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RESUMO
POTENCIAL ANTIINFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO DA LECTINA DE SEMENTES
DE Canavalia boliviana PIPER: MECANISMOS E MEDIADORES ENVOLVIDOS. JOZI
GODOY FIGUEIREDO. Orientador: Benildo Sousa Cavada. Pés-Graduag¢do em Bioquimica,
Universidade Federal do Ceara.

Lectinas sdo (glico) proteinas de origem ndo imune e que podem reconhecer e se ligar
reversivelmente a carboidratos ou a outras substancias derivadas de acUcares. A lectina de
sementes de Canavalia boliviana Piper (CbolL) é uma proteina de aproximadamente + 100
KDa e especificidade de ligagdo a D-Glicose. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antiinflamatéria e antinociceptiva da ChoL. Para tal, utilizamos camundongos Swiss (25-359)
e ratos Wistar (150-220g). No estudo da atividade antiinflamatoria, CboL (1, 5 e 10 mg/kg;
e.v.; 15 minutos) reduziu a permeabilidade vascular e inibiu a migracdo de neutréfilos
(rolamento e adesdo) para a cavidade peritoneal de animais estimulados com carragenina
(Cg), e este efeito parece estar relacionado com a reducdo da concentracdo de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a, IL-18) e aumento da concentracdo da citocina antiinflamatéria (IL-
10). A administracdo conjunta de CboL com D-Glicose (acuUcar ligante) reverteu sua
atividade antiinflamatéria, sugerindo participagdo do sitio lectinico nesta atividade; o
aquecimento de ChoL a 100°C, por 10 minutos, inibiu seu efeito antiinflamatério, indicando a
importancia de sua estrutura na atividade bioldgica relatada. A lectina ndo induziu a
producdo de éxido nitrico no soro. Ainda em relagdo a atividade antiinflamatoria, CboL foi
capaz de inibir a migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de animais imunizados
e estimulados com ovoalbumina (OVA), esta mesma lectina foi eficaz em inibir a migracao
de neutrofilos in vitro estimulada por MIP-2, demonstrando entdo um papel direto da CboL
na inibicdo da migracdo. No estudo da atividade antinociceptiva, CboL (1, 5 e 10 mg/kg; e.v.;
15 minutos) reduziu as contor¢des abdominais induzidas por &cido acético e diminuiu a
primeira e segunda fase do teste da formalina, demonstrando uma atividade sobre a dor
neurogénica e inflamatéria. No teste da placa quente, CboL apresentou efeito possivelmente
envolvendo receptores opidides confirmado pela modulagdo com naloxona. Para avaliar a
hipernocicepcéo foi utilizado o estesibmetro mecanico. Assim, ChoL (1, 5 e 10 mg/kg; e.v.;
15 minutos) inibiu a hipernocicep¢cdo mecéanica induzida por administragéo intraplantar de
Cg, prostaglandina E, (PGE,) e OVA (animais imunizados). Este efeito foi correlacionado ao
bloqueio do influxo de neutréfilos, sugerido pela redugédo da atividade da mieloperoxidase
nas patas de animais pré-tratados com CboL (5 mg/kg; e.v.; 15 minutos) e estimulados por
Cg e OVA. Este efeito anti-hipernociceptivo ndo parece estar envolvido com a reducéo local
das concentracdes de TNF-a e IL-1p ou aumento de IL-10, uma vez que CboL (5 mg/kg;
e.v.; 15 minutos) ndo reduziu os niveis destes mediadores no tecido da pata de animais
estimulados com Cg. CbhoL também foi habil em demonstrar efeito sobre o limiar basal
noiceptivo no modelo de hipernocicepc¢éo. A via intra-cerebro-ventricular CboL (10, 30 e 100
Hg) se mostrou eficiente em inibir a hipernocicepgao induzida por Cg confirmando mais uma
vez o efeito de receptores opibdides através da moludacdo com naloxona. Em relacdo a
efeitos provocados por uma atividade central, CboL (1, 5 e 10 mg/kg; e.v.) ndo alterou a
atividade motora e locomotora nos animais. A toxicidade subcrbnica foi avaliada pelo
tratamento de camundongos com CboL (5 mg/kg; e.v.), durante 14 dias consecutivos,
através de varios parametros: fun¢ées do rim (dosagem de uréia) e do figado (avaliacao da
cinética da aspartato amino transaminase e alanina amino transaminase), coracao,
estbmago (avaliacdo de possiveis lesbes), massa corporal e leucograma. Os resultados
obtidos ndo mostraram qualquer alteracdo dos parametros avaliados, demonstrando que a
CboL nédo apresenta toxicidade. Portanto, a atividade antiinflamatéria e antinociceptiva da
CboL esta associada com a inibicdo da migracdo de neutréfilos, que provavelmente é
reflexo da inibicdo da liberacdo de TNF-a e IL-1 e aumento de IL-10 e que ha envolvimento
de PGE, e da via antigénica. O efeito central parece ocorrer via sistema opidide.

Palavras-chave: Canavalia boliviana; antiinflamatdria; antinociceptiva; receptor opioide, dor.
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ABSTRACT

POTENCIAL ANTI-INFLAMMATORY AND ANTINOCICEPTIVE ACTIVITIES OF LECTIN
FROM Canavalia boliviana SEEDS PIPER. Jozi Godoy Figueiredo. Supervisor: Dr. Benildo

Sousa Cavada. Graduate Biochemistry, Federal University of Ceara.

Lectins are non-immune (glyco)proteins that can recognize and reversibly bind to
carbohydrates or other substances derived from sugars. The lectin from seeds of Canavalia
boliviana Piper (Cbol) is a protein of aproximately + 100 KDa with a binding specificity to D-
Glucose. The aim of this work was to evaluate the anti-inflammatory and antinoceptive
activity of lectin from Canavalia boliviana seeds. To this end, we used Swiss mice (25-35q)
and Wistar rats (150-220g). In the study of anti-inflammatory activity, CboL (1, 5 and 10 mg /
kg, and iv. 15 minutes) reduced vascular permeability and inhibited the migration of
neutrophils (rolling and adhesion) to the peritoneal cavity of animals stimulated with
carrageenan (Cg), and this effect seems to be related to the reduction of the concentration of
proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B8) and the concentration of anti-inflammatory cytokine
(IL-10). Co-administration of CboL with D-glucose (sugar ligand) reversed its anti-
inflammatory activity, suggesting involvement of the lectin site in this activity. CboL heated at
100°C for 10 minutes inhibited the anti-inflammatory effect, indicating the importance of the
reported biological structure activity. The lectin did not induce the production of nitric oxide in
serum. What is more, in relation to anti-inflammatory activity, CboL was able to inhibit the
migration of neutrophils into the peritoneal cavity of immunized animals and when stimulated
with ovoalbumin (OVA), the same lectin was effective in inhibiting the migration of neutrophils
in vitro stimulated by MIP-2, thus demonstrating a direct role of CboL inhibition in migration.
In the study of antinociceptive activity, CbolL (1, 5 and 10 mg / kg, i.v.; 15 minutes) reduced
the writhing induced by acetic acid and decreased the first and second phase of the formalin
test, showing activity on pain and neurogenic inflammation. In the hot plate test, CboL had no
effect involving opioid receptors, wich was confirmed by modulation with naloxone. To
assess the hypernociception, esthesiometer mechanic was used. Thus CboL (1, 5 and 10
mg / kg, i.v.; 15 minutes) inhibited the induced mechanical hypernociception intraplantar
administration of Cg, prostaglandin E2 (PGE,) and OVA (immunized animals). This effect
correlated to the blockade of the influx of neutrophils, suggested by the decreased activity of
myeloperoxidase in the legs of animals pretreated with CboL (5 mg / kg, and v, 15 minutes)
and stimulated by Cg and OVA. This anti-hipernociception did not seem to be involved in the
reduction of local concentrations of TNF-a and IL-1f or increase in IL-10 since CboL (5 mg /
kg, i.v.; 15 minutes) did not reduce levels in these mediators in the paw tissue of animals
stimulated with Cg. CboL was also able to establish itself in the model hypernociceptive
effect. The intra-cerebro-ventricular CboL (10, 30 and 100 ug) proved effective in inhibiting
the hypernociception induced by Cg, confirming once again the effect of opioid receptors by
modulation with naloxone. Regarding the effects caused by central activity, CboL (1, 5 and
10 mg / kg) did not alter the locomotor and motor activity in animals. The subchronic toxicity
was evaluated by treating mice with CboL (5 mg / kg, i.v.) for 14 consecutive days for several
parameters of kidney function (blood urea nitrogen) and liver (evaluation of the kinetics of
aspartate transaminase and alanine amino transaminase), heart, stomach (evaluation of
possible injuries), body weight and leukogram. The results did not show any change in the
parameters evaluated, demonstrating that the CboL did not show any toxicity in animals.
Therefore, anti-inflammatory and antinociceptive CbolL is associated with inhibition of
neutrophil migration, which probably reflects the inhibition of the release of TNF- a and IL-13
and increased IL-10, and that there is involvement of PGE2 via antigen. The effect seems to
occur via the central opioid system.

Keywords: Canavalia boliviana, anti-inflammatory, antinociceptive, opoid receptor, pain.
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1. INTRODUCAO

1.1LECTINAS: DEFINICAO E CLASSIFICACAO

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

Recentemente, a definicho mais utilizada para lectinas € sugerida por
PEUMANS e VAN DAMME (1995), na qual lectinas séo (glico) proteinas de origem
ndo imune que possuem no minimo um dominio ndo-catalitico e que se ligam
reversivelmente e especificamente a um mono ou a um oligossacarideo. Essa
ligacdo a residuos de carboidratos pode ser de alta especificidade sem, contudo

modificar a estrutura quimica dos ligantes (GRANJEIRO, 1996).

Outros autores como SHARON e LIS (1972) definiram lectinas, como sendo
proteinas aglutinadoras de células com especificidade de reconhecimento por
carboidratos. Ainda, GOLDSTEIN e colaboradores (1980) confirmaram esse
conceito, e acrescentaram que lectinas sédo proteinas/glicoproteinas de origem nao
imune com especificidade de ligacdo a carboidratos, e capazes de aglutinar células

e/ ou precipitar glicoconjugados.

Alguns pesquisadores sugerem que a expressao “de origem n&o imune” nao
poderia ser empregada em vista que a provavel funcdo destas proteinas nas plantas
e nos animais envolvia a defesa imunoldgica contra antigenos de forma direta ou
indireta, entretanto as lectinas ndo se pareciam estruturalmente a anticorpos, ainda
gue muitas imunoglobulinas se ligassem a acucares. A énfase a origem nao imune
distingue as lectinas de anticorpos anti-carboidratos que também sédo capazes de
aglutinar células. Além disso, plantas e bactérias possuem a presenca de lectinas

sem possuirem sistema imune (MOREIRA et al., 1991).
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As lectinas sao classificadas em quatro grandes grupos: merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas, conforme suas caracteristicas
estruturais e suas especificidades por carboidratos (PEUMANS e VAN DAMME,
1998).

As merolectinas sdo biomoléculas que apresentam apenas um Unico sitio de
ligacdo a carboidratos, ou seja, um unico dominio lectinico. Além disso, essas
proteinas apresentam baixo peso molecular e devido a sua natureza monovalente
sdo incapazes de precipitar glicoconjugados e aglutinar células. Entre os
representantes dessa classe estéo as lectinas de orquidea, especificas para manose
(VAN PARIJS et al., 1991).

As hololectinas séo proteinas que possuem dois ou mais sitios de ligacao a
carboidratos, estando aptas a aglutinar células ou precipitar conjugados, tendo como
representante a maioria das lectinas vegetais que sao chamados de

‘hemaglutininas”.

As guimerolectinas possuem um ou mais sitios de ligacdo a carboidrato.
Assim, contém além dos dominios lectinicos, um dominio com atividade catalitica ou
outra atividade biol6gica, agindo independente dos primeiros. Dependendo do
namero dos sitios de ligacdo a aglcares, as quimerolectinas se comportam como
holorolectinas, 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 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 ligacédo a acUcares de

estruturas diversas. Como exemplo deste grupo tem as lectinas de tulipa.

Uma variedade de formas de vida — microrganismos, mamiferos e vegetais —
relatam a presenca destas proteinas, sendo que aquelas encontradas nos vegetais
superiores tém sido as mais estudadas (OTTENSOOSER et al.,1974; GERLACH et
al., 2005). Na tabela 1 encontra-se o resumo de eventos importantes envolvendo o
estudo das lectinas e suas principais aplicagbes, de acordo com SHARON e LIS
(2003).
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Ano Cientistas Eventos

1860 S. W. Mitchell Atividade hemaglutinante em veneno de cascavel.

1888 P. H. Stillmark Atividade hemaglutinante em extratos de Ricinus
communis

1908 K. Landsteiner Hemaglutininas de plantas espécies especificas

1919 J. B. Summer Isolamento e cristalizagdo da Concanavalina A (ConA)

1936 J. B. Summer & S. F. Howell Especificidade por acucar da ConA

1948/ K. O. Renkonem Especificidade de lectinas de plantas por diferentes

49 grupos sanguineos

1952 W. M. Watkins & W. T. J. Morgan Uso de lectinas de plantas para o reconhecimento de
acucares de superficie celular

1954 W. C. Boyd & E. Shapley Aglutininas especificas para antigenos sanguineos

1960 P. C. Nowell Atividade mitogénica da Fitohemaglutinina (PHA)

1963 J.C. Aub Aglutinacdo de células cancerosas por WGA

1965 1. J. Goldstein Purificacdo da ConA por afinidade e utilizagdo para
estudos estruturais de carboidratos

1970 J. Porath Lectinas para purificagcao de glicoproteinas por afinidade

1972 G. M. Edelman; K. O. Hartman Estrutura priméria e 3-D da ConA

1974 G. Ashwell & A. Morell Funcdo de lectinas animais em endocitose de
glicoproteinas

1976 Y. Reisner & N. Sharon Uso de lectinas para fracionamento de linfécitos

1977 1. Ofek, D. Mirelman & N. Sharon Func@es de lectinas bacterianas nas doencas infecciosas

1981 Y. Reisner & N. Sharon Uso de lectina de soja no transplante de medula

1983 E. C. Butcher & I. Weissman,; Lectinas e migragédo de linfécitos

1988 K. Drickamer Identificacdo dos dominios de reconhecimento de
carboidratos em lectinas animais

1989/ Varios autores Consideravel incremento no estudo de lectinas nas mais

2007 diversas areas.

Tabela 1. Principais eventos envolvendo lectinas. Adaptado de SHARON e LIS (2003). LECTINS.
Kluwer Academic Publishers, 1-454.
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1.1.2 Efeitos bioldgicos de lectinas vegetais

Entre as lectinas mais estudadas estédo as lectinas de plantas, principalmente
as da familia Leguminosae, que compreende o grupo com maior niumero de lectinas,
tanto do ponto de vista de caracterizacao fisico-quimica e biolégica como do ponto
de vista estrutural (CECCATTO et al., 2002). Lectinas dessa familia representam um
grupo de proteinas similares estruturalmente, porém com diferentes especificidades
a carboidratos encontradas principalmente em sementes, e em menor extensao em
caule e folhas (SHARON e LIS, 2003). A subtribo Diocleinae (familia Leguminosae)
compreende 13 principais géneros, sendo que algumas lectinas tém sido isoladas de
plantas que pertencem a alguns destes géneros: Canavalia, Cratylia e Dioclea
(CAVADA et al., 2001).

Foi descrito que as lectinas possuiam a capacidade de aglutinar eritrocitos,
linfocitos, fibroblastos, espermatozoides, fungos, bactérias e células vegetais
(GOLDSTEIN et al., 1980).

Carboidratos, glicoconjugados e lectinas sdo de fundamental importancia para
a adesdao, colonizacao e patogénese em diversos processos celulares (bactérias e
células cancerigenas). Desta forma, BEUTH e colaboradores (1995) conseguiram
inibir a adesao de Streptococcus pneumoniae em pulmao de camundongos com a

administracdo de Glc-Nac na traquéia dos mesmos.

SHLYAKHOVENKO e colaboradores (1995) sugeriram que lectinas
promovem adesdo de células tumorais a tecidos alvos e favorecem metastases.
Mostrou-se ainda, que a circulagcédo de células cancerigenas no sangue pode formar
émbolos devido a ac¢bes lectinicas (LOTAN e RAZ, 1988). Posteriormente, alguns
autores também demonstraram atividade antitumoral (ANDRADE et al., 2004) e
inducéo de apoptose em células tumorais por lectinas vegetais (HOSTANSKA et al.,
2003).

Recentemente lectinas de plantas tem sido sugerida como drogas com
potenciais antineoplasico na futura terapéutica do céancer (LIU et al., 2010).
Destacam-se ainda a vantagem da associacdo de farmacos quimioterapicos a
lectinas ligantes de glicoconjugados presentes na superficie de células tumorais, o
gue possibilita um direcionamento desses farmacos, bem como a diminuicdo da

dose terapéutica das mesmas (GOLDSTEIN et al.,1980). Estudos mostram que
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lectinas administradas oralmente podem reduzir significativamente o crescimento de
tumores (PUTZAI et al., 2008) e demonstrou-se promissora a utilizacdo de lectinas
para direcionar farmacos a células cancerigenas de bexigas (PLATTNER et al.,
2008).

Avancos na endocrinologia também foram relatados pelas lectinas,
demonstrado através da fosforilacdo do receptor para insulina, induzida por lectinas

vegetais glicose/manose especificas in vitro (CAVADA et al., 2003).

Na atividade imunoestimulante e pro-inflamatoria lectinas estdo associadas
com diversas atividades: mitose em linfocitos humanos e inducédo de producédo de
interferon-y (BARRAL-NETO et al., 1992; MACIEL et al., 2004); liberacdo de
histamina por mastocitos peritoneais de ratos (GOMES et al., 1994); migracao de
leucécitos e formacdo de edema de pata (ALENCAR et al.,, 2003, 2004, 2007;
ALENCAR et al., 2005a, 2005b, 2005c; BENTO et al., 1993; COELHO et al., 2006;
FREIRE et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2009). A ativacdo de neutrdfilos pela
expressdo de CXCR; (SILVA et al., 2006), producdo de oOxido nitrico por células
peritoneais murinas e por tecido obtido de aortas de ratos isoladas in vitro (KLEHA et
al., 1991; KESHERWANI e SODHI, 2007; GADELHA et al., 2005; ASSREUY et al.,
20009).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que lectinas quando administradas
endovenosamente, podem apresentar potente acdo antiinflamatoria (ASSREUY et
al., 1997; ALENCAR et al., 1999, 2005; MOTA et al., 2006; SANTI-GADELHA et al.,
2006). Lectinas também demonstram habilidade em prevenir lesdo urotelial no
modelo de cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida em camundongos
(ASSREUY et al., 1999). Trabalhos recentes com atividade antiinflamatoria
demonstraram habilidade destas lectinas em inibir o rolamento e adesdo dos
leucocitos no endotélio vascular in vivo (NAPIMOGA et al.,, 2007; NUNES et al.,
20009).

Trabalhos na area de neurofarmacologia apontam que lectinas, dependendo
da via de administracdo, podem demonstrar atividade depressora (VASCONCELOS
et al., 2009), bem como atividade antidepressiva em teste de nado forcado
(BARAUNA et al., 2006).
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1.1.3 Lectinas de sementes de Canavalia boliviana Piper

7

Canavalia boliviana Piper é uma angiosperma dicotiledénea pertencente a
familia Leguminosae papilionaceae, Tribo Phaseolae, sub-Tribo Diocleinae. A familia
Leguminosae € a segunda maior familia de plantas floriferas, possuindo cerca de
650 géneros e 12.000 espécies. Esta familia é dividida em trés subfamilias:
Mimosoideae, Caesalpinoideae e Papilionaceae, contendo, respectivamente, cerca
de 40, 133 e 377 géneros respectivamente (EVANS, 2002). O género das
Canavalias constitui-se de aproximadamente 70 a 75 espécies de origem tropical.
Estas normalmente tém flores luminosas que sao polinizadas por insetos como
abelhas. Dentre suas espécies, existem algumas amplamente disseminadas e
usadas na agricultura como plantas de cobertura, enquanto outras estdo ameacadas
de extingao (ILDIS, 2005).

A espécie Canavalia boliviana € encontrada principalmente no Peru e Bolivia,
encontrada também na regido norte do Brasil e € uma planta trepadeira perene,
sendo que ela também se encontra na Bolivia e Peru. Nao existem relatos na

literatura de nomes populares para esta planta (ILDIS, 2005).

De acordo com MOURA e colaboradores (2009) a lectina utilizada neste
estudo apresenta-se como tetramero, onde cada monémero tem aproximadamente
25,5 KDa, formando no final uma proteina de 100 KDa, sua estrutura foi resolvida a
1.6 A apresentando identidade estrutural de cerca de 98% com a ConA e outras

lectinas do tipo ConA.

1.2 O PROCESSO INFLAMATORIO

Historicamente, as quatro manifestacdes clinicas da inflamacao (rubor, dor,
calor e tumor) foram descobertas por Cornelius Celsus no inicio da era cristd e o
grego Virchow adicionou o quinto sinal: a perda da funcdo. A inflamacao pode ser
caracterizada como um mecanismo complexo iniciado tanto por fatores endégenos
(necrose tecidual) bem como fatores exdgenos (agentes quimicos, fisicos, estimulo
imunolégico como, por exemplo, infeccdo por microorganismos) (MACKAY et al.,
2008).

Entre os objetivos da resposta inflamatdria estdo: localizar a regidao atingida;

reconhecer o agente desencadeador/estimulo lesivo, para sua posterior destruicéo e
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tentativa de reconstruir o tecido danificado; livrar o organismo das consequéncias
desta lesdo (NATHAN, 2002). O sistema de defesa do individuo contra estimulos
lesivos envolvem barreiras fisicas e quimicas, tais como pele e membranas
mucosas, assim como a acidez gastrica ou o fluxo secretério e excretério. Agentes
que superem estas barreiras se deparam com 0s mecanismos de defesa, as
respostas imunes, designadas a reconhecer e eliminar materiais estranhos. Dessa
maneira, os mecanismos de defesa ndo apenas resguardam o organismo da
infeccdo, mas também consentem a remocédo de restos celulares e de componentes
teciduais destruidos (WALZOG e GAEHTGENS, 2000).

Diversos tecidos e células participam deste processo, desde as proteinas
plasméticas, células circundantes (neutrofilos, mondcitos, eosindfilos, linfocitos e
plaquetas), vasos sanguineos, como também os componentes celulares (mastocitos,
fibroblastos, macrofagos e linfocitos) e extracelulares (colageno e elastina -
proteinas estruturais; fibronectina, laminina e outras glicoproteinas de adesao;
proteoglicanos, etc.) (FRIEDL e WEIGELIN 2008).

Existem dois tipos de inflamacéao, tomando como base o critério de tempo de
permanéncia do processo no organismo. A inflamac&o aguda € um tipo de resposta
rapida, de modo que ocorra uma estimulacdo a sintese de mediadores de defesa e
um direcionamento dos mesmos ao local da lesdo. Sua duracdo pode ser de
minutos, horas ou mesmo alguns dias. Uma macica presenca de proteinas
plasmaticas, configurando o edema, e a migracdo de leucdcitos, principalmente os
neutroéfilos, sdo fatores que representam as principais caracteristicas deste processo
(COLLINS, 1999; CONE, 2001). J4 a inflamacéo crbénica pode se prolongar por
periodos bem mais extensos e esta associada com alguns outros processos de
alteracéo histolégica como fibrose, proliferacdo de vasos sanguineos, mas também
com a participacdo de linfécitos e macrofagos, principalmente (KASAMA et al.,
2005).

Durante o processo inflamatorio caracteristicas apresentadas tanto na fase

aguda como na fase cronica podem ser divididas em eventos vasculares e celulares.

1.2.1 Eventos vasculares e celulares
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Mudancas vasculares sdo reguladas por fatores que controlam a exsudacéo,
as quais ocorrem principalmente nas vénulas pdés-capilares durante as primeiras
horas do processo inflamatorio. Esta fase ocorre ou concomitantemente é
desenvolvida em associacdo entre neutréfilos e o endotélio nas vénulas poés-
capilares, a qual contribui para uma fase mais prolongada de aumento da
permeabilidade vascular. O exsudato € absorvido para dentro dos vasos linfaticos,
aonde deslocam-se para os nédulos linfaticos ou tecido linfatico onde uma reacéo

imune pode entdo ser iniciada (CIRINO et al., 2003).

Inicialmente, ocorre uma vasoconstricdo transitoria seguida de vasodilatagéo,
gue é responsavel pelo aumento do fluxo sanguineo, o que provoca calor e eritema.
Posteriormente, ocorre a estase sanguinea advinda do aumento de permeabilidade
da microvasculatura, uma vez que o extravasamento de liquidos e proteinas para o
intersticio provoca hemoconcentacdo, aumentando a viscosidade sanguinea e
gerando o alentecimento da circulagdo. Dentre os mediadores relacionados ao
aumento da permeabilidade vascular citam-se: histamina, serotonina, leucotrienos,
complemento Cba, prostaglandinas e substancias liberadas localmente nas
terminagfes nervosas (taquicininas e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
- (CGRP) (HEDQVIST, et al., 2000; LECCI et al., 2000).

Apés esta fase inicial da resposta inflamatoria, ocorre outra etapa
caracterizada por migracdo de leucocitos, processo no qual as células sao atraidas
para o tecido lesado, denominando-se de quimiotaxia. Este evento é decorrente da
liberacdo de fatores quimiotaticos, como por exemplo, proteinas do sistema
complemento e as cininas, que sdo gerados na corrente sanguinea e encontrados
também no sitio da lesdo (ALl et al., 1997; FRANGOGIANNIS et al., 2001).

Vérias células estdo envolvidas nesta fase da resposta inflamatoria, dentre
elas as fagociticas que sdo constituidas principalmente de neutrofilos, que fagocitam
0 agente invasor ou liberam enzimas lisossomais na tentativa de destruir o agente
estranho. Caso a inflamacédo persista, ocorre também, na area lesada, uma
infiltracdo de células do tipo mononucleares, incluindo-se macrofagos e mondcitos.
(MACKAY, 2008).

As respostas celulares e vasculares que ocorrem na inflamagdo sao
direcionadas e amplificadas por substancias multifuncionais, dentre elas citam-se:
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, mediadores lipidicos e seus
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derivados, que promovem o0 recrutamento e a ativacdo de células como, por
exemplo, polimorfonucleares, mononucleares, células epiteliais, endoteliais,
fibroblastos, dentre outros (PELAIA et al., 2003). Dentre os mediadores quimicos
destacam-se: aminas vasoativas (histamina e serotonina), cininas, sistema
complemento (TURNBERG e BOTTO, 2003), metabdlitos do acido araquidénico
(AA), como os produtos da via da ciclooxigenase, incluindo endoperoxidos,
prostaglandinas, tromboxanos, produtos da via da lipooxigenase, leucotrienos,
acidos hidroxiperoxieicosatetraendico e hidroxieicosatetraendico (PARENTE e
PERRETTI, 2003), metabdlitos do oxigénio, 6xido nitrico (NO) (FOLKERTS et al.,

2001), entre outras.

Os leucdcitos oriundos do sangue passam para o tecido inflamado através de
um processo que se apresenta em cinco eventos: marginacao, rolamento, adesao,
diapedese com penetracdo através da membrana basal dos pericitos (transmigracao
através do endotélio) e quimiotaxia e/ou haptotaxia (migracdo no tecido intersticial
em resposta ao estimulo quimiotatico) (PANES et al., 1999; WALZOG e
GAEHTGENS, 2000; NOURSHARGH e MARELLI-BERG, 2005; ) (Figura 1).

Ativagao endotelial

Ativagido de neutréfilos Forte adesao e
extravasamento

Inflamagao
- ,“\ -

| = .

5 -
[ e T
&

b
- "

transendotelial

Figura 1. Interac&o entre leucécitos e a célula endotelial durante alterac&o vascular. Adaptado
por KAKKAR, 2004.

No fluxo sangiiineo normal, leucdcitos encontram-se deslocados em direcao

ao endotélio devido a disposi¢ao dos eritrécitos numa coluna axial central (SIMON e
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GREEN, 2005). Esse deslocamento, associado a uma redugao na velocidade do
fluxo sangliineo pelo aumento da permeabilidade vascular na fase inicial da
inflamacdo, permite que um maior nimero de leucdcitos assuma essa pPoSicao
periférica, facilitando assim a marginacao leucocitaria. Posteriormente, leucocitos
rolam lentamente sobre o endotélio, ai aderindo transitoriamente (rolamento) e, em
seguida, aderem firmemente (ades&o). Os leucdcitos firmemente aderidos inserem
pseudopodos entre as células endoteliais, transpondo as jun¢des interendoteliais e a
membrana basal, atingindo o espaco extra vascular e dirigindo-se ao foco
inflamatoério (SEELY et al.,, 2003). Além dessa migracdo através das juncdes
endoteliais, leucdcitos podem migrar para a area inflamada através de vacuolos
endoteliais, em um processo ativo que ocorre em tecidos especializados como o

cérebro e o timo, com crescentes evidéncias desse processo em outros tecidos.

ApoGs o extravasamento, leucdcitos sdo atraidos para o sitio inflamatério por
um processo de quimiotaxia, definido como uma locomocéo orientada ao longo de
um gradiente quimico. Através de quimioreceptores localizados na membrana
plasmatica leucocitaria, essas células respondem a quimiotaxia, migrando em
direcéo ao local de maior concentracdo desses agentes quimiotaxicos (SEELY et al.,
2003).

A adesdo e transmigracao de leucocitos sédo produzidas pela ligacéo entre as
moléculas de adeséao dos leucdcitos e a superficie endotelial. Mediadores quimicos-
guimiotaticos e certas citocinas medeiam este processo modulando a expressao
superficial destas moléculas de aderéncia. Os receptores de aderéncia envolvidos
pertencem a quatro familias moleculares: selectinas, imunoglobulinas, integrinas e
glicoproteinas semelhantes & mucina. As selectinas sao lectinas que interagem com
acucares e/ou glicoproteinas, sdo responsaveis pela adesdo de leucdécitos ao
endotélio vascular na cascata precoce de eventos que levam aos processos de
inflamac&o. Compreendem a E-selectina que é confinada ao endotélio; a P-selectina
presente no endotélio e nas plaquetas; e L-selectina presentes em muitos tipos de
leucécitos (KAKKAR, 2004).

As glicoproteinas de membrana molécula de adesé&o vascular (VCAM-1) e a
molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) sdo exemplos de moléculas de adeséo
gque fazem parte da superfamilia das imunoglobulinas. VCAM-1 é expressa em

células endoteliais ativadas por citocinas, como Fator de Necrose Tumoral-alfa
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(TNF-a), por exemplo, enquanto ICAM-1 é expresso por uma variedade de células
hematopoéticas e ndo hematopoiéticas, incluindo células T e B, células dendriticas,
macrofagos, fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais. Integrinas constituem
o principal grupo de moléculas de adesdo, presentes em muitas células, cujo
dominio citoplasmatico se liga ao citoesqueleto. Elas sédo proteinas heterodiméricas
compostas de duas cadeias polipeptidicas, a e B, ligadas nao covalentemente
(SIMON e GREEN, 2005).

1.2.2. Mediadores inflamatoérios

Os mediadores inflamatérios atuam nos vasos sanguineos e células
inflamatérias modulando o0s principais eventos relacionados a inflamacéo:
vasodilatacdo, opsonizacdo, quimiotaxia para células inflamatérias, destruicdo
tecidual e dor, como também febre e mal estar. Os mediadores da inflamagéo séo
classificados como de origem plasmatica (advindo das cascatas das cininas,
coagulacdo, fibrindlise e complemento) ou tecidual (aminas vasoativas,
eicosandides, enzimas lisossomais, radicais livres derivados do oxigénio, fator
ativador de plaquetas, citocinas, quimiocinas, 0xido nitrico e fatores de crescimento).
(LANSEN e HENSON, 1993; CONE, 2001).

A histamina e serotonina estdo envolvidas na vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular no local da inflamacdo. A liberacdo de histamina pelos
mastocitos e basofilos € desencadeada por injuria tecidual, complexo antigeno-
anticorpo e pelo sistema do complemento sendo um dos principais mediadores da
resposta alérgica (YOKOYAMA, 1989). A serotonina (5-hidroxitriptamina) € um
mediador vasoativo pré-formado, encontrado nas plaquetas e células
enterocromafins (seres humanos e roedores) e nos mastécitos (roedores). Quando
as plaguetas se agregam apoOs contato com o colageno, trombina, adenosina
difosfato (ADP) e complexos antigeno-anticorpo, ocorrem a estimulagéo da liberacao
de serotonina (COLLINS, 1999; SIMON e GREEN, 2005).

A bradicinina apresenta um potente efeito sobre a permeabilidade vascular,
com efeitos semelhantes aos da histamina. E também um importante mediador no
gue se refere a resposta inflamatoria tecidual a estimulos irritantes, porém sua acao
€ curta devido a r4pida degradacdo enzimatica (FARMER e BURCH, 1992).
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As prostaglandinas (PG) sdo metabdlitos do acido araquidbnico e séo
sintetizadas através das enzimas ciclooxigenases (COX1 e COX2) estando
relacionadas com os processos de febre, dor e inflamacé&o. A liberacdo do acido
araquiddnico ocorre como conseqiéncia da estimulacdo especifica de receptores da
superficie celular e da subsequiente ativacdo de fosfolipases do tipo A,. Varios tipos
de células liberam &cido araquidénico (o qual pode ser substrato da ciclooxigenase
responsavel pela producéo de prostandides incluindo prostaglandinas e tromboxano
A;) em resposta a diferentes estimulos tais como bradicinina, angiotensina I,
vasopressina, trombina, colageno, adrenalina, ADP, peptidios quimiotéticos e
histamina (DRAY, 1995; COLLINS, 1999).

A via da ciclooxigenase leva a formacdo de prostaglandinas que incluem
PGE,, PGD,, PGF,,, PGI, (prostaciclina) e tromboxano (TXA;), sendo que todos
destacan-se por suas importancias no processo inflamatério. A prostaciclina € um
vasodilatador, forte inibidor da agregacao plaquetaria além de potencializar efeitos
guimiotaticos. A TXA, € um potente agente agregador plaquetario e vasoconstritor
(YOSHIKALI, 2001).

Liberadas por células do sistema imune, as citocinas, sdo mediadores
protéicos ou peptidicos que apresentam acéo direta sobre os receptores celulares,
mas também podem induzir a formacdo de outras citocinas, constituindo uma
cascata de amplificacdo. As citocinas fazem parte da resposta final de uma célula,
determinada por certo nimero de mensagens diferentes recebidas de modo
concomitante, na superficie da célula, elas atuam através de mecanismos autdcrinos
e paracrinos, na célula-alvo, ligam-se a receptores especificos e de alta afinidade,
ativando-os; na maioria dos casos, sdo supra-regulados na célula quando sédo
estimulados. A maioria das citocinas exerce acao em receptores ligados a quinase,
gue regulam cascatas de fosforilagdo afetando assim sua expressao génica (PHILIP
et al., 2004).

As citocinas sado classificadas em subgrupos, como: interleucinas, fatores de
crescimento, quimiocinas, interferons e fatores estimuladores de colénia ou ainda
podem ser classificadas conforme sua atividade biolégica como, por exemplo: pro-
inflamatorias (interleucina 1B — IL-1B, interleucina 6 — IL-6, fator de necrose tumoral

alfa— TNF-a, Fator de crescimento transformador beta — TGF-B) e antiinflamatorias
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(interleucina 1Ra — IL-1Ra, interleucina 4 — IL-4 e interleucina 10 — IL-10) (2001;
WONG et al., 2003).

As citocinas proé-inflamatoérias participam das reacfes inflamatérias agudas e
cronicas, bem como nos processos de reparo. Séo liberadas por macréfagos e por
muitas outras células, podendo desencadear uma cascata de citocinas secundarias.

As citocinas antiinflamatérias inibem algumas fases da reacéo inflamatoria:
inibicdo da producdo de quimiocinas (citocinas quimioatraentes), inibicdo da
resposta das ceélulas T auxiliadora 1 (Thl). Esta dltima inibicdo é importante para
evitar ativacdo celular inapropriada, caracteristica de certas patologias auto-imunes
(BORISH e STEINKE, 2003).

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria que apresenta papel chave em
diversos processos, como a inflamacdo, imuno-modulacdo, crescimento,
angiogénese e citotoxidade. Dados da literatura descrevem a participagdo do TNF-a
no recrutamento de neutrofilos para o sitio inflamatério (CANETTI et al., 2001;
SAUNDERS et al., 2005). Embora, o TNF-a ndo seja considerado um fator
guimiotatico classico, uma vez que nao induz migracdo de neutrofilos in vitro, este
promove a sintese e liberacdo de fatores quimiotaticos, como as quimiocinas, tanto

pelas células endoteliais quanto pelas células residentes (FACCIOLI et al., 1990).

A IL-1, conhecida sob varias denominacdes em mais de quarenta anos, é um
importante mediador da inflamacéo; possui duas formas chamadas de IL-1a e IL-1f,
com 30% de homologia entre elas, compartilhando os mesmos receptores e acdes
biolégicas. Em baixas concentracdes a IL-1 (ambas) age como um mediador local da
inflamacdo, aumentando a expressao de moléculas de adesdo na superficie das
células endoteliais. Em altas concentracdes a IL-1 (ambas) chega ao sistema
circulatorio e passa a exercer efeitos enddcrinos como febre e inducéo da sintese de
proteinas plasmaticas de fase aguda pelo figado (FACCIOLI et al., 1990). Como o
TNF-a, a IL-1 induz a expresséo de selectina e ICAM-1 nas células endoteliais e
promovem a ativacdo de integrinas nas células polimorfonucleares (WAGNER,
2000). Além disso, estudos demonstram a participacdo da IL-1 em patologias com
elevada presenca de neutrofilos, como na artrite e inflamac&o pulmonar (DRISCOLL
et al., 1995; NIKI et al., 2001).
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Existem, entretanto, citocinas com acdes inibitérias sobre a produgédo de
outras citocinas. Um exemplo € a acao inibitoria da IL-4 sobre a IL-6 na producéo de
TNF-a ou IL-1B por mondcitos. A IL-10 € outro peptideo cujas fungcdes biologicas
principais parecem ser a inibicdo de citocinas liberadas por linfécitos Thl ou por
mondocitos e macrofagos. Muitas das ac¢des antiinflamatérias ou imunossupressoras
de TGF-B também parecem resultar de sua habilidade de suprimir a producdo de

citocinas em células T e em fagécitos mononucleares (VILCEK, 2004).

A descoberta da superfamilia das quimiocinas acrescentou um novo alvo nas
pesquisas sobre 0s mecanismos envolvidos na migracdo leucocitaria para o foco de
agressao celular (OPPENHEIM, 1991). Quimiocinas atuam induzindo quimioatracéo
de diversos tipos celulares (leucdcitos, fibroblastos, células neoplasicas, células
pluripotentes sanguineas). Estruturalmente, sdo peptideos com peso molecular entre
7 e 15 KDa, contendo cerca de 60 a 80 amino&cidos e, sdo produzidas por genes
distintos presentes localizados nos cromossomos humanos 4 e 17 (ELSNER et al.,
1996; PROUDFOOQT et al., 2003).

As guimiocinas sao divididas em quatro sub-grupos, baseado no namero e
posicdo dos residuos de cisteinas presentes na proteina: CXC ou B-quimiocinas
(quando a quimiocina possui 0os dois primeiros residuos de cisteinas separados por
um aminoacido simples); CC ou a-quimiocinas (quando a quimiocina possui os dois
primeiros residuos de cisteina adjacentes); XC ou y-quimiocinas (quando a
gumiocina perdeu um dos residuos de cisteina); CX3C ou é-quimiocinas (quando a
guimiocina possui os dois primeiros residuos de cisteina separados por trés
aminoacidos) (MURPHY, 2001; LIOTTA, 2001; KULBE et al., 2004; KAKINUMA e
HWANG, 2006).

7

Dentre as quimiocinas CXC em humanos, a interleucina 8 (IL-8) é
considerada como prototipo de quimiotaxia e ativacao de neutrofilos. A expresséo do
gene e a producdo de IL- 8 sdo controladas por diversos mediadores potentes no
sitio inflamatério. Além de ter sido detectada em humanos, esta quimiocina também
foi detectada em outras espécies de animais tais como coelhos e cées, entretanto,
nao foi encontrada em roedores como ratos e camundongos. Nesses animais, a
CINC-1 em ratos e as quimiocinas KC e MIP-2 em camundongos, apresentam
acentuada homologia com a sequéncia de aminoacidos da IL-8 e dos Genes
relacionados a oncogenes humanos. Com relacdo aos camundongos, trabalhos
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demonstram que as quimiocinas KC e MIP-2 apresentam potente atividade
guimiotatica tanto em modelos experimentais in vivo como in vitro (FIGARELLA-
BRANGER et al., 2003).

O oOxido nitrico (NO) € um mediador inflamatério bastante versatil,
apresentando efeitos pré e antiinflamatérios. Estd implicado em processos
fisiologicos e patoldgicos, tais como: vasodilatacdo, inflamacdo aguda e crbnica
(GHOSH e SALERNO, 2003). O NO é uma molécula formada pela oxidacdo da L-
arginina, catalisada pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS) (MATSUDA, 2003).
Foram identificadas trés diferentes isoformas de NOS em células de mamiferos
(produtos de diferentes genes): NOS endotelial (eNOS ou NOS Ill) encontrada em
células endoteliais, epiteliais e midcitos cardiacos; NOS neuronal (nNOS ou NOS )
encontrada em neurbnios, células musculares esqueléticas e neutrdfilos
(GREENBERG et al., 1998) e a NOS induzida (iINOS ou NOS ll), encontrada em

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

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

A expresséao de INOS é regulada via fator de transcricdo nuclear, dentre eles
destaca-se o fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB) (ALDERTON et al., 2001).
Células como macréfagos, células endoteliais, células da musculatura lisa vascular e
midcitos cardiacos, apds estimulo por Lipopolissacarideo (LPS), citocinas (IL-18,
TNFa, IFN-y, IL-6), entre outros podem induzir a acdo desta enzima (CHAN e
FISCUS, 2004).

Sabe-se que ao longo do processo inflamatorio, diversos mediadores atuam
restringindo os efeitos do dano tecidual, no entanto, dependendo da persisténcia
e/ou intensidade deste dano, alguns mediadores podem difundir-se e mediar sinais e
sintomas sistémicos como febre, aumento da producéo de proteinas de fase aguda,
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leucocitose, ativacdo do sistema complemento, aumento da producdo de
glicocorticéides, alteracdes metabdlicas e das concentracfes plasmaticas de metais
como cobre, ferro e zinco. (SHERWOOD et al., 2004).

1.2.3 Resposta Imune

No ambito do inicio da resposta imunolégica o processo inflamatorio é
fundamental ligando a imunidade inata e adquirida; nesse periodo observa-se o
aumento da producdo de células pela medula 6ssea que leva ao acumulo e a
ativacdo de fagoécitos que contribuem diretamente para a eliminacdo de patdégenos
e/ou injaria (NATHAN, 2006). A patogénese das doencas auto-imune tais como
artrite reumatéide, doenca inflamatoria intestinal, psoriases, doenca de Crohn,
esclerose mudltipla, entre outras envolvem uma resposta inflamatéria mediada por
células T auxiliadoras 1 (Thl), incluindo a produgdo de citocinas e quimiocinas,
capazes de amplificar e exacerbar a resposta imune contra 6rgdos e tecidos
especificos (BRANDTZAEG et al., 1997; GERARD e ROLLINS, 2001).

A resposta imune adquirida engloba as fases iniciais de contato com o
imunégeno e ativacdo de linfocitos e a fase efetora que culmina na eliminacéo

antigénica e retorno a homeostasia do sistema imune.

A defesa contra infeccOes ndo se deve apenas a ativacao de linfécitos B e T
antigeno-especificos, mas também a estimulacdo da resposta imune inata. Os
processos imunoldgicos desencadeados pela imunidade adquirida permitem a troca
de classes de imunoglobulinas, maturacdo de afinidade dos anticorpos e a formagé&o
de memoria imunoldgica, fundamental na protecdo do organismo contra exposicoes
subseqguentes ao mesmo antigeno (FOGED et al., 2002; JONSDOTTIR et al., 2008).

Em modelos experimentais de inflamagcdo, através da imunizacdo do
camundongo com antigeno conhecido, como por exemplo, a ovoalbumina (OVA),
pode-se desenvolver um modelo de inflamag¢do antigeno-especifico na cavidade
peritoneal. Dados da literatura sugerem que a migracao de neutréfilos induzida pela
OVA em animais imunizados é dependente de MIP-1a/CCL3 seguido da liberacdo
de TNF-a por linfécitos T CD4+ que, em seguida, induz a sintese de LTB4
promovendo o influxo de neutrdfilos para o local do estimulo (CANETTI et al., 2001;
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RAMOS et al., 2005). Outros grupos de pesquisa também demonstram o papel do
TNF-a e do LTB4 na migracdao de neutrofilos em diversos modelos de reagao
inflamatéria (BECK e WALLACE, 1997; KUWABARA et al., 2000).

1.3 ASPECTOS DA DOR E NOCICEPCAO

Dor é um sintoma clinicamente importante para a detec¢do e avaliacdo de
doencas, bem como, para induzir um comportamento de precaucdo e,
conseguentemente, limitar os possiveis danos (MILLAN, 1999; WOOLF, 2000;
ALMEIDA et al., 2004). A dor foi definida pela Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor como sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada com uma lesédo tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal

lesdo”.

A origem da palavra dor provém do latim dolore e significa sofrimento fisico ou
moral, pena, desgosto, tormento, aflicdo e tristeza. Varios individuos tentaram definir
a dor, ela representa uma categoria de fendmenos que compreende uma
diversidade de experiéncias diferentes e Unicas, tendo causas diversas e
caracterizadas por qualidades distintas, variando alguns critérios dentre eles
destacam-se: somatosensoriais, viscerais, afetivos, culturais e cognitivos. Pelo fato
de ser a dor uma sensacao intima e pessoal, é impossivel conhecer com exatiddo a
dor do outro. (RAINVILLE, 2002; ALMEIDA et al., 2004).

Apesar de ter sido considerado desde a antiguidade uma das grandes
preocupacdes do ser humano, a dor € uma caracteristica cardinal dos mecanismos
protetores fisioldgicos normais e uma das suas funcdes € preservar 0 organismo,
evitando o dano tecidual. O sistema nervoso informa sobre a ocorréncia ou perigo de
injuria, e a sensacdo de dor contribui para esta funcdo, estando, portanto
relacionado as reacOes de fuga e esquiva (BESSON e DICKENSON, 1997; RIEDEL
e NEECK, 2001).

Enquanto que a dor representa uma percepg¢éo subjetiva com uma dimenséo
psicoldgica, a nocicepcdo consiste na recepcdo dos estimulos pelos nociceptores
gue codificam sinais para fornecer informacgfes ao sistema nervoso central (SNC) da

existéncia da les&o. Portanto, dor seria 0 termo mais apropriado para o homem,
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enguanto que nocicepc¢ao seria mais indicado para animais experimentais (JULIUS e
BASBAUM, 2001; BASBAUM e JESSELL, 2003).

1.3.1 Classificacao dos tipos de dor e mecanismos

A dor pode ser classificada do ponto de vista temporal em dois grandes
grupos: dor aguda (curta duracdo, com patologia identificavel) e dor crénica (longa

duracdo, com associagdo a uma patologia que pode nao ser evidente).

Em se tratando da origem da estimulacdo do processo doloroso podemos
classificar a dor como nociceptiva (desencadeada pela estimulacédo dos nociceptores
localizados em varias partes do organismo), neurogénica (dano tecidual neuronal
nos sistemas nervoso periférico ou central), neuropatica (disfuncdo de nervos) e
psicogénica, que € a mais dificil de trabalhar, ja que ndo se origina de uma fonte
somética detectavel, sendo possivelmente desencadeada por fatores psicolégicos
(MILLAN, 1999).

Dor € uma sensacao que compreende trés mecanismos basicos: Transducéo,
gue € a ativacdo dos nociceptores por transformacdo de um agente noéxico —
mecanico, térmico e quimico- em potencial de acdo. Transmissao, que é o conjunto
de vias que permitem que o impulso nervoso, gerado ao nivel de nociceptor, seja
conduzido ao SNC, e modulacéo, vias responsaveis pela supressdo da dor ativadas

pelas préprias vias nociceptivas (PORTO et al., 2004).

Os nociceptores, envolvidos nos mecanimos de transdugcdo da dor, sao
distinguidos por seu relativo alto limiar de ativagéo, ou seja, eles podem ser ativados
por intensos impulsos que sdo danosos ou potencialmente danosos aos tecidos,
mas nao com estimulos inécuos como o toque (DJOUHRI e LANSON, 2004). Aléem
dos receptores de alto limiar, destacam-se o0s receptores de baixo limiar por

estimulos naturais, principalmente mecanicos.

Sugerem-se ainda o0s chamados nociceptores silenciosos (“silent” ou
“sleeping”), que sao uma pequena proporcdo das fibras aferentes, os quais
normalmente ndo séo responsivos a estimulos. Entretanto, quando influenciados por

mediadores inflamatérios, ou apdés a administracdo de agentes flogisticos,
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apresentam atividade espontdnea ou tornam-se sensibilizados e respondem a
estimulos sensoriais (JULIUS e BASBAUM, 2001).

A sensibilizacdo dos nociceptores ocorrida, por exemplo, em casos de
mudanca de temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenga osmética ou distenséo
do tecido (estimulo nocivo mecanico), hipoxia ou lesdo tecidual seguida de
inflamacdo (estimulo nocivo quimico), resulta na liberacdo local de mediadores
quimicos (JULIUS e BASBAUM, 2001; GRIFFIS et al., 2006).

A transmissdo da dor esta associada a atividade elétrica nas fibras nervosas
aferentes primérias, que possuem terminacfes livres no tecido periférico (pele,
musculos, articulacdes, visceras, conjuntivo dentre outros) (RANG et al., 1991;
JULIUS e BASBAUM, 2001). As fibras nociceptivas aferentes sdo neurbnios
tipicamente pseudounipolares, com terminacdes periféricas e centrais.
Neurotransmissores que sdo produzidos dentro do corpo celular (por exemplo, no
ganglio da raiz dorsal) séo liberados por terminacdes das fibras nervosas tanto
periféricas quanto centrais. Dessa forma, estes neurotransmissores participam na
producéo do sinal doloroso perifericamente, bem como na promocéo de eventos que
levam as percepc¢des centrais (SCHMELZ e PETERSEN, 2001).

As fibras Ad sao pouco mielinizadas e podem ser divididas em duas classes
principais, onde se diferenciam pela temperatura de ativagao. As fibras Ad do tipo |
sdo ativadas por temperaturas inferiores a 53 °C, enquanto que as do tipo Il sdo
ativadas por temperaturas inferiores a 43 °C. A condugédo da informacéo nociceptiva
que ocorre via fibras Ad € transmitida numa velocidade entre 12 e 30 m/s (MILLAN
1999; JULIUS e BASBAUM 2001). As fibras C, também conhecidas como fibras
polimodais, por transmitirem estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, conduzem a
uma velocidade muito mais lenta em relacdo as outras fibras nociceptivas, em torno
de 0,5 a 2 m/s em virtude de ndo possuirem bainha de mielina (PLEUVRY e
LAURETTI, 1996; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). Elas correspondem a
80 % das fibras condutoras da informacé&o nociceptiva. Também existem diferencas
guanto ao tipo de estimulo nociceptivo capaz de ativar essas fibras. Estas fibras
aferentes fazem sinapse em um neurdnio de segunda ordem na camada superficial
da medula espinhal. O neurdnio de segunda ordem cruza a medula espinhal até o
lado contralateral e ascende pelo trato espinotalamico até alcancar o talamo. No

talamo neurbnios de terceira ordem sao ativados, levando a informacéo do estimulo
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doloroso até o coOrtex somatossensorial, onde ocorre a percepgdo da dor
(VANDERAH, 2007).

O terceiro aspecto do processamento do estimulo nocivo € a modulagéo. Este
evento se caracteriza por representar alteracdes que ocorrem no sistema nervoso
em resposta a estimulos nocivos e permitem que sinais nocivos recebidos no corno
dorsal da medula espinhal sejam seletivamente inibidos; desta forma modificando a
transmissao do sinal para centros superiores. O sistema de modulacdo enddégeno da
dor consiste de inter-neurdnios bem definidos dentro das camadas superficiais da
medula espinhal e tratos neuronais descendentes, que podem inibir a transmisséo
do sinal de dor (YAKSH, 2006). Além disso, existem varias evidéncias de que
estruturas no tronco cerebral enviam projecdes neuronais até a medula espinal, as
guais, pela liberacdo de diferentes neurotransmissores (serotonina, noradrenalina
etc.), sdo capazes de modular tanto positivamente quanto negativamente a
passagem do estimulo nociceptivo. Esses fendmenos sdo denominados controle

descendente facilitatorio e inibitorio da dor, respectivamente (MILLAN, 2002).

A dor pode ser controlada por mecanismos centrais, uma vez que 0 sistema
Nnervoso possui circuitos modulatorios que modificam a percep¢do da dor. O local
principal desta modulacdo € a medula espinhal, onde a interconexdo entre vias
nociceptivas e nao-nociceptivas podem controlar a transmissdo da informacao

nociceptiva para os centros supra-espinhais (BASBAUM e JESSELL, 2003).

Estruturas encefalicas também participam da analgesia, uma vez que a
estimulacdo de regides como a substancia cinzenta periaquedutal produz analgesia
profunda e seletiva sem comprometer outras formas de sensibilidade. A substancia
cinzenta periaquedutal recebe aferéncias de diversas regides (hipotalamo, coértex
frontal e insular, amigdala, nucleo cuneiforme, locus ceruleus, talamo, formacéo
reticular e corno dorsal da medula espinhal), e ao ser estimulada ativa seus
neurdnios (ricos em encefalina, substancia P e GABA-acido y-aminobutirico) que se
projetam para o bulbo ventromedial dorsal (ndcleo magno da rafe e formacéo
reticular) onde neurbnios descendentes ricos em serotonina e encefalinas inibem a
transmissao nociceptiva (BEHBEHANI e FIELDS, 1979; URBAN e SHIMIT, 1994;
VANEGAS e SCHAIBLE, 2004).
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1.3.2 Dor devido aum processo inflamatorio

Neurbnios que transmitem a nocicepcdo apods alteracdes plasmaticas
provocam modificacdes nas sensacdes dolorosas (MILLAN, 1999). Neste sentido,
dois fenbmenos da dor inflamatdria séo reconhecidos clinicamente, a hiperalgesia e
alodinia. A definicdo de hiperalgesia por HARDY e colaboradores (1950) como um
estado de intensificacdo da sensacdo dolorosa, mediante uma estimulacdo nociva,
enquanto alodinia é definida pela IASP como a dor decorrente de um estimulo
normalmente ndo doloroso. Quando empregados na clinica esses termos tém
grande valia, e tém sido utilizados em modelos experimentais (LOESER e
MELZACK, 1999). Porém, o uso destes termos em experimentacdo animal é
controverso, pois ndo é facil discrimina-los por respostas comportamentais. Em
funcdo disto, utilizaremos o termo hipernocicepcao inflamatéria, ou simplesmente
hipernocicepgéo, para definir a diminuicdo do limiar de resposta nociceptiva do
animal decorrente da sensibilizacdo dos nociceptores, abrangendo hiperalgesia e

alodinia.

Na vigéncia de um processo inflamatorio, mediadores quimicos liberados
devido a injuria tissular ou da ativagdo do sistema imunolégico sdo 0s responsaveis
pela sensibilizagdo dos nociceptores (FERREIRA, 1972; KANDEL et al., 2000).

A sensibilizacdo dos nociceptores em um quadro inflamatério depende de
dois componentes: o0 simpatico e o prostaglandinico, uma vez que a associa¢cao de
bloqueadores adrenérgicos com inibidores da sintese de prostaglandinas abole a
hipernocicepc¢do inflamatoria em ratos. Apos injaria ou inflamagéo ocorre a liberagéo
de mediadores quimicos originados de diferentes células, esses mediadores podem
atuar ativando diretamente 0s nociceptores ou mesmo sensibilizando-os (KANDEL
et al, 2000). A sensibilizacdo dos nociceptores €& caracterizada
eletrofisiologicamente pela diminuicdo do limiar de excitabilidade necessario para
ativar o nociceptor, pelo aumento da atividade espontanea da célula nervosa e pelo
aumento na frequéncia de disparo em resposta a estimulos supralimiares
(BASBAUM e JESSELL, 2003).

Os mediadores inflamatorios liberados durante a resposta inflamatoria podem
ser divididos em dois grupos: mediadores intermediarios e os finais. Os primeiros
séo liberados no inicio e durante a inflamacéo, sendo responsaveis pela liberacéo de
outros mediadores. J4 os mediadores finais interagem diretamente com seus

45



receptores especificos, presentes nos neurbnios aferentes primarios, provocando
sua sensibilizacdo (CUNHA et al., 2007).

Dentre os mediadores finais podem-se destacar as prostaglandinas, como
substancias que sensibilizam diretamente o0s nociceptores, desencadeando a
hipernocicep¢do. A formacgdo de prostaglandina pela COX é um dos responsaveis
pela sensacdo de dor (MASFERRER et al., 1994). Além das prostaglandinas,
diversos estudos experimentais também demonstram a existéncia de um
componente simpético na sensibilizacdo dos nociceptores durante um processo
inflamatorio. Substancias como as aminas simpaticas, sdo capazes de induzir
hipernocicepcdo mecanica de forma semelhante as prostaglandinas. Além disso,
inibidores da liberacdo das aminas simpaticas e antagonistas de receptores
adrenérgicos reduzem parcialmente a hipernocicepcdo inflamatéria mecanica
(NAKAMURA e FERREIRA, 1987; SAFIEH-GARABEDIAN et al., 2002, PARADA et
al., 2003).

Além deste metabdlito do acido araquidbnico, outros mediadores inflamatorios
como a serotonina, histamina, cininas, citocinas, neuropeptideos, aminoacidos
excitatorios, protons, neurotrofinas, adenosina trifosfato (ATP), Oxido nitrico,
opioides, entre outros (JULIUS e BASBAUM, 2001; MacMAHON et al., 2005)
oriundos do sangue, ou de células do tecido lesado, células adjacentes ou de células
inflamatérias contribuem para a transmissdo da nocicep¢do, bem como, para a

inflamacao e processo de recuperacao.

As citocinas sdo os mediadores que possuem papel mais bem caracterizado
na dor inflamatéria (VERRI et al., 2006). Estes mediadores que, a principio,
pareciam ser importantes apenas no recrutamento de leucécitos (neutrofilos) para o
foco inflamatério, mostraram-se relevantes também na génese da dor. Dentre as
citocinas mais estudadas na hipernocicepcao inflamatéria destacam-se o TNF- q, a
IL-18 e a IL-8. Foi demonstrado, tanto em ratos, quanto em camundongos, que estas
citocinas sdo liberadas sequencialmente durante o processo inflamatério e
constituem uma ligacéo entre o estimulo inflamatério e a liberacdo dos mediadores
finais da hipernocicepcédo (VERRI et al., 2006).

Neste contexto, substancias capazes de diminuir a condi¢do inflamatoria
podem ser empregadas no tratamento contra a dor, com o0 intuito de inibir a

producdo de mediadores inflamatérios, ou ainda, no bloqueio das atividades das
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fibras aferentes, como os bloqueadores dos canais i6nicos. Na verdade, a grande
maioria dos farmacos presentes no mercado que sao utilizados para o controle da
dor, possuem um cunho antiinflamatério (MENDELL e SAHENK, 2003). As drogas
antiinflamatdérias nao esteroidais (AINES) constituem um bom exemplo do inacabado
cenario da busca pelo analgésico ideal. As drogas inibidoras da COX-2, de cunho
mais especifica, ainda ndo tem mostrado efeitos satisfatérios devido aos seus
efeitos colaterais, como acéo citotoxica direta, além do risco potencial de problemas
cardiovasculares (MUCKHERJEE, 2002; TOMISATO et al., 2004). Mais
recentemente, tem-se investigado a utilizacdo clinica de DAINES combinados com
opidides (MIRANDA et al., 2005) ou 6xido nitrico (MILLER e MEGSON, 2007). Além
disso, as descobertas sobre a COX-3 abrem uma nova perspectiva de explicacdo
dos mecanismos centrais de inibidores da dor e febre (CHANDRASEKHRAN, 2002).

1.4. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos tem se observado um crescente interesse ndo somente da
indastria farmacéutica, mas também dos érgdos governamentais, no que diz respeito
ao estudo de moléculas normalmente presentes na natureza. Esta linha de
raciocinio tem sido seguida considerando que, o reino vegetal é extremamente
vasto, principalmente no nosso pais que € privilegiado por uma riqueza de
biodiversidade. A utilizacdo de produtos naturais quer seja na elaboracdo de drogas
ou insumos biotecnolégicos, surge como uma vertente para o desenvolvimento e

crescimento de muitas areas importantes relacionadas ao bem estar da populacéo.

O estudo das lectinas vegetais vem demonstrando crescente interesse por
diversos pesquisadores, uma vez que as sementes destes vegetais possuem altas
concentragbes protéicas (propiciando, geralmente, um bom rendimento) e estas
moléculas apresentam uma certa facilidade de isolamento. Dessa forma, este estudo
pode sugerir uma aplicabilidade biotecnolégica para a lectina de sementes de
Canavalia boliviana Piper na construcdo de medicamentos alternativos para

condic0es fisiologicas e patologicas relacionadas a dor e a inflamacéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial antiinflamatério e antinociceptivo, da lectina obtida de
sementes de Canavalia boliviana (CboL), em modelos experimentais de inflamacéo

e nocicepcao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 RELACIONADOS A ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

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

antigénico (ovoalbumina em animais imunizados);

e Investigar o envolvimento do dominio lectinico no possivel efeito da CboL,
bem como a importancia da estrutura tridimensional da lectina na resposta

antiinflamatéria;

e Investigar o efeito da CboL sobre alteracdes na permeabilidade vascular para

a cavidade peritoneal induzida por estimulo inflamatério inespecifico.

e Investigar o efeito da CboL sobre o rolamento e adesdo dos leucdcitos no

endotélio vascular por microscopia intravital;

e Verificar o efeito da CboL na concentracdo de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-
10);

e Estudar a participacdo do 6xido nitrico na possivel atividade antiinflamatéria
da Chol;

e Verificar o possivel efeito da CboL sobre quimiotaxia de neutrofilos in vitro.
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2.2.2 RELACIONADOS A ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

e Avaliar a possivel atividade antinociceptiva da CboL em modelos
experimentais de estimulos quimicos (acido acético e formalina) e térmico

(placa quente);

e Investigar o efeito da CboL em modelos experimentais de hipernocicepcao
mecéanica (Von Frey) induzida por carragenina e prostaglandina E,, e por

ovoalbumina em animais imunizados;

e Avaliar a possivel atividade anti-hipernociceptiva da CboL através de
diferentes vias de administracao.

e Avaliar o efeito da CboL através da concentracao de citocinas (TNF-a, IL-18,

IL-10) na pata dos animais estimulados com carragenina,

e Investigar a acdo da CboL na atividade locomotora de camundongos através

de modelos de rota rod e campo aberto;

2.2.3 RELACIONADOS A TOXICIDADE SUBCRONICA

e Avaliar efeitos sistémicos do tratamento com a CboL através da avaliagdo dos
seguintes parametros: leucograma, massa corporea, aspecto macroscopicos

de 6rgdos vitais, fungéo renal e funcao hepatica.
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MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LECTINA

Sementes de Canavalia boliviana (CboL) coletadas na floresta tropical da
Amazonia no estado do Amazonas no Brasil foram plantadas no Campus do Pici da
Universidade Federal do Ceard para producdo de quantidades suficientes de
sementes. Estas sementes foram descascadas e moidas até formar um fino po fino
gue chamamos de farinha, apropriado para o processo de extracdo protéica. As
proteinas sollveis foram extraidas a 25 ° C por agitacao continua com NacCl 0, 15M
por 1 hora, seguida por centrifugacdo a 10.000 g por 20 minutos a 4 ° C na
proporcdo de 1:10 (m/v). O sobrenadante foi aplicado a uma coluna de
cromatografia por afinidade em matriz de Sephadex G-50 (10 x 50 cm) previamente
equilibradas com NaCl 0,15 M, contendo 5 mM de CaCl, e 5 mM MnCl, a uma vazéo
de 45 mL/hora. A concentracdo de proteinas nas fragdes coletadas foi monitorada
por absorbancia em comprimentos de onda de 280 nm. A fracdo nao retida foi eluida
com solucado de equilibrio contendo 0,1M de D-Glicose. A fracdo retida, referente a
lectina, foi dializada previamente contra acido aceético para retirada da glicose e
dializada exaustivamente contra agua destilada e liofilizada. O teste da atividade
hemaglutinante foi realizado de acordo com o procedimento padrdo ja descrito na
literatura (FARIAS et al.,, 2004). O grau de pureza foi avaliado por SDS-PAGE. A

purificacdo da proteina foi realizada de acordo com MOURA et al., 2009.

Os procedimentos descritos acima foram realizados no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (UFC), sob a coordenacédo do professor Dr. Benildo

Sousa Cavada.

3.2 DROGAS E REAGENTES

e Acido acético (PA - Grupo Quimica Brasil);
e Acido etilenodiamino tetra-acético (Merck);
e Acido fosforico (Sigma);

e Acido sulfurico (Merck);
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¢ Adjuvante de Freund’s completo — CFA (Sigma);

¢ Adjuvante de Freund’s incompleto — IFC (Sigma)

e Albumina sérica bovina (Sigma);

e Alcool iodado;

¢ Anticorpo biotinilado de interleucina 1 (Dako);

¢ Anticorpo biotinilado de interleucina 10 (Dako);

e Anticorpo biotinilado TNF-a (Dako);

¢ Avidina — horseradish peroxidase (Dako A/S, Denmark);
e Azul de Evans (MERCK, Alemanha);

e Azul de Tripan (Merck);

e Brometo de hexadeciltrimetilamonio (Sigma);

¢ 1,2-Fenilenodiamina (Sigma);

e Carragenina (Sigma);

e Cloridrato de Naloxona (Narcan);

e Cloreto de Sédio (Merck);

e Diazepam (Roche);

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

e Formol (PA — Merck);

e Fosfato de sddio (Cequimica);

e D-Glicose (Cequimica);

e Gradiente de Ficoll Hypaque (Sigma);

e Gradiente de Percoll 65% (Sigma);

e Hematoxilina (Reagen);

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

e Meio RPMI 1640 (Culitlab);

¢ N-1-Natftil-etilenodiamino-dihidrocloreto 1 % (Sigma);
e MIP-2 (Peprotech)

e Nitrito de Sédio (Merck);

e Ovoalbumina (Sigma);

e Perdxido de Hidrogénio (Merk);
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« Kits laboratoriais para dosagem: Uréia, Creatinina, AST, ALT. (LABTEST®);
¢ Solucdo Salina — Cloreto de sodio estéril a 0,9% (Pharmace);
e Solugado de Hank’s — (Sigma);

« Solucéo de Turk (Acido acético e violeta de genciana-Isofar)
e Soro de cabra (Peprotec);

e Soro de carneiro (Peprotec);

¢ Sulfanilamida (Sigma);

¢ Sulfato de morfina (Cristalia-Brasil);

¢ Prostaglandina (Sigma);

e Tetrametilbenzidina (Sigma);

e Tribromoetanol (Sigma);

e Tween 80 (Merck);

3.3 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

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

e Aparelho para ELISA “enzime-linked immunosorbent assay” (NEUROPROBE

Inc. CABIN JOHN, MD);
e Alicate para deslocamento cervical;
e Balanca para pesagem dos animais, modelo ID-1500 (FILIZOLA);
e Balanca analitica, digital modelo 260 (MARTE);
e Banho -maria modelo 100 (FANEN);
e Base emborrachada para permanéncia do animal;
e Bastdo de vidro;
e Beckersde 5, 10 e 50 mL;
e Camara de Neubauer;
e Campo aberto (insight)-Brasil;
e Canulas de polietileno (PE 50);
e Citocentrifuga mod. 248 (FANEM);

e Espectrofotometro;



e Estufa de COy;

e Geladeira e freezer;

e Instrumental cirdrgico (pincas, bisturis, tesouras, etc.);

e Laminas e laminulas;

e Luvas descartaveis;

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

e Placa quente (Power lab);

¢ Rota Rod (insight)-Brasil;

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

e Medidor de pH (pHmetro, MICRONAL);

e Membrana de policarbonato (5um Milipore Corp., Bedfor, MA);

e Microcamara de 48 pocos (NEUROPROBE Inc. CABIN JOHN, MD);

e Micropipetas automaticas (GILSON);

e Microscdpio 6ptico binocular (Olympus);

e Power Lab/8sp, AD Instruments®;

e Tubos plasticos de 15 mL (FALCON);

e Von Frey (PanLab).

3.4 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos,
pesando entre 18 a 25 gramas e ratos Wistar (Rattus norvergicus) machos pesando
entre 180 a 220 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici — UFC
e mantidos no Biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC). Todos foram
acondicionados em gaiolas apropriadas, sob condicdes adequadas de luz e
temperatura, permanecendo nas mesmas condicdoes ambientais durante o0s
experimentos. Os experimentos foram realizados de acordo com a comissao de ética
em pesquisas com animais da Universidade Federal do Ceara (protocolo numero
57/2009). Os experimentos conduzidos na USP- Ribeirdo Preto tiveram os animais
provenientes do Biotério central da Universidade de Sdo Paulo obedecendo aos
padrbes exigidos.
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3.5 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINFLAMATORIA DA LECTINA DE
SEMENTES Canavalia boliviana — CbolL: EFEITO SOBRE A MIGRACAO
DE NEUTROFILOS

3.5.1 Avaliacéo do efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre a

migracao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina

Camundongos receberam por via intraperitoneal (i.p.) carragenina (Cg; 500
pg/cav.) dissolvida em 0,5 mL de salina estéril. CboL (0,5; 1, 5 e 10 mg/Kg) foi
administrada por via endovenosa (e.v.) em 0,1 mL de salina, 15 minutos antes da
injecgdo da Cg. Como controle negativo do experimento foram utilizados

camundongos que receberam salina estéril e.v.

A migracdo de neutrdéfilos foi avaliada apds 4 horas da injecdo de Cg. Para
tanto, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, as
células presentes na cavidade peritoneal foram coletadas através da lavagem desta
injetando-se 3,0 mL de salina contendo 5 Ul/mL de heparina. Os abdomens dos
animais foram levemente massageados, e através de uma incisdo foram coletados

os fluidos peritoneais.

A contagem total e diferencial dos leucotcitos foi realizada conforme
metodologia descrita anteriormente por SOUZA E FERREIRA (1985). Neste
procedimento, 20 ulL do fluido coletado de cada animal foram diluidos em 380 uL do
reagente de Turk e posteriormente usados para a contagem total de leucécitos em
camara de Neubauer. A contagem diferencial das células foi realizada através de
esfregacos corados em laminas, para tanto, 50 uL do exsudato foram centrifugados
em citocentrifuga a 400 x g, durante 10 min, apds este processo os esfregacos
foram corados pelo método da hematoxilina-eosina (HE) e as células contadas
através de microscopio Optico sendo os resultados expressos como a média + erro

padrado médio (E.P.M.) do nimero de células x 10°/mL de fluido peritoneal.

3.5.1.1 Envolvimento do sitio de ligacdo a D-glicose da lectina de Canavalia

boliviana sobre a migracdo de neutrofilos
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A administracdo da CbolL associada a D-glicose (agucar ligante), neste
modelo teve como objetivo investigar o envolvimento do dominio lectinico nos efeitos
da ChoL. Para tanto, CboL (5 mg/Kg) sozinha ou em solucdo de D-glicose (0,5M), foi
incubada por 30 minutos a 37 °C e posteriormente administrada e.v. (0,1 mL) 15 min
antes da injecéo i.p. de Cg (500 pg/cav.). Os controles experimentais receberam o0s
seguintes tratamentos: salina e.v e Cg i.p. (controle positivo), somente salina i.p.
(controle negativo) e solucéo de D-glicose e.v. (0,5M incubada 30 min a 37 °C) e Cg
i.p. (controle do ligante). A migracdo de neutrofilos foi avaliada conforme descrito no
item 3.5.1.

3.5.1.2. Avaliacdo da atividade antiinflamatéria da lectina de Canavalia

boliviana ap6s desnaturacao térmica

Para demonstrar a importancia da estrutura tridimensional da CboL na
atividade antiinflamatéria foi realizada sua desnaturacdo. Para tanto, CboL na dose
de 5 mg/Kg foi submetida a fervura (100 °C) durante 10 min. Em seguida esta foi
injetada 15 min antes do estimulo (Cg). A migracdo de neutrofilos foi avaliada
conforme o item 3.5.1. e os resultados foram comparados com os obtidos com a

lectina ndo desnaturada.

3.5.1.3 Efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre alteragdes

da permeabilidade vascular na cavidade peritoneal induzida por carragenina

Para a avaliacdo da permeabilidade vascular, os camundongos receberam
CboL na dose de 5 mg/Kg e.v. 15 minutos antes da administracdo do estimulo Cg
(500 pg/cav.). Grupo controle recebeu somente salina i.p. Uma hora antes do
sacrificio os animais receberam azul de Evans (50 mg/kg) pelo plexo ocular
(THURSTON et al., 2000). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
3 horas apdés a administracdo de Cg, em seguida, o fluido presente na cavidade
peritoneal foi coletado através da lavagem desta injetando-se 3,0 mL de salina
contendo 5 Ul/mL de heparina. Os abdomens dos animais foram levemente
massageados, e através de uma incisdo foram coletados cerca de 1,0 mL de fluido

peritoneal. Para se quantificar o azul de Evans extravasado para a cavidade
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peritoneal, realizou-se por espectrofotometria a leitura das densidades Opticas
utilizando-se comprimento de onda de 610 nm. Os dados obtidos em absorbancia
foram convertidos em pg de azul de Evans, através de regressao linear baseado em
uma curva padréo de azul de Evans. Os resultados foram calculados em pg de azul

de Evans/mL de fluido peritoneal e expressos como meédia + E.M.P.

3.5.1.4 Efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre rolamento e
adesdo dos leucodcitos induzidos por carragenina na microcirculacéo

mesentérica

A avaliacdo do rolamento e adesdo dos leucdcitos ao endotélio vascular foi
realizada por microscopia intravital através de procedimentos previamente descritos
(BAEZ, 1969; FORTES et al., 1991). Camundongos receberam CboL nas doses de
1, 5 e 10 mg/Kg e.v. ou salina, 15 minutos antes do estimulo inflamatorio Cg i.p. (500
pg/cav). Posteriormente, os animais foram anestesiados com inje¢éo i.p. de solucéo
salina contendo 250 mg/kg de tribromoetanol. Através de uma incisdo lateral
cutanea na cavidade abdominal, o mesentério foi exteriorizado para a observacao da
microcirculacdo in situ. Os animais foram mantidos sobre uma placa aquecida (37
°C), dotada de area transparente, sobre a qual o tecido foi fixado. A preparacéo foi
mantida Umida e aquecida por irrigacdo com solucdo de salina estéril a 37 °C. A
placa aquecida foi mantida sobre o charriot de um microscopio Optico tri-ocular, ao
gual estava acoplado um fototubo, com sistema de lentes ampliadoras superpostas,
um monitor de computador e um video que permite a projecdo e gravacao de

imagem com aumento final de 3400 vezes (BAEZ, 1969).

Os vasos selecionados para o estudo foram vénulas pds-capilares com
didmetro variando 10 a 18 um. Duas horas apés o estimulo inflamatoério (Cg), foi
avaliado o rolamento dos leucocitos e o numero destes aderidos ao endotélio
durante 5 minutos em uma extensao de 10 um de vénula foi avaliado apds 4 horas.
Esta extenséo é definida na tela do monitor: 10 um no tecido correspondem a 3,4 cm
natela (FORTES et al., 1991), portanto os resultados foram expressos em rolamento
celular/10 pm/min e células aderidas/10 um?. Foram considerados os leucécitos que

permaneceram aderidos ao endotélio vascular por mais de 30 segundos (GRANGER
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e KUBES, 1989). Duas determinacdes numéricas foram feitas por animal,

estimando-se o resultado como média de ambos.

3.5.1.5 Efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre a

concentragao de citocinas

As concentracdes das citocinas (TNF-a, IL-13 e IL-10), foram determinadas
por enzime-linked immunosorbent assay (ELISA) no sangue dos animais pré-
tratados com salina e CboL (5 mg/Kg) e.v. 15 min antes da administracdo da Cgq i.p.
(500 pg/cav). Grupo controle negativo recebeu somente salina i.p. Duas horas ap6s
a injecdo da Cg o fluido peritoneal foi coletado como descrito no item 3.5.1. e

estocado a -70 ° C para posterior dosagem das citocinas.

O ensaio para determinagdo da concentracdo de IL-1B8, TNF-a e IL-10 foi
realizado baseado em protocolo descrito anteriormente por TAKTAK et al., (1991).
Placas de microtitulagao (96 pogos) foram recobertas com 50 uL de tampao PBS
contendo 2,0 pyg/mL do anticorpo monoclonal (mAb) anti-IL-1p, anti-TNF-a e anti IL-
10. A placa foi incubada durante uma noite a 4 °C. Apds esse periodo, a placa foi
lavada de 3 a 5 vezes com PBS contendo 0,1% Tween 20 (PBS-T; 200 uL/pogo), e
em seguida foram incubadas com 50 yL de solugao de bloqueio (1 % de albumina
bovina) durante 2 horas em temperatura ambiente. A placa foi lavada conforme
descrito acima e, em seguida adicionou-se as amostras testes (triplicata), colhidas
do fluido peritoneal e do homogeneizado da pata. Concentragbes decrescentes das
citocinas foram diluidas em tampao salina fosfato (PBS)-Tween, e utilizadas para a
confeccdo de uma curva padrédo. A placa foi novamente coberta e mantida durante
12 horas a 4 °C. No terceiro dia, a placa foi lavada por trés vezes e posteriormente
adicionados os anticorpos biotinilados anti-IL-1, anti-TNF-a e anti-IL-10 (1:1000 em

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

Apoés 1 hora de incubacdo a temperatura ambiente, a placa foi lavada e em
seguida adicionou-se 50 pL de uma solugcdo 1:5000 do conjugado avidina-
horseradish peroxidase (DAKO A/S, Denmark) diluida em PBS-T. Apos incubacéo

por 30 minutos, a placa foi lavada e incubada com 50 pL do substrato dihidrocloro
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1,2-fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD, Sigma) diluido em tampdo e
adicionado com 0,4 uL de H,0O, 30 %/mL.

Apoés o desenvolvimento da cor, a reacao foi interrompida pela adicdo de 75
ML de solugdo de H,SO, (1M). A medida da absorbancia foi determinada a 490 nm.
Os resultados foram expressos em pg/mL de IL-1p, TNF-a ou IL-10 com base na

curva padréo obtida.

3.5.1.6 Envolvimento do 6xido nitrico no efeito antiinflamatorio da lectina de

sementes de Canavalia boliviana

Com o objetivo de investigar se o Oxido nitrico estaria envolvido no efeito
inibitério da CboL sobre a migracdo de neutrdéfilos induzida por Cg, os animais foram
tratados e.v. com salina (controle) ou CboL (5 mg/Kg) e 15 min apds foi administrado
Cg i.p. (500 pg/cav). Quatro horas apos a administracdo da Cg, os animais foram
levemente anestesiados com éter, e em seguida amostras de sangue foram
coletadas do plexo reto orbital através de capilares de vidro heparinizados. Apos
separacao por centrifugacédo do sangue (10 min a 600 g), o soro foi utilizado para a
determinacao indireta de NO, mensurado pelos niveis de nitrato, os quais foram
determinados através da conversdo de nitrato (NOgz) a nitrito (NO3), pela acdo da
enzima nitrato-redutase e o nitrito quantificado pela reacéo de Griess (CHEN et al.,
2000). Para o ensaio, 40 uL de soro foram incubados por 12horas com 40 puL de
tampdo contendo a enzima nitrato redutase em placas de 96 pocos. Uma curva
padrédo de nitrato de sodio (0,78-200 uM) também foi processada da mesma forma
gue foi realizada para as amostras. A dosagem de NO; foi realizada pelo método
colorimétrico baseado na reacdo de Griess. Para tal, foram adicionados 80 uL do
reagente de Griess (1 % Sulfanilamida em 1 % H3zPO,/ 0,1 % de N-1l-naftil-
etilenodiamina dihidrocloreto/ 1 % H3;PO,/ agua destilada, 1:1:1:1) em cada po¢o da
placa. Foi determinada a absorbancia em leitor de ELISA em 560 nm. A
concentracdo de nitrito foi determinada usando uma curva padréo realizada com

NaNO, e expressos em uM de NO;",
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3.5.2 Avaliacdo do efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre a
migracado de neutrofilos para cavidade peritoneal induzida por ovoalbumina em

animais pré-imunizados

Para imunizar os camundongos ovoalbumina (OVA; 100 pg) foi dissolvida em
salina e adicionada a um volume idéntico de Adjuvante de Freund’s Completo (CFA).
CFA foi usado para aumentar a eficiéncia do procedimento de imunizacao
(FREUND, 1956) por prolongar o tempo de vida do antigeno administrado e por
estimular uma efetiva ativacdo direcionada do sistema imune; isto resulta em
alterada proliferacdo e diferenciacdo leucocitaria (BILLIAU e MATTHYS, 2001).
Animais foram administrados s.c. (no dorso em dois sitios diferentes) com a emulséo
(OVA dissolvida em salina e adicionada com CFA). Os animais falsos imunizados
foram administrados de forma semelhante com a emulsdo sem OVA. Posteriormente
no 7° (sétimo) e 14° (décimo quarto) dia os animais receberam a emulsédo de salina

com Adjuvante de Freund’s Incompleto.

No 21° (vigésimo primeiro) dia do processo de imunizagdo, os camundongos
foram pré-tratados com salina (controle positivo) ou CboL (1, 5 e 10 mg/kg em 0,1
mL) e.v. 15 min antes de receberem OVA (10 ng/cavidade em 0,2 mL de salina).
Posteriormente, a migracdo de neutrdéfilos foi avaliada 4 horas apos a administracao
do estimulo de acordo com o item 3.5.1. Os animais falsos imunizados receberam
OVA (10 pg/cavidade em 0,2 mL de salina) i.p. e os camundongos imunizados

também foram desafiados com 0,2 mL de salina (controles negativos)

3.5.3 Avaliacéo do efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre a

guimiotaxia in vitro de neutrofilos

O modelo de quimiotaxia em camara de Boyden (BOYDEN, 1962) foi utilizado
para avaliar se a CboL interage diretamente com neutréfilos in vitro. Inibindo a
migragdo. Para tanto, sangue dos camundongos foi coletado por punc¢do cardiaca
sob prévia anestesia e colocado em tubos estéreis de 5mL contendo EDTA a 2% e
mantidos no gelo. Os polimorfonucleares foram separados das demais células
sanguineas através da metodologia de gradiente de Percoll. Apds o isolamento, 0s

PMN foram lavadas com solucdo de Hanks’ por 2 vezes, os sobrenadantes foram
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desprezados e as células ressuspendidas em meio RPMI. A contagem total das
células foi realizada em camara de Neubauer, e a pureza dos neutrofilos avaliadas
em laminas pela coloracdo com Pandtico e a viabilidade observada por exclusdo em

azul de tripan.

Finalmente, 1 x 10° neutréfilos/mL foram ressuspensos em meio RPMI/BSA
(0,01 %) e pré-incubados por 1 hora (37 °C/CO, 2 %) na presenc¢a ou ndo CholL (30,
100 e 300 pg/pocgo). Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e os neutrofilos
lavados 2 vezes com solucdo de Hanks’ e ressuspensos em 1 mL com RPMI/BSA
(0,01 %). O ensaio de quimiotaxia in vitro foi realizado em Camara de Boyden
utilizando como estimulo MIP-2 (20 ng/mL), que foi colocada em volume de 28,6
uL/poco no compartimento inferior da camara. A suspensdo de células (10°
células/mL), previamente tratados com a lectina foi colocada (50 uL/poco) no
compartimento superior. Os dois compartimentos foram separados por uma
membrana de policarbonato (5 pm). A camera foi incubada (37 °C/CO;, 2 %) por 1
hora. No final do periodo de incubacéo, o filtro foi removido fixado e corado com
HEMA. Os neutréfilos que migraram foram quantificados por microscopia éptica

usando-se objetiva de imersao (aumento de 100 X).

A contagem foi feita em cinco campos aleatérios, para cada po¢o de um total
de 5 pocos, por grupo experimental. Em cada experimento RPMI foi utilizado como
controle negativo (migragéo randémica) e MIP-2 como controle positivo. A migragao

foi expressa como o numero de neutréfilos por campo.

3.6 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DA LECTINA DE
SEMENTES DE Canavalia boliviana — CboL

3.6.1 Modelo de nocicepcdo induzida por &cido acético: contorgdes

abdominais

Camundongos em jejum de sdlidos receberam CboL e.v. nas doses de 0,5; 1,
5 e 10 mg/Kg diluidas em salina. Grupos controles receberam salina e.v. (controle

positivo) ou sulfato de morfina (5 mg/kg; s.c.; controle negativo). Apds 15 min dos
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tratamentos citados, os animais receberam por via i.p. solucdo de &acido acético
0,6% (10 mL/kg) e ap6s 10 minutos o namero total de contor¢cdes abdominais foi
determinado por um periodo de 20 minutos (KOSTER et al., 1959). Os resultados

foram expressos como as médias do numero de contor¢des + E.P.M.

3.6.2 Modelo de nocicepcgao induzida por formalina

Formalina 1,2 % foi administrada na pata traseira direita de camundongos (20
pL/pata), previamente mantidos em jejum de sdlidos por 12 horas. Imediatamente
apos a administracdo da formalina, o tempo no qual o animal passou lambendo a
pata estimulada com formalina (“licking time”) foi registrado por 5 min (fase 1,
neurogénica) e de 20 a 25 min (fase 2, inflamatéria) (HUNSKAAR e HOLE, 1987).

Animais receberam 15 minutos antes da administracdo da formalina: salina
e.v. (controle positivo), sulfato de morfina (5 mg/Kg; s.c.) e CboL nas doses de 1,5 e
10 mg/Kg (e.v.) diluidas em salina. Os resultados foram expressos como o tempo de

lambedura da pata em segundos + E.P.M.

3.6.3 Modelo de nocicepcéao induzida por aquecimento térmico: Teste da placa

quente

O método da placa quente consiste em colocar camundongos sobre uma
placa aquecida (51 + 0.5 °C) e observar quanto tempo os animais levam para
manifestar uma resposta, que corresponde ao ato de saltar e/ou lamber a pata

traseira. Sendo este um teste especifico de nocicepcao de resposta central.

Os animais que apresentaram reac¢des ao estimulo térmico, em um intervalo
de tempo de até 20 segundos foram selecionados para o teste. Nesse modelo,
camundongos receberam salina e.v. (controle positivo), sulfato de morfina (5 mg/Kg;
s.c.; droga padrao), CboL nas doses de 1, 5 e 10 mg/Kg (e.v.) no tempo zero (TO)
respectivamente. Apdés 15 min, o tempo de resposta foi avaliado nos tempos de
30(T30), 60(T60), 90(T90), 120(T120), 150(T150) min, com um tempo de corte (“cut-

off’) de 45 segundos para evitar lesdo na pata do animal.
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No sentido de investigar um possivel envolvimento da CboL com sistema
opidide, os animais foram pré-tratados com naloxona (1 mg/kg, s.c.) um agonista
dos receptores opioides, 15 min antes da ChoL (5 mg/kg) ou morfina. Apos 15 min, o
tempo de resposta foi avaliado como descrito acima. Os resultados foram expressos
como o tempo de reacdo em segundos + E.P.M (EDDY e LEIMBACH, 1953).

3.6.4 Modelo de hipernocicep¢do mecénica: Teste de pressdo crescente na

pata de ratos

O teste de filamentos de Von Frey (VON FREY 1896) é um método utilizado
até os dias atuais para avaliar a hipernocicepcdo mecénica. Essa técnica foi
transformada em um método eletrénico usado primeiramente em humanos (JENSEN
et al., 1986) e depois em ratos (MOLLER et al., 1998), utilizando de um estesiémetro
eletrénico composto de um transdutor de pressao ligado por um cabo a um detector
digital de forca, a qual € expressa em gramas. Ao transdutor foi adaptada uma
ponteira com area 0.07 mm?, a qual estimula diretamente a pata do animal. Os
animais foram colocados em caixas de acrilico, medindo 12x10x17 cm cujo assoalho
é uma rede de malha igual a 5 mm? constituida de arame n&o maleavel de 1 mm de
espessura, durante 15 minutos antes do experimento para adaptacdo ao ambiente.
Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacdo para
facilitar a visualizacdo das plantas das patas dos animais. O experimentador &
treinado a aplicar a ponteira em angulo reto na regido central da pata traseira do
animal com uma pressdo gradualmente crescente, o qual provoca uma resposta de
flexdo caracteristica com retirada da pata (comportamento nociceptivo). A resposta é
semelhante ao “flinche” que é observada apds administragdo de formalina
(DUBUISSON e DENNIS, 1977), agente que causa nocicepcdo manifesta. O
estimulo € interrompido apés a observacdo da resposta caracteristica, descrita
acima. Foram realizadas duas medidas distintas para cada animal, sendo calculada

a media aritmética das medidas.

A intensidade de hipernocicepcdo € quantificada como a variacdo na
pressdo (A limiar de estimulo em gramas) obtida subtraindo-se o valor observado
antes do procedimento experimental (0 hora) do valor de reacdo apés a

administracdo dos estimulos que variam de acordo com o experimento.
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3.6.4.1 Avaliagédo do efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana na

hipernocicepcdo mecanica induzida por carragenina

A hipernocicepcdo mecanica foi mensurada nos tempos 0 e 3 horas apoés a
administracédo intraplantar (i.pl.) de Cg (100ug/0,1 mL) em ratos pré-tratados e.v.
com CboL (0,5; 1, 5 e 10 mg/kg) ou salina (controle positivo) 15 min antes da
administracdo do agente flogistico. A intensidade de hipernocicepcéao foi quantificada

conforme descrito no item 3.6.4.

Para determinar o curso temporal do efeito da CboL sobre a hipernocicepc¢éo
induzida por Cg, CboL (5 mg/kg) foi administrada 15 minutos antes de Cqg i.pl. sendo
a hipernocicepcdo mecanica avaliada nos tempos: 1, 3, 5, 7, 12 e 24 horas apés a

administracao de Cg.

a) Efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre a migracéao

de neutréfilos induzida por carragenina na pata de ratos

Esta abordagem foi realizada com o objetivo de investigar se o efeito
antinociceptivo da CboL na hipernocicepcao induzida por Cg envolvia inibicdo da
migracdo de neutrofilos para pata estimulada. Para tanto, a migracdo de neutrofilos
foi medida indiretamente pela quantificacédo da atividade da mieloperoxidase (MPO)
no tecido subcutdneo plantar dos animais por um ensaio cinético-colorimétrico
descrito por SOUZA et al., (1994) com algumas alteracbes Os ratos receberam 15
min antes da carragenina i.pl. (100 pug/0,1 mL): salina e.v. (controle positivo) e CboL

(1, 5 e 10 mg/kg) e.v. O controle negativo recebeu salina i.pl.

Apds 3 horas da administracdo intraplantar da Cg amostras do tecido das
patas dos animais foram coletadas, pesadas e trituradas em Politron Ultra-Max em
solucdo (NaCl, NaPO,, NaEDTA), sob condicbes adequadas de refrigeracdo. A
seguir, foram centrifugadas a 13.000 g durante 15 minutos a 4 °C. O pellet obtido foi
ressuspendido na mesma solugdo tampé&o e novamente centrifugado. O novo pellet
obtido foi ressuspendido em uma segunda solugado tampao (NaPO, e H-TBA), re-
homogenizado, congelado e descongelado e centrifugado a 4 °C, durante 15

minutos, com frequéncia de 10.000 a 15.000 g. O sobrenadante foi colhido e
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devidamente armazenado para posterior ensaio da MPO, utilizando placa de 96

pocos e leitura da densidade Optica a 450 nm espectrofotdmetro.

A atividade de MPO foi comparada a uma curva padrédo de neutroéfilos e os
resultados foram apresentados como a atividade de MPO (nimero de neutréfilos/mg

de tecido).

b) Efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre a
concentracgéo de citocinas (TNF-a, IL-18 e IL-10) induzida por carragenina na pata

de ratos

As concentracdes das citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-10) foram determinadas
por enzime-linked immunosorbent assay (ELISA) em amostras de tecidos das patas
dos animais pré-tratados com salina e CboL (5 mg/Kg) e.v. 15 min antes da
administracdo da Cg i.pl. (100ug/0,1 mL). Grupo controle negativo recebeu somente
salina i.p. Duas horas apo0s a injecao da Cg as patas foram removidas e dissecadas,
posteriormente, o tecido foi homogeneizado em 500 pL de tamp&o contendo
inibidores de proteases, centrifugado e o sobrenadante armazenado a -70 °C para

posterior dosagem das citocinas como descrito no item 3.5.1.5.

3.6.4.2 Avaliacao do efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre

a hipernocicepc¢éo induzida por prostaglandina

A hipernocicep¢ao foi mensurada como sendo a diferenca obtida entre o
tempo O (zero) e 3 (trés) horas apos a administracéo i.pl. de PGE; (100 ng/0,1mL)
em ratos pré-tratados e.v. com CboL (5 mg/kg) ou salina (controle positivo) 15
minutos antes da administracdo do agente flogistico. A dose injetada de PGE; foi a
menor dose que induziu hipernocicepcdo mecéanica aguda maxima (FERREIRA et
al., 1978a, 1978b; 1988). Para a detec¢do de um possivel envolvimento do sistema
opidide na hipernocicepcédo, os animais foram pré-tratados com naloxona (1 mg/kg,
s.c.) 15 min antes CboL (5 mg/kg) ou salina. A intensidade de hipernocicepgéo foi

guantificada conforme descrito no item 3.6.4.
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3.6.4.3 Modelo de hipernocicepgdo mecéanica induzida por ovoalbumina em

animais pré-imunizados

Os procedimentos de imunizacdo utilizados neste experimento seguem
metodologia descrita no item 3.5.2 como modificagcbes nas doses utilizadas para
imunizacdo de ratos de acordo com CUNHA e colaboradores (2003). No 21°
(vigésimo primeiro), a hipernocicepcéao foi mensurada nos tempos 0 e 3 horas apos
administracéo i.pl de ovoalbumina (100 pg/0,1 mL) em ratos pré-tratados e.v. com
salina (controle positivo) ou CboL (1, 5 e 10 mg/kg). O veiculo (salina) também foi
injetado i.pl. e os ratos falsos imunizados foram desafiados com OVA (controles

negativos).

Para determinar o curso temporal do efeito da CboL sobre a hipernocicepcéo
induzida por OVA em animais imunizados, CboL (5 mg/kg) foi administrada 15
minutos antes de OVA i.pl. sendo a hipernocicep¢ao mecanica avaliada nos tempos:
1,3,5,7,12 e 24 horas ap6s a administragdo de OVA.

a) Efeito da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre migracédo de

neutrofilos induzida com ovoalbumina nas patas de ratos

Com o objetivo de investigar se o efeito antinociceptivo da CboL na
hipernocicepc¢éo induzida por OVA ocorria por inibicdo da migracdo de neutrdfilos,
esta foi medida indiretamente pela quantificacdo da atividade da MPO. Os ratos
receberam 15 min antes da OVA i.pl. (100 pg/0,1mL), salina e.v. (controle positivo) e
CboL (5 mg/kg; e.v.). O controle negativo recebeu salina i.pl. Apés 3 horas da
administracao intraplantar da OVA amostras do tecido das patas dos animais foram

coletadas e processadas conforme 3.6.4.1 (a).

3.6.4.4 Avaliacédo da lectina de sementes de Canavalia boliviana sobre o limiar

basal dos animais no modelo de hipernocicepc¢éo

Com o objetivo de avaliar o efeito per si da lectina, a hipernocicepgao foi
mensurada sendo a diferenca obtida entre o tempo 0 e até 5% hora nos ratos que

receberam pré-tratamento e.v. de CboL (5 mg/Kg) ou salina (controle positivo)
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também foi utilizado sulfato de morfina (6 pg) (droga padrdo). A intensidade de

hipernocicepcéao foi quantificada conforme descrito no item 3.6.4.

3.6.5 Avaliagéo do efeito da lectina de Canavalia boliviana por diferentes vias

de administracdo no modelo de hipernocicep¢do mecéanica

3.6.5.1 Avaliagdo através da administragdo intratecal da lectina no modelo de

hipernocicepcéao induzida por prostaglandina

Para verificar o envolvimento da lectina & nivel espinhal foi realizada a
administragdo por via intratecal (i.t.) da lectina em animais previamente
anestesiados. As administragcfes i.t. foram realizadas de acordo com o método
previamente descrito (MESTRE et al., 1994) para ratos. Um volume de 10 uL com
uma microseringa Hamilton entre as vértebras L5-L6. Reflexos espontaneos da
cauda dos animais confirmavam a administragcdo intratecal. Animais previamente
anestesiados receberam CboL (100ug/i.t.) ou salina, 15 minutos antes da
administracao i.pl. de PGE;, (100 ng/0,1mL). A intensidade de hipernocicepc¢éo foi

quantificada conforme descrito no item 3.6.4.

3.6.5.2 Efeito de administracéo intra-cérebro-ventricular da lectina de sementes
de Canavalia boliviana em modelo de hipernocicepgao induzida por

carragenina

Para verificar o envolvimento da lectina & nivel do sistema nervoso central foi
realizada a administracdo por via intra-cerebro-ventricular (i.c.v.) da lectina em
animais previamente anestesiados. Os animais foram adaptados ao aparelho
estereotéxico tendo a cabeca fixada por intermédio de barras posicionadas no
conduto auditivo. Previamente (2 minutos antes) a incisdo no escalpo, a regido onde
0 campo cirdrgico se encontrava era infiltrada subcutaneamente com solucao
contendo Lidocaina (2 %, sem adrenalina, anestésico local). Apds a assepsia com
alcool iodado, uma inciséo longitudinal era realizada no escalpo para a exposicéo da
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calota craniana. A seguir ap0s uma incisdo com objeto perfurante uma canula guia
era posicionada no ventriculo de acordo com coordenadas descritas por
BUDANTSEYV e colaboradores (1993). As administracdes i.c.v. foram realizadas por
meio de uma agulha injetora que excede em 1 mm o comprimento da canula-guia,
conectada a uma microseringa (Hamilton) de 10 uL. As drogas foram injetadas em
um volume de 2,5 uL, durante um periodo de 1 minuto (visando minimizar os efeitos
de aumentos no volume do liquido céfalo-raquidiano).

A hipernocicepgdo foi mensurada como sendo a diferenga obtida entre o
tempo 0 e 3 e 5 horas ap6s a administracdo de CboL (30 pg/cav) ou salina, 15
minutos antes da administracdo i.pl. de Cg (100 pg/0,2mL). A intensidade de

hipernocicepc¢éao foi quantificada conforme descrito no item 3.6.4.

a) Efeito da administracéo intra-cérebro-ventricular da lectina de Canavalia
boliviana sobre a migracdo de neutréfilos nas patas de ratos estimuladas com

carragenina

Com o objetivo de investigar se a administracdo intra-cerebro-ventricular de
CbolL inibiria a migracao de neutrofilos para a pata do animal administrado com Cg
i.pl., foi medida indiretamente pela quantificacdo da atividade da MPO nas patas dos
animais conforme descrito no item 3.6.4.1.(a). Os ratos receberam 15 min antes da
Cg i.pl. (2100 pg/0,1mL): salina i.c.v. (controle positivo) e CboL i.c.v. (30 ug/cav)
conforme procedimento descrito no item 3.6.5.2. Apés 3 horas da administracdo
intraplantar da Cg amostras do tecido das patas dos animais foram coletadas e

processadas conforme 3.6.4.1 (a).

b) Avaliagdo dose resposta per si e modulagdo da administracao intra-
cerebro-ventricular da lectina de Canavalia boliviana no modelo de

hipernocicepcéao

Com o objetivo de avaliar o efeito dose-resposta per si da administracao intra-
cerebro-ventricular da lectina, a hipernocicepcdo foi mensurada como sendo a
diferenca obtida entre o tempo O e 3 horas. Ratos previamente anestesiados que

receberam pré-tratamento i.c.v. de CboL (10, 30 e 100ug/cav.) ou salina conforme
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procedimento descrito no item 3.6.5.2. Para avaliagdo da participacdo do sistema
opidide na hipernocicepcao, CboL (30 pg/cav) na melhor dose dose utilizada, foi
administrada 15 min antes do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg,
s.c.) ou salina. A intensidade de hipernocicepcéo foi quantificada conforme descrito

no item 3.6.4.

3.6.6 Teste do Rota Rod

Esta abordagem foi feita com o objetivo de verificar uma possivel interferéncia
da CboL na coordenacdo motora do animal. Para tanto, os animais foram pré-
selecionados 24 horas antes da realizacdo do experimento, ao serem
individualmente posicionados no aparelho de rota rod (4 rotagdes por min). O animal
gue permaneceu 2 minutos na barra foi selecionado para estudo (DUNHAM e MYIA,
1957).

Os animais receberam CboL e.v. na dose de 1, 5 e 10 mg/Kg ou salina (grupo
controle). Diazepam (2 mg/Kg; i.p.) foi utilizado como droga padrdo no experimento.
Ap6s 30 min das injecdes, os animais foram colocados na barra, individualmente, e
registrado o tempo de permanéncia no aparelho durante 2 min. Os resultados foram
expressos como o tempo (em segundos) de permanéncia do animal no aparelho +
E.P.M.

3.6.7 Teste do campo aberto

A atividade motora (locomocdo espontanea) dos animais foi verificada por
meio de um campo aberto quadrangular, com 30 cm de lado, tendo demarcado em
sua base 9 quadrados iguais com 10 cm de lado cada um. Os camundongos foram
divididos em dois grupos: O grupo controle (tratado com salina e.v.) e 0 grupo
tratado com ChoL (1, 5 e 10 mg/kg). Apos 30 minutos do tratamento, os animais
foram levados individualmente para o campo aberto, ambientados por 1 minuto e,
em seguida, observados por 4 minutos quanto ao nimero de campos explorados
(CAPAZ et al.,, 1981). Os resultados foram expressos como o total de campos

explorados/4 min + E.P.M.
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3.7 TOXICIDADE SUB-CRONICA

Para avaliagdo de possiveis efeitos toxicos da ChoL, foram utilizados dois
grupos experimentais. Um grupo de camundongos recebeu uma solugéo de lectina
(5mg/kg) diluida em solugéo salina durante quatorze dias por via e.v., obedecendo
uma posologia de tomada diaria Unica. O outro grupo de camundongos recebeu a

mesma quantidade de solucao salina pela mesma via e posologia.

Apds os quatorze dias, os animais foram pesados e sua massa corporal
comparada com o0 massa anterior (antes do tratamento) e o resultado sendo
expresso como variacdo de massa corpdrea antes e apds 0s tratamentos. Em
seguida, foi coletado sangue dos animais de ambos os grupos pelo plexo orbital
para avaliacdo do leucograma e dosagens bioquimicas, sendo estes entdo
sacrificados, e seus 6rgdos (figado, coracdo, rim) removidos ainda Umidos e
pesados. O peso de cada 6rgdo foi expresso por cada 20 g de massa corporal e
comparado ao grupo controle. O estbmago dos animais foi também removido para

avaliacdo macroscopica da possivel presenca de Ulceras (SANTUCCI et al., 1994).

Na avaliagdo do leucograma, uma gota de sangue foi colocada sobre laminas
para a confeccao de esfregacos, corados pelo método HE, e destinados a contagem
diferencial das células em microscopio Optico, utilizando a objetiva de imersao
(aumento de 100 vezes). A contagem total foi feita de acordo com o método de
SOUZA E FERREIRA (1985). Apés este procedimento, obteve-se entdo o numero

de células x 10% mL de sangue.

O restante da amostra de sangue foi centrifugado, e o plasma removido para
realizacdo das dosagens bioquimicas de uréia e creatinina como indicador de fungéo
renal e avaliacdo da atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT), como indicadores da fun¢do hepética. As dosagens
foram realizadas utilizando “Kits” especificos e dosadas pelo laboratério de

Bioquimica do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média).

Para a verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos foram realizadas
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Anadlise de Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni para compara¢des mdltiplas.
Além do teste-t Student para o restante das comparacdes. Nos resultados da
atividade antinociceptiva foi realizada pelo teste-t Student — Neuman — Keuls. Para

todas as andlises foi considerado significativo P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

4.1.1 Lectina de Canavalia boliviana reduz migracdo de neutréfilos para

cavidade peritoneal de camundongos induzida por carragenina

Para iniciar a investigacdo da atividade antiinflamatoria da CboL foram
realizados experimentos de padronizacdo das doses que seriam utilizados nos
ensaios subsequentes. A administracao e.v. de CboL, 15 min antes do estimulo (Cg)
reduziu a intensa migracao de neutrofilos para cavidade peritoneal nas doses de 1, 5
e 10 mg/Kg apos a 42 hora da administracéo i.p. de Cg (500 pg/cav.). Essa inibicédo
foi de 57, 59 e 71 % respectivamente. O grupo controle positivo (Cg) produziu um
aumento significativo no niumero de neutrofilos, comparados ao grupo salina. (Figura
2).

4.1.1.1 Associacao da lectina de Canavalia boliviana ao seu acucar ligante (D-
Glicose) reverte seu efeito inibitério sobre a migracdo de neutroéfilos para a

cavidade peritoneal

A administracdo i.p. de Cg (500 npg/cav.) induziu de forma significativa uma
intensa migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal, quando comparado ao
grupo controle nos quais os animais foram tratados somente com salina i.p. A
migracdo foi inibida em 59 % nos animais tratados e.v. com CboL (5 mg/Kg) 15
minutos antes da aplicacdo do estimulo inflamatério. Por outro lado, a associacao da
lectina ao seu ligante especifico D-Glicose reverteu o efeito provocado pela CboL
neste modelo. Somente Glicose administrada e.v., ndo foi capaz de causar reducéo

significativa do nimero de neutrofilos. (Figura 3).
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Figura 2— Lectina de CboL inibe a migracdo de neutréfilos induzida por carragenina para a
cavidade peritoneal de camundongos. Os animais foram tratados e.v. com salina, ou CboL (0,5; 1,
5 e 10 mg/kg) 15 min antes de receberem Cg i.p. (500 pg/cav). A migracdo neutrofilica (MN) foi
avaliada 4h depois da administracdo de Cg. Os animais controle negativo representam a MN induzida
por salina i.p. Os valores sao representados pela média + E.P.M. do n°® de neutrdéfilos (n=6). * indica
significancia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo salina **comparado ao grupo Cg (ANOVA,
teste de Bonferroni).

Neutréfilos x 108/mL

Sal Glicose(0,5M)
Canavalia boliviana (5mg/Kg)

Carragenina (500ug/cav)

Figura 3 — Associacdo de CboL ao seu ligante (D-Glicose) reverte seu efeito inibitério sobre a
migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos. Os animais receberam
CboL (5 mg/Kg) sozinha ou em solucdo de D-Glicose, 15 minutos antes da injecdo de Cg. O grupo
controle positivo (Cg) recebeu salina e.v. e o grupo D-Glicose recebeu solu¢cdo de D-Glicose e.v.
(0,5M). A MN foi avaliada 4 horas apés a Cg. Os valores séo representados pela média + E.P.M. do
n°® de neutréfilos (n=6). * indica significAncia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo salina
*comparado ao grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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4.1.1.2 Desnaturacdo térmica da lectina de Canavalia boliviana reverte seu

efeito antiinflamatério no modelo de peritonite induzida por carragenina

A administracdo i.p. de Cg (500 pg/cav), induziu de forma significativa uma
intensa migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal, quando comparado ao
grupo controle, nos quais os animais foram tratados somente com salina i.p. CboL (5
mg/Kg; e.v.) diminuiu em 58% a migracdo de neutroéfilos para a cavidade peritoneal.
Entretanto, o tratamento térmico (100°C/10min) da CboL reverteu completamente o

seu efeito inibitorio sobre a migracao de neutrdfilos (Figura 4).

4.1.1.3 Lectina de Canavalia boliviana reduz alteracbfes da permeabilidade

vascular em peritonite induzida por carragenina

A administracéo i.p. de Cg (500 ug/cav.) induziu um significativo aumento na
permeabilidade vascular em relacdo ao grupo controle, observado através do
extravasamento de corante (azul de Evans) para o fluido intraperironeal O pré
tratamento endovenoso dos animais com CboL (5mg/Kg) reduziu de forma
significativa a alteracdo de permeabilidade vascular (inibicdo 59%) na cavidade
induzida por Cg (Figura 5).

4.1.1.4 Lectina de Canavalia boliviana diminui o rolamento e adeséo de
leucécitos ao endotélio vascular do mesentério peritoneal de camundongos

estimulados com carragenina

A administracdo de Cg (500 ug/cav) i.p. induziu um aumento significativo do
rolamento e adesdo de leucdcitos no endotélio vascular do mesentério (vénulas
mesentéricas pos-capilares; in vivo) quando comparado ao grupo controle que
recebeu apenas salina i.p. O tratamento e.v. com CboL (1, 5 e 10mg/kg), 15 min
antes dos animais receberem o estimulo inflamatério (Cg), produziu reducéo
significativa do rolamento (inibicdo de 44, 78 e 85% respectivamente. Figura 6 A) e
adesao (inibicdo de 38, 69, 76% respectivamente) de leucdcitos ao endotélio (Figura
6 B).
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Figura 4 — Desnaturagdo térmica de Cbol inibe sua atividade antiinflamat6ria no modelo de
peritonite em camundongos. Os animais receberam CboL (5 mg/Kg; e.v.), desnaturada (100 °C/10
min) ou ndo, 15 min antes da administracdo i.p. de Cg (500 pg/cav). O grupo controle positivo (Cg)
recebeu Cg i.p. e administracdo de salina e.v., e o controle negativo (Salina) salina i.p. Os valores séo
representados pela média + E.P.M. do n. de neutréfilos (n=6). * indica significAncia estatistica
(P<0.05) comparado ao grupo salina **comparado ao grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 5 — Lectina de CboL reduz a alteracdo da permeabilidade vascular induzida por
carragenina na cavidade peritoneal de camundongos. Os animais foram tratados e.v. com salina
ou CboL (5 mg/kg), 15 min. antes de Cg i.p. A permeabilidade vascular foi avaliada através da
quantificacdo de azul de Evans (50 mg/kg) no fluido peritoneal apés 3 horas da administracdo da Cg
ou salina. Os resultados expressos como média de mg de azul de Evans/mL + E.P.M. (n=6) * indica
significancia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo salina e ** comparado ao grupo Cg (ANOVA,
teste de Bonferroni).
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Figura 6 — Lectina de CboL diminui a rolamento e adesédo de leuc6citos ao endotélio vascular
do mesentério de camundongos. Os animais foram tratados e.v. com salina ou CboL (1, 5 e 10
mg/kg), 15 min. antes de Cg i.p. O rolamento (Painel A) e a ades&o (Painel B) de leucécitos foram
avaliados por microscopia intravital mesentérica 2 e 4 horas, respectivamente apds a administragéo
da Cg ou salina. Os resultados s@o expressos como média £ E.P.M. do n° de leucdécitos/ min (painel
A) e do n° de leucécitos aderidos/100 mm?.(painel B) (n=6).* indica significancia estatistica (P<0.05)
comparado ao grupo salina e " comparado ao grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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4.1.1.5 Lectina de Canavalia boliviana reduziu as concentragcdes de TNF-a e IL-
18 e aumentou IL-10 no sangue de camundongos estimulados com

carragenina

O agente inflamatério (Cg), quando administrado i.p., induziu um aumento
significativo nas concentracfes das citocinas pro-inflamatoérias (TNF- a e IL-1B) e
citocina antiinflamatoéria (IL-10), quando comparados ao grupo controle. O preé-
tratamento e.v. com a CboL na dose de 5 mg/Kg foi capaz de promover diminui¢cdo
de forma significante nas concentragbes de TNF- a e IL-18 (32 e 41 %
respectivamente, Figura 7 A e B) e um aumento na concentracdo de IL-10 (49 %,
Figura7 C) .

4.1.1.6 Tratamento com a lectina Canavalia boliviana néo alterou concentracao

de 6xido nitrico

A lectina de CboL n&o alterou significativamente a concentragao de nitrito em
soro de animais com peritonite induzida por Cg. O grupo controle que recebeu
somente salina apresentou baixos niveis de nitrito no soro. A administracdo de Cg
ndo modificou de forma significante os niveis de nitrito em relagdo ao grupo tratado

com Salina (Figura 8).
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Figura 7 — Lectina de CbolL reduz as concentragdes de IL-1B e TNF-a e aumenta concentragao
de IL-10 no sangue em camundongos estimulados com carragenina. PAINEL A — Concentracdo
de IL-1 B. PAINEL B- Concentracdo de TNF-a. PAINEL C — Concentracdo de IL-10. Os animais
receberam e.v. salina ou CboL (5 mg/kg) 15 minutos antes da Cg i.p. (500 pg/cav.). Os animais
controle receberam apenas salina i.p. A concentragdo de citocinas foi determinada por ELISA. Os
resultados s@o expressos como media + E.P.M. de pg de citocina/mL no soro (n=5). * indica
significancia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo salina e " comparado ao grupo Cg (ANOVA,
teste de Bonferroni).
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Figura 8 — Lectina de Canavalia boliviana néo altera concentracdo de NO no sangue de
camundongos. Os animais foram tratados e.v. com CboL (5 mg/Kg) ou salina (controle positivo) 15
min antes da Cg i.p. (500 pg/cav.). O controle negativo (Sal) recebeu somente salina i.p. Apos 4
horas da Cg, o soro dos animais foi coletado para dosagem de nitrito através da reacéo de Griess. As
barras representam a média = E.P.M. da concentracdo de nitrito em uM (n=6). (ANOVA, teste de
Bonferroni).
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4.1.2 Lectina de Canavalia boliviana reduz a migracdo de neutrofilos para a

cavidade peritoneal induzida por ovoalbumina em camundongos imunizados

Em acréscimo ao efeito da ChoL sobre a migracéo de neutrofilos induzida por
um agente inflamatério inespecifico (Cg), avaliou-se também o efeito da CboL sobre
a migracdo de neutréfilos em modelo de inflamag¢do imune induzida por OVA em
animais pré-imunizados. A administragdo de OVA (10Opg/cavidade; i.p.) nos
camundongos imunizados, induziu uma intensa e significativa migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal destes animais, quando comparado com 0s
animais falso imunizados. O tratamento e.v. com CboL (1, 5 e 10 mg/kg), 15 min
antes de receberem o estimulo inflamatério (OVA) reduziu de forma significante a
migracdo de neutrofilos. Tal reducéo foi de 61, 76 e 77%, respectivamente (Figura
9).

4.1.3 Lectina de Canavalia boliviana inibe quimiotaxia induzida por MIP-2 in

vitro

A pré-incubacdo dos neutréfilos com CboL (30, 100 e 300 ug/mL) inibiu de
forma siginicativa a quimiotaxia de neutréfilos em camara de Boyden induzida por
MIP-2 (inibicdo de 77, 90 e 94% respectivamente). Adicionalmente o controle

negativo, (RMPI) ndo provocou significante migracdo de neutréfilos (Figura 10).
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Figura 9 — Lectina de CholL reduz migracdo de neutréfilos induzida por ovoalbumina em
camundongos imunizados. Os camundongos imunizados foram tratados e.v. com salina ou CboL
(1, 5 e 10 mg/kg) 15 min antes de receberem ovoalbumina (OVA) (10 pg/cav i.p.). No controle, os
animais falso-imunizados (FI) também foram desafiados com OVA (10 ug/cav i.p.) e 0s animais
imunizados também receberam salina (Sal). A migracdo de neutrdfilos foi determinada 4 horas apos a
OVA. Os resultados sdo expressos com média + E.P.M. do n° de neutréfilos/cav (n=6). * indica
significancia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo Sal e FI; ~ comparado ao grupo imunizado e
administrado com OVA (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 10 — Lectina de CbolL inibe quimiotaxia de neutréfilos in vitro. MIP-2 foi utilizada como
agente quimiotatico em microcAmara. Os neutréfilos foram incubados com CboL (30, 100 e 300
pg/mL) 30 min antes da adi¢do de MIP-2. O grupo controle foi estimulado com RPMI (controle
negativo). Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M. do n°® de neutréfilos por campos de
um total de cinco campos. *P<0,05 comparado ao grupo controle RPMI ** comparado ao grupo RPMI
estimulado. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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4.2. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.2.1 Lectina de Canavalia boliviana diminui a frequéncia de contorcdes

abdominais induzidas por acido acético em camundongos

CboL nas doses de 1, 5 e 10 mg/Kg foi capaz de reduzir, significativamente, o
namero de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético quando comparados
ao grupo controle. Essa reducdo foi de 60, 63 e 64 %, respectivamente. Morfina

também reduziu (90 %) significativamente as contorcdes abdominais (Figura 11).

4.2.2 Lectina de Canavalia boliviana apresenta atividade antinociceptiva nas

fases neurogénica e inflamatoria do teste da formalina

Formalina (1,2 %) administrada por via intraplantar produziu um aumento no
tempo de lambedura da pata tanto na primeira (0-5 min; neurogénica) quanto na
segunda fase (20-25 min; inflamatodria). A lectina de sementes de Canavalia
boliviana (CboL) administrada por via e.v. nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg reduziu de
forma significante o tempo de lambedura da pata na primeira fase (inibicdo de 33, 42
e 45 %, respectivamente) e segunda fase (inibicdo de 79, 55 e 51 %,
respectivamente). Morfina foi utilizada como droga controle e reduziu de forma
significante o tempo de lambedura na primeira (inibicdo de 71 %) e segunda fase
(inibicdo de 98 %) do teste (Tabela 2).

4.2.3 Lectina de Canavalia boliviana apresenta atividade antinociceptiva central

avaliada pelo teste da placa quente

Resultados demonstram (Tabela 3) que a lectina de Canavalia boliviana
administrada por via e.v. na dose de 1, 5 e 10 mg/kg aumentou de forma significante
o tempo de laténcia dos camundongos na placa nos tempos avaliados de 30; 60; 90
e 120 minutos comparados com o grupo controle (CboL 1 mg/Kg, 30 min: 78 %; 60
min: 66 %; 90 min: 64 %; 120 min: 55 %. CboL 5 mg/Kg, 30 min: 91 %; 60 min: 133
%; 90 min: 93 %;120 min: 79 %. CboL 10 mg/Kg, 30 min: 102 %; 60 min: 133 %; 90
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min: 103 %; 120 min: 100 %). Morfina foi utilizada como droga controle, e aumentou
a laténcia dos animais na placa durante os tempos de 30, 60 e 90 minutos (134, 173
e 122 %, respectivamente). Como era de se esperar, 0 efeito antinociceptivo da
morfina foi bloqueado pela naloxona. A administracdo da CboL (5 mg/Kg) associada
a naloxana bloqueou o efeito antinociceptivo da lectina, sugerindo assim

envolvimento de receptores opidides na resposta antinociceptiva da CboL.
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Figura 11 — Lectina de CbolL reduz o nimero de contor¢cdes abdominais induzidas por acido
acético em camundongos. A nocicepcdo foi mensurada imediatamente apds inje¢cdo de &cido
acético (AC; 0,6%) na cavidade peritoneal dos camundongos. Morfina (5 mg/Kg; s.c.) ou CbolL (0,5; 1,
5 e 10 mg/kg; e.v.) foram administrados 15 min antes do AC. O grupo controle (salina) recebeu
apenas AC. Os resultados sédo expressos com media + E.P.M. do n° de contor¢gbes abdominais (n=8).
* indica significancia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo controle (salina);** comparado somente
ao grupo Morfina (Test Student — Neuman — Keuls).
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Tratamento Tempo de lambedura (s)

Fase Neurogénica Fase Inflamatéria
12 Fase Inibicéo (%) 22 Fase Inibigéo (%)
Salina 60,9 £5,2 - 39,4+49 -
Morfina® (5 mg/Kg; s.c.) 17,3 + 3,4* 71 0,9 £ 0,5* 98
CbolL 1 (mg/Kg; i.v.) 40,6 + 5,8* 33 8,1+3,0* 79
CbolL ?5 (mg/Kg; i.v.) 35,1 +4,9* 42 15,5+ 2,6* 61
CboL #10 (mg/Kg; i.v.) 33,1 +5,3* 45 17,8 £ 4,1* 55

Tabela 2. Efeito da CboL no teste da formalina em camundongos. Os animais foram tratados 15
min antes da injecdo de formalina (1,2 %) com salina (controle; e.v.) ou morfina (5 mg/Kg; s.c.) ou
CboL (1, 5 e 10 mg/Kg, e.v.), respectivamente. Imediatamente apds a administracéo da formalina o
tempo de lambedura foi registrado por cerca de 5 min (12 fase) e de 20 & 25 min (22 fase). Os valores
representam a média = E.P.M do tempo de lambedura em segundos de cada fase (n=10). Foram
utilizados 6-11 animais por grupo. * P<0,05 indica diferenca estatistica significante quando
comparado ao grupo controle (Salina). (Test Student — Neuman — Keuls).

Tratamento Tempo de reacéo (s)

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min
Salina 18,2+1,9 17,719 14,5£1,4 15,3+ 2,2 14,3+1,3 17,4+£3,5
Morfina 2 (5mg/Kg: s.c.) 14,740,9 41,5+3,6* 39,6+5,4* 34,0#6,4*  19,8+2,2  17,6+4,8
Naloxona 2 (1 MG/Kg; s.c.) 16,4+2,2 17,6+£3,8 18,2+1,8 13,4+2,5 13,6+2,9 12,6£3,3
CboL @ 1mg/kg (i.v.) 15,941,9  31,643,5* 24,1+2 1* 252+24,0% 22,3+3,9* 18,4426
CboL 25 mg/kg (i.v.) 15,2435 33,9+3,1* 33,8+2,5* 29,6+2,8* 256+3,3* 18,9+4,1
CboL 210 mg/kg (i.v.) 16,1445  35,8+4,4* 34,6453* 31,2+4,4*  28,6+4,1* 19,3+4,4
CbolL 21 + Naloxona b 15,6+3,3 17,1+2,2 15,7+£3,3 16,2+2,7 16,7+£3,6 15,8+3,1
Morfina ® + Naloxona ” 15,8+1,2 10,0+£2,6  11,643,2 12,842,1 14,5+1,9 17,0+2,1

Tabela 3. Efeito da CboL no teste da placa quente em camundongos. Os animais foram tratados
15 min antes do teste com salina (controle positivo; e.v.) ou morfina (5 mg/Kg; s.c.; controle negativo)
ou CbolL (1, 5 e 10 mg/Kg; e.v.), respectivamente. O tempo de reacdo que consiste em 0s animais
saltarem ou lamberem as patas traseiras apds serem colocados na placa quente (51 + 0,5 °C) foi
registrado antes (t=0) e 30, 60, 90, 120 e 150 min apds o tratamento. Os valores representam a
média + E.P.M. do tempo de reac¢@o em segundos (s). Foram utilizados 9 animais por grupo. * P<0,05
indica diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo controle. (Test Student —
Neuman — Keuls).
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4.2.4 Lectina de Canavalia boliviana reduz de forma tempo-dependente a

hipernocicepcdo mecanica induzida por carragenina em ratos

A administragao i.pl. de carragenina (100 ng/0,1 mL) na pata traseira direita
dos ratos promoveu um significante hipernocicep¢do mecéanica quando comparado
aos animais que receberam apenas salina por via intraplantar. Este efeito foi
observado pelo aumento da diferenca do limiar de retirada nos animais tratados com
Cg, em relacédo ao grupo tratado somente com salina (controle). O pré-tratamento
e.v. com CboL nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg, 15 min antes da administracéo de Cg,
inibiu a hipernocicepcdo mecéanica induzida pela Cg (inibicdo de 41, 56 e 61 %,
respectivamente, Figura 12 A). CboL na dose de 5mg/kg 15 min antes da
administracdo de Cg, foi avaliada numa curva tempo-resposta onde a inibicdo da
hipernocicepc¢éao foi significante 12 hora apds a administragdo de CboL alcancando
um platd na 32 hora em relacdo ao grupo Cg, retornando aos niveis normais 12
horas apos (Figura 12 B).

a) Lectina de Canavalia boliviana reduz a migracdo de neutrofilos

induzida por carragenina na pata de ratos

A migracdo de neutrdfilos foi mensurada através da dosagem de MPO no
tecido da pata dos animais. A administracado i.pl. de Cg (100 ug/pata) induziu intenso
acumulo de neutrofilos para o interior da pata dos animais. O pré-tratamento e.v.
com CboL (1, 5 e 10 mg/kg) 15 min antes da administragéo intraplantar de Cg
reduziu de forma significante o acimulo de neutrdfilos na pata dos animais (44, 50 e
54 %, inibicao) (Figura 13).
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Figura 12 — Lectina de CbolL reduz de forma tempo-dependente a hipernocicep¢cdo mecanica
induzida por carragenina. PAINEL A - A hipernocicepcdo foi mensurada antes e 3 horas ap6s
administracdo de Cg (100 ng/0,1 mL) nas patas traseiras de ratos. Salina ou CboL (0,5; 1, 5 e 10
mg/kg) foi injetada e.v. 15 minutos antes da administracdo do estimulo. PAINEL B — curva tempo-
resposta da hipernocicepc¢éo induzida por Cg. Salina ou ChoL (5 mg/kg) foram administradas e.v. 15
minutos antes da administracdo do estimulo (Cg). Os resultados s@o expressos com media + E.P.M.
da intensidade de hipernocicepcédo (A limiar de estimulo, g) (n=5). * indica significAncia estatistica
(P<0.05) comparado ao grupo salina; **comparado ao grupo carragenina (ANOVA, teste de
Bonferroni).
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Figura 13 — Lectina de CboL reduz o influxo de neutréfilos na pata de ratos estimulados com
carragenina. Veiculo (salina) ou CboL (1, 5 e 10 mg/kg) foram administrados e.v., e 15 minutos
depois, Cg i.pl. (100 ng/0,1 mL) foi administrado na pata traseira dos animais. O grupo controle
negativo recebeu apenas salina. A atividade da mieloperoxidase na pata traseira foi usada como um
indicador do influxo de neutréfilos. Os resultados séo expressos como média + E.P.M. do n° de

neutréfilos (n=6). * indica significancia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo salina, ** comparado
ao grupo carragenina (ANOVA, teste de Bonferroni).
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b) Lectina de Canavalia boliviana n&o interfere nas concentracdes de IL-

18, TNF-a e IL-10 nas patas de ratos estimulados com carragenina

O agente inflamatério (Cg), quando administrado i.pl, induziu um aumento
significativo nas concentracdes das citocinas pré-inflamatérias (TNF- a e IL-1B) e
citocina antiinflamatoéria (IL-10), quando comparados ao grupo gue recebeu somente
salina. O pré-tratamento e.v. com a CboL na dose de 5 mg/Kg nao foi capaz de
promover diminuicdo de forma significante nas concentragbes de TNF- a e IL-13 e
um aumento na concentragdo de IL-10 (Figura 14).

4.2.4.1 Lectina de Canavalia boliviana reduz a hipernocicep¢cdo mecanica

induzida por prostaglandina e demonstra envolvimento com sistema opidide

A administracéo i.pl. PGE, (100 ng/0,1 mL) na pata traseira direita dos ratos
promoveu um significante efeito hipernociceptivo quando comparado aos animais
gue receberam apenas salina por via intraplantar. Este efeito foi observado pelo
aumento da diferenca do limiar de retirada nos animais tratados PGE;, em relagéo
ao grupo tratado somente com salina (controle). O pré-tratamento e.v. com CboL na
dose de 5 mg/kg, 15 min antes da administracdo de PGE,, inibiu a hipernocicepcéao

mecanica induzida pela PGE; (inibicdo de 41 %) (Figura 15 A).

Os animais que receberam ChoL (5 mg/Kg) e.v. apds pré-tratamento com
naloxona (1 mg/Kg; s.c.), 15 min antes da administracdo de PGE; apresentaram seu
efeito significativamente abolido em relagdo ao animais que receberam apenas CbhoL
com administracdo i.pl. de PGE, (Figura 15 B), demonstrando mais uma vez o

envolvimento de receptores opiides.

4.2.4.2 Lectina de Canavalia boliviana reduz de forma tempo dependente a

hipernocicepcdo mecanica induzida por ovoalbumina em ratos imunizados.

Apdés a administracdo intraplantar de OVA (100 npg/0,1 mL) nos ratos
imunizados ocorreu um significante efeito nociceptivo quando comparado aos
animais falso imunizados. Este efeito foi observado pelo aumento na diferenca do

limiar de retirada nos animais tratados com OVA. O tratamento e.v. com CbhoL (1,5 e
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10 mg/kg), 15 min antes dos animais receberem o estimulo nociceptivo (OVA)
reduziu de forma significante o limiar de retirada (reducdo de 40, 49 e 58 %,

respectivamente) (Figura 16).

CboL na dose de 5 mg/kg 15 min antes da administracao de OVA, foi avaliada
numa curva tempo-resposta aonde a inibicdo da hipernocicepcéo foi significante 12
hora ap6s a administracdo de CboL alcancando um platd na 32 hora em relacdo ao
grupo OVA, retornando aos niveis normais (ndo significante) 12 horas apo6s (Figura
16 B).
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Figura 14 — Lectina de CboL néo altera as concentra¢cdes de IL-1B, TNF- a e IL-10 na pata de
ratos estimulados com carragenina. PAINEL A - Concentra¢cdes de IL-1p. PAINEL B -
Concentracbes de TNF-a. PAINEL C - Concentracfes de IL-10 Os animais receberam salina ou
CboL (5 mg/kg) e.v. 15 minutos antes da administragdo Cg i.pl. (100 ug/0,1 mL). As concentracdes
das citocinas foram determinadas por ELISA. Os resultados sdo expressos como media + E.P.M. de
pg de citocina/mL (n=5). * indica significAncia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo salina.
(ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 15 — Lectina de CbolL reduz hipernocicep¢do mecéanica induzida por prostaglandina
demonstrando possivel envolvimento de sistema opidide. PAINEL A - A hipernocicepcao foi
mensurada antes e 3 horas apos a injecdo de PGE, (100 ng/i.pl.) nas patas traseiras de ratos. Salina
ou CboL (5 mg/kg) foram administradas e.v. 15 minutos antes da administragdo do estimulo. PAINEL
B - Salina, CboL (5 mg/kg) foram administrada e.v. 15 minutos antes do estimulo, em animais pré-
tratados com naloxona (1 mg/kg; s.c.). Os resultados sdo expressos com media = E.P.M. da
intensidade de hipernocicepcéo (A limiar de estimulo, g) (n=5). * indica significancia estatistica
(P<0.05) comparado ao grupo salina; **comparado ao grupo carragenina (ANOVA, teste de
Bonferroni).
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Figura 16 — Lectina de CbolL reduzde de forma tempo-dependente a hipernocicep¢do mecénica
induzida por ovoalbumina. PAINEL A - A hipernocicepcéo foi mensurada O e 3 horas ap0s injecao
nas patas traseiras de ratos de OVA i.pl. (100 pg/0,1 mL). Salina ou CboL (1, 5 e 10 mg/kg) foram
administradas e.v. 15 minutos antes do estimulo. PAINEL B — Salina ou CbolL (5 mg/kg) foram
administradas e.v. 15 minutos antes do estimulo (OVA). Os resultados sao expressos com media +
E.P.M. da intensidade de hipernocicepcdo (A limiar de estimulo, g) (n=5). * indica significancia
estatistica (P<0.05) comparado ao grupo salina; **comparado ao grupo OVA (ANOVA, teste de
Bonferroni).
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a) O influxo de neutréfilos induzido pela administragdo de ovoalbumina

em ratos imunizados é reduzido pela lectina de Canavalia boliviana

A migracdo de neutrofilos foi mensurada através da dosagem de MPO no
tecido da pata dos animais. A administracdo de OVA i.pl. (100 png/0,1mL) induziu
intenso acumulo de neutrofilos para o interior da pata dos animais. O pré-tratamento
e.v. com CboL 5 mg/kg (e.v.) 15 min antes da administracdo intraplantar de OVA
reduziu de forma significante o acimulo de neutréfilos na pata dos animais 46 %

inibicdo (Figura 17).

4.2.4.3 Efeito da lectina de Canavalia boliviana sobre o limiar basal dos animais

em modelo de hipernocicepcéao

No intuito de avaliar limiar basal da lectina na hipernocicepcéo, animais
receberam e.v. controle (salina), sulfato de morfina como droga padréo. Morfina
demonstrou um significativo efeito anti-hipernociceptivo, este efeito mostrou-se 30
minutos ap6és a administracdo atingindo seu platd 60 minutos apos sua
administracdo. O pré-tratamento e.v. com CboL (5 mg/kg), mostrou efeito anti-
hipernociceptivo significante 30 minutos apds a administracdo atingindo seu platé na
3% hora, retornando aos niveis dos animais administrados com salina 5 horas apds a

administracao de CboL (Figura 18).
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Figura 17 — Lectina de CbolL reduz o influxo de neutr6filos na pata de ratos imunizados e
estimulados com ovoalbumina. Salina ou CbhoL (5 mg/kg) foram administradas e.v., e 15 minutos
antes da administracdo do estimulo OVA i.pl (100 pug/i.pl) nos animais previamente imunizados (21
dias). O grupo controle negativo recebeu apenas salina (Falso imunizado). A atividade da
mieloperoxidase na pata traseira foi usada como um indicador do influxo de neutrdfilos. Os resultados
sdo expressos como média + E.P.M. do n° de neutréfilos (n=6). * indica significAncia estatistica
(P<0.05) comparado ao grupo salina, ** comparado ao grupo OVA (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 18 - Efeito da lectina CboL sobre o limiar basal dos animais no modelo de
hipernocicepc¢éo. A hipernocicepcéo foi mensurada nos tempos de 30 minutos até 5 horas apos a
administracdo e.v. de CboL (5 mg/kg) administrada 15 minutos antes do inicio do teste. Em grupos
controle, Salina e Sulfato de Morfina (6ug) foram administrados e.v. Os resultados séo expressos com
media + E.P.M. da intensidade de hipernocicepcdo (A limiar de estimulo, g) (n=5). * indica
significancia estatistica (P<0.05) comparado ao grupo salina; **comparado ao grupo morfina (ANOVA,
teste de Bonferroni).
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4.2.5 Avaliagédo do efeito da lectina de Canavalia boliviana por diferentes vias

de administracdo no modelo de hipernocicep¢cdo mecanica.

4.2.5.1 Administragao intratecal da lectina de Canavalia boliviana ndo reduz

hipernocicepcéao induzida por prostaglandina

A administracéao i.pl. PGE, (100 ng/pata) na pata traseira direita dos ratos
promoveu um significante efeito nociceptivo quando comparado aos animais que
receberam apenas salina por via intraplantar. Este efeito foi observado pelo aumento
da diferenca do limiar de retirada nos animais tratados PGE,, em relacdo ao grupo
tratado somente com salina (controle). O pré-tratamento i.t. com CboL na dose de
100 pg/cav, 15 min antes da administracdo de PGE,, ndo inibiu a hipernocicep¢ao
mecanica induzida pela PGE; (Figura 19).

4.25.2 Lectina de Canavalia boliviana administrada intra-cerebro-ventricular

reduz hipernocicepcao induzida por carragenina

A administracéo i.pl. de Cg (100 pg/0,1 mL) na pata traseira direita dos ratos
promoveu um significante efeito nociceptivo quando comparado aos animais que
receberam apenas salina i.pl. Este efeito foi observado pelo aumento da diferenca
do limiar de retirada nos animais tratados com Cg, em relacdo ao grupo tratado
somente com salina (controle). O pré-tratamento i.c.v. com CboL (30 pg/cav) inibiu a
hipernocicepg¢éo induzida por Cg nos tempos de 1, 3 e 5 horas, alcangando um platé

na 1 hora apés a administracao de Cg (Figura 20).
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Figura 19 — Lectina de CboL administrada por via intratecal ndo reduz hipernocicepcéao
mecanica induzida por prostaglandina. A hipernocicepc¢ao foi mensurada antes e 3 h apos injecéo
de PGE, (100 ngl/i.pl) nas patas traseiras de ratos. Salina ou CboL (100 ug/i.t.) foram administradas
i.t. 15 minutos antes da administracdo do estimulo. Os resultados sédo expressos com media + E.P.M.
da intensidade de hipernocicepcao (A limiar de estimulo, g) (n=5). * indica significAncia estatistica
(P<0.05) comparado ao grupo salina (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 20 — Lectina de CboL administrada intra-cerebro-ventricular reduz hipernocicepg¢ao
mecanica induzida por carragenina. A hipernocicepcao foi mensurada de 0 a 5 horas apés injecao
de Cg (100 pg/i.pl) nas patas traseiras de ratos. Salina ou CboL (30 pg/cav) foram administradas i.c.v.
15 minutos antes da administra¢@o do estimulo. Os resultados sdo expressos com media + E.P.M. da
intensidade de hipernocicepcdo (A limiar de estimulo, g) (n=5). * indica significancia estatistica
(P<0.05) comparado ao grupo salina; ** comparado ao grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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a) Lectina de Canavalia boliviana administrada intra-cerebro-ventricular

reduz migracéo de neutrofilos em hipernocicepc¢éo induzida por carragenina

A migracdo de neutrofilos foi mensurada através da dosagem de MPO no
tecido da pata dos animais. A administracdo i.pl. de Cg (100 pg/0,1 mL) induziu
intenso acumulo de neutrofilos para o interior da pata dos animais. O pré-tratamento
i.c.v. com CboL (30 pg/cav) 15 min antes da administracdo intraplantar de Cg
reduziu de forma significante o acumulo de neutrdfilos na pata dos animais (61 %,

inibi¢cdo) (Figura 22).

b) Efeito da administracdo intra-cerebro-ventricular da lectina de
Canavalia boliviana sobre o limiar basal nociceptivo dos animais apresenta
atividade anti-hipernociceptiva e demonstra envolvimento com sistema
opidide.

No intuito de avaliar o efeito dose resposta da admnistracédo i.c.v. sobre o
limiar basal nociceptivo, animais receberam salina e.v. (controle) ou CboL e.v. (10,
30 e 100 pg/cav). O pré-tratamento i.c.v. com CboL mostrou efeito anti-
hipernociceptivo na medida mensurada 3 horas ap6s a sua administracéo (Figura 21
A). Na modulacdo de CboL com naloxona, os animais que receberam ChboL (30
pg/cav) i.c.v. apos 15 min do pré-tratamento com naloxona (1 mg/Kg; s.c.)
apresentaram seu efeito anti-hipernociceptivo abolido em relagdo ao animais que

receberam apenas ChoL (Figura 22 B).
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Figura 21 — Lectina de CboL administrada intra-cerebro-ventricular reduz o influxo de
neutréfilos na pata de ratos estimulados com carragenina. Veiculo (salina) ou ChoL (30 pg/cav)
foram injetados e.v., e 15 minutos depois, Cg i.pl. (100 ug/pata) foi administrado na pata traseira dos
animais. O grupo controle negativo recebeu apenas salina. A atividade da mieloperoxidase na pata
traseira foi usada como um indicador do influxo de neutréfilos. Os resultados sdo expressos como
média = E.P.M. do n° de neutréfilos (n=6). * indica significAncia estatistica (P<0.05) comparado ao
grupo salina, ** comparado ao grupo carragenina (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 22 — Efeito da lectina de CboL administrada intra-cerebro-ventricular sobre o limiar
basal e envolvimento do sistema opidide em modelo de hipernocicep¢do mecéanica. Painel A:
Dose resposta da administracdo i.c.v. de salina e da CbhoL (10, 30 e 100 pg) 15 minutos antes do
inicio do teste. A hipernocicepcao foi mensurada 3 h ap6s a administracéo de CboL ou salina. Painel
B: Modulacéo por naloxona (1 mg/Kg; s.c.) administrada 15 minutos antes da administracdo i.c.v. de
salina e CboL (30 pg/cav.). Os resultados sdo expressos com media + E.P.M. da intensidade de
hipernocicepc¢éo (A limiar de estimulo, g) (n=5). * indica significAncia estatistica (P<0.05) comparado
ao grupo Salina. ** comparado ao grupo somente CboL (ANOVA, teste de Bonferroni).
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426 A coordenacdo motora de camundongos ndo € afetada pela

administracdo da lectina de Canavalia boliviana

Entre os grupos Salina e CboL (1, 5 e 10 mg/Kg) administrados e.v., em
camundongos, 30 min antes de serem colocados na barra, ndao houve diferenga
estatistica significante. Somente o grupo administrado com diazepam (2 mg/Kg; i.p.)
mostrou uma perda da coordenacdo motora significativa pelos animais nesse teste,

guando comparados aos do grupo controle (Figura 23).

4.2.7 Lectina de Canavalia boliviana ndo modificou alocomoc¢éao espontanea de

camundongos no teste de campo aberto

Entre os grupos Salina e CboL (1, 5 e 10 mg/Kg) administrados e.v., em
camundongos, 30 min antes de serem colocados no campo aberto, ndo houve
diferenca estatistica significante. Somente o grupo administrado com diazepam (2
mg/Kg; i.p.) mostrou uma perda da atividade locomotora significativa pelos animais

nesse teste, quando comparados aos do grupo controle. (Figura 24).

103



150+

©

‘O

c

@

8 @ 100

ES

O =

Q ©

]

T © .

o & 50

o

e

(@)

}_

0- .
Sal 1 5 10

Diazepan Canavalia boliviana (mg/kg)
(2mg/KQ)

Figura 23 — A coordenacdo motora de camundongos nédo é afetada pela administracdo da
CboL. Os animais receberam 30 min antes de serem colocados sobre a barra: salina (controle;
e.v.), diazepam (2 mg/Kg; i.p.) ou CboL (1, 5 e 10 mg/Kg; e.v.), respectivamente. Os valores
representam a média + E.P.M do tempo de permanéncia na barra em segundos (s) durante 2
minutos (n=6). * p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo
salina. **quando comparado ao grupo Diazepan. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 24 — A locomocéao espontanea de camundongos nao é afetada com a administracéo
da lectina de CboL . Os animais receberam 30 min antes de serem colocados no campo aberto:
salina (controle; e.v.), diazepam (2 mg/Kg; i.p.) ou CboL (1, 5 e 10 mg/Kg; e.v.), respectivamente.
Os valores representam a média + E.P.M do total de campos explorados durante 4 minutos. *
p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo salina (n=6).**quando
comparado ao grupo Diazepam (ANOVA, teste de Bonferroni).
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4.3 EFEITOS DO TRATAMENTO SUBCRONICO COM LECTINA DE Canavalia
boliviana EM CAMUNDONGOS

CboL (5 mg/Kg; e.v.) quando administrada em um esquema posoldgico de
dose diéria Unica durante quatorze dias consecutivos ndo afetou significativamente a
massa corporal dos camundongos ou o peso Umido dos 6rgao avaliados (figado, rim
e coracdo), comparados com 0s animais que receberam somente salina estéril no
mesmo esquema posoldgico. Todos os orgaos avaliados demonstraram aparéncia
normal e auséncia de edema ao final do tratamento agudo com a lectina.
Adicionalmente, a avaliagcdo macroscopica do estdbmago demonstrou uma mucosa
intacta e sem lesdes visiveis em ambos os grupos avaliados (CboL ou Salina). Os
valores de uréia e creatinina obtidos, usados como parametro para a avaliacdo da
funcéo renal ndo foram significativamente diferentes dos animais controle. Quando
comparado com o controle (Salina) a funcdo hepética avaliada pela cinética das
enzimas hepéticas (alanina amino transferase-ALT e aspartato amino transferase-
AST) e o numero de leucécitos circulantes no sangue nao foram alterados
significativamente pelo tratamento com a lectina. A dose utilizada no tratamento
agudo foi a mesma que demonstrou atividade antiinflamatéria e antinociceptiva
(Tabela 4).
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Paramétros

Tratamento (0.1 mL; i.v.)

Salina CboL (5 mg/Kg)
Massa corporal (g) antes 29,10+ 1,6 28.86+1,8
Massa corporal (g) depois 33,7324 33,38+ 3,3
Figado (g/20 g peso corporal) 0,944 £ 0,2 1,046 + 0,2
Rim (g/20 g peso corporal) 0,154 £ 0,02 0,148 £ 0,03
Coracéao (9/20 g peso corporal) 0,126 + 0,03 0,113 +0,02
Total leucécitosx10°/ml 7,086 1,9 7,120 +£2,3
Neutrofilosx10%/m 1,341 +£5,2 1,212+ 3,3
Uréia (mg/dl) 44,99 + 3,7 47,95+ 3,9
Creatinina (mg/dl) 0,259 £ 0,08 0,270 £ 0,04
ALT (U/) 38,70 +4,0 51,42 +7,1
AST (U/l) 76,70+ 9,4 78,17 + 6,0

Tabela 4. Tratamento subcrénico dos camundongos com CboL. Os camundongos foram
administrados com doses diarias Unicas durante quatorze dias consecutivos. Apds o periodo de
tratamento, os animais foram pesados, amostras de sangue foram coletadas para avaliar o
leucograma e dosagens bioquimicas, posteriormente os animais foram sacrificados e os érgaos ainda
Uumidos foram pesados. Os valores sdo apresentados como média + E.P.M. (n=6) (Test Student)
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5. DISCUSSAO

Apesar dos grandes avancos da ciéncia e pesquisa nos dias atuais, diversas
doencas permanecem com sua etiologia desconhecida ou apresentam multiplos
fatores que contribuem para a permanéncia da doenga no organismo. Algumas
dessas patologias podem apresentar um carater inflamatério e/ou doloroso, sendo
tratados com a utilizacdo de alguns medicamentos como os AINES, corticosteroides,
opidides e derivados, na tentativa de aliviar a sintomatologia geral do doente
(GUPTA e DUBQOIS, 2002). Assim, a descoberta de novas substancias com atividade
antiinflamatéria e/ou analgésica € ainda um aspecto altamente desejavel e de
enorme importancia para a utilizacao clinica. Véarias evidéncias demonstram que um
grande numero de medicamentos utilizados terapeuticamente € derivado direto ou
indiretamente de produtos naturais, especialmente de plantas superiores, sendo
estas uma fonte inesgotdvel de possibilidades para a descoberta de novos
medicamentos (KOEHN e CARTER, 2005).

Nas ultimas duas décadas, baseados em resultados obtidos com modelos
experimentais de inflamacao e nocicep¢ao, nosso grupo de pesquisa tém sugerido o

uso de lectinas como ferramentas biotecnoldgicas potentes a serem exploradas.

Neste estudo, demonstrou-se que a lectina isolada da sementes de Canavalia
boliviana (CboL) atenuou a interacdo do leucdcito-endotélio, a transmigracdo de
neutroéfilos, a nocicepcdo e também a hipernocicepcao inflamatdria em resposta a

diferentes estimulos.

A carragenina é uma mistura de polissacarideos derivados de algas marinhas,
sendo um dos irritantes ndo-especificos mais amplamente utilizados para a inducao
e estudo da inflamacdo e para o desenvolvimento de drogas com acao
antiinflamatéria. Esta substancia € caracterizada por elicitar a liberagcdo de varios
mediadores inflamatdrios, tais como aminas biogénicas na primeira fase, que séo
responsaveis pelo desenvolvimento dos eventos vasculares, que numa segunda
fase € mantida por outros mediadores, tais como citocinas (IL-18 e TNF-a) e
prostaglandinas (DI ROSA et al., 1970; MORRIS et al., 2003).

Dessa maneira, delineamos investigar o efeito da CboL sobre a migracao de
neutréfilos induzida de forma indireta com o estimulo inflamatério carragenina, no

modelo de peritonite em camundongos. Nossos resultados demonstraram que a
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administracdo de CboL foi capaz de causar pronunciado efeito antiinflamatério na
resposta celular induzida pela administracdo intraperitoneal de Cg através da
diminuicdo do numero de neutroéfilos na cavidade peritoneal. Diversos trabalhos com
lectinas de leguminosas tém demonstrado efeito antiinflamatério semelhante
(ASSREUY et al.,, 1997; ALENCAR et al., 2005; MOTA et al., 2006; SANTI-
GADELHA et al., 2006; NAPIMOGA et al., 2007; NUNES et al., 2009). A carragenina
induz aumento da permeabilidade vascular através de um exsudato contendo
grande numero de neutréfilos rico em proteinas (BASTOS et al., 2001). Neste
trabalho CboL reduziu significativamente o aumento da permeabilidade vascular
induzido pela Cg sugerindo que CboL. Estes resultados demonstram o envolvimento
da ChoL em mecanismos envolvidos nos eventos vasculares e celulares da resposta

inflamatodria induzida pela administracédo da Cg.

Na fase inicial do processo inflamatorio, os neutréfilos sdo reconhecidamente
um dos principais componentes celulares presentes no sitio da inflamacdo. Estas
células podem migrar para o sitio inflamado e liberar enzimas proteoliticas, espécies
reativas de oxigénio, proteinas catidnicas e outros mediadores pro-inflamatorios
(LAWRENCE et al.,, 2002). A especificidade molecular dos leucocitos tendo como
alvo os locais de inflamacdo é mediada pelas lectinas de membranas, selectinas,
integrinas, e a superfamilia de imunoglobulinas, que devido a correlacdo destas com
0s mecanismos de interacdo e adesividade entre diversas moléculas, leucdcitos e
células endoteliais, sdo conhecidas como moléculas de adesdo. (SIMON e GREEN,
2005).

No local da inflamacdo a adesdo ao endotélio € um pré-requisito para a
infiltracdo dos neutrodfilos. Selectinas medeiam este processo, que através de
dominios lectinicos reconhecem e interagem de forma especifica com carboidratos
de superficie. Entre as moléculas envolvidas na adeséo firme de neutrofilos estéo
integrinas CD11b/CD18 (nos neutrdéfilos) também denominado de LFA-1, que € uma
integrina da classe B2, expressa em todos os leucécitos (CARMAN et al., 2003) ou
ICAM-1 e VCAM-1 nas células endoteliais (HERBERT, 2000).

Apoés o estimulo induzido por citocinas pro-inflamatorias ou por ativacdo do
fator de transcricdo nuclear (NF-kappaB), as moléculas de adesdo presentes nos
leucécitos e nas células endoteliais adquirem alta afinidade pelo seu ligante

(TURUTIN et al., 2003). A partir deste evento, em conjunto com a liberacdo de
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fatores quimiotaticos, ocorre a ligacdo firme entre os leucocitos e o endotélio,
permitindo assim, a migracao celular (TACHIMOTO et al., 2002). Este € o papel das

integrinas, pelo qual fazem a transmigracao celular do sangue para os tecidos.

Nosso grupo de pesquisa, recentemente demonstrou a importancia da
interacdo leucdcito-endotélio na atividade antiinflamatoria da lectina isolada de
sementes de Lonchocarpus sericeus e de Canavalia grandiflora. Estas proteinas
foram habeis em reduzir o rolamento e adeséo dos leucdcitos no endotélio vascular
mesentérico de camundongos estimulados com Cg (NAPIMOGA et al.,, 2007; e
NUNES et al.,, 2009). Outras lectinas também foram capazes de reduzirem esta
interacdo de leucaocitos in vitro e in vivo (COELHO et al., 2006; SILVA et al., 2006).

CboL em todas as doses mostrou-se eficaz em reduzir o rolamento e adeséo
dos leucdcitos ao endotélio vascular em resposta a administracdo de Cg. Este
resultado sdo consistentes para formulacdo da hipotese de que no modelo de
peritonite induzida por Cg, um dos mecanismos para que CboL tenha inibido a
transmigracdo celular para cavidade peritoneal seja via inibicdo da interacdo de
moléculas de adesao/rolamento com leucocitos circulantes. Entretanto, a etapa bem
como a/as moléculas de adesao envolvidas no efeito da CboL precisam ser elucidas
pois ainda ndo esta claro a etapa que estas lectinas sao capazes de inibir a

interacdo moléculas de adesdo ou rolamento x leucécitos.

O trafego de leucécitos para os tecidos lesados é um processo complexo
sequencial e coordenado aos quais citocinas estao envolvidas. Os leucécitos podem
responder a TNF-a. e IL-1B ativando e expressando integrinas, produzindo fator
ativador de plaquetas, e outros mediadores. Embora ambas as citocinas (TNF-a e
IL-18) ndo sejam agentes quimiotéticos diretos, estas moléculas mobilizam
selectinas de células endoteliais e produzem supra regulagdo “up regulation” das
moléculas de adesao celular. Por outro lado, citocinas sinérgicas podem induzir a
producao de quimiocinas, as quais podem contribuir para um aumento no rolamento,
adeséo e quimiotaxia de leucocitos (SMEETS et al., 2005, FELDMANN e PUSEY,
2006).

Dados da literatura evidenciam que citocinas antiinflamatérias como a IL-10
sao liberadas tardiamente no processo inflamatério produzidas em determinadas

magnitudes em resposta ao agente agressor, limitando as consequéncias deletérias
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causadas pela acdo prolongada de citocinas pré-inflamatérias (VERRI et al., 2006,
ASSREUY 2002; ASSREUY 2003). A secrecdo de citocinas antiinflamatorias
acontece somente apds a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias agindo assim

como um regulador da inflamagéao.

Nosso estudo demonstrou que sistemicamente CboL reduziu as
concentracdes de TNF-a e IL1-B, e aumentou as concentragdes de IL-10 através de
estimulacdo induzida por Cg. Dessa forma, podemos sugerir que o efeito
antiinflamatério da CboL no modelo de peritonite, parece estar diretamente
relacionado a eventos ocorridos no foco inflamatério, considerando a sua
capacidade de interferir na sintese/liberacédo de citocinas pré e antiinflamatorias por
células residentes. Este mecanismo pode estar relacionado com a reducdo do
influxo de neutréfilos para o sitio da injuria, uma vez que estes mediadores atuam
expressando moléculas de adesdo, aumentando a avidez de ligacdo, ativando

neutréfilos e promovendo quimiotaxia.

Dados na literatura demonstram a participacdo do o6xido nitrico (NO) no
processo inflamatoério e nociceptivo. Estes estudos demonstraram que o NO também
interfere com o recrutamento de neutréfilos podendo inibir ou induzir a migracao
dessas células (IALENTI et al., 2000; PAUL-CLARK et al., 2001; MCCARTNEY-
FRANCIS et al.,, 2001). KUBES e colaboradores (1991) demonstraram em seus
resultados, que o NO pode ser um importante inibidor endogeno de adeséo
leucocitaria em vénulas pos-capilares, pois a inativacdo do NO pela producédo
identificada de O, pelas células endoteliais e/ou neutrofilos pdéde contribuir com a

aderéncia leucocitaria.

Em se tratando de producéo de NO induzido por lectinas de leguminosas esta
bem demonstrado a capacidade das lectinas isoladas de Canavalia brasiliensis,
Dioclea grandiflora, Pisum arvense, Concanavalina A, Dioclea rostrata e
Lonchocarpus sericius induzirem a produgéo de NO in vitro e in vivo (ANDRADE et
al 1999; NAPIMOGA et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2009). Em outro estudo
realizado in vitro demonstrou-se que macréfagos murinos quando isolados do
peritdbneo, e tratados com a lectina de Concanavalina A, foram capazes de induzir
um aumento na producao de NO e na expresséo de NOSi por diferentes ligantes aos
receptores Toll-like (SODHI et al., 2007). Também foi reportado a capacidade da

lectina de Concanavalina A e a fitohemaglutinina, in vitro, em induzir a producéo de
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NO e a expressdo de iINOS em macréfagos murinos. (KESHERWANI e SODHI,
2007).

Considerando os resultados descritos que demonstram a capacidade de
lectinas em induzir aumento na producao de NO nosso préximo passo foi verificar se
o tratamento e.v. com a CbolL acarretaria em modificagdes nos niveis sanguineos de
NO. Como resultado, demonstrou-se que a CbolL foi ineficaz em aumentar a
producao de NO (via aumento dos niveis de nitrito) no soro dos animais submetidos
a peritonite induzida por Cg. Sugerindo que provavelmente o 6xido nitrico ndo esteja
envolvido no efeito antiinflamatorio promovido pela CboL para o sitio da injuria.

Neste estudo investigamos o papel do sitio de ligacdo da ChoL ao seu
ligante especifico (D-Glicose), no seu efeito sobre a migracdo de neutréfilos no
modelo de peritonite induzido por Cg. Os resultados demonstram que quando a
CboL foi administrada associada a D-Glicose, seu efeito antiinflamatério foi
totalmente revertido. Estes dados sugerem a hipdtese do envolvimento do sitio
ligante (a D-Glicose) da CboL no seu efeito sobre a migracdo de neutrofilos.
Corroborando com esta especulacédo, estdo as demonstracdes da importancia do
sitio ligante a carboidratos de outras lectinas para a elicitacdo de seus efeitos
biologicos, quer sejam pré- ou antiinflamatorios (ALENCAR et al., 1999; 2005a;
2005b; 2005c; FREIRE et al.,, 2003; MOTA et al.,, 2006; SANTI-GADELHA et al.,
2006; FIGUEIREDO et al., 2009).

Dados da literatura demonstram que lectinas com grande homologia em
relacdo a estrutura primaria, apresentam significativas diferencas em seus efeitos
biolégicos, sugerindo que algum tipo de diferenca estrutural entre estas proteinas
podem ocasionar diferencas de afinidade em cada complexo estabelecido entre
lectina-ligante (RAMOS et al., 1996; BRINDA et al., 2005). A interacdo de lectinas
com estruturas glicanas complexas presentes em glicoproteinas ao sitio de
reconhecimento a monossacarideos tem um papel chave na ligacdo destas
estruturas. Uma Unica unidade de monossacarideo € reconhecida pelo sitio de
ligacdo da lectina, enquanto que outras interacdes ndo covalentes séo estabelecidas
(interacdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio, mediadas por moléculas de agua) e
desta forma estabilizam o complexo lectina-ligante (BOURNE et al., 1992).

Desta forma, investigou-se a importancia da estrutura tridimensional da CboL
na efetivacdo de seus efeitos antiinflamatérios. Sua estrutura terciaria foi alterada
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através de desnaturacdo térmica. Observou-se que a desnaturacdo da proteina
reverteu completamente o seu efeito inibitério sobre a migracdo de neutrdéfilos no
modelo de peritonite. Esses achados corroboram com a literatura, onde se
demonstra a importancia da integridade da estrutura tridimensional de lectinas em
suas atividades pro- ou antiinflamatéria (ALENCAR et al., 2003; ALENCAR et al.,
2004; BITENCOURT et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009).

Apos verificarmos o efeito da CboL em modelo experimental de inflamacao
inata, induzida por agente inespecifico (Cg), decidemos investigar o efeito da lectina
em modelos experimentais de inflamag&o imune. Para tanto, utilizamos o modelo
experimental de inflamacéo induzida pela administracdo de ovalbumina (OVA) em
animais pré-imunizados. A OVA é uma proteina bastante utilizada como antigeno
em protocolos de imunizagdo, geralmente na forma de antigeno soluvel associado
ao adjuvante de Freund. A utilizacdo de antigenos em emulsédo agua-éleo estimula a
producdo de anticorpos em grande quantidade por um longo periodo de tempo,
sendo este efeito atribuido a lenta liberacdo do antigeno. Além disso, a utilizacdo do
adjuvante completo de Freund, contendo Micobactéria tuberculosis € utilizada para
dirigir a resposta imune para um padrdo Thl ap6s o desafio com OVA, podendo-se
observar alta predominéancia de neutréfilos na fase aguda do processo (BILLIAU e
MATTHYS, 2001). Cinéticas de infiltracao celular induzida por desafio antigénico em
animais imunizados com OVA ja foram demonstradas em camundongos onde se
observou um significativo infitrado de eosindfilos e células mononucleares
(CANETTI et al., 2001). Neste sentindo, CboL demonstrou-se eficaz em inibir a
migracdo de neutréfilos em animais previamente imunizados e desafiados com OVA.
Estes resultados nos mostram que a lectina modula negativamente a migracao

celular frente a diferentes agentes inflamatorios.

O processo de quimiotaxia de neutrofilos frente a um estimulo quimiotaxico
envolve mecanismos unificados, incluindo a ativacdo de receptores acoplados a
proteina G, mecanismos de sinalizacdo intracelular, polimerizacdo de actina, a
reorganizacdo do citoesqueleto, o desenvolvimento de polaridade e a adeséo
reversivel (WALLACE e WERSTO et al., 1984; SHIELDS e HASTON, 1985). Fatores
guimiotaticos podem ser produzidos por uma ampla variedade de células, incluindo
células endoteliais e epiteliais, macréfagos, mondcitos, linfécitos e plaquetas, os
proprios neutrofilos e células parenquimais (VICENTE-MANZANARES, 2004). Apos
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verificarmos in vivo a inibicdo da migracao de neutrdéfilos pela CboL, nosso préximo
passo foi investigar se CboL apresentaria efeito direto sobre os neutrdfilos, para isto
utilizamos como ferramenta o0 ensaio de quimiotaxia de neutrofilos frente a
guimiocina MIP-2 in vitro em camara de boyden observamos que a lectina foi
eficiente em inibir a migracédo de neutrdfilos isolados do sangue de camundongos e
estimulados com MIP-2, sugerindo assim, que esta lectina além de interfirir
indiretamente com a migracdo de neutrdfilos via controle da liberacdo de citocinas

pro- e antiinflasmatérias, atua diretamente no neutréfilo inibindo sua a migracéo.

O conjunto de resultados obtidos até esta etapa deram suporte para a
formulacdo das seguintes hipéteses: 1) a lectina estaria inibindo a concentracédo de
citocinas (IL-18 e TNF-a) e aumentando a concentracdo (IL-10) desta forma
reduzindo a migracdo e quimiotaxia de neutroéfilos; e/ou 2) a lectina age diretamente
sobre as moléculas de interacao leucdcito/endotélio bloqueando o sitio de ligacéo e

consequentemente reduzindo o rolamento/adeséo.

O interesse em identificar novos alvos para o tratamento da dor tem
aumentado expressivamente nos Uultimos anos. Apesar dos avangos recentes
ocorridos na compreensado dos mecanismos envolvidos na génese e manutencéo da
dor, as terapias disponiveis atualmente possuem apenas resultados parciais e a
maior parte das drogas analgésicas apresenta importantes efeitos colaterais, o que
dificulta o uso continuo. Diante deste contexto, varios modelos de nocicep¢cdo em
animais de laboratério tém sido propostos, a fim de avaliar a acdo antinociceptiva de
varias drogas. No entanto, de maneira geral, esses modelos possuem
caracteristicas proprias que devem ser consideradas, tais como sua simplicidade,
reprodutibilidade e validade dos resultados obtidos e principalmente, a possibilidade

de serem correlacionados com estudos clinicos (WALKER et al., 1999).

Entre os modelos de nocicepcdo utilizados neste trabalho, o teste das
contor¢cdes abdominais, induzidas pelo acido acético, € descrito como um tipico
modelo para avaliar a dor de origem inflamatoéria, pouco especifico, mas com boa
sensibilidade, sendo uma ferramenta de triagem para avaliacdo da atividade
analgésica e antiinflamatoria de novos agentes (IKEDA et al., 2001; LE BARS et al.,
2001). Neste modelo, a administracdo de um agente irritante para a membrana
serosa, como acido acético, provoca comportamentos estereotipados em

camundongos, que sdo caracterizados por contorces abdominais que Ssao
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considerados reflexos e evidenciam a dor visceral (LE BARS et al.,, 2001). Em
termos de mecanismo os prétons oriundos da dissociacdo do acido acético podem
ativar diretamente canais de cation ndo seletivos localizados nas fibras aferentes
priméarias (JULIUS e BASBAUM, 2001).

Através da realizacdo deste teste, foi possivel observar que a administragéo
sistémica, de CboL reverteu o niumero de contor¢cdes abdominais produzidas pela
injecdo i.p. de acido acético em camundongos. A irritacdo local, provocada pela
administragao deste agente na cavidade intraperitoneal desencadeia a liberagdo de
varios mediadores como prostaglandina, histamina, bradicinina, serotonina,
substancia P, bem como algumas citocinas como IL-1B8, TNFa e IL-8 entre outros
(RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001). Dessa forma, o resultado obtido neste
trabalho sugere que o efeito antinociceptivo da ChoL pode estar relacionado a
inibicdo da liberacdo de mediadores proé-inflamatorios, induzida pelo &cido acético e
mais ainda pela inibicAo da migracdo de células que exacerbariam o processo
doloroso. Contudo, como jA& mencionado o teste de contorcbes abdominais €
inespecifico, ja que analgésicos opidides, antidepressivos triciclicos e drogas AINEs
podem inibir a resposta nociceptiva no modelo do acido acético (FRANCA et al.,
2001; DAI et al., 2002, GARCIA et al., 2004).

O proximo passo foi avaliar o teste da formalina, o qual € um modelo de dor
aguda e tonica (TRONGSAKUL et al., 2003). Este modelo consiste na injecdo
intraplantar ou subcutdanea de formalina. A resposta provocada pela formalina
constitui-se duas fases de nocicepcao: A primeira fase (dor neurogénica) resulta da
estimulacdo quimica direta das fibras aferentes nociceptivas mielinizadas e néo-
mielinizadas (fibras C); enquanto que a segunda fase (dor inflamatéria) resulta da
acdo de mediadores inflamatérios liberados no tecido periférico e de mudancas
funcionais nos neurdnios do corno dorsal espinhal que permitem, em longo prazo, a
facilitacdo da transmissédo sinaptica a nivel espinhal (FRANCA et al., 2001; CAMPOS
et al., 2002; DAI et al., 2002).

Na literatura a grande maioria das lectinas que relatam o efeito antinociceptivo
demonstram este efeito perifericamente (2° fase, dor inflamatéria), (BITENCOURT et
al., 2008; NAPIMOGA et al., 2007). Entretanto no presente estudo a atividade da
CboL foi observada também na primeira fase (dor neurogénica) do teste da

formalina quando comparadas a morfina um agonista opioide utilizado como padrao.
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Adicionalmente CboL também demonstrou um significante efeito na segunda fase da
formalina. Esses resultados sugerem além de uma possivel resposta de acéo
central, também, uma resposta na nocicep¢ao de cunho inflamatorio, e esta acéao
pode estar relacionada com a sintese e/ou acdo destes mediadores nociceptivos e
inflamatorios; isso corrobora com os resultados dos experimentos de inflamacdo no
gual a lectina entdo estaria inibindo a migracdo de células ao local injuriado e

conseguentemente, inibindo a transducéo da dor.

E importante ressaltar que o efeito antinociceptivo da CboL na primeira fase
foi dose-dependente (10 mg/kg foi a maior dose) e na segunda fase este efeito se
apresentou de maneira de uma curva de sino (“bell-shaped”) (1 mg/kg apresentou
maior efeito antiinflamatério). Este efeito pode refletir que doses diferentes da
mesma droga possam ter acdes diferentes e opostas ou atividade agonista parcial
sobre seus receptores (KEKESI et al., 2004).

Para verificar o envolvimento do sistema central no efeito antinociceptivo da
CbolL foi realizado o teste da placa quente, este teste indica a resposta ao estimulo
térmico que é associado a neurotransmissao central (HUNSKAAR et al., 1996). O
comportamento do animal de “sapatear’” ou lamber as patas é a indicacdo da
resposta ao estimulo nociceptivo térmico, enquanto que a laténcia para o
aparecimento desta resposta € cronometrada em segundos. ANKIER (1974),
avaliando analgésicos analogos a morfina em camundongos, demonstrou que a
placa quente a 55 °C produzia resultados falsos negativos e sugeriu 0 uso de
temperaturas inferiores (em torno de 51 °C). Por este motivo neste trabalho

utilizamos a placa quente temperatura 51 + 0,5 °C.

CboL em todas as doses testadas demonstrou influéncia significativa no
tempo de permanéncia do animal sob o estimulo térmico, desta forma aumentou o
tempo de reacdo dos animais nos tempos de 30, 60, 90, 120 minutos, tendo seu
platd de resposta 60 minutos apdés o tratamento sistémico de CboL 10 mg/Kg.
Morfina utilizada como padrdo aumentou significativamente o tempo de reacdo na
placa quente (30, 60 e 90 minutos). Estes resultados reforcam os ja demonstrados
no teste da formalina e sugerem que o efeito antinociceptivo da CboL envolve um
mecanismo de acdo central. Recentes trabalhos tém demonstrado efeito analgésico
de lectinas de algas tanto a nivel central quanto periférico. NEVES e colaboradores

(2007) demonstraram esses efeitos para a lectina de alga marinha Amansia multifida
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Lamouroux. Porém dados de envolvimento em nivel de acéo central de lectinas de

leguminosas ainda ndo havia sido reportado na literatura.

Atualmente, os opibides constituem uma das mais usadas e efetivas classes
de drogas empregadas no tratamento de dores moderadas e severas de diferentes
origens, incluindo-se dores poOs-operatdrias e também as de origem inflamatoria
(GUTSTEIN e AKIL, 2001). O papel dos receptores opidides na modulacdo da
nocicepcao estd bem demonstrado na literatura (SAKURADA et al., 2005). A acéo
analgésica central é confirmada pelo efeito inibitério da naloxona, um antagonista
especifico dos receptores morfinomiméticos (MUNDEY et al., 2000). O pré-
tratamento com naloxona dos camundongos tratados com morfina e CboL blogqueou
o efeito antinociceptivo da morfina assim como da CboL. Isto pode sugerir 0
envolvimento do sistema opidide na modulacdo da dor por CboL, e este
envolvimento € importante pois a ativacdo destes receptores é efetiva em reduzir a
nocicepc¢éao induzida nos diferentes modelos conhecidos (WALKER, 1999; LE BARS
et al., 2001). Além disso, os receptores opdides (U, K e O) estdo localizados em
varios niveis da transmissdo da dor (FURST, 1999), sendo responsaveis pelas
acOes antinociceptivas diretas e indiretas dos agonistas opidides (HUI et al., 2003;
LEE et al., 2003)

Além disso, nés avaliamos o efeito antinociceptivo da CboL em outro modelo
de nocicepcgdo, visto que € importante testar o efeito de uma substancia com
potencial terapéutico em diferentes modelos experimentais. Deste modo o préximo
passo foi investigar a atividade antinociceptiva da CboL na hipernocicepgédo de
origem inflamatéria.

A lectina de CboL foi capaz de inibir a hipernocicepcéao induzida pela Cg nos
tempos de 1, 3, 5 e 7 horas apés a administracdo da Cg, esta atividade parece
compartilhar do mesmo mecanismo da atividade antiinflamatoéria, uma vez que neste
modelo de hipernocicep¢édo, CboL foi capaz de reduzir a migracdo de neutrofilos
para a pata de ratos administrados com carragenina sendo mensurada através da
atividade da mieloperoxidase. A mieloperoxidase, quando liberada, participa da
inducdo do metabolismo respiratorio, evento este importante na fagocitose de
microorganismos invasores, como por exemplo: bactérias, virus e fungos, bem como
células tumorais. Durante a ativacdo dos neutrofilos esta enzima € liberada dos

fagossomos para o0 espaco extracelular, onde ir4 reagir com o peroxido de
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hidrogénio (H,0O;), que é derivado do metabolismo respiratério dos neutrdfilos,
catalisando entdo a formacdo de potentes agentes microbicidas como acido
hipocloroso (HOCI) e outras espécies oxidativas (WINTERBOURN et al., 2000).
Dados semelhantes com outras lectinas de leguminosas foram reportados
(NAPIMOGA et al., 2007 e NUNES et al., 2009).

Sob as condicfes experimentais utilizadas no presente estudo, ja esta bem
demonstrado que Cg induz hipernocicepcdo mecanica em ratos, ativando uma
cascata sequencial de citocinas. Esta cascata, em geral, comeca com TNF-q, que
estimula duas vias distintas: a IL-1B que por sua vez ativa ciclooxigenase para
produzir prostandides e b) producdo de CXCL1/CINC-1, que estimula a liberacdo de
aminas simpaticas (VERRI et al.,, 2006). Os Prostandides e aminas simpaticas
também estdo envolvidos e séo responsaveis pela sensibilizagdo do nociceptor
(CUNHA et al., 2005). Assim, drogas que inibem a produgédo de citocinas, tais como
corticosteroides, talidomida (RIBEIRO et al., 2000), pentoxifilina (VALE et al., 2004)
e produtos naturais (VALERIO et al., 2007) sdo analgésicos em modelos de

inflamacéo.

Apo6s um estimulo nocivo, varios tipos celulares presentes no tecido produzem
e/ou liberam citocinas pré-inflamatorias. A citocina IL-1B pode ser produzida por
células dendriticas, melandcitos, fibroblastos ou leucécitos em condicdes patolégicas
associadas a neuropatias, crescimento tumoral e doencas inflamatérias crénicas
como artrite reumatoide (GRONE et al., 2002). O TNF- a é considerado uma citocina
inflamatoria primaria devido a seu papel de iniciar a ativagdo de outras citocinas,
sendo que o ponto final da cascata resulta na ativacéo da ciclooxigenase-2 (COX-2)
(SOMMER e KRESS, 2004). Levando em conta esta evidéncia, o proximo passo foi
verificar se o efeito antinociceptivo da CboL era dependente da inibicdo ou producao
de citocinas. Para isto foi realizada a dosagem das citocinas TNF-q, IL-13 e IL-10,
onde verificou-se neste estudo que o efeito antinociceptivo da CboL ndo esta
producdo de citocinas antiinflamatorias (IL-10). Contudo ndo podemos descartar o
efeito sistémico da CboL sobre a producdo da IL-10 e também o efeito inibitorio

desta lectina sobre as citocinas IL-1a e TNF-a na atividade antihipernociceptiva.

Um grande numero de estudos in vivo tém mostrado que perifericamente

injetado PGE, produz hiperalgesia e alodinia tanto em animais experimentais como
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em seres humanos (FERREIRA, 1972; KUHN e WILLIS, 1973). Atualmente, sabe-se
gue apos uma injuria tecidual ou inflamac&o, os neurdnios aferentes primarios
nociceptivos (nociceptores) sao sensibilizados de tal maneira que estimulos
mecanicos, térmicos ou mesmo quimicos, normalmente in6cuos, tornam-se
dolorosos. Na verdade, PGE, age diretamente sobre o0s receptores presentes nas
membranas nociceptores, provocando a sua sensibilizacdo (CUNHA, 1992).
Prostaglandinas tornaram-se as moléculas mais estudadas no contexto da dor
inflamatoria. As prostaglandinas sdo consideradas mediadores inflamatorios finais
da sensibilizacdo dos nociceptores, ou mesmo, como mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos de acdo direta. Portanto a hipernocicep¢ao
produzida por PGE; é independente da producdo de outros mediadores ou células
inflamatérias, como neutrofilos (CUNHA et al., 2008a, 2008b).

Neste trabalho CboL também inibiu a hipernocicepg¢édo induzida por PGE, em
sua atividade maxima (32 hora), demonstrando que CboL reduz diretamente a
sensibilizacdo do nociceptor, ou mesmo que CboL pode induzir um mediador
enddgeno. E importante mencionar que os analgésicos que agem por inibicdo da
COX (isto &, AINESs) a producao de citocinas ou a migracdo de neutréfilos ndo sédo
capazes de afetar a hipernocicepcao induzida por PGE, (CUNHA et al. 2008Db,
RIBEIRO et al.,, 2000). Nosso estudo indica claramente que as acdes anti-
hipernociceptivas da CboL parecem ter interagcdo com 0 sistema opidide tendo em
vista que o tratamento prévio dos animais com naloxona causou reversao do efeito

anti-hipernociceptivo pela CbhoL.

Existe a possibilidade da resposta induzida pelo desafio com OVA se tratar de
uma reacdo desencadeada por anticorpos, o que, com algumas diferencas, seria
comum as reacOes de hipersensibilidade do tipo I, Il e Ill. Resumidamente, a
hipersensibilidade do tipo | é caracterizada por uma resposta mediada por IgE e
ativacao de mastaocitos. A hipersensibilidade do tipo Il € mediada por anticorpos IgM
e lgG contra antigenos de superficie, opsonizacdo e fagocitose de células. Na
hipersensibilidade tipo Ill, anticorpos IgM e IgG formam imuno-complexos,
ocasionando a migracdo de leucdcitos pela ativacdo de complemento e receptores
Fc (ABBAS e LICHTMAN, 2003). No entanto, existem evidéncias de que no modelo

de imunizacgao e desafio com OVA ocorre uma resposta de hipersensibilidade tardia
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do tipo IV. Como a propria classificacdo indica, esta é uma resposta tardia. Contudo,

€ caracterizada pelo influxo de neutréfilos em sua fase inicial (CANETI et al., 2001).

Em nosso estudo foi realizada a abordagem da hipernocicepcéo induzida por
OVA em que a administracdo de CboL reduziu significativamente a hipernocicepc¢ao
induzida pela OVA nos tempos de 1, 3, 5 e 7 horas. Este efeito provavelmente se
deve a reducdo notavel na migracdo de neutréfilos. OVA induziu um aumento da
atividade da MPO como ja mencionado neste trabalho e € um importante indicativo
da progressdo do processo inflamatério. CboL mostrou-se efetiva em reduzir a
atividade da MPO induzida por OVA.

No intuito de verificar o efeito sobre o limiar basal dos animais no modelo de
hipernocicepcao utilizando morfina como controle, foi observado que a lectina foi
habil em apresentar tal efeito com resultados maiores que o controle no modelo de
hipernocicepgdo. Podemos assim sugerir que este fato se deve provavelmente ao

efeito analgésico da lectina.

Muitas pesquisas ja foram e ainda estdo sendo desenvolvidas a respeito das
propriedades das lectinas no tocante dos mais diversos tipos de atividade biologica,
porém poucas sdo aquelas que exploram seus efeitos no sistema nervoso central.
Dados da literatura demonstram que a lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr)
(BARAUNA et al., 2006) administrada i.c.v. em camundongos diminuiu o tempo de
imobilidade dos animais tratados no teste do nado forcado sem alterar a atividade
locomotora no teste do campo aberto, estes estudos apontaram a lectina ConBr
como uma possivel ferramenta no estudo dos sistemas de neurotransmissores
envolvidos na depressdo e também na caracterizagdol/isolamento de alvos

moleculares importantes na modulacdo do comportamento depressivo.

Neste estudo os resultados sugerem que o efeito antinociceptivo evolve o
mecanismo de acdo central via receptores opidides. Deste modo, no sentido de
validar esta hipétese avaliamos o efeito antinociceptivo da ChoL por outras vias de
administracdo. Dados disponiveis na literatura demonstram que através da
administracdo intratecal de analgésicos, atingindo a medula espinal ha a producéo
de analgesia potencializada (MILLAN, 2002). CboL quando administrada por via
intratecal ndo demonstrou nenhuma alteragdo significativa na reducdo da
hipernocicep¢do mecénica induzida por PGE,. A administracdo de drogas por via
intratecal visa a verificacdo de efeitos sobre os neurbnios da medula espinhal,
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considerados pertencentes ao sistema nervoso central. Porém, drogas injetadas por
essa via penetram no espaco subaracnodide e a possibilidade de exercerem efeitos
em outras estruturas presentes neste espaco, envolvidas pela membrana aracnéide,
como as raizes aferentes e os ganglios da raiz dorsal (GRDs), ndo pode ser
descartada. Considerando que substancias administradas por via i.t. atingem o0s
GRDs além de neurdnios medulares, ndo permitindo a distincdo entre a acédo de
drogas sobre neurdnios primarios e secundarios (apud FERRARI, 2004). Uma
hipétese para que a administragdo i.t. de CboL néo tenha sido eficaz possa ser um
efeito supra espinhal da lectina ou outra hipotese seria que CboL n&o tenha efeito
diretamente sobre receptores opidides e sim ativando vias descendentes do controle

da dor que dependem de opidides.

Dando sequéncia a investigacdo de outras vias para a avaliacdo da CboL no
modelo de hipernocicep¢cdo CboL quando administrada i.c.v. mostrou-se eficaz
reduzindo além da hipernocicepc¢éo o influxo de neutrofilos induzido pelos estimulo
no caso carragenina, confirmando o possivel mecanismo central e periférico de acao
da lectina. A confirmacdo do envolvimento dos receptores opidides foi efetuada
através da lectina administrada i.c.v. com a modulacao por naloxona (s.c.), como ja
mencionado neste trabalho um potente antagonista dos receptores opidides. A

Naloxona reverteu o efeito antihipernociceptivo da lectina quando administrada i.c.v.

Drogas com acdo depressora sobre o sistema nervoso central e o efeito
musculo relaxante ndo especifico, podem reduzir a coordenacdo motora de animais
(SOJA et al.,, 2002). Para verificar a possibilidade de que a inibicdo do
comportamento nociceptivo promovido pela CboL possa estar ocorrendo por um
efeito sobre o sistema motor dos animais foram realizados testes de incoordenacao
motora e atividade locomotora. Os resultados demonstraram que CboL ndo causou
gualquer alteracéo significativa da coordenagcdo motora dos animais no teste do rota

rod nas mesmas doses utilizadas nas quais apresentou efeito antinocicepgao.

Como a dor produz diferentes reacdes autonbmicas e comportamentais,
dependendo da sua localizacdo, o teste de campo aberto permite uma facil
observacdo destas condicbes (CAVUN et al.,, 2004). Impedimentos locomotores
relacionados a administracdo de substancias algogénicas reflete o estado de
imobilidade prolongada “freezing” dos animais entre os episédios comportamentais

de dor. Os resultados obtidos no teste do campo aberto mostram que a atividade
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antinociceptiva causada pela administracdo de CboL sistemicamente, ndo parece
secundaria a efeitos depressores e/ou inespecificos do sistema nervoso central,
tendo em vista que ChoL foi efetiva, nos outros modelos de dor analisados no
decorrer deste trabalho. A lectina foi destituida de ac¢fes incapacitantes ou mesmo
depressora da atividade locomotora do animal, uma vez que estes sdo detectaveis
pelo teste do campo aberto. Diazepam, um conhecido relaxante muscular, reduziu

significativamente a locomocéao dos animais.

Adicionalmente, CboL parece ser bem tolerada por esses animais, pois a
avaliagdo da toxicidade sub-cronica em camundongos administrados
sistemicamente em dose Unica durante quatorze dias ndo provocou nenhuma
alteracdo morfolégica nos 6rgdos avaliados (rim, figado, coracdo e estbmago). Os
parametros usados na avaliacdo da funcao renal e hepatica também ndo foram
alterados quando comparado ao grupo controle (salina). O nimero de leucdcitos
circulantes no sangue e a massa corporal dos animais mantiveram-se normais
depois do tratamento subcrénico com a lectina. Da mesma forma, MOTA e
colaboradores (2006), NAPIMOGA e colaboradores (2007) e BITENCOURT e
colaboradores (2008) mostraram para as lectinas de Araucaria augustifolia,

Lonchocarpus sericeus, Hypnea cervicornis, respectivamente.

Sob o aspecto da grande importancia em se buscar na natureza moléculas
com potencial terapéutico para resolucéo/cura de processos patoldgicos, a lectina
isolada das sementes de Canavalia boliviana, apresenta-se extremamente Gtil como
uma ferramenta potente a ser explorada e uma possivel utilizacdo na elaboracéo de

drogas que possam ser usadas no tratamento da inflamacéo e da dor.
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6. CONCLUSAO

Dados obtidos neste trabalho nos levam as seguintes conclusoées:

A lectina de Canavalia boliviana (CboL) nas doses utilizadas neste trabalho foi
capaz de inibir a migracdo de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal tanto por
um quanto por um indireto (Cg), quanto por um estimulo antigénico (OVA),

demonstrando atividade antiinflamatoéria;

O envolvimento da estrutura terciaria da CboL é relevante para suas
atividades biolégicas e parece exercer sua ac¢ao antiinflamatéria via interacao

do dominio lectinico;
CbolL foi habil e reduzir a permeabilidade vascular induzida por Cg;

A lectina diminui o rolamento e adesao de leucécitos em vénulas

mesentéricas;

A atividade anttinflamatéria demonstrada pela lectina ndo demonstra

envolvimento com NO;

A sintese e/ou liberagéo de citocinas (IL-1 e TNF-a) e aumento (IL-10) estéo

envolvidas no processo antiinflamatério;
CboL demonstrou possuir atuacéo direta sobre neutrofilos;

A lectina apresentou atividade antinociceptiva no modelo de contor¢des

abdominais induzida por acido acético,

A atividade antinociceptiva da CboL no modelo de formalina ocorreu na
primeira e segunda fase, sugerindo acdo na dor neurogénica e também na

dor inflamatoria.

A CboL apresentou efeito antinociceptivo central no modelo da placa quente,
corroborando assim com sua atividade central e periférica, sendo confirmado

pela reversdo com naloxona;

CboL mostrou-se eficaz em inibir a hipernocicep¢cdo mecéanica (Von Frey)
induzida por carragenina e prostaglandina E;, e por ovoalbumina em animais
imunizados, reduzindo também o influxo de neutréfilos para a pata dos
animais, excluindo a acao da concentracao de citocinas (TNF-a, IL-183, IL-10)

na pata dos animais estimulados com carragenina
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CboL apresentou atividade anti-hipernociceptiva da CboL através da via
intra-cerebro-ventricular, confirmando efeito central e o envolvimento de

receptores opioides;

A atividade motora e locomotora dos animais nao € alterada pela
administracao da lectina;

De forma subcrénica ChoL néo altera o leucograma apds sua administracao;

Quando administrada de forma subcrénica durante quatorze dias néo
promove alteracdes hepéticas e renais, nem no perfil leucocitario sangiineo e

no peso corporal.
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Abstract The aim of the present study was to evaluate the
potential antinociceptive and toxicity of Canavalia bolivi-
ana lectin (CboL) using different methods in mice. The role
of carbohydrate-binding sites was also investigated. CboL
given to mice daily for 14 days at doses of 5 mg/kg did not
cause any observable toxicity. CboL (1, 5, and 10 mg/kg)
administered to mice inftravenously inhibited abdominal
constrictions induced by acetic acid and the two phases
of the formalin test. In the hot plate and tail immersion tests,
the same treatment of CboL induced significant increase in
the latency period. In the hot plate test, the effect of CboL
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(5 mg/kg) was reversed by naloxone (1 mg/kg), indicating
the involvement of the opioid system. In the open-field and
rota-rod tests, the CboL treatment did not alter animals'
motor function. These results show that CboL presents
antinociceptive effects of both central and peripheral origin,
involving the participation of the opioid system via lectin
domain.

Keywords Antinociception - Canavalia boliviana lectin -
Leguminosae - Neuropathic pain - Inflammatory pain -
Toxicity

Introduction

Lectins are a group of widely distributed and structurally
heterogeneous carbohydrate-binding proteins that comprise
of distinct but evolutionary related families. Leguminosae is
a family of lectins with similar amino acid sequences that
strongly differ with respect to their carbohydrate-binding
specificities (Van Damme et al. 1988). Although the
physiological role of these proteins in plants is just
beginning to be understood, lectins are becoming very
important in the development of glycobiology (Sharon
1998). The number of reports is increasing regarding the
anti-inflammatory activities of plant lectins (Alencar et al.
1999, 2005a; Assreuy et al. 1997, 1999; Mota et al. 2006;
Santi-Gadelha et al. 2006). However, in respect to the role
of these proteins in nociception events, few studies have
demonstrated the antinociceptive activity of algal lectins
(Bitencourt et al. 2008; Neves et al. 2007; Viana et al. 2002;
Vieira et al. 2004) and even more rare are those describing
this effect for leguminous lectins (Napimoga et al. 2007;
Nunes et al. 2009).
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Pain is one of the most prevalent conditions that limits
productivity and diminishes quality of life. Although there
currently exists an arsenal of effective and widely used
analgesics, there are some concemns regarding their safety
(Jage 2005; Whittle 2003). It is believed that current analgesic
drugs, such as opioids and nonsteroidal anti-inflammatory
drugs, are not useful in many cases because of their side
effects and/or low potencies (Ahmadiani et al. 1998). For
instance, morphine causes acute poisoning, hypotension, drug
dependence, etc. As a result, searches for analgesic alter-
natives have become increasingly necessary and beneficial.

Despite the pharmaceutical industry's effort in the
development of synthetic drugs, there is still an increasing
interest in the market of the therapeutic potential of
medicinal plants (Calixto et al. 2000; Koehn and Carter
2005). In fact, nowadays 25% of the prescribed drugs in the
world are obtained directly or indirectly from plants.
Moreover, 49% of the drugs developed between 1981 and
2002 were derived from natural products, or similar
semisynthetic or synthetic compounds based on natural
products (Koehn and Carter 2005).

The aim of the present work was to investigate the
unexplored antinociceptive activity and subchronic toxicity
of a lectin isolated from Canavalia boliviana (CboL) seeds.

Materials and methods
Drugs

The following substances were used: formalin, glacial acetic
acid, morphine sulfate, and glucose (Merck, Darmstadt,
Brazil); naloxone hydrochloride (Sigma Chemical Co.,
USA); and diazepan (Novaquimica, Brazil). The enzymatic
kits used for evaluation of lectin systemic toxicity were from
LABTEST (Diagnostic Tests, Brazil). All drugs and the
lectin were dissolved in sterile 0.9% (w/v) NaCl (saline). All
other chemicals were of analytical grade and obtained from
standard commercial suppliers.

Lectin preparation

C. boliviana (Leguminosae, Papilionoideae) was collected
from the Amazon Rainforest located in the Amazonas state
of Brazil. Seeds were ground to a fine powder in a coffee
mill, and the soluble proteins were extracted at 25°C by
continuous stirring with 0.15 M NacCl [1:10 (w:v)] for | h,
followed by a 20 min centrifugation at 10,000xg at 4°C.
The supernatant was applied in a Sephadex G-50 column
(10x50 cm) previously equilibrated with 0.15 M NaCl
containing 5 mM CaCl, and 5 mM MnCl,. The purity of
ChboL. preparations was monitored by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (Laemmli

@ Springer

1970), in a 12.5% gel using standard molecular mass
markers purchased from Fermentas™ (#SM0441). Protein
bands were stained with 0.05% Coomassie brilliant blue R-
250. The protein purification was performed according to
Moura et al. (2009). The homogeneity of the sample was
the same used for crystallization experiments indicating a
high degree of purity.

Animals

Male Swiss mice (2025 g) were housed in temperature
controlled rooms (22-25°C) with access to water and food ad
libitum. Experiments were carried out according to the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals of the U.S.
Department of Health and Human Services (National Institutes
of Health publication no. 85-23, revised 1985) and approved
by the Institutional Animal Care and Use Committee of the
Federal University of Ceard, Fortaleza, Brazil.

Antinociceptive study

Abdominal constrictions induced by intraperitoneal
injection of acetic acid

Acetic acid (0.6%; 10 mlkg body weight) was injected
intraperitoneally (i.p.) into mice. Ten minutes later, the
number of constrictions was recorded for 20 min (Koster et
al. 1959). Animals were treated intravenously (i.v.) with
0.1 ml of CboL (0.5, 1, 5, and 10 mg/kg), glucose (0.5 M),
ChoL (1 mg/kg) combined with glucose (0.5 M), or sterile
saline (0.9% w/v, NaCl).

Morphine (5 mg/kg) was administered subcutaneously
(s.c.), 30 min before acetic acid as reference. In this
protocol, the lectin was administered in combination with
glucose (lectin-binding sugar). Glucose and lectin, alone or
combined, were previously incubated for 30 min at 37°C
before administration.

Formalin test

Twenty microliters of 1.5% formalin (v/v in distilled water)
were s.c. injected into the ventral surface of the mice's right
hind paws. Immediately after formalin injection, animals
were individually placed in a glass observation chamber
with a transparent floor, beneath which a mirror was
mounted at a 45° angle to allow clear observation of
animal paws. The time (in seconds) that animals spent
licking the injected paws was recorded after the first 5 min
of formalin injection (first phase, corresponding to a direct
chemical stimulation of nociceptors) and after 20 min
(second phase, involving release of inflammatory media-
tors), both for a duration of 5 min (De Souza et al. 2001).
Animals were treated with sterile saline (0.1 ml, iwv.),
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morphine (5 mg/kg, s.c.), or CboL (0.5, 1, 5, and 10 mg/kg,
i.v.), 30 min before formalin injection.

Hot-plate test

The reaction time in seconds (between placement of animals
onto a surface heated to 55+0.5°C and the occurrence of either
licking of hind paws or jumping off from the surface) was
recorded as the response latency on a hot plate (Ugo Basile,
model-DS 37; Eddy and Leimback 1953). Baseline latencies
of more than 20 s were excluded from the study. Mice were
treated with CboL (0.5, 1, 5, and 10 mg/kg, i.v.) or with sterile
saline (0.1 ml; iv.), or morphine (5 mg/kg, s.c.; reference
drug) as controls 30 min before the test. For detection of a
possible involvement of the opioid system, animals were
pretreated with naloxone (1 mg/kg; s.c.) 15 min before CboL
or morphine. Measurements were performed before (0 time)
and 30, 60, 90, 120, and 150 min thereafier treatment, with a
cut-off time of 45 s to avoid animal paw lesion.

Tail-immersion test

The tail withdrawal response was determined by immersing
the lower 3.5 cm of the animal's tail into a cup freshly filled
with water from a large bath at a constant-temperature of
50°C until the typical response was observed. A 20 s cut-
off was imposed to avoid tail damage by heat. Changes in
tail-flick latency, Az (in seconds), was calculated for each
animal according to the formula: Az (s)=postdrug latency -
predrug latency (Janssen et al. 1963; Pinardi et al. 2003).
The lower 3.5-cm portion of the tail was marked, and the
animals were injected i.v. with 0.1 ml of CboL (1, 5, and
10 mg/kg) or saline, 30 min before the test.

Coordination and motor function evaluation
Rota-rod test

Possible nonspecific muscle relaxant or sedative effects of
CboL were evaluated. The rota-rod apparatus consists of a
bar (diameter 2.5 c¢m) divided into six compartments by
disks of 25-cm diameter (Durham and Miya 1957), rotating
at a constant speed of 14 mpm. Animals were previously
selected 24 h before test, eliminating those mice which
could not remain on the bar for two consecutive periods of
60 s. Animals were treated with sterile saline (1 ml; i.v.),
CboL (1, 5, and 10 mg/kg; i.v.), or diazepan (5 mg/kg; i.p.),
30 min before test.

Open field

In order to verify motor activity, animals were placed in the
center of an open-field arena and allowed for free

ambulation during 1 min. The locomotion frequency
(number of floor units the animal entered with all its limbs)
was observed during 4 min (Capaz et al. 1981). Mice were
treated with sterile saline (0.1 ml; i.v.), CboL (1, 5, and
10 mg/kg; i.v), or diazepan (5 mg/kg; i.p.), 30 min before
the test.

Evaluation of systemic effects

Mice were i.v. injected daily with a single dose of saline or
ChboL. (5 mg/kg) for 14 consecutive days. Animals were
weighed at the beginning and at the end of treatment.
Peripheral blood was collected from the retro-orbital plexus
for leukogram and biochemical analysis. An aliquot of
blood was mixed with ethylenediamine tetracetic acid, and
total and differential leukocyte counts were carried out by
standard manual procedures using light microscopy (Souza
and Ferreira 1985). Standardized diagnostic kits by LABT-
EST® were used for spectrophotometric determination of
aspartate amino transferase, alanine amino transferase,
creatinine and urea in serum samples obtained after
centrifugation of total blood without anticoagulants, at
2500 rpm for 15 min.

After sacrifice, liver, kidney, and heart were removed,
weighed (wet weight expressed as grams/20 g of body
mass) and macroscopically analyzed. Possible ulcerative
lesions or hemorrhage were quantified and measured. The
stomach was opened via longitudinal incision following the
great curvature and exposed for evaluation of the number
and grade of gastric mucosal lesions (Santucci et al. 1994).

Statistical analysis

Results are expressed as mean+standard errors (SEM) and
analyzed as follows: Student Neuman-Keuls test, two-way
analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni's
test, and Student's r-test for unpaired values (toxicology
study). Statistical significance was set at P<0.05.

Results
Acetic acid-induced writhing in mice

The results presented in Table | show the number of
abdominal writhing episodes evoked by the intraperitoneal
injection of acetic acid in mice and the antinociceptive effect
of Cbol. The treatment with ChoL (1, 5, and 10 mgkg)
reduced significantly the number of writhings by 60%, 63%,
and 64%, respectively, compared to normal animals injected
with saline. The reference drug morphine (5 mg/kg) showed
stronger analgesic effect (about 90%). However, the inhib-
itory effect of CboL (1 mg/kg) was reduced when the lectin
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Table 1 Effect of Canavalia boliviana lectin in the abdominal
constrictions induced by acetic acid

Number of abdominal % inhibition

constrictions (20min)

Experimental groups

Saline 21.9£2.7 -
Morphine” (5 mg/kg; s.c.) 22+0.5° 90
Glucose® (10 mg/kg: i.v) 222+£18 -
CboL® 0.5 mg/kg (i.v.) 18.8+5.3 14
CboL* 1 mg/kg (i.v.) 8.8+2.8" 60
CboL* 5 mg/kg (i.v.) 8.0£2.9° 63
CboL® 10 mg/kg (i.v.) 79+2.2° 64
CboL® 1 mg/kg+glucose 18.3£2.5° 16

0.5 M; iv)

Values are reported as mean£SEM: Chol. Canavalia boliviana lectin,
iv intravenously
* Administration, 30 min before acetic acid

Y and © indicate significant differences from acetic acid (0.6%; i.p.)

and CboL 1 mgkg, respectively (P<0.05). ANOVA followed by
Student Neuman-Keuls (n=8)

was combined with its binding-sugar glucose (0.5 M) by
42%.

Formalin test

Systemic administration of CboL (1, 5, and 10 mg/kg),
30 min before formalin, showed significant antinociceptive
effect, reducing the licking time in both the neurogenic and
nflammatory phases of the formalin test. Table 2 shows the
CboL inhibition of 45% in the first phase (at 10 mg/kg) and
of 79% in the second phase (at | mg/kg). As expected,
morphine significantly reduced the formalin response in
both phases, by 71% and 98%, respectively.

Hot-plate test

Results shown in Table 3 demonstrate that CboL (1, 5, and
10 mg/kg) injected iv., 30 min before thermal stimuli,
significantly increased the reaction time at 30, 60, 90, and
120 min compared to control (CboL 1 mg/kg: 30 min 78%;
60 min, 66%: 90 min, 64%; 120 min, 55%; CboL 5 mg/kg:
30 min, 91%; 60 min, 133%; 90 min, 93%;120 min, 79%:;
and CboL 10 mg/kg: 30 min, 102%; 60 min, 133%; 90 min,
103%; 120 min, 100%). As expected, mormphine s.c.
injected significantly increased the animals' latency in
response to thermal stimuli at 30 (134%), 60 (173%), and
90 min (122%). The antinociceptive effects of CboL (5 mg/
kg) and morphine were blocked by naloxone.

Tail-immersion test

Table 4 shows that administration of CboL (1, 5, and
10 mg/kg) significantly increased the reaction time at 30,
60, and 90 min compared to control (CboL 1 mg/'kg:
30 min, 17.843.5; 60 min, 20.2+2.1; 90 min, 16.5+2.0;
CboL 5 mgkg: 30 min, 18.9+3.1; 60 min, 21.5£2.5;
90 min, 18.3+2.8; and CboL 10 mg/kg: 30 min, 18.6+4.4;
60 min, 20.6+5.3; 90 min, 19.6+4.4), and morphine (5 mg/
kg) caused a significant increase in the withdrawal response
of the animal tails immersed in hot water, compared to
control animals at 30 (22.4+3.6), 60 (18.2+2.4), and
90 min (13.8+6.4).

Rota-rod and open-field tests

Treatment of animals with CboL (1, 5, and 10 mg/kg) did
not alter the behavior responses in the rota-rod test
compared to confrol group (Fig. 1a). Similarly, the lectin,
at any dose tested, did not alter the number of crossings,

Table 2 Effect of Canavalia boliviana lectin in the paw licking induced by formalin

Treatment Paw licking (s)
Neurogenic phase Inflammatory phase
First phase Inhibition (%) Second phase Inhibition (%)
Saline 60.9+5.2 - 39,4449 -
Morphine® (5 mg/kg; s.c.) 17.3£3.4° 71 0.9+£0.5" 98
ChoL® 0.5 mg/kg (i.v.) 46.5+4.8 23 33.65.6 14
CboL® 1 mg/kg (iv.) 40.6+5.8" 33 8.1+3.0" 79
Chol® 5 mg/kg (iv.) 35.1x4.9" 42 15.5£2.6" 61
ChboL" 10 mg/kg (i.v.) 33.1+5.3° 45 17.8+4.1° 35

Values are reported as mean+SEM: Chol Canavalia boliviana lectin, s.c. subcutaneously, i.v intravenously

? Administration, 30 min before formalin

" Indicates significant differences from formalin (1.2%; s.c.; P<0.05). ANOVA followed by Student Neuman-Keuls (n=8)
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Iable 3 Effect of Canavalia boliviana lectin in the hot-plate test

Treatment Reaction time (s)

Basal 30min 60min 90min 120min 150min

Saline 18.2+1.9 17.7£1.9 145+1.4 15.3£2.2 14.3£1.3 17.4+3.5
Morphine® (5 mg/kg: s.c.) 14.7+0.9 41.5£3.6° 39.6+5.4° 34.0£6.4° 19.08+2.2 17.6+4.8
Naloxone® (1 mg/kg; s.c.) 16.4+2.2 17.6+3.8 182+1.8 13.4+2.5 13.6+2.9 12.6+3.3
CboL® 0.5 mg/kg (i.v.) 15.7+4.5 21.3£3.8 18.7£2.4 18.2+2.8 17.7£2.2 17.6£2.8
CboL® 1 mg/kg (i.v.) 159+1.9 31.6=3.5° 24.1£2.1° 25.2+2.4° 22.3+3.9° 18.4£2.6
CboL® 5 mg/kg (i.v.) 15.2+£3.5 33.9=3.0° 33.8+£2.5° 29.6=2.8° 25.6+3.3° 18.9+£4.1
CboL" 10 mg/kg (i.v.) 16.1+4.5 35.8=4.4° 34.6+£5.3° 31.224.4° 28.6x4.1° 19.3+4.4
CboL* 1 mg/kg+Naloxone® 15.6+3.3 17.1£2.2 15.7£3.3 16.2=2.7 16.7+£3.6 15.8+£3.1
Morphine®+Naloxone” 15.8+1.2 10.0£2.6 11.6+3.2 12.8£2.1 14.5+£1.9 17.0£2.1

Values are reported as mean+SEM; Chol Canavalia boliviana lectin, s.c. subcutaneously, i.v intravenously

* Administration, 30 min before the hot-plate test
" Administration, 15 min before morphine or ChoL

“Indicates significant differences from control (P<0.05). ANOVA followed by Student Neuman-Keuls (n=8)

rearing, or immobility in the open-field test compared to
controls (Fig. 1b). Diazepan (5 mg/kg) treatment decreased
the responses evaluated in both tests.

In vivo toxicity

CboL (5 mg/kg; i.v.) injected in a single dose scheme over
14 consecutive days did not affect the animal corporal mass
or the wet weight of animal organs such as liver, kidney,
and heart, compared to animals injected with sterile saline.
All the organs evaluated showed normal appearance and
absence of oedema during the whole course of lectin
treatment. Additionally, the stomach macroscopic evalua-
tion showed an intact mucosa with no visible lesions in the
two groups analyzed (CboL or saline treated). Values
obtained for urea and creatinine, used as parameters of
renal function, did not differ from controls. Moreover,
hepatic function, evaluated via hepatic enzymes (alanine
amine fransferase and aspartate amine transferase), and the

I'able 4 Effect of Canavalia boliviana lectin in the tail-immersion test

number of blood circulating leukocytes were not altered by
the lectin treatment in comparison to controls (Table 5).

Discussion

It is well known that pharmaceutical companies around the
world are interested in developing safer and more effective
drugs to treat pain. The present study evaluated the
antinociceptive effect of a lectin isolated from C. boliviana
seeds in several models of central and peripheral pain.
Intraperitoneal injection of acetic acid produces pain via
activation of chemosensitive nociceptors (Stai etal. 1995) or
irritation of visceral surfaces, which lead to the release of
histamine, bradykinin, prostaglandins, and serotonin (Garcia
et al. 2004). These mediators activate chemosensitive
nociceptors that contribute to the development of inflamma-
tory pain. CboL was able to reduce the writhings at all doses
tested, suggesting that its antinociceptive effect could be

Treatment Reaction time (s)

30min 60min 90min 120min
Saline 3.8+0.3 4.8£0.5 4.4+0.4 4.2+03
Morphine® (3 mg/ke; s.c.) 22.4+3.6" 18.2£2.4° 13.8+6.4° 6.7£2.2
CboL* 1 mg/kg (i.v.) 17.8+3.5° 20.2+2.1° 16.5£2.0° 8.8£39
CboL* 5 mg/kg (i.v.) 18.9+3.1° 21.5:2.5° 183+2.8° 92433
CboL® 10 mgkg (iv.) 18.6+4.4" 20.6+5.3° 19.6+4.4° 9.6+4.1
Values are reported as mean+SEM; Chol Canavalia boliviana lectin, s.c. subcutaneously, i.v. intravenously
* Administration, 30 min before the tail-immersion test
" Indicates significant differences from control (P<0.05). ANOVA followed by Student Neuman—Keuls (n=8)
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Fig. 1 Motor coordination (a) and spontaneous locomotion (h) are
not affected by €. boliviana lectin. Animals were treated with saline
(control; i.v.), diazepan (5 mgkg, i.p.), or CboL (I, 5 and 10 mg/kg;
iv.), 30 min before being placed on the bar or in the open field,
respectively. * P<0.05 indicates statistical difference compared to the
control group; mean+=SEM:; ANOVA followed by Bonferroni's test
(n=8)

related to the inhibitory action on the mediators release in
response to acetic acid. Thus, antinociceptive activity of
opioid agonists, opioid partial agonists, and nonsteroidal
anti-inflammatory agents can be initially determined by the
writhing test (Gaertner et al. 1999). Furthermore, we
demonstrated that the CboL effect was nearly completely
abolished by pretreatment with the lectin-binding sugar. This
finding supports the hypothesis that lectin biological effects
involve the lectin domain, amongst others (Alencar et al
2005b, ¢, d; Assreuy et al. 1997, 1999; Bitencourt et al
2008).

It is well known that the formalin test comprises of two
phases: the neurogenic phase involving direct stimulation
of nociceptors and release of substance P and the
inflammatory phase involving release of serotonin, hista-
mine, bradykinin, and prostaglandins (Gaertner et al. 1999;
Tjolsen et al. 1992). The second phase is characterized by
inflammatory pain triggered by a combination of stimuli,

@ Springer

including inflammation of peripheral tissues and central
sensitization (Tjolsen et al. 1992; Tjolsen and Hole 1997).
In the latter phase, different chemical mediators are
involved: excitatory amino acids, neuropeptides, PGE,,
nitric oxide, and kinins (Malmberg and Yaksh 1995; Omote
et al. 1998; Santos et al. 1999; Tjolsen and Hole 1997;
Vanegas and Schaible 2001).

The action of analgesic drugs differs in the two phases of
the formalin test. Opiates, which act centrally for the most
part, inhibit both phases similarly (Hunskaar and Hole
1987; Shibata et al. 1989). However, nonopiate analgesics,
including dipyrone, with both central and peripheral site of
actions, produce an antinociceptive effect in both phases of
the formalin test, especially in the second phase, in which
pain is inhibited at lower doses than those necessary to be
inhibited in the first phase (Shibata et al. 1989). The
majority of lectin reports demonstrate periphery antinoci-
ceptive effects (inflammatory pain) (Bitencourt et al. 2008;
Napimoga et al. 2007; Nunes et al. 2009). However, in the
present investigation, the activity of CboL was observed in
the first phase of the formalin test, a phase in which, as
demonstrated by morphine, the action occurs at the level of
the central nervous system (Shibata et al. 1989). Addition-
ally, CboL produced a significant effect on the second
phase. Probably, the decrease in the licking time could be
explained by the lectin inhibitory effect upon the biosyn-
thesis and/or release and/or action of mediators responsible
for inflammation, as suggested in other studies (Bitencourt
et al. 2008; Napimoga et al. 2007; Nunes et al. 2009). It is

I'able 5 Subchronic treatment with Canavalia boliviana lectin

Parameters Treatment (0.1ml; i.v.)

Saline CboL (5mg/kg)
Corporal mass (g) before 29.10£1.6 28.86x1.8
Corporal mass (g) after 33.73£24 33.38+£33
Liver (/10 g body weight) 0.944+0.2 1.046+0.2

0.148+0.03
0.113+0.02

0.154+0.02
0.126+0.03

Kidney (g/10 g body weight)
Heart (2/10 g body weight)

Total leukocytes = 10*/ml 7.086+1.9 7.120+2.3
Neutrophils * 10%/ml 1.341452 1.212433
Urea (mg/dl) 44.99+3.7 47.95+£3.9
Creatinine (mg/dl) 0.259+0.08 0.270+£0.04
ALT (U/D) 38.70£4.0 51.42+7.1
AST (U 76.70+£9.4 78.17£6.0

ChoL Canavalia boliviana lectin, ALT alanine amino transferase, AST
aspartate amino transferase

Animals were injected daily in single doses during 14 consecutive
days. After treatment, animals were weighed, blood sample collected
for leukogram count and biochemical dosage, sacrificed, and the
organs wet weight taken. Values are reported as mean+SEM. Student's
t test (n=8)
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important to explain that the lectin antinociceptive effect was
dose-dependent in the first phase and bell-shaped in the
second phase. CboL produced a biphasic trend, with
decreasing antinociception in the higher doses. Bell-shaped
dose effect curves may reflect that the drug have two
different and opposed actions or partial agonist activity at
their receptors (Kekesi et al. 2004).

ChoL increased the latency time for jumping or licking in
the hot-plate test. These results suggest that the antinocicep-
tive action of CboL is triggered by a central-acting
mechanism. The role of opioid receptors in the modulation
of nociception has been demonstrated (Sakurada et al. 2005).
This central analgesic action was confirmed by the inhibitory
effect of naloxone, a specific antagonist of morphinomimetic
receptors (Mundey et al. 2000). CboL was shown to interfere
with opioid receptors, since its effect had been blocked by
naloxone. The results also showed that the CboL did not
alter locomotor activity. The depressing action of various
analgesic drugs on central nervous and muscular systems can
generate reduction of motor coordination in animals as well
as in the expression of nociceptive behaviors (Soja et al.
2002). The locomotor impediment that occurs in response to
the administration of related algogenic substances reflects
the animal's state of prolonged immobility, “freezing”,
between behavioral episodes of pain. Pain produces various
autonomic and behavioral reactions, depending on the
location, and the open-field test allows easy observation of
these conditions (Cavun et al. 2004).

CboL prolonged the tail-immersion latency, indicating
an increase in the nociceptive threshold. The tail-immersion
response 1s believed to be a spmally mediated reflex
(Chapman et al. 1985). Moreover, Grumbach (1966) has
shown that the effectiveness of analgesic agents in the tail-
flick pain model is highly correlated with human pain
relief.

It has been demonstrated in toxicological studies that
leguminous lectins seem to be well tolerated by mice
(Napimoga et al. 2007). Sub chronic treatment in mice did
not affect animal body mass or the wet weight of important
organs such as liver, heart, or kidney. The macroscopy of
these organs, including stomach, appeared normal. Neither
renal and hepatic function, nor the number of circulating
leukocytes was altered by the lectin treatment.

In conclusion, this study demonstrates, for the first time,
a modulatory effect of CboL on inflammatory pain in
models of nociception through a naloxone-sensitive mech-
anism. CboL did not show signs of toxicity, appearing to be
safe in mice. Further research would be of interest to
explain the exact mechanism of this antinociceptive effect.
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