizada € aquela citada por (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995), que as definiram como “proteinas de origem ndo imune que
possuem um ou mais sitios ligantes de carboidratos os quais, no caso de enzimas,
nao sao requeridos para a atividade catalitica”. (CUMMINGS, 1997) definiu uma
lectina, como uma proteina que se liga a carboidrato, que nao seja anticorpo e nao
tenha atividade enzimatica para carboidratos.

De acordo com suas caracteristicas estruturais e suas especificidades por
carboidrato, as lectinas séo classificadas em quatro grandes grupos: Merolectinas,
Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

e Merolectinas: sdo biomoléculas que apresentam apenas um unico sitio de
ligagcdo a carboidratos, ou seja, um unico dominio lectinico. Além disso,
essas proteinas tém baixo peso molecular e devido a sua natureza
monovalente sao incapazes de precipitar glicoconjugados e aglutinar
células. Como representantes dessa classe tem-se as lectinas de orquidea,
especificas para manose e as lectinas de heveina, uma proteina do latex
da seringueira (VAN PARIJS et al, 1991).
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e Hololectinas: consistem de, no minimo, dois dominios idénticos ou bastante
homologos, que se ligam ao mesmo carboidrato ou a acucares de estrutura
similar e, portanto, sdo capazes de promover a aglutinacédo de células e/ou
precipitar glicoconjugados. Tem-se como exemplo a maioria das lectinas
conhecidas como hemaglutininas (CAVADA et al., 2001). Como exemplo
tem a lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum.

e Quimerolectinas possuem um ou mais sitios de ligacdo a carboidrato.
Assim, contém além dos dominios lectinicos, um dominio com atividade
catalitica ou outra atividade biologica, agindo independente dos primeiros.
Dependendo do numero dos sitios de ligacdo a acUcares, as
quimerolectinas se comportam como hololectinas, sendo as proteinas
inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIPs — 2 — abrina e ricina), que além de
possuirem atividade de N-glicosidase, possuem também dois sitios de
ligacdo a carboidratos. As quitinases de plantas podem ser referidas como
exemplo de quimerolectinas que se comportam como merolectinas. Isto
acontece porque as quitinases possuem, além do dominio catalitico, um
unico dominio de ligacdo a carboidratos, sendo, portanto, incapazes de
aglutinar e/ou precipitar.

e Superlectinas: apresentam dois ou mais sitios de ligacdo a carboidrato, com
especificidades diferentes, ou seja, possuem dois dominios carboidratos
ligantes estruturalmente e funcionalmente distintos com capacidade de
ligacdo a acucares de estruturas diversas. Como exemplos deste grupo tém

as lectinas de tulipa.

Como sabemos, as lectinas sdo encontradas em bactérias, fungos, plantas,
animais. Mas séo nas plantas que estas proteinas foram mais isoladas e estudadas,
sendo distribuidas em muitos tecidos vegetais como, raizes, cascas, folhas, frutos,
sementes, bulbos e rizomas, dependendo de cada vegetal. No entanto, é nas
sementes que elas sdo mais abundantes chegando a alguns casos a 10% das
proteinas totais (WHITTAKER, 1969; BROEKART et al., 1984; ETZLER, 1985; VAN
DAMME et al., 1987a,b; SHARON & LIS, 1989; LIS & SHARON, 1981,1998).

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

substancias que os contém, propiciando um imenso campo de aplicacdo biologica
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em diversas areas, como na agricultura, na bioquimica, nas ciéncias biomédicas e
na farmacologia. 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 detecc¢do, purificacdo e caracterizacao (LIS; SHARON,
1998). Desta forma, essas proteinas sdo atualmente consideradas como possiveis
ferramentas de elucidacdo da informacéo biolégica contida nos agucares, tendo em
vista seu importante papel no reconhecimento celular (CARDOZO et al., 2007).

1.2.2 Lectinas de Algas Marinhas e suas Atividades Bioldgicas

Um atrativo para a utilizacéo 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 biolégicas (FIGUEIREDO et
al.,2010), pois 0 menor tamanho dessas moléculas implicaria em uma menor reacao
antigénica, além disso ndo apresentam afinidade por acucares simples, mas por
oligossacarideos complexos, frequentemente glicoproteinas; e ndo requerem cations
divalentes para a sua atividade biolégica (SOUZA et al.,2010). Estas proteinas
ocorrem principalmente na forma monomérica e tém uma alta proporcdo de
aminoacidos acidos, com ponto isoelétrico (pl) entre 4 e 6 (HORI; MIYAZAWA; ITO,
1990).

Boyd et al. (1966), relataram pela primeira vez a presenca dessas lectinas em
extratos de algas marinhas, utilizando eritrécitos humanos. Apoés testarem 24
extratos aquosos, 0s autores constataram que seis extratos preparados com algas
pardas (Phaeophyceae) 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 eritrécitos de todos 0s grupos, enquanto que o
extrato de uma alga vermelha (Rhodophyceae) apresentou especificidade por
eritrocitos do tipo A.

No Brasil, os estudos com lectinas de algas marinhas tiveram inicio com AINOUZ
& SAMPAIO (1991) que detectaram a presenca dessas hemaglutininas nas algas
marinhas da costa cearense. Das algas estudadas cerca de 65% ,das espécies
utilizadas, eram capazes de aglutinar pelo menos um tipo de eritrocito testado.
Dentre os eritrécitos tripsinizados utilizados (carneiro, coelho, galinha, cabra, boi e

do sistema ABO), os de coelho e galinha foram 0s mais susceptiveis a aglutinacéo.
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Segundo NELSON & COX, 2002, as lectinas sdo empregadas em uma
variedade de processos de reconhecimento célula-célula e processos de adeséo
celular. Em laboratoério, lectinas purificadas, podem ser utilizadas como reagentes
para deteccdo e separacdo de glicoproteinas com composicfes oligossacaridicas
diferentes.

No que dizem respeito a aplicacdo biologica de lectinas de algas marinhas,
alguns estudos mostraram que essas proteinas podem ser utilizadas no
reconhecimento de células malignas, como agentes mitogénicos, como
imunosupressor e na tipagem sangiinea (ROGERS et al., 1986; DALTON et al.,
1995).

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 a A. multifida, também foi avaliada quanto a sua acdo
antinociceptiva em camundongos (NEVES et al., 2007) ao ser aplicada nos ensaios
de contagem do numero de contorcbes abdominais induzidas por acido acético,
teste da formalina mensurado através do tempo de lambedura da pata pelo animal
apos administracdo de formalina 1% e teste da placa quente. Neste estudo, 0s
autores constataram que a lectina foi capaz de inibir o nimero das contor¢cbes
abdominais; reduzir o tempo de lambedura da pata (teste da placa quente), cujo
efeito foi revertido por naloxona indicando o envolvimento do sistema opibide. Estes
resultados levaram os autores a sugerir que a lectina da alga A. multifida apresenta
efeito antinociceptivo de acéo central e periférica.

A lectina das algas marinhas Bryothamnion triquetrum e Bryothamnion seaforthii
apresentaram efeito antinociceptivo nas doses de 1 e 5mg/kg por via i.p, utilizando
camundongos ( VIANA et al., 2002).

Ensaios classicos de atividade anti-inflamatéria foram realizados com as lectinas
das algas marinhas Caulerpa cupressoides, Pterocladiella capillacea, Hypnea
cervicornis e Solieria filiformis. Todas as lectinas das algas descritas mostraram-se
como potentes inibidores inflamatérios. (BITENCOURT et al.,2008; SILVA et al.,
2010; VANDERLEI et al., 2010; ABREU, 2012).
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1.2.3 Isolamento e Caracterizac&o 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
comega com a preparacao de um extrato total a partir do contato da alga com
solucbes tamponantes. Apos isso, pode-se submeter o extrato obtido a precipitacdes
salinas (salting out), principalmente com sulfato de amoénio, e a procedimentos
cromatograficos (sequenciais ou nédo). Dentre esses procedimentos estdo as
cromatografias gasosas, de troca ibnica, de interacdo hidrofébica, de afinidade e de
filtracdo em gel (HARNEDY; FITZGERALD, 2011).

Andrade (2004) isolou a lectina da alga marinha verde Cladophora vagabunda
pela aplicacdo do extrato em coluna cromatografica de DEAE-Sephacel.

Vanderlei et al. (2010) isolaram a lectina da alga marinha verde Caulerpa
cupressoides pela combinacdo dos procedimentos cromatogréficos de troca i6nica
em gel de DEAE-cellulosee afinidade em coluna Sephadex G-100, as proteinas
foram eluidas da coluna de afinidade com glucose(0,1M).

Uma lectina da alga marinha vermelha da antartica Georgiella confluens foi
purificada por SOUZA et al. (2010) pelo emprego de cromatografia de troca idnica,
em gel de DEAE — Sephacel, seguida do procedimento cromatografico de afinidade
em coluna mucina — Sepharose 4B.

SILVA et al.(2010) isolaram a lectina da alga marinha vermelha Pterocladiella
capilacea em cromatografia de troca i6bnica em coluna de DEAE - celulose e seguida
de cromatografia de afinidade em gel de goma guar.

A cromatografia de afinidade é um tipo de cromatografia de adsor¢cédo, no
entanto a natureza da sua ligacdo € mais especifica, e a matriz escolhida devera
conter um ligante que sera reconhecido pela molécula.Quando aplicamos a esta
matriz uma solucdo proteica, e o ligante apresenta afinidade por uma proteina de
interesse, esta ficara retida a matriz, enquanto as demais proteinas serdo eluidas
por lavagem com o tampdo de equilibrio. Este tipo de cromatografia facilita e
proporciona um maior rendimento e praticidade,principalmente no tocante a reducao
do numero de etapas de purificacdo e ao fato destas apresentarem uma maior

seguranca na pureza do material obtido (ROGERS et al., 1986).Por ser uma técnica



24

mais cara que as outras, geralmente ela € utilizada em combinacdo com outra
técnica como, troca-ibnica e filtragdo em gel.

Entretanto, em alguns casos a cromatografia de troca ibnica tém-se mostrado
de grande auxilio em procedimentos de purificacdo de lectinas de algas, sendo em
alguns casos, suficiente para o isolamento dessas proteinas em algumas espécies.
As lectinas de duas espécies de algas marinhas vermelhas, pertencentes ao mesmo
género, Bryothamniontriquetrum(BT) e B.seaforthii(BS) foram isoladas ao terem suas
fracOes protéicas submetidas a cromatografias de troca idnica em coluna de DEAE-
celulose.Estas apresentaram atividades inibidas por glicoproteinas; fetuina, avidina e
mucina, mostrando-se dependentes de cations divalentes. Seus pesos moleculares
aparentes foram obtidos por filtracdo em gel de Sephadex G-75, apresentando-se
em torno de 3,5 e 4,0 KDa para BT e BS, respectivamente. (AINOUZ et al., 1995).

ApGs cinco anos de realizado o isolamento por Ainouz e colaboradores em 1995,
a aglutinina de Bryothamnion triquetrum(Gmelin), teve entdo, sua sequéncia de
aminoacidos determinada pela combinacdo do método classico de degradacdo de
Edman e por espectrometria de massa (CALVETE et al., 2000). Os autores
apresentaram para suas isoformas, valores correspondentes a 8,9805, 8,9644 e
8,9495 KDa conforme calculados por espectrometria de massa. Sua estrutura é
composta por 91 aminoacidos, possuindo duas pontes dissulfeto intracadeia de
padrdo 1-2, 3-4. Nao foi observada similaridade de sua sequéncia com nenhuma

outra lectina de planta ou animal.

1.3 Dicroismo Circular (CD)

A biologia estrutural de proteinas tem crescido muito, essa realidade é
perceptivel pelo grande aumento de estruturas de proteinas que sédo adicionadas no
Banco de dados de proteinas por ano. No entanto, a uma percepgao crescente da
necessidade de realizar estudos estruturais nas condicbes em que as proteinas
realmente funcionam (ou seja, geralmente em solugcdo), bem como em outras
condicdes para fornecer medidas das taxas de mudancas estruturais das proteinas,
gue muitas vezes sao essenciais para a sua funcao biolégica (SHARON et al. 2005).
A técnica de Dicroismo circular (CD) estd sendo cada vez mais reconhecida como

uma técnica valiosa para examinar a estrutura e estabilidade de proteinas em
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solucdo. O espectro de CD é obtido quando o dicroismo é medido como uma fungéo
do comprimento de onda.

O fendbmeno de Dicroismo Circular (CD) refere-se a absorcédo diferenciada da
luz, circularmente polarizada a direita e a esquerda. A forma do espectro de CD
fornece informagfes sobre a estrutura secundéria do meio no qual se encontra a
proteina, além de permitir estimar as fracdes destas estruturas, utilizando programas
especificos para estes calculos. Desse modo, pode-se obter a composicao estrutural
da proteina quanto a quantidade de a-hélice, folhas-B, numero de voltas, etc
(SHARON et al., 2000, 2005).

Uma vantagem dessa técnica em estudos de proteinas é que a informacéo
estrutural pode ser completamente obtida da analise da regido do espectro.

O Dicroismo circular € uma técnica versatil, pois pode analisar a estrutura da
proteina em uma variedade de condi¢cdes experimentais. Como, variacdo no pH,
variagdo na temperatura, excesso de ligante entre outros, levando a avaliagdo da
estabilidade estrutural da proteina através de mudancas no espectro de CD quando
comparadas a proteinas em seu estado nativo. (SHARON et al., 2005).Mudancas na
regido de maximo do pico de absor¢cdo podem revelar alterac6es conformacionais da
proteina em estudo (GILETTO & PACE, 1996; JOHNSON & FERSHT, 1995;
SHARON et al., 2005).

E possivel avaliar, também, a interacdo proteina-ligante, podendo-se entéo,
verificar a integridade de cofatores no sitio ligante de suas respectivas proteinas,
por exemplo. A ndo interacao do ligante a proteina resultard no ligante livre em
solucao que refletirh em uma pequena, mas perceptivel, mudanca no sinal do
espectro obtido em CD, dessa forma, pode-se realizar estudos avaliando tais
interacdes (SHARON et al., 2005).

A analise por CD permite, ainda, avaliar o reenovelamento ou renaturacdo de
uma proteina previamente desnaturada, verificando-se o potencial da mesma em
retornar a sua estrutura nativa apds ser submetida a determinados processos que
levaram a sua desnaturacdo. O resultado da andlise de CD pode ser comparado
ao de outras técnicas utilizadas no estudo estrutural de proteinas como
Cristalografia de raio-X e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que sdo otimas
técnicas de analise estrutural, no entanto, em contraste ao CD a Cristalografia

requer cristais de proteinas devidamente difratados, 0 que muitas vezes requer
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tempo. Ja para andlise de RMN uma elevada quantidade de proteina se faz

necessaria para se alcancar o objetivo experimental (SHARON et al., 2005).
Portanto, as andlises biofisicas de dicroismo circular séo rapidas e necessitam

de pequenas quantidades de proteina em solucdo, fornecendo resultados

bastante satisfatorios sobre sua estrutura.

1.4 Fluorescéncia

A Fluorescéncia é atualmente uma metodologia amplamente utilizada em
biotecnologia, citometria de fluxo, diagndsticos médicos, seqiienciamento de
DNA, biologia forense e andlise genética, dentre outros. Essa técnica é bastante
sensivel, evitando-se o uso de marcadores radioativos (JOSEPH et al., 2006).

A fluorescéncia é um fendbmeno formador da luminescéncia que é a emissao
de luz proveniente de uma determinada substancia devido a um estado de
excitacao eletronica. Este fenbmeno ocorre dependendo da natureza do estado
de excitacdo, sendo tipicamente emitido a partir de moléculas arométicas
(JOSEPH et al., 2006). Desse modo essa técnica auxilia enormemente o estudo
de proteinas facilitando a analise estrutural da mesma no que diz respeito a

composicdo de aminoacidos aroméaticos.

Freitas (2009) caracterizou uma proteina envolvida na defesa de plantas
(osmotina) proveniente do latex de Calotropis procera quanto a sua composicao
estrutural, através de técnicas espectroscopicas de dicroismo circular e
fluorescéncia, avaliando-a quanto a possiveis alteracbes estruturais frente a
extremos de temperatura e pH, verificando-se portanto, a estabilidade da proteina

e sua parcial renaturacdo apos submetida ao tratamento térmico.
1.5 Inflamacéao
O termo inflamacdo ou flogose (do latim, inflamaree do grego phlogos, que

significa pegar fogo) retrata como 0s povos mais primitivos comparavam uma regiao

inflamada com algo relativo a chamas, quente ou ardido.
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A reacdo inflamatéria consiste num evento complexo que envolve o
reconhecimento do agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e tentativa
de reconstruir o tecido danificado (NATHAN, 2002). O reconhecimento desencadeia
a ativacao e a amplificacdo do sistema imune resultando na ativacdo de células e na
liberacdo de diversos mediadores responséveis pela resposta inflamatoria. No
entanto, se a destruicdo do agente agressor e o processo de reparo nao ocorrem de
maneira eficiente e sincronizada, a resposta inflamatoria pode levar a uma lesao
tecidual persistente induzida pelo acumulo de leucdcitos, colageno entre outras
substancias que podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002; BILATE,
2007).

Os processos inflamatérios sdo necessarios para a vigilancia imunoldgica,
reparacdo e regeneracdo apds a lesdo (VODOVOTZ et al.,2008). No entanto, a
inflamacdo excessiva ou inadequada é a causa de inUmeras doencgas, incluindo
artrite, reumatoide, psoriase e doenca inflamatéria intestinal. Além disso, a
inflamacéo € o maior componente dos danos causados por doencas auto-imunes, e
€ um colaborador fundamental para doencas como cancer, diabetes e doencas
cardiovasculares (LUCAS et al., 2006).

O processo inflamatorio é controlado por um grupo de substancias chamadas
mediadores quimicos (TEIXEIRA et al., 2003) que podem ser de origem
tissular,como as aminas vasoativas, fator de ativacdo plaquetaria (PAF),
eicosanoides, citocinas, radicais livres superéxidos, 6xido nitrico e neuropeptidios ou
de origem plasmatica,como o0s sistemas de coagulacdo do complemento e das
cininas( SPINOSA et al.,2006; GILMAN et al.,2006). Muitas dessas moléculas séo
produzidas localmente e possuem participacdo comprovada na inflamacgéo dos
tecidos, e séo, portanto, alvos fundamentais para a intervencéo terapéutica em uma
variedade de doencas (LUCAS et al.,2006; MEDZHITOV,2008).

Os mediadores da inflamagéo promovem no local da inflamagéo: vasodilatagao
dos vasos sanguineos locais, aumento da permeabilidade dos capilares locais,
coagulacdo dos liquidos nos espacos intersticiais, migragdo de inumeros
granulécitos e mondcitos para o tecido e edema das células. O edema refere-se a
um acumulo anormalde liquido no compartimento extracelular intersticial ou nas
cavidades corporais devido ao aumento da permeabilidade vascular e suas
consequéncias. Em alguns casos, quando a inflamagao atinge ou excede certos

niveis, quantidades suficientes desses mediadores enddgenos entram na circulacao
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sistémica e sdo disseminados pelo sangue a diferentes 6rgaos. Isso resulta em uma
complexa variedade de reacgdes sistémicas, coletivamente chamadas de resposta de
fase aguda, que é definida como uma resposta multifatorial do organismo a
infeccbes, lesdes ou traumas (ROTH et al.,2009).

O processo inflamatério ocorre em dois momentos, sendo 0 primeiro
desencadeado logo apos a injuria (inflamacgéo aguda), de curta duragédo e apresenta
sinais como, dor, calor, rubor, edema e a perda de funcéao (LEES et al.,2004).

O segundo momento depende ou ndo da resolucdo do processo na fase aguda
(inflamacéo crénica), caracterizado pela presenca de macrofagos e linfocitos, além
de angiogénese e proliferacdo de tecido conjuntivo. A inflamacé&o crbnica, além de
perdurar por um periodo indeterminado, varia de acordo com os tipos de mediadores
celulares e humorais envolvidos (SPINOSA et al.,2006;Gilman et al.,2006) podendo
durar semanas ou até anos de duracdo. Pode ser observada, na fisiopatologia de
muitas doencas, como a tuberculose, artrite reumatdide e a doenca pulmonar
obstrutiva crénica.

As caracteristicas apresentadas tanto pela inflamacdo aguda como crbnica
podem ser divididas em eventos vasculares e celulares. A principio, desenvolve-se a
fase vascular da inflamacdo, que se caracteriza pela vasodilatagdo, conferindo o
aspecto avermelhado ao tecido e o calor a regido como também o aumento da
permeabilidade vascular. Tais eventos facilitam a passagem de proteinas
plasmaticas para o tecido, carreando, consequentemente, uma grande guantidade
de a&gua, dando origem ao edema.

Na fase celular, que ocorre silmutaneamente a vascular, os leucocitos
circulantes aderem-se ao endotélio vascular e transmigram para o tecido intersticial
em direcdo ao local da leséo, através da diapedese, por sinalizacdo de agentes
guimiotéticos. A cascata do recrutamento de leucécitos é iniciada pelo rolamento de
leucocitos mediado por selectinas no endotélio vascular, os quais se aderem de
maneira fraca as células endoteliais, em seguida ocorre rapida ativacdo de
integrinas com subsequente adesdo firme aos ligantes endoteliais, transporte
transendotelial e a partir de entédo realizam a diapedese (TARRANT; PATEL, 2006;
PHILLIPSON et al.,2006;LEY et al.,2007).

O tipo celular predominante nesta fase pode ser de células polimorfonucleares
(neutrdfilos, eosindfilos e basofilos), quando diante de um processo inflamatorio

agudo, ou de células mononucleares (mondcitos e linfécitos), em um processo
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inflamatoério crénico. Outras células tais como as células endoteliais, macrofagos,
mastdécitos e plaquetas podem estar envolvidas (LEES et al.,2004).

No caso de uma evolucdo favoravel, o processo inflamatorio resulta na
eliminacdo do agente causal, seguida por uma fase de reparacéo e resolucao, que é
mediada principalmente por macréfagos residentes nos tecidos e células recrutadas
(SERHAN; SARVILL, 2005). No entanto, se a evolugcédo for desfavoravel, pode
ocorrer supuracdo, ou seja, 0S microorganismos superam as defesas organicas,
lisando as células leucocitarias, formando colecdo purulenta ou pode haver a
cronificacao do processo (SPINOSA et al.,2006; GILMAN et
al.,2006;KATZUNG,2006).

Essas respostas de defesa séo iniciadas e reguladas por uma infinidade de
diferentes mediadores liberados por diferentes tipos de células e a compreensédo dos
efeitos, dos mecanismos de acdo, e dos usos clinicos dos farmacos que afetam as
respostas inflamatorias e imunolégicas depende de uma avaliagdo do modo pelo
qual estas células e seus mediadores interagem (RANG et al.,2007).

1.6 Mediadores quimicos envolvidos na inflamacéo

Os mediadores da inflamacdo s&o substancias formadas e liberadas,
concomitante ou sequencialmente, no local da lesdo, podendo ter origem plasmatica
ou celular. Os de origem plasmatica sdo formados a partir da ativacdo de quatro
cascatas enzimaticas: sistema da coagulacdo (trombina, plasmina), sistema
fibrinolitico (fibrina), sistema das cininas (bradicinina) e sistema complemento ; e 0s
de origem celular, como histamina, serotonina, prostaglandinas, fator ativador
plaquetéario, leucotrienos e citocinas, sdo produzidos como consequéncia da
ativacdo de células, sejam elas residentes ou ndo, e sS&0 necessarios para o
processo de inflamagdo (SCOTT; LAM; FERRELL, 1994). Os mediadores estédo
envolvidos na génese e manutencdo dos eventos caracteristicos da reacéo
inflamatéria e se ligam a receptores especificos nas células-alvos podendo,
inclusive, estimular a liberacdo de outros mediadores (ZHOU et al., 2007).

A bradicinina provoca vasodilatagcdo e aumento da permeabilidade vascular. Sua
acdo vasodilatadora se da por producdo de prostaglandina (PGl,) e liberacdo de
Oxido nitrico (SCOTT; LAM; FERRELL, 1994).
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O fator de ativacdo das plaquetas (PAF) é ativado quando ha liberacdo de
histamina, trombinas e LTB4, sendo sintetizado a partir de fosfolipideos de
membrana por ativacado de fosfolipases (PLA2) (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004). O PAF regula a liberacdo de citocinas, amplificando a resposta inflamatéria,
aumenta a permeabilidade vascular por contracao das células endoteliais, estimula a
agregacao plaquetéria e as enzimas lisossdmicas para producdo de superoxidos
(TIEMANN et al., 2001).

A histamina € um mediador pré-formado presente nos mastécitos e basofilos
com um papel central nas reacdes de hipersensibilidade imediata. Este mediador
também modula uma variedade de funcdes fisiolégicas do SNC dos mamiferos, tais
como sono / vigilia, atencao, ansiedade, dor e percepcdo homeostase, equilibrio de
fluidos, apetite e da temperatura corporal (OGAWA et al., 2009).

As citocinas sdo proteinas de massa molecular menor ou igual a 80 kDa, sendo
produzidas e secretadas por tipos celulares diversos (linfocitos, macrofagos
ativados, células do endotélio, epitélio e tecido conjuntivo) que modulam a funcéo de
outras células. As interleucinas sao citocinas produzidas por células hematopoéticas
e atuam primariamente sobre leucdcitos. As quimiocinas sao citocinas que
estimulam o movimento leucocitario (quimiocinese) e 0 movimento dirigido
(quimiotaxia) (COTRAN et al.,, 2000). Elas induzem o rolamento e adesao de
neutrofilos pela transmigracdo pelo espaco extravascular, onde esses dois
fendbmenos envolvem a participacédo de diferentes familias de moléculas de adeséao,

incluindo selectinas, integrinas e imunoglobulinas (PANES et al., 1999).

1.7 Células envolvidas na inflamacéao

Células endoteliais vasculares, mastocitos e macréfagos séo algumas células
envolvidas na inflamacéo, que estdo presentes nos tecidos, enquanto plaquetas e
leucécitos atingem a area de inflamacgéo a partir do sangue. Os glébulos brancos ou
leucdcitos sdo um grupo diversificado de tipos de células que medeiam a resposta
imune do organismo. Eles circulam através do sistema sanguineo e linfatico e séo
recrutados para os locais de lesado tecidual e infeccédo. Subtipos de leucécitos sao
distinguidos por caracteristicas fisicas e funcionais. Eles tém uma origem comum em
células-tronco hematopoiéticas e desenvolvem-se ao longo de distintas vias de

diferenciacdo em resposta a estimulos internos e externos. O sistema mononuclear
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fagocitario representa um subgrupo de leucdcitos, originalmente, descrito, como uma
populacdo de células mieldides derivadas da medula 6ssea, que circulam no
sangue, como monacitos ou residem nos tecidos como macrofagos (GEISSMANN et
al., 2010).

Os neutr6filos possuem atividade microbicida e fagocitaria nos locais de
inflamac&o. S&o os leucdcitos predominantes na circulagdo, representando cerca de
35% a 75% da populagdo de leucdcitos totais (BORREGAARD et al.,2005). Mas
possuem vida curta, sendo produzidos na medula Ossea e considerados os
principais elementos celulares em muitas formas de inflamacdo aguda
principalmente durante o estagio inicial da resposta inflamatoria e suas fungbes séo:
manutencdo da defesa normal do hospedeiro contra microorganismos invasores,
remover restos teciduais e agir nos meios extra e intracelular para matar e degradar
microorganismos através de enzimas digestivas presentes nos seus granulos
citoplasmaticos. Podem ainda funcionar como descarregador do conteudo dos
granulos citoplasmaticos nos vacuolos fagocitarios, além de reconhecer, aderir e
englobar particulas (fagocitose) (HAMPTON et al., 1998).

Os eosindfilos predominam em duas formas de inflamacao: alergia e infeccbes
parasitarias. Pertencem a série granulocitica e tém periodo de vida relativamente
curto apresentando nucleo bilobado e sem nucléolo. Seus granulos citoplasméaticos
distinguem-se por apresentarem alto conteddo de uma peroxidade bioguimicamente
distinta e pela presenca de pelo menos trés outras proteinas basicas.

Os basofilos por sua vez, tém um nudcleo volumoso, com forma retorcida e
irregular, geralmente com aspecto da letra “S”. Estao localizados imediatamente na
parte externa de muitos dos capilares do organismo e diferentemente dos demais
granulécitos, ndo sdo encontrados no tecido conjuntivo e sdo as menores células
granulociticas, possuindo um nucleo volumoso, bilobado ou multilobado, cromatina
nuclear perifericamente condensada em granulos citoplasmaticos menores do que
0s outros granulécitos. Constituem menos de 1% dos leucdcitos do sangue, sendo
dificeis de ser encontrados nos esfregacos de sangue, apresentando a funcdo de
secretar mediadores inflamatdrios que aumentam a permeabilidade vascular e
fatores quimiotaticos que recrutam outras células inflamatérias (RANG et al., 2007).

Os monacitos circulam no sangue, medula 6ssea e baco e ndo proliferam em
estado normal. Constituem células imunes efetoras, equipados de receptores de

guimiocinas e receptores de adesdao que medeiam a migracdo destas ceélulas do
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sangue para os tecidos durante a infeccdo. Eles produzem citocinas inflamatorias e
levam ao aumento de moléculas toxicas e células. Eles podem também se
diferenciar em células dentriticas ou macréfagos durante a inflamacéo. A migracao
para tecidos e a diferenciacdo em células dentriticas e macrofagos sao
provavelmente determinada pela inflamagé&o e por receptores de reconhecimento
padrdo (GEISMANN et al., 2010). Estudos recentes indicam que 0s mondcitos sao
efetores inatos da resposta inflamatéria dos microbios, matando agentes
patogénicos através de fagocitose, da producédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), oxido nitrico (NO), mieloperoxidase e citocinas inflamatorias. Em algumas
circunstancias podem desencadear e polarizar a resposta de células T e pode
também contribuir na reparacdo dos tecidos e neovascularizacdo. Além disso, os
monadcitos podem tanto estimular a suprimir a resposta de células T em doencas
infecciosas e auto-imunes (SAHA; GEISMANN, 2011).

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

Os mastdcitos, por sua vez, caracterizam-se por serem células globulosas,
grandes, com o citoplasma carregado de granulos que contém mediadores quimicos
da inflamacdo como a heparina, histamina, serotonina e fator quimiotatico para
neutrofilos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Essas células podem ser encontradas
em todos os tecidos vascularizados, mas sdo especialmente abundantes na mucosa
das vias aéreas e do intestino, nos pulmdes e na pele e estdo estrategicamente
posicionados para interagir com antigenos ingeridos ou inalados e secretar seu
potente esquadrao de mediadores inflamatérios (WEBER et al., 2003). Além disso,
podem iniciar e controlar a resposta imune inata efetiva contra patdogenos, por
exemplo, efetivando a migragdo, maturacdo e / ou fungcdo de células dendriticas
(DCs) e pela interacdo com as células T e B (MARSHALL, 2004; GALLI et al., 2005;
METZ et al.,2007; METZ; MAURER , 2007; STELEKATI et al.,, 2007). Durante a
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ativacdo dos mastocitos mediada por IgE, a estrutura cristalina dos granulos
citoplasmaticos de mastécitos humanos da pele e dos pulmdes é perdida e isso
ocorre devido a uma série de eventos que incluem o alargamento dos granulos
citoplasmaticos, solubilizacdo granular e fusdo de membrana de granulos
citoplasmaticos adjacentes com a membrana da superficie da célula (STITES &
TERR., 1992). Seu papel como células residentes nos tecidos foi observada no
modelo de contor¢des abdominais, onde apos a diminuicdo da populacdo de
mastécitos da cavidade intraperitoneal por lavagem prévia, ocorreu reducdo da
atividade nociceptiva do acido acético ou do zymosan (RIBEIRO et al., 2000).

As células endoteliais vasculares representam funcéo ativa na inflamacao, por
serem capazes de secretar 6xido nitrico (NO), que promove vasodilatacdo, aumento
da liberacdo de plasma e de células sanguineas no local da inflamacdo (RANG et
al., 2007).

1.8 Atividades Antiinflamatorias de lectinas de algas marinhas

Por muito tempo, a humanidade tem se beneficiado de substancias extraidas a
partir de vegetais, animais, minerais ou provindas de microorganismos (KAYSER et
al., 2003). Com isso, a busca incansavel de substancias eficazes no controle da
inflamacdo, com minimos efeitos colaterais, tem despertado em muitos
pesquisadores 0 interesse por vegetais como uma importante fonte desses
compostos.

Desta forma, a importancia de compostos ativos derivados de plantas no
desenvolvimento de farmacos pode ser comprovada a partir de farmacos como a
morfina, quinina, dicumarol, digitoxina, atropina e outros. Isto tudo, sem mencionar
gue a descoberta da atividade de algumas substancias também tem possibilitado
novas possibilidades de intervencdes terapéuticas. Sdo exemplos, a cocaina que
originou os anestésicos locais e a consequente pratica da anestesia local, e a
atropina que introduziu os anticolinérgicos.

Assim, ndo somente nas plantas superiores espera-se encontrar substancias de
grande interesse terapéutico, mas também nas algas marinhas, consideradas
protistas de grande importancia ecolégica e econémica.

No entanto, existe uma quantidade limitada de informacao sobre as lectinas de

algas marinhas, em comparacado a lectinas isoladas de plantas e invertebrados. A
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atividade anti-inflamatéria das lectinas de plantas superiores tem sido amplamente
demonstrada em modelos experimentais, mas poucos estudos usaram lectinas de
algas marinhas (VANDERLEI et al.,2010).

Pouco se sabe sobre o mecanismo das atividades biolégicas e farmacologicas
das lectinas, mas se sabe que envolve a participacdo de residuos de carboidratos
presentes nas estruturas com as quais elas interagem. Desta forma, a presenca de
acucares na superficie das células serve como sitios de ligacdo potenciais para as
lectinas (SHARON & LIS, 1989).

Devido a escassez de dados sobre lectinas de algas marinhas envolvidas no
processo de inflamacdo, vem aumentando nos Ultimos anos o interesse sobre a
atividade anti-inflamatoria desses compostos.

Um exemplo é a lectina da alga marinha vermelha Hypnea cervicorns, que
demonstrou ter propriedades antinociceptiva e acdo anti-inflamatéria. Bitencourt et
al.,2008, testou a lectina de Hypnea em ratos nos modelos de edema de pata
induzido por carragenina, edema de pata induzido por dextrana e no modelo de
peritonite( migracdo de neutrdéfilos induzido por carragenina). A lectina da alga foi
administrada em ratos por i.v(intravenosa) como um pré- tratamento 30 minutos
antes da administracéo da carragenina ou dextrana. A lectina foi capaz de inibir na
1,2 e 3 hora o edema de pata induzido por carragenina e inibiu também a migracdo
de neutrdfilos, porém néo foi capaz de inibir o edema de pata induzido por dextrana.
Na presenca do seu ligante, mucina, a lectina ndo apresentou seu efeito anti-
inflamatério. Estes resultados sugerem que a resposta antiedematogénica da lectina
esta relacionada com eventos inflamatérios que envolvem a migracao de neutrdfilos.

Recentemente VANDERLEI et al.,(2010) avaliaram a acao anti-inflamatéria da
lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides em modelo de peritonite e
edema de pata induzido por carragenina utilizando ratos. A lectina da alga verde foi
capaz de inibir o edema de pata e a migracédo de neutrdfilos, se comportando como
uma biomolécula com ac¢édo anti-inflamatéria.

SILVA et al.,( 2010) e ABREU,2012 constataram a atividade anti-inflamatoria
presente na lectina da alga marinha vermelha Pterocladielle capillacea e na lectina
da alga marinha vermelha Solieria filiformis. Nos modelos de edema de pata
induzido por carragenina e na migracdo de neutrofilos induzida por carragenina. A
lectina da alga Solieria filiformis foi a primeira lectina de alga marinha relatada na

literatura que apresentou inibicdo do edema de pata induzido por dextrana.
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Assim os estudos demonstram que a avaliacdo de lectinas presentes em algas
pode vir a favorecer a descoberta de agentes terapéuticos com potencial aplicagéo
no controle da inflamacado, constituindo ferramentas importantes para um melhor
conhecimento da fisiopatologia e doencas inflamatérias.

Por outro lado, pouco ainda se sabe sobre os efeitos desses compostos na
resposta inflamatoria, haja vista da ampla aplicabilidade das lectinas de algas

marinhas nos diversos campos da sociedade atual.
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2 Justificativa

A necessidade e a importancia de estudos sobre a estrutura de lectinas, bem
como, o surgimento de técnicas cada vez mais avancadas vém favorecendo o
desvendamento de estruturas protéicas, de modo que se possam entender melhor
seus verdadeiros papéis biologicos.

A estrutura molecular e as caracteristicas funcionais de um grande numero de
lectinas, extraidas de plantas terrestres, vem sendo continuamente relatadas
(LORIS, 2002). Uma vez que, a aproximadamente 50 anos, apds o primeiro relato de
hemaglutininas em algas marinhas (BOYD et al., 1966) o numero de lectinas
isoladas e totalmente caracterizadas continua reduzido, quando comparado ao que
tem sido relatado de plantas terrestres. A primeira lectina de alga marinha a ter a
sua estrutura primaria definida, através de uma combinacdo dos métodos de
degradacdo de Edman e espectrometria de massa, pertence a espécie da alga
vermelha Bryothamnion triquetrum (BT) (CALVETE et al.,, 2000). Sua estrutura,
composta de 91 residuos de aminoacidos, ndo se mostrou similar a nenhuma lectina
de planta ou animal. Em relacdo ao emprego dessas moléculas na aplicacéo
biolégica, ainda pode ser considerado baixo, apesar do seu grande potencial de
aplicabilidade (VANDERLEI et al.,2010 ; BITENCOURT et al.,, 2008). Algumas de
suas caracteristicas fisico-quimicas ou estruturais fazem delas instrumentos
especialmente interessantes com vistas as aplicacdes bioldgicas: sdao em geral
moléculas pequenas, portanto, ndo sdo capazes de induzir resposta imonoldgica,
possuem grande estabilidade devido a presenca de pontes dissulfeto em suas
estruturas e, ainda, apresentam especificidade por polissacarideos complexos ou
glicoconjugados, semelhantes aos encontrados na parede celular (ROGERS &
HORI, 1993; HORI et al. 2000; CALVETE et al., 2000). As aglutininas de algas
marinhas podem ser usadas com eficiéncia para diagnosticar poliformismo de
glicoproteinas, tipagem de grupos sanguineos, estimulacdo e/ou inibicdo da
atividade mitogénica, reconhecimento de células leucémicas e tumorais, dentre
outras (HARNEDY; FITZGERALD, 2011). Diante da importancia da elucidacdo das
estruturas fisicas das lectinas e do seu forte potencial nas aplicacdes bioldgicas,
esse trabalho busca estudar a lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion

triquetrum utilizando técnicas espectroscopicas e em ensaios anti-inflamatorios.
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3 Objetivos

3.1 Geral

O presente trabalho teve por objetivo estudar parcialmente a estrutura

secundéria e avaliar a atividade antiinflamatéria da lectina da alga marinha vermelha

Bryothamnion triquetrum.

3.2 Especifico

v

Produzir a lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum, através
de técnicas cromatograficas e eletroforese unidimensional;

Avaliar a composicao estrutural da lectina de Bt por Dicroismo circular;

Avaliar as mudangas conformacionais em diferentes pH da lectina de Bt por
Dicroismo circular;

Analisar em condi¢cBes nativa a composicao da lectina por Fluorescéncia;

v' Analisar a estabilidade térmica da lectina por Fluorescéncia;

Avaliar os efeitos antiinflamatérios da lectina de Bt utilizando os modelos de
edema de pata e peritonite além de analisar a atividade da mieloperoxidase.
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4 Materiais

4.1 Alga marinha

A alga marinha Bryothamnion triquetrum KUTZ (1843) foi coletada durante mareés
de sizigia, na praia de Flecheiras, municipio de Trairi, litoral cearense. As amostras
coletadas foram transportadas ao laboratorio em sacos plasticos. Posteriormente, as
algas foram lavadas em agua corrente e retirado as epifitas. Apos a lavagem elas
foram armazenadas a -20°C para posterior utilizacdo. Esta alga esta catalogada no
herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard4, com o seguinte nUmero
de identificacdo EAC: 31138. (FIGURA 1).

4.2 Atividade hemaglutinante

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 Ceard para a utlizacdo nos ensaios de atividade

hemaglutinante.

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos variedade Swiss (20-25g) adquiridos no
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara, mantidos em salas com
temperatura ambiente adequada e livre acesso a racdo e agua no Biotério do
Departamento de Bioguimica. Os ensaios com 0s animais seguiram o0s padrdes
exigidos de ética e biosseguranca, recebendo aprovacdo da comissdo de ética de
pesquisa com animais de laboratorio do comité de ética da Universidade Federal do
Ceara (CEPA N° 12/12).

4.4 Reagentes utilizados
Acrilamida — (Sigma, U.S.A)

Albumina Sérica Bovina - (Sigma, U.S.A)
Comassie Brilliant Blue G-250 - (Sigma, U.S.A)



DEAE - Sephacel — ( Merck, Darmstadt,Alemanha)
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) — (Biorad)
B-Mercaptoetanol - (Sigma, U.S.A)
N,N- metilenobisacrilamida - (Sigma, U.S.A)
Nitrato de prata — ( Labsynth,Brasil)
Papaina - (Sigma, U.S.A)
Persulfato — ( Bioreagent)
TEMED - (Sigma, U.S.A)
Sulfato de Amonio
Cloreto de Sadio (NaCl)
Carragenina — (Sigma, U.S.A)
Indometacina — (Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S.A)
Composto 48/80 (Sigma)
Dextrana (Dextran 70 , Pharmacia , UPPSALA)
Eosina (MERCK)
Hematoxilina (REAGEN)
Cloreto de Sédio (Vetec)
Alcool 70% (Alcoollux)
Camara de fluxo laminar (Veco)

Solucéao de turk (diluidor de glébulos brancos):

- Acido acético Glacial P. A (Merck).........ccccceuiiiieieeeniiiiiieeeeennns 20 ml
- Violeta Genciana..........ooviiiii 2,0 ml
- Agua destilada...........ooooiiii 1000 ml

Solucgéo para pletismégrafo:

- Cloreto de SOI0 (VELEC)....uuuuuiiiiiiiiieieiiei e 45,0 mg
SRS 10] [ ToF= Lo I == To [ = To J SRRSO 0,3 ml
= AQUA AESHIAA. ...t ee et s 100 ml

O pH foi ajustado para 1,8 — 2,0 com HCI (5 ml /L) . As diluicbes foram feitas
Em solucéo salina 0,9 %



Solucéo de hematoxilina e eosina :

- Solucao de hematoxilina de Carazzi

- Solucao saturada de carbonato de litio

- SolucBes de eosina acidificadas com acido acético

- Creosoto xileno

Solucéo para o ensaio de mieloperoxidase.

- Tampéao de brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB):

HTAB (Sigma) -----------------=-mmemememmme oo ---50;
Tampao fosfato de potassio ---------- e 1L

- Peroxido de hidrogénio 0,1%:
Peréxido de hidrogénio 30% (Vetec) --------------=--=----- 1mL;
Agua destilada - --29 mL.

- Solugéo de o-dianisidina (DDI):
O-dianisidina (Sigma) --------=-===========mmmmm oo 16,7 mg;
Tampao fosfato de potassio ---------- -mmmmmmmee=--=-10,0 ML
HoO g —mmm e oo 50,0 pL;
Agua destilada mmmemmmme e ---90,0 mL

40
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5 Métodos

5.1 Extracéo e purificacdo da lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion

triquetrum.

A extracdo da lectina da alga marinha Bt foi realizada como descrito
previamente por AINOUZ et al.,1995. As algas ja lavadas e retiradas a umidade
foram reduzidas a p6 na presenca de nitrogénio liquido e submetida a extracao
protéica, com tampdao fosfato de sodio 0,02M,contendo NaCl 0,15M , pH 7.0 na
proporcao de 1:6 ( p:v). O homogenato foi deixado em contato por 4 horas e em
seguido filtrado com tecido de nylon. O filtrado obtido foi submetido a centrifugacéo a
8.000 x g 4°C por 30 minutos. O residuo foi descartado e o sobrenadante (extrato
total), foi entdo acidificado a pH1.0 com HCI concentrado e deixado em repouso a
10°C por 16 horas. Esta acidificagdo foi realizada com o intuito de precipitar a maior
parte dos pigmentos presentes na alga. Apés as 16 horas o material foi centrifugado
a 8.000 x g 4°C por 30 minutos, o precipitado (pigmentos) foi descartado e o
sobrenadante teve seu pH ajustado a 7.0 com NaOH concentrado. Apdés a
neutralizagdo, o sobrenadante foi tratado com sulfato de aménio a 60% de
saturacao, por um tempo de contado de 16 horas a 10°C. Em seguida a suspensao
foi submetida a uma ultima centrifugacdo a 8.000 x g 4°C por 30 minutos e o
precipitado obtido foi ressuspenso em tampao fosfato e dialisado primeiramente com
agua destilada, exaustivamente, e em seguida contra tampédo fosfato. A fracéo
obtida foi entdo denominada frag&o F (0/60).

A F (0/60) foi submetida a procedimentos cromatograficos de troca ibnica em
coluna DEAE - Sephacel, medindo 19 x 2,0 cm. A matriz foi previamente lavada
com agua para retirada das particulas finas e posteriormente, lavada,
sucessivamente, com solu¢des de NaOH 0,1N, agua destilada, HCI 0,1N e agua
destilada. A coluna foi montada por gravidade e equilibrada com tampéo fosfato de
sédio 0,02M, pH 7.0. A F (0/60) foi aplicada na coluna. O primeiro pico, nao
adsorvido a matriz (P1 — DEAE), foi obtido pela lavagem da coluna com tampéao de
equilibrio (fosfato de sodio 0,02M, pH7.0). Durante a cromatografia foi mantido um
fluxo constante de 60 ml/h. Os eluatos coletados em fragbes de 3 ml/tubo, foram
monitorados através de medidas de absorbancia a 280 nm e pelos ensaios de

atividade hemaglutinante.
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Alga Macerada

* Agitacdo mecanica em tampao fosfato 0,02 M, pH 7,0
¢/ NaCl 0,15 M (1:6) por 4 horas a 25°C
* Centrifugagdo a 8.000 x g por 30min a 4°C.

Sobrenadante (Extrato Total) Residuo (Descartado)

* Acidificacdo a pH 1.0 com HCI concentrado
*Repouso sob refrigeracao por 16 h
¢ Centrifugacéo a 8.000 x g por 30min a 4°C.

Residuo (Descartado) Sobrenadante

* Neutralizacdo com NaOH concentrado, pH 7.0

*Precipitacdo com sulfato de aménio (60% de
saturacao) por 16 h sob refrigeracéo

* Centrifugagdo a 8.000 x g por 30min a 4°C.

Sobrenadante Residuo
(Descartado)

* Ressuspensdo em volumes minimos de tampéo
fosfato.

* Dialise contra 4gua destilada e posteriormente
contra tampéao.

F (0/60)

Cromatografia em coluna de DEAE - Sephacel

Pico nao retido PI - lectina Pico retido PII

(Eluicdo em tampé&o fosfato 0,02 M, pH 7.0)

FIGURA 2 - Esquema de extracdo da lectina presente na alga marinha vermelha Bryothamnion

triquetrum.
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5.2 Determinacgéo da atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante nas fracdes obtidas durante o processo de
purificacdo da lectina da alga Bryothamnion triquetrum, foi determinada através de
diluicdes seriadas em tubos de ensaio. Em cada tubo foram pipetados 100ul de NaCl
0.15M. No primeiro tubo foram adicionados 100ul da amostra e, umas séries de
diluicdes duplas foram feitas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, etc.), sendo o tubo completamente
homogeineizado antes de cada transferéncia. A cada diluicdo foram adicionados
100ul de eritrécitos de coelho a 2% (células tratadas com tripsina na proporcao de
0,1mg / 10ml de sangue, como descrito por AINOUZ et al.(1992) e a reacdo foi
mantida a temperatura ambiente, por 60 minutos. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 2.000 x g por 30 segundos e os resultados foram lidos
macroscopicamente, sendo o titulo expresso em unidade de hemaglutinacéo
(UH/ml), que corresponde ao inverso da maior diluicAo da amostra que apresentou

nitida aglutinacao.

5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A pureza da lectina foi acompanhada por eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida 12% na presenga de SDS e B-mercaptoetanol, segundo o método de
LAEMILLI descrito por HAMES &RICKWOOD, 1983. Para montagem das placas, foi
usado um gel de concentracédo (3,95% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 3 x
103mM, pH 6,8 e um gel de separacao (acrilamida 12% dissolvida em tampéao Tris-
HCI 3 x 103mM, pH8,8). A amostra foi dissolvida em tampéao Tris-HCI 10mM, pH 8,8
contendo glicerol a 26%, SDS 1%, B-mercaptoetanol 10% e tracos de azul de
bromofenol. Em seguida, a amostra foi incubada a 100°C por 10 minutos. Aliquotas
de 20uL foram aplicadas em pogos previamente feitos no gel de concentragdo. A
corrida eletroforética foi realizada a uma corrente constante de 40mA por um periodo
aproximado de 180 minutos. As bandas protéicas obtidas foram reveladas mediante
coramento com uma solucdo de Coomassie R-250 a 2% dissolvido em acido
acético, metanol e agua na proporcao de (10:45:45) contendo acido picrico 0,2M
(STEPHANO et al., 1986). Como padrbes protéicos, foram utilizadas proteinas de
massas moleculares conhecidas: lactoalbumina 14,2 KDa ; inibidor de tripsina 20,1

KDa ; tripsinogénio 24,0 KDa ; anidrase carbdnica 29,0 KDa ; gliceraldeido-3-fosfato
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desidrogenase 36,0 KDa ; ovoalbumina 45,0 KDa e albumina sérica bovina 66,0
KDa.

5.4 Dicroismo circular (CD)

5.4.1 Composicao estrutural da lectina de Bryothamnion triquetrum em

condi¢cdes nativas

As medidas de CD foram realizadas no espectro polarimetro Jasco, modelo J-815
(Jasco Corporation, Japao) em cubetas cilindricas de quartzo (0,1 cm - caminho
optico). Os espectros foram determinados no intervalo de 190 a 250 nm sob N,
constante, fazendo-se 8 cumulacdes para cada amostra a 25 °C. A andlise da
composicdo da estrutura secundaria da lectina foi entdo realizada por
desconvolucdo do espectro de CD usando os programas Selcon3, CDSSTR e

Continll segundo Sreerama & Woody (2000).

5.4.2 Estudo estrutural da proteina submetida a extremos de pH

Esta metodologia permitiu também o0 monitoramento das mudancas
conformacionais que poderiam ocorrer na proteina em funcdo do pH e da forga
ibnica do meio. Todas as medidas realizadas em CD tinham a proteina na
concentracdo de 0,24 mg/ml, tendo sido utilizados tampao fosfato, acetato, borato
0,02 M, em diferentes pHs (4,0, e 11) para realizar as medidas em CD e analisar a
estabilidade da lectina quanto a extremos de pH. Essas medidas foram comparadas
as medidas da proteina realizadas sob condicbes nativas (pH 7,0) para avaliar

possiveis alterages estruturais.

5.5 Fluorescéncia

5.5.1 Analise da composicéo da proteina sob condi¢gdes nativas

Para os ensaios de fluorescéncia foram utilizadas cubetas de quartzo de 0,5ml,

cujo caminho Optico a ser percorrido foi de 1 cm, tendo sido realizadas as medidas

em Fluorimetro ISSK,. A lectina de Bryothamnion triquetrum encontrava-se na
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concentracédo de 0,1mg/ml e foi excitada 280 e 295nm para avaliacdo do espectro
de emissao da fluorescéncia monitorada no intervalo de 300 a 440nm.

5.5.2 Avaliacdo da estabilidade térmica da lectina de Bryothamnion triqguetrum

A avaliacdo da estabilidade térmica da lectina de Bryothamnion triquetrum por
fluorescéncia nos dois comprimentos de onda (280 e 295nm) foi realizada em
diferentes temperaturas que variaram de 25 a 75°C, com intervalos de 10°C. E os
espectros obtidos foram comparados ao espectro da lectina sob condi¢gbes nativas
(pH 7,0) e possiveis mudancgas conformacionais foram avaliadas.

5.6 Estudos da atividade anti-inflamatoria

5.6.1 Ensaio do edema de pata induzido por carragenina (Cg) e dextrana

O modelo do edema de pata induzido por Cg foi realizado segundo o método de
WINTER et al, 1962. Os animais foram divididos nos seguintes grupos:
salina(controle negativo), carragenina ou dextran, Lectina + carragenina ou dextran ,
Indometacina + carragenina ou dextran(controle positivo). A carragenina (500
Mg/pata, 100upl) ou dextran (500 ug/pata, 100ul) foram administrados
intraplantarmente (ipl.). A lectina foi administrada por via intra-peritonial(ip) 30
minutos antes da Cg ou dextran, nas doses: 1mg/kg ,5mg/kg e 10mg/kg. O volume
da pata traseira direita de cada camundongo foi medido usando pletismémetro (UGO
BASILI) antes da injecdo do estimulo inflamatorio (tempo zero). Em seguida, foi
injetado 0,1 ml do estimulo por via sub-plantar nos animais nessa mesma pata. O
volume da pata foi avaliado 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a injecao da carragenina ou 30
minutos, 1, 2, 3 e 4 hrs apos a injecdo do dextran, usando o0 mesmo pletismémetro.
Foram utilizados esses tempos de medigdo ja que o pico do edema induzido por
carragenina ocorre na 32 h ap0s a injecdo desse estimulo e o do dextran entre 30
min e 1h apods o estimulo. O edema foi calculado como a variagédo de volume, isto €,
a diferenca entre o volume em um determinado tempo apos o estimulo e o volume
da pata antes do estimulo inflamatdrio (tempo zero). No ensaio da carragenina foi
feita uma curva dose-resposta para as dosagens de lectina em estudo. A partir

dessa curva estimou-se a melhor dose.
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5.6.2 Ensaio da migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida

por carragenina (Cg).

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: salina estéril, carragenina,
lectina + carragenina, Indometacina + carragenina (500 pg/pata). Com o objetivo de
se avaliar a migracdo de neutrdfilos, foram injetados intraperitonealmente, por
cavidade de cada animal, 500 ug de carragenina diluidos em 1,5mL de salina estéril
ou apenas 1,5mL de salina estéril. Apds quatro horas, a cavidade peritoneal foi
lavada com 15mL da solucdo de PBS heparinizado, massageada e incisada com
bisturi para coleta do liquido com pipeta Pasteur. As contagens totais e diferenciais

foram feitas de acordo com o método descrito por Souza & Ferreira (1985).

5.6.3 Avaliagdo da atividade de mieloperoxidase da Pata

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: salina (controle negativo),
carragenina, Lectina + carragenina, Indometacina + carragenina (controle positivo).
A carragenina (500 ug/pata, 100ul) foi administrada intraplantarmente (ipl.). A lectina
foi administrada por via intra-peritonial(ip), nas doses: 1mg/kg ,5mg/kg e 10mg/kg.
Esse experimento foi realizado utilizando 50 mg de pele e tecido celular
subcutaneo,por animal, de cada grupo. Essas amostras foram estocadas a —70°C,
em eppendorfs de 1,5ml, para posterior dosagem da atividade de MPO no tecido. A
MPO é uma enzima encontrada predominantemente em granulos azurdfilos de
leucdcitos polimorfonucleares e tem sido usado como indice quantitativo para avaliar
a inflamacdo em vérios tecidos. Para tanto, as amostras foram suspensas em
tampéo de hexadeciltrimetilaménio (pH 6,0; 50mg de tecido por mL de tampéao) e
depois trituradas com um homogeneizador de tecidos. As amostras foram
congeladas, descongeladas e trituradas trés vezes. Posteriormente foram
centrifugadas a 4500rpm, durante 12min a uma temperatura de 4°C; o sobrenadante
foi, entdo, colhido. Os niveis teciduais da atividade de MPO foram determinados por
meio da técnica descrita por Bradley & Cols (1982), utilizando peroxido de
hidrogénio 0,0005 % como substrato para MPO. Uma unidade de MPO foi definida
como a quantidade capaz de converter 1 umol de perdxido de hidrogénio a agua em

1min a 22°C. No ensaio, a medida que o peroxido de hidrogénio foi degradado
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ocorreu a producdo de anion superéxido, responsavel pela conversdo de o-
dianisidina em composto de cor marrom. A variacdo da densidade Optica da mistura
das amostras com a solucdo de o-dianisidina em funcdo do tempo de reacéo foi
medida por espectrofotbmetro a 450nm. Os resultados foram expressos como
unidade de MPO/ mg de tecido.



48

6 Resultados e Discussofes

6.1 Purificacdo da lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum

A cromatografia de troca ibnica em DEAE-sephacel, da fragdo 0/60 da alga
marinha Bryothamnion triquetrum, mostrou a presenca de dois picos protéicos
(FIGURA 3). O primeiro pico (PI-DEAE), eluido com tampéo fosfato 0,02M pH
7,0, ndo retido na coluna, apresentou-se livre de pigmentos e com atividade
hemaglutinante. O segundo pico (PII-DEAE), eluido com tampé&o fosfato 0,02M pH
7,0 contendo NaCl 1M, apresentou-se com baixa atividade hemaglutinante
comparado ao pico nao retido.

A pureza do pico nao retido (PI) foi verificada por eletroforese unidimensional
em gel de poliacrilamida 15% sob condi¢bes desnaturantes (SDS- PAGE), cujo
peso molecular aparente foi de aproximadamente 14KDa (FIGURA 4).

O isolamento da proteina em estudo foi semelhante ao realizado por Ainouz e
colaboradores (1995) ao utilizarem cromatografia de troca ibnica para a
purificacdo de duas lectinas de algas marinhas vermelhas Bryothamnion
triquetrum (BT) e B.seaforthii (BS), diferindo da técnica realizada, somente,
guanto ao tipo de coluna utilizada e algumas estratégias experimentais.

Porém, AINOUZ, et al (1995), encontrou através de filtracdo em gel uma
massa molecular para Bt de aproximadamente 3500 Da. Esse dado diferiu no
presente trabalho, em que foi constatado uma massa molecular aproximada de
14KDa para a lectina da alga marinha Bryothamnion triquetrum por eletroforese
em gel de poliacrilamida.

CALVETE et al.,2000, encontraram através de SDS-PAGE uma massa
aproximada de 16kDa para a lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion
triquetrum. Porém a estratégia de extracdo e isolamento foi diferente apenas na
utilizacao da coluna.

VANDERLEI et al. (2010), comprovou a pureza da lectina da alga marinha verde
Caulerpa cupressoides PAGE-SDS em presenca do agente redutor -
mercaptoetanol, onde esta apresentou uma massa molecular aparente de 17kDa,

estabelecida por regresséo linear em relagdo aos padrdes protéicos utilizados.



A eletroforese mostrou, ainda, que quando submetida a acdo dos agentes
redutores B-mercaptoetanol (BTb e BTbf) e Ditiotreitol ( BTd e BTdf) a lectina de
Bryothamnion triqguetrum apresentou somente uma banda que coincide com o peso

molecular da proteina sem os agentes redutores ( BTn e BTf), podendo sugerir-se
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FIGURA 3: Cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE-Sephacel da fracdo F (0/60) da

alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum. A coluna foi equilibrada com tampé&o fosfato 0,02

M pH 7,0.
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FIGURA 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) do PI total. BTn: lectina de Bt, BTf: lectina

Bt fervida, BTb: lectina com B-mercaptoetanol, BTbf: lectina com 3-mercaptoetanol e fervida,BTd:

lectina com ditiotreitol, BTdf: lectina com ditiotreitol fervida. M (KDa) corresponde aos marcadores

de alto peso molecular utilizados como referéncia. Foram aplicados 30 pl de solugdo contendo a

amostra de interesse em cada poco. Gel corado com Comassie Brillhant Blue R-250.
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6.2 Andlise da Estrutura Secundéria da Proteina por Dicroismo Circular (CD)

O espectro de CD da estrutura secundaria da lectina de Bryothamnion triquetrum
foi realizado com a finalidade de avaliar suas caracteristicas e composi¢cao
estrutural, quantidade de a- hélice, folhas -3, voltas e também quanto a estrutura nao
ordenada. Tendo sido utilizados para a desconvolucdo do espectro da proteina
nativa programas como Selcon3, Contin e CDSSTR (Sreerama & Woody, 2000).
Nestes programas espectros de estruturas secundarias de proteinas conhecidas
depositadas em bancos de dados foram utilizados de modo comparativo para
verificar qual o programa apresentaria uma desconvolugdo mais satisfatéria e
confiavel.

O espectro de CD da estrutura secundaria da lectina da alga marinha
Bryothamnion triquetrum foi caracterizado por uma emissdo minima perto de 197nm
e uma emissdo maxima em torno de 190nm. A passagem da banda positiva para
negativa acontece em aproximadamente 194nm de emissao e outra passagem para
a banda positiva acontece em aproximadamente 236nm de emissdo (Figura 5). A
emissdo maxima da lectina da Bt coincidiu com a emissdo maxima da estrutura da
lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida, porém diferiu no pico de
emissdo minima que foi de aproximadamente 215nm. O espectro da estrutura
secundaria da lectina de Bryothamnion triquetrum em condi¢Bes nativas pH 7,0 a 25
°C mostrou que esta apresentou-se composta por 3% de a - hélice, 38% de folha-£,
21% de voltas e 37% de estrutura ndo ordenada, segundo o programa de
desconvolugdo Contin. A lectina da alga vermelha Amansia multifida também
apresentou em condi¢gbes nativas nas mesmas condi¢cées ser composta por 4% de
a - hélice, 43% de folha-B, 21% de voltas e 32% de estrutura ndo ordenada
(MESQUITA, 2010).
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FIGURA 5 : Espectro de Cd da estrutura nativa. Espectro da estrutura secundaria da lectina de

Bryothamnion triquetrum em condi¢des nativas.

6.2.1 Andlise da Estrutura frente a extremos de pH

A estrutura secundaria da lectina de Bryothamnion triquetrum foi analisada por
dicroismo circular, sob extremos de pH (4,0 e 11) e comparadas ao espectro obtido
guando a lectina estava em seu estado nativo (pH 7,0). Estes espectros estao
representados na FIGURA 6 e eles podem demonstrar a estabilidade estrutural da
proteina quando submetida a esses pH(s), os espectros dos trés phs foram
praticamente indénticos. A lectina da Bt também se manteve com 0 mesmo maximo
e minimo de emissao nas trés faixas de ph, corroborando mais uma vez com a alta
estabilidade estrutural dessa lectina. Em todas as solu¢cdes foram utilizadas
guantidades iguais da lectina. Foi realizado o ensaio da atividade hemaglutinante da
lectina de Bt, ap0s a incubacdo desta nos trés diferentes pHs, a atividade
hemaglutinante da proteina da alga se manteve estavel e com sua funcéo ativa em

todos os pHs testados, corroborando com o resultado obtido no espectro de
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Dicroismo circular. Essa estabilidade pode ser justificada pela presenca de duas
pontes dissulfeto intracadeia de padréo 1-2, 3-4 em sua estrutura (CALVETE et al.,
2000).

(MESQUITA, 2010) avaliou a lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida
por Dicroismo circular nos extremos de pH 3,0 e 11, e relatou que houve diminuigéo
na intensidade dos espectros nos pHs 3,0 e 11, podendo ser explicado por uma leve
precipitacdo da proteina, ja que o perfil do espectro manteve-se semelhante ao

original a pH 7,0.
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FIGURA 6: Efeito do pH na estrutura secundaria da lectina de Bryothamnion triquetrum. Cada

amostra foi incubada por 30 min com o tamp&o especifico para os respectivos pHs (4,0, 7,0 e 11)

6.3 Analises da Composi¢cdo Estrutural da lectina de Bryothamnion

triguetrum por Fluorescéncia.

O pico maximo da lec de Bt quando excitado a 280nm foi de
aproximadamente 338nm, e quando excitado a 295nm o pico maximo aparente foi
de 341nm. Logo a estrutura nativa da Lectina apresentou resultados semelhantes
gquando excitada em 280 e 295nm, n&o diferindo significativamente no pico
maximo de emissdo nos dois espectros analisados. (Figura 7).
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A presencga de pico maximo em torno de 336nm a 344nm é caracteristico da
presenca de aminoacidos aromaticos, tipo tirosina e triptofano, na estrutura

secundaria da proteina.

A lectina de Bt foi analisada quanto a sua estabilidade térmica, foi variado a
temperatura em 10° de 25 a 75°. Tanto em 280 como em 295nm a lectina
manteve sua estrutura estavel, sem alteragdo nos seus picos maximos, quando
comparado ao espectro de pH 7.0. Foi observado pequenas alteracbes na
intensidade do sinal, que podem ser devido a a precipitacdes da amostra. A alta
estabilidade observada na estrutura da lec de Bt, pode ser explicada pela
presenca de duas pontes dissulfeto intracadeia, que conferem a proteina uma
maior estabilidade (CALVETE et al., 2000).
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FIGURA 7: Espectro de emissdo de fluorescéncia da lectina de Bryothamnion triquetrum em

condi¢des nativas, pH7,0, quando excitada a 280 e 295 nm
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FIGURA 8: Efeito da temperatura na estrutura secundaria da lectina de Bryothamnion triquetrum
por fluorescéncia. Lectina em tampdo fosfato de sédio 20 mM, pH 7,0. A concentracéo final era de
0,11mg/ml, esta foi incubada em cada temperatura (25 a 75 ° C, elevadas de 10 em 10° C).
Excitacdo de 280nm.
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FIGURA 9: Efeito da temperatura na estrutura secundaria da lectina de Bryothamnion triquetrum por
fluorescéncia. Lectina em tampéao fosfato de so6dio 20 mM, pH 7,0. A concentragdo final era de
0,11mg/ml, esta foi incubada em cada temperatura (25 a 75 ° C, elevadas de 10 em 10° C).

Excitacao de 295nm.
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6.4 Estudos da atividade anti-inflamatoéria

6.4.1- Efeito da lectina sobre o edema de pata induzido por carragenina.

O edema de pata induzido por carragenina € um teste largamente utilizado para
o estudo de farmacos anti-inflamatérios, tanto esteroidais como ndo esteroidais
(GARCIA et al., 2004). Nesse modelo, a Cg provoca a liberacdo de varios
mediadores inflamatérios (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
determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) nas seccdes das
patas, em que os niveis teciduais de MPO correlacionam-se com a severidade da
doenca (POSADAS et al., 2004).

A lectina foi administrada por via ip (intraperitoneal) em trés diferentes doses:
1mg/kg, 5mg/kg e 10mg/kg no intuito de observar seu possivel efeito sobre o edema
de pata induzido por carragenina em camundongos e analisar a partir de uma curva
dose-resposta a melhor dose da lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion
triquetrum. E como controle positivo, utilizou-se indometacina (Indo) na dose de
10mg/kg.

Como podemos observar na tabela 2 (curva dose-resposta), as trés doses da
lectina inibiram significativamente, p<0,05, o edema de pata induzido por
carragenina. O pré — tratamento com a lectina na dose de 10mg/kg (melhor dose) foi
0 mais eficiente, diminuindo cerca de 73%,100%,98% e 91% na 1,2,3 e 4 hora,
gquando comparado com o controle positivo Cg. As doses de 1 e 5mg/kg inibiram em
média 70% e 81%, respectivamente. Sendo mais eficientes na terceira hora com,
80% de inibicdo na dose de 1mg/kg e 85% de inibicdo na dose de 5mg/kg.
Similarmente, a Indometacina inibiu significativamente (p<0,05) a resposta
edematogénica evocada pela Cg na 1°; 2°; 3° e 4° h, apresentando um percentual
médio de redugédo em 83%.

A figura 10 mostra o grafico do ensaio de edema de pata induzido por
carragenina com a dose de 10mg/kg, a melhor dose. De acordo com o grafico o
grupo carragenina provocou um edema intenso atingindo seu pico na terceira hora,

apos a administracdo, e se mantendo até a quarta hora.
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VANDERLEI et al., 2010, avaliando o efeito anti-inflamatério de uma lectina da
alga marinha verde Caulerpa cupressoides, verificaram que o pré-tratamento i.v
(intravenoso) com essa lectina na dose de 9mg/kg inibiu o edema de forma
significativa principalmente na terceira hora.

A lectina isolada da alga marinha vermelha Pterocladiella capillacea também
mostrou ser capaz de inibir, significativamente, o edema de pata induzido por
carragenina, porém foi menos eficiente quando comparado ao controle positivo
(Dexametasona) (SILVA et al, 2010).

O resultado obtido com a administracado da lectina (Bt) teve um efeito melhor
guando comparado aos resultados encontrado das lectinas das algas Caulerpa
cupressoides e Pterocladiella capillacea.

A lectina da alga marinha vermelha Hypnea cervicornis foi capaz de inibir o
edema de pata induzido por carragenana, em uma unica dose testada (1mg/kg), em
72% (BITENCOURT et al., 2008).

Também foram encontrados com o0 uso de lectinas isoladas de sementes
brasileiras (ASSREUY et al., 1997) (GADELHA et al., 2006) ( ALENCAR et al., 2009)
e de lectinas de leguminosas um efeito significativo na reducdo do edema
(ALENCAR et al., 1999) (ROCHA et al., 2011) (LEITE et al 2012).

Segundo Di Rosa et al. (1971), o edema provocado por esse agente flogistico
ocorre em trés fases. Na primeira hora apos a injecdo de carragenina, 0 aumento da
permeabilidade vascular € mediado por histamina e serotonina. Na segunda hora,
esse aumento € mediado pela bradicinina. A fase de maior intensidade do edema
ocorre trés horas apdés a injecdo de carragenina e caracteriza a acao de
prostaglandinas e leucotrienos sobre a permeabilidade capilar.

A inibicdo do edema de pata por todas as doses testadas, sendo mais eficaz na
dose de 10mg/kg, e em todas as horas do ensaio de edema de da lectina da alga
marinha Bryothamnion triquetrum, sugere que a proteina pode estar interferindo com
a liberacdo de uma cascata de mediadores inflamatérios. Portanto, provavelmente, a
resposta antiedematogénica da lectina esta relacionada com eventos inflamatorios

gue envolvem a migracao de neutrofilos.



57

Tabela 2. Efeito da lectina sobre o edema da pata induzido por carragenina em camundongos.

Tratamento Dose Edema de pata (ml)
(mg/kg)
1h 2h 3h 4h
Controle (Cg) 0,068+0,004 0.086+0,005 0,091+0,004 0,093+0,002
Salina 0.015+0,005 0.018+0,004 0.013+0,008 0.008+0,004
Indometacine 10 0.018+0,004*** | 0.020+0,005*** | 0.008+0,004*** | 0.008+0,004***
(73,044) (76,744) (90.879) (91.075)
Lectina 1 0, 0360, 011** | 0.020+0,007*** | 0,017+0,014*** | 0.024 + 0,008***
(47.058) (76.744) (80.769) (74.193)
5 0,016+0,007*** | 0,015+0,006*** | 0,013x+0,007*** | 0,018+0,008***
(75.485) (82.558) (85.384) (80.322)
10 0,018+0,004*** | 0,003+0,002*** | 0,016x0,001*** | 0,008+0,004***
(73.044) (99.965) (98.175) (91.075)

Os valores de edema de pata sdo expressos em média £+ SEM (n = 5). A % de inibicdo de edema de

pata e

indicado

entre

parénteses.

Controle

Cg

*** P <0,05 comparado com controle (ANOVA seguido por teste de Bonferroni).

0.15- —&- Sal
= Cg
Lec 10 mg
= 0.121 ~» Indo + Cg
=
3 0.09-
o
>
3
o 0.064
AT
&
£ 0.03- %
*
*
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horas
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Figura 10 - Efeito da lectina sobre o edema de pata induzido por carragenina. - Cg: grupo que

recebeu apenas Cg (500 ug/pata); Sal: grupo que recebeu apenas NaCl ; Indo + Cg: grupo que

recebeu pré-tratamento (1 h antes da Cg) com indometacina; e Lec 10: grupo que recebeu pré-

tratamento (30 min antes da Cg) com Lectina na dose de 10 mg/kg;i.p. 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).
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6.4.2 Efeito da lectina sobre o edema de pata induzido por dextrana.

A dextrana € um agente proé-inflamatério que promove a liberacdo de aminas
vasoativas, como a histamina e serotonina causando um edema osmoético, sendo
caracterizada por um aumento da permeabilidade vascular e ocasionando baixos
niveis de proteinas e de neutrdfilos (LO et al., 1982). Logo, esse modelo foi utilizado
para avaliar se a Lec 10mg/kg (melhor dose) também é capaz de reduzir um edema
osmotico, além do celular induzido por Cg.

Como mostrado na figura 9, a administragdo da dextrana (500ug/pata) atingiu
um pico maximo, comparado ao grupo salina, nos primeiros 30 minutos, sendo seu
efeito reduzido nas horas posteriores do ensaio.

O tratamento com a lectina da alga Bt, na dose de 10mg/kg, demonstrou ser
eficaz em reduzir a formacdo do edema induzido por Dextrana, de maneira
significativa, (p<0,05), em todo o periodo do experimento. Nos primeiros 30 minutos
a lectina exibiu um percentual de reducédo de 90,24%, apresentando uma inibicao
maior que o grupo Indometacina (controle) que inibiu 46,34% o edema de pata
induzido por dextrana. Na primeira hora a lectina apresentou inibicdo de 89,28% e
na segunda, terceira e quarta hora a inibicao da lectina da alga Bt foi de 100%.

A Indometacina (10mg/kg) reduziu também o edema em todo o intervalo do
experimento, sendo significativa, p<0,05. Porém a Indometacina s6 reduziu o edema
em 100% na quarta hora apds a injecédo da carragenina. Mostrando mais uma vez a
melhor eficacia da lectina da B. triquetrum, comparada ao grupo controle
Indometacina.

A literatura é escassa em relacdo as lectinas de algas que tenham algum efeito
sobre o edema de pata induzido por dextrano. A lectina da alga marinha vermelha
Hypnea cervicornis néo foi capaz de inibir o edema de pata induzido por dextrana
em nenhuma das doses testadas (BITENCOURT et al., 2008).

ABREU, 2012 relatou o primeiro estudo de lectina de alga marinha que
diagnosticou uma inibicdo do edema de pata induzido por dextrana. A lectina da alga
marinha vermelha Solieria filiformis inibiu 0 edema em todas as doses testadas (1,3
e 9 mg/kg) em 48,36 e 45%, respectivamente no pico da dextran ( 30 minutos). Nao
havendo diferenga, significativa, entre as trés doses testadas.

O modelo de edema de pata induzido por dextrano permite a avaliacdo da

atividade de novos agentes anti-inflamatérios em processos mediados
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predominantemente por histamina (LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982). A histamina
interage com os receptores H1, H2, H3 e H4, sendo que os receptores H1 estédo
localizados, entre outros locais, nos vasos sanguineos; os H2 localizam-se
predominantemente na mucosa gastrica; os H3 séo frequentemente expressos no
SNC; e os H4 sdo encontrados em células hematopoiéticas periféricas como
eosindfilos, neutrofilos e células TCD4+ (MAINTZ; NOVACK, 2007; RABER, 2007).
Farmacos como a loratadina, a cimetidina e a tioperamida agem especificamente
nos receptores H1l, H2 e H3, respectivamente (THURMOND; GELFAND;
DUNFORD, 2008).

E possivel sugerir que a lectina da Bt atue inibindo a liberacdo de serotonina ou
de histamina ou atue blogueando receptores serotoninérgicos ou histaminérgicos,

possuindo assim, atividade sobre os eventos vasculares da inflamacéo.
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Figura 11 - Efeito da Lec sobre o Edema de Pata Induzido por Dextrano em Camundongos. Dxt:
grupo que recebeu apenas dextrano (500 pg/pata); Sal: grupo que recebeu apenas NaCl; Ind: grupo
gue recebeu pré-tratamento (1 h antes da Cg) com indometacina e Lec 10 : grupo que recebeu pré-
tratamento (30 min antes da Cg) com Lec na dose de 10 mg/kg;i.p. 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 Dxt (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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6.4.3 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Mieloperoxidase é uma enzima presente predominantemente nos granulos
azurdfilos dos neutroéfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da
infiltracdo de neutréfilos nos processos inflamatérios (POSADAS et al.,, 2004).
Portanto o aumento da atividade da MPO é um importante indicativo da progresséo
do processo inflamatario.

Para confirmar a acdo anti-inflamatoria da Lec, foi dosada a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) nos sobrenadantes dos homogenatos das seccdes das
patas dos camundongos de todos os grupos do ensaio do edema de pata induzido
por carragenina.

Na figura 10 € mostrado que os animais tratados com a lectina de Bt na dose de
10mg/kg, foi capaz de inibir a atividade da MPO em 92,93% quando comparada com
0s animais tratados somente com a carragenina. Os animais tratados com
indometacina reduziram a atividade da enzima em 92,65%, resultado semelhante ao
da lec10. Logo, a indometacina também foi eficaz em inibir a atividade da MPO.

Portanto este resultado corrobora com o de edema de para induzido por
carragenina, que mostrou também uma eficacia na atividade anti-inflamatéria na
dose de 10mg/kg.

Resultados semelhantes foram encontrados em lectinas de sementes de
Luetzelburgia auriculata (ALENCAR et al., 2009) . Assim também como, na lectina
isolada da alga marinha vermelha Hypnea cervicornis,que apresentou uma
diminuicdo significativa, p<0.005, na atividade da enzima mieloperoxidase
(FIGUEIREDO et al., 2010). ABREU et al., 2012 mostrou resultado semelhante na
lectina da alga marinha vermelha Solieria filiformis, que reduziu a atividade dessa
enzima em 60, 73 e 88% nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg, respectivamente, se

mostrando semelhante a lectina da alga marinha Bryothamnion triquetrum.
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Figura 12 - Atividade da Mieloperoxidase (MPO) nos Liquidos Peritoneais Coletados no Ensaio
de Migracdo Celular. - grupo que recebeu apenas Cg (500 pg/cav;i.p.); Sal: grupo que recebeu apenas NaCl
(i.p.); Indo: grupo que recebeu pré-tratamento (1 h antes da Cg) com indometacina (1 mg/kg;i.p.); e Lec 10:
grupo que recebeu pré-tratamento (30 min antes da Cg) com Lec na dose de 10mg/kg;i.p. 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 Cg (ANOVA, Teste de Bonferroni).

6.4.4 Efeito da Lectina de Bt sobre a Migracao de Neutréfilos em Cavidade

Peritoneal Induzida por Carragenana

A carragenana induz a migracgao de neutréfilos para a
cavidade peritoneal por um mecanismo indireto, através da ativacao
de macrofagos. A inibicdo da migracao de neutrofilos para o local da inflamacéao é o
mecanismo central de acdo de alguns farmacos anti-inflamatérios (Souza et al.
1988).

Quando administrada por via i.p. em camundongos, a Lec, na dose de 10 mg/kg,
reduziu significativamente a migracéo de leucocitos totais, com uma taxa de inibicéo
da migracdo de 91,84% (FIGURA 11). O controle positivo indometacina também

inibiu significativamente essa migracao em 86,82%, (p<0,05).
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Com relacdo a contagem diferencial, a Lec (10 mg/kg) também reduziu
significativamente a migracdo de neutrofilos, sendo a taxa de inibicdo de 92,02%
(FIGURA 12). Corroborando com os resultados obtidos na contagem total. Também
nao houve diferenca significativa entre a inibicdo da Lec (10 mg/kg) e do controle
positivo indometacina, que inibiu 82,98% da migragéo de neutrofilos.

Né&o foi avaliado, ainda, 0 mecanismo de acao que esta envolvido na reducao da
migracdo de neutrofilos, mas se pode sugerir que a lectina interfira na aderéncia e
rolamento dos neutrofilos no processo de deslocamento para o sitio inflamatério e/ou
na liberacdo de mediadores quimioatrativos por células residentes.

Entretanto esse resultado difere dos encontrados por NEVES et al., 2001, em
que a lectina da alga B. triquetrum foi capaz de induzir a migracdo de neutroéfilos na
dose de 13ug/ml i.p, se mostrando como uma lectina inflamatéria, porém seus
mecanismos de acgdo sdo desconhecidos. Essa diferenga se pode justificar pela
diferenca discrepante nas doses utilizadas ou pelo método de extracao e purificacdo
das proteinas.

No entanto, 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
interacdo leucdcito/endotélio e com a inducdo da producdo de Oxido nitrico,
importante mediador inflamatério (BITENCOURT et al., 2008).

A lectina da alga marinha vermelha Pterocladiella capillacea (Pc) na dose de
(8,1mg/kg i.v) foi capaz de diminuir a migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal do rato em 84%, porém o efeito inibidor da migracéo de neutrdéfilos da Pc
foi inferior ao observado para a administracdo prévia do controle positivo
dexametasona (SILVA et al., 2010). A lectina da alga Caulerpa cupressoides (9
mg/kg) também foi capaz de inibir essa migracdo em 65,9% ( VANDERLEI, 2010).

Recentemente foi relatado que a lectina da alga marinha vermelha Solieria
filiformis 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 inibicdo da migragéo
de 39,7; 67,9 e 76,2%, respectivamente ( ABREU, 2012).

Logo, séo resultados semelhantes aos encontrados com a lectina da alga B.

triquetrum estudada no presente trabalho.
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gura 13 - Efeito da Lec sobre a Migracdo de Leucdcitos Totais Induzida por Carragenana (Cg)
na Cavidade Peritoneal de Camundongos. Os animais (n=5) foram tratados antes da aplicacdo do
estimulo inflamatério carragenana (500 ug/cav; i.p.) com indometacina (1 mg/kg; i.p.; 1h) e Lec (10
mg/kg; i.p.; 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 numero de leucdcitos totais x103/mL de fluido
peritoneal. *p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo carragenina (ANOVA,
Teste de Bonferroni).
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Figura 14 - Efeito da Lec sobre a Migracdo de Neutréfilos Induzida por Carragenana (Cg) na
Cavidade Peritoneal de Camundongos. Os animais (n=5) foram tratados antes da aplicacdo do
estimulo inflamatério carragenana (500ug/cav; i.p.) com indometacina (1 mg/kg; i.p.; 1h) e Lec (10
mg/kg; i.p.; 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 x103/mL de fluido peritoneal.
*p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo carragenana (ANOVA, Teste de

Bonferroni)
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7 Concluséo

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que a lectina extraida da alga
marinha vermelha Bryothamnion triquetrum apresentou uma estrutura estavel tanto
em extremos de pH (4,0 — 11,0) como a temperaturas mais elevadas (até 75°C).
Mostrando-se também composta de aminoacidos aromaticos como, triptofano e
tirosina na sua estrutura secundaria. Somando-se a isso essa mesma substancia
mostrou potencial anti-inflamatério frente a modelos classicos de inflamacao aguda.

Assim estudos posteriores necessitam ser executados na intencéo da elucidacao

dos possiveis mecanismos pelos quais essa substancia produz anti-inflamacao.
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