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RESUMO

O molusco terrestréchatina fulicaBowditch 1822, também conhecido como caramujo-
gigante-africano, € uma espécie exotica invasor fqu introduzida no Brasil para fins
gastrondmicos. Apesar de ser considerada uma pagadestruir plantacdes, ndo possuir
predador e estar na lista das 100 espécies maisiviag do mundo, estudos mostram que o
muco daAchatina fulicapossui fins medicinais além de possuir propriesdutectericidas,
atividade fungicida e comprovada atividade cicatrie. Nos animais o0 muco tem funcdes de
protecao imunoldgica, evita a desidratacéo e aumdilocomocao e reproducdo. Tais funcdes
séo possiveis pela presenca de diversas macroradéw muco, entre elas glicoproteinas e
lectinas. Alguns trabalhos ja mostraram a presdadgdiferentes lectinas no mucoAlehatina
fulica, mas desde sua purificacdo poucas atividadesdiak® foram realizadas com essa
proteina. Neste contexto o presente trabalho deserpurificacdo, caracterizacdo e avaliacéo
do potencial biotecnolégico de uma lectina presantenuco deAchatina fulica A proteina

foi purificada em coluna de interacédo hidrofébieaRhenilSepharose e aglutinou fortemente
eritrocitos de coelho tratados e ndo tratados etmamente. A lectina purificada foi
chamada de AFL e mostrou ser dependente do ioi,calém de se manter ativa entre 0s
pHs 6 a 10 sendo 8 seu pH 6timo e ser estavel asttemperaturas de 30° a 40°, perdendo
gradativamente sua atividade até atingir a temperatle 70°C e se tornar inativa. Foi
comprovado que a lectina AFL reconhece acido sigmssuindo afinidade fina ao acido N-
acetilneuraminico e ao KDN, glicano expresso enomguiantidade em células tumoralda
avaliacdo do potencial biotecnologico desta lecteste trabalho mostra que a AFL ndo
possui toxidade em teste conthatemia sp. A lectina purificada possui atividade anti-
nociceptiva, pois inibiu o nimero de contor¢cbesumdas por &cido acético, o tempo de
lambida da pata induzido por formalina, no entar&o inibiu a nocicep¢ao térmica induzida
pela placa quente. Além disso, apresentou poteg@te anti-inflamatoéria pela inibicdo do
edema induzido por formalina e peritonite induzida acido acético. Estas atividades estao
associadas ao sitio de ligacdo a carboidratos.cnée AFL apresentou também potente
atividade cicatrizante em feridas cutaneas cirargente induzidas em modelo murino sendo
a primeira lectina animal a demonstrar essas atiés biologicas, o que abre um vasto
campo para a pesquisa de moléculas de interegsermtigico.

Palavras chave:Lectina animal Achatina fulica atividade anti-inflamatoéria, atividade anti-
nociceptiva, atividade cicatrizante



ABSTRACT

The land snailAchatina fulicaBowditch 1822, also known as African giant sné&l,an
invasive exotic species that was introduced in Braz gastronomic purposes. Although
considered a plague by destroying plantations,ngand predator and being on the list of the
100 most invasive species in the world, studiesehsivown that mucus d&. fulica has
medicinal purposes and also has bactericidal ptiegefungicidal activity and proven healing
activity. In animals the mucus has immune protecfienctions, prevents dehydration and
helps in movement and reproduction. Such functemespossible by the presence of various
mucus macromolecules, including glycoproteins agatins. Some works have shown the
presence of different lectins A&chatina fulicamucus, but since purification a few biological
activities were performed with this protein. Inghtontext the present study describes the
purification, characterization and evaluation abtbchnological potential of a lectin present
in Achatina fulicamucus. The protein was purified on hydrophobicerattion column
PhenilSepharose and strongly agglutinated rabbythercytes treated and untreated
enzymatically. The purified lectin was called thELAand shown to be dependent on calcium
ions, and remain active between pH 6 t010 and tBasoptimal pH and its stable over the
temperature range of 30 to 40, gradually losingaitsvity to the temperature 70 ° C and
become inactive. It has been demonstrated thaethim AFL recognizes sialic acid having
strong affinity to N-acetylneuraminic acid and KDf§lycan expressed in greater quantity on
tumor cells. In the evaluation of biotechnologipatential of this lectin, this work shows that
the AFL does not have toxicity in a test agaiAstemia sp. The purified lectin has anti-
nociceptive activity, it inhibited the number ofithees induced by acetic acid, the licking time
of paw induced by formalin but was not able to Imteid thermal nociception induced by hot
plate. Furthermore, it showed potent anti-inflanwnagction by inhibition of edema induced
by formalin and peritonitis induced by acetic aclthese activities are associated with the
carbohydrate binding site. The lectin AFL also shdwpotent activity in healing wounds
surgically induced in mouse model being the firsinal lectin to demonstrate these
biological activities, which opens a wide field fiasearch for molecules of biotechnological
interest.

Key Words: Animal Lectin, Achatina fulica anti-inflammatory activity, anti-nociceptive
activity, healing activity
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1. REVISAO LI TERARIA

1.1 Lectinas: uma ferramenta biotecnolégica

A descoberta das lectinas ocorreu a mais de umospou S. Weir Mitchell em
1860, no entanto somente nos ultimos vinte anogéham avancgo acentuado na lectinologia
com o aumento do numero de lectinas isoladas, teaizadas e analisadas de acordo com
suas atividades bioldgicas, de tal forma que sngbram definicdes mais claras a respeito de
suas estruturas e funcdes. Essas proteinas egpdamante distribuidas na natureza, sendo ja
encontradas em fungos, virus, bactérias, insetasiazs e plantas (MOREIRAt al, 1991),
apresentando grande variedade de formas e tama#my a maioria das lectinas estudadas
a partir dos dois ultimos grupos. A ubiqlidade ldatinas reflete sua participacdo efetiva em
atividades biolégicas diversificadas podendo atlmrforma intra e intercelular tanto em
processos fisioldgicos como processos patologicos.

As lectinas sédo proteinas que se ligam tanto eoichdios solUveis quanto aos
grupos funcionais de cadeias de carboidratos gustiteem glicoproteinas ou glicolipideos
achados nas superficies das células. Essas @®ot#m a capacidade de se ligarem a
carboidratos atuando no reconhecimento especiéastiuturas glicidicas diversas mediando
assim uma variedade de processos biologicos deseaecapacidade citotoxica em células e
organismos, aglutinacao de células e bactériasaade migracao celular, interacdes célula-
matriz, a ativacdo e diferenciacdo celular e indudé apoptose, (SALE®t al, 2000;
DANGUY et al, 2002), além de renovacdo de glicoproteinas aserc respostas imunes
inatas (VIJAYAN; CHANDRA, 1999). Por essas caraisiizas as lectinas também sao
capazes de aglutinar eritrécitos e outras célutamoclinfécitos, plaquetas, etc., além de
induzir mitoses e efeitos citotoxicos sobre okiitbs e aglutinacdo em virus.

Alguns desses processos bioldgicos mediados ptindsecocorrem devido ao
carboidrato da superficie de uma célula se ligasitio de ligacdo a carboidrato da lectina
presente na superficie de outra célula. Algumasthas usam lectinas para se ligarem as
células do hospedeiro durante o processo de irdeq@ exemplo, &.coli é capaz de
permanecer no trato gastrintestinal devido intezagie lectinas com carboidratos presentes
na superficie de células do intestino. Da mesmandoro virus influenza contém

hemaglutinina que reconhece residuos de acidocsi@le glicoproteinas localizadas na
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superficie das células do hospedeiro. Outro prodeistédgico mediado por lectinas é quando
0 embrido é fixado ao endométrio do Utero por rdeib-selectina (GUPTA, 2012).

Apo6s anos de estudos das propriedades e de carapbers, em 1995 Peumans e
Van Damme propuseram a melhor e mais aceita dafirpara as lectinas, que “sdo proteinas
ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica quepas pelo menos um sitio ndo catalitico
gue se liga a mono ou oligossacarideos, de forpec#ga e reversivel, ndo alterando sua
estrutura”. Essa definicdo € muito utilizada pasctever as lectinas vegetais, mas o conceito
de “origem ndo imunolégica” ndo se aplica quanddrata de lectinas animais. Varios
estudos mostram a importancia das lectinas nargsiteune dos animais, que podem atuar
de duas formas: como primeira linha de defesa dtuairetamente contra o patégeno ou
atuando indiretamente via gerenciamento do traflegeucocitos ou via transmissao de sinais
entre células especializadas (KILPATRICK, 2000).

Do ponto de vista estrutural as lectinas animas daramente distintas de
anticorpos, no entanto existem as imunoglobulingecificas a carboidratos (GALILU,
1993), caracterizadas como lectinas do tipo |, @a,sesse grupo de lectinas contém um
dominio tipo imunoglobulina e outro lectinico quecenhece acido sialico. Dessa forma,
Kilpatrick em 2000 prop6s uma definicdo, denomimara$ lectinas como proteinas ou
glicoproteinas que reconhecem carboidratos de maaespecifica, mas ndo participam do
metabolismo dos mesmos e nao pertencem a nenhummapudacipais classes de
imunoglobulinas, sendo esta, portanto, a melhanigéb para as lectinas animais.

Um importante novo enfoque tem sido dado ao estddolectinas pelo
reconhecimento a carboidratos, sendo estas madéadahecidas como portadoras de
informacgdes bioldgicas. Essas proteinas podem eetdanalisadas como decodificadoras de
glicocddigos (GABIUS, 2000) e sao capazes de @jsiirentre sutis variacdes na estrutura de
oligossacarideos (AMBROS al, 2005). Essa especificidade a carboidratos, mi@éaque
possuem enorme potencial codificador em comparag&mutras macromoléculas como
proteinas e acidos nucléicos, faz com que as &sctiesempenhem papel crucial em diversos
processos celulares. A interacdo entre as lecnas carboidratos ocorre por meio de
interacOes hidrofobicas e pontes de hidrogénideltaidas entre o glicano e os residuos de
aminoacidos presentes no sitio de reconhecimentari@goidrato (WEIS; DRICKAMER,
1996). Dessa forma, o resultado de varias ligag@ess resulta em uma interacdo forte,
sendo este resultado responsavel por varias deslaalies bioldgicas caracteristicas das
lectinas (GUPTA, 2012).



23

No crescente campo da biotecnologia essas protéémasdespertado grande
interesse. Muitas lectinas de plantas apresentapacichade anti e pro-inflamatérias
(ASSREUYet al, 1997; FREIREet al, 2003), efeito vasodilatador (ASSREUY et al., 200
atividade inseticida (MACEDt al, 2007; BENETEAUet al, 2010), agentes padtug
delivery (MOLEMA; MEIJER, 1994), além de serem de grandergsse nos estudos de
imunologia e biologia celular por apresentarem tefeide imunossupressdao e de
mitogenicidade (SHARON; LIZ, 2004). Lectinas is@dad de alga e de plantas ja
demonstraram potente efeito na atividade cicattiz@ETOet al, 2011; CHAHUDet al,
2009). Alem disso, diversos estudos ja comprovaxaficiéncia do uso de lectinas em acdes
terapéuticas devido a capacidade de combater agpatégenos. Holanda e colaboradores
(2005) mostraram a atividade da lectina de algemelra contra o crescimento de bactérias
gram-negativas. Lectinas de monocotiledéneas dg@ech manose apresentaram atividade
antiretroviral, devido a capacidade dessas leciadgjarem a glicoproteinas da capsula viral,
podendo ser uma ferramenta importante no combai¢D& (BALZARINI et al, 1991,
1992). Por possuirem habilidade para mediar a noesé®, citoadesdo e citoinvasdo de
drogas, essas proteinas estdo sendo estudadastipaagdo em sistemas de liberacdo de
drogas (GABORet al, 2004; RODRIGUE®t al, 2003).

No campo da oncologia, foi visto que as lectinagepo reconhecer células
cancerosas em diferentes estagios de desenvoldmeossibilitando a exploracdo dessas
lectinas como marcadores histoquimicos e ferraraemi@ortantes para o diagnostico do
cancer (SHARON; LIS, 2004; NARIMATS#t al, 2009).

1.2 Historico de Lectinas

Em 1853, Charcot e Robin observaram estruturascipgase com cristais em
tecidos patologicos. Estruturas semelhantes foracorgradas por Leyden, em 1872, em
fluidos de asmaticos e estavam associadas commafi@o, posteriormente essas estruturas
ficaram conhecidas como cristais de Charcot-Leydtoje ja se sabe que tais estruturas
cristalinas eram na verdade a forma pura da pet€aectina-10, mas o contexto de sua
descoberta ndo se sabia que era a primeira lecBeadescoberta (ACKERMA@t al, 1993;
KILPATRICK, 2002). De fato, os primeiros relatos devidade causada por lectina animal
ocorreram em 1860, nos estudos realizados por 8.Mitehell em seus experimentos com a

cobra da espéci€rotalus durissugMITCHELL, 1860 e 1886). Foi provado que o veneno
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desta cobra possuia a capacidade de aglutinabogos. Em 1902, esta atividade foi
confirmada por Flexner e Noguchy, quando relataccimm mais detalhes a aglutinagéao
(KILPATRICK, 2002).

Ja as lectinas vegetais foram primeiramente degesbe isoladas por Stillmark
em 1888, quando ele estudava a toxicidade de serdenthamonaRjcinus commun)sem
sua tese de doutorado, e verificou que ao misentdcitos com o0 extrato dessa semente
ocorria hemaglutinacédo. A esta proteina foi dad@me de ricina. Posteriormente, H. Hellin
identificou efeitos semelhantes aos da ricina eatepnas de sementes de jeriquib(us
precatoriug, que também eram téxicos, e a nova hemaglutivinaomeada de abrina. Essas
duas proteinas foram eficientemente utilizadasestisdos que estabeleceram os principios de
imunologia feitos por Paul Ehrlich em 1891. Ele ebsu que essas proteinas quando
injetadas em ratos estimulavam a producdo de aptisoque inibiam a sua toxicidade e
inibiam sua atividade aglutinante. Os anticorpcamemais especificos e mais faceis de
utilizar do que antigenos de bactérias para eluei@gao de antigenos e anticorpos.

O termo fitohemaglutinina foi primeiramente promogior Elfstrand em 1898,
referindo-se a proteinas hemaglutinantes vegefaid. Landsteiner, em 1900, descobriu as
diferencas dos eritrocitos do grupo sanguineo honmgifizando lectinas e criou o sistema
ABO (WATKINS, 1999).Em 1907, Landsteiner e Raubitschrebortaram pela primeira vez
a presenca de lectinas ndo toxicas em leguminasas Rhaseolus vulgasj Pisum sativum,
Lens culinarise Vicia sativa demonstrando que a toxicidade ndo € uma propieeda
intrinseca da proteina. No ano de 1908, Landstem®r a ajuda de H. Raubitschek testaram
as atividades de extratos de diferentes sementesetitrocitos de diferentes animais e
demonstraram que os extratos possuiam atividadeslaa. Esse foi o primeiro indicio de
que cada lectina possui capacidade hemaglutinéetermte.

Dando continuidade a lectinologia, outra descobertal1919, foi feita por James
B. Summer que isolou do feijao de por€&afavalia ensiformjsuma proteina chamada de
Concanavalia A. Duas décadas depois Summer e Hamell1936, descobriram que a
Concanavalina A era capaz de aglutinar tanto cgledano eritrocitos, assim como precipitar
glicogénio em solucéo. Eles também mostraram qgaearose foi capaz de inibir a atividade
dessa proteina, demonstrando pela primeira vepecifisidade de lectinas por agucares.
Desde entdo diversos outros pesquisadores ja agreegpurificar e caracterizar diversas
outras lectinas.

A descoberta da seletividade das lectinas poréettitrs foi o principal motivo

para a introducéo no novo termo lectitegére do latim, significando escolher, selecionar)
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dado por C. Boyd e Elizabeth Shapleigh em 1954 dafinir proteinas vegetais ndo soé pela
sua capacidade aglutinadora como também pelo sdidsale selecionar especificamente
essa interacdo. O enfoque dos estudos sobre kesifiieu uma grande mudanca quando em
1960, Peter C. Nowell mostrou que a lectina dcaéelj mulatinho Phaseolus vulgar)s
apresentava acdo mitogénica, estimulando linféeitestrarem em mitose. Isto teve impacto
nao sO6 na imunologia, mas também fez com que timdecpassassem a ser aplicadas em
estudos biomédicos.

Atualmente, diversos estudos relacionados as &ctéo realizados em diferentes
areas cientificas, tendo se chegado a conclusgaeadsua principal importancia esta centrada
em suas propriedades bioldgicas, tendo sido eradagrenvolvidas em intricados processos
bioquimicos e biologicos. A evolucéo dos estudoanea de pesquisa das lectinas abriu uma
nova perspectiva dos estudos do sistema imune emesmo tempo promoveu a

implementacg&o de novas rotas terapéuticas pasdanitento e prevencao de doencas.

1.3 Lectinas Animais

As lectinas animais sdo classificadas principalmede acordo com as
caracteristicas do dominio de reconhecimento ahdio, suas identidades de sequéncia de
aminoacidos, funcdo desempenhada e caracteriizasquimicas (KILLPATRICK, 2000).
Estas proteinas estdo intimamente relacionadas cormsistema imune dos animais,
funcionando como primeira linha de defesa conttagemos invasores (CASét al, 2006).

O primeiro a descrever as familias de lectinas asirfoi Kilpatric em 2002, que
identificou e classificou 12 familias, dentre edasmais estudadas, Tipo-C, Galectinas, Siglec,
lectinas ligantes a manose e lectinas semelhastlectinas de leguminosas. Porém desde a
classificacdo de Kilpatrick algumas familias foranodificadas e novas familias foram
propostas, totalizando atualmente 19 familias dénigs animais (FRENCHA&t al, 2007;
DRICKAMER, 2006; YOSHIDA; TANAKA, 2010). No entanfomesmo dentro de uma
mesma familia de lectinas as fung¢des biol6gicasempodariar muito e algumas lectinas
possuem caracteristicas tdo singulares que naacsexam bem em alguns dos grupos ja

definidos.
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Lectinas do tipo |

As lectinas do Tipo | sdo pertencentes a superifahdls imunoglobulinas (IgSF),
excluindo anticorpos e receptores de células-Thtegmde Acido Sialico, um monossacarideo
encontrado na superficie das células (POWELL; VARKI95). Atualmente, apenas uma
subclasse das lectinas Tipo-l € bem caracterizaaato t estruturalmente quanto
funcionalmente. Essa subclasse é chamada de Sigleas um subgrupo de imunoglobulinas
com alta similaridade de sequéncia e especificida@ledo sialico e sua nomeclatura provém
do termo em inglésSalic acid-binging,lg- typedecins). Sdo proteinas transmembranares
gue possuem na regiao do N-terminal um dominio-EgMregido variavel do anticorpo) com
um sitio de ligacdo para acido sialico, seguindardenimero variavel de dominios Ig C2-set
(regido constante do anticorpo) (CROCKER, 1998).

As lectinas do tipo Siglecs podem ser classifisagan dois subgrupos

baseados principalmente na similaridade de secuéacregidao extracelular e intracelular e
na conservacgao entre as diferentes espécies ddemasnA Sialoadesina (Siglec — 1), CD 22
(Siglec-2) e glicoproteina associada a mielina (NJAGonstituem o primeiro grupo e
possuem de 20 a 30% de identidade de sequénciegié rextracelular (ALPHEYet al.,
2003), estando presente em humanos e em ratog, sstad evolucionariamente conservadas.
Excluindo as Siglec tipo MAG que sdo achadas urecaenno sistema nervoso, as Siglecs
sdo predominantemente expressas no sistema henédtmpe@ sistema imune e parecem
mediar fungbes de adesao e sinalizacdo (CROCKHEBR)28 figura 1 mostra exemplos de

estruturas tridimensionais de Siglecs.

Figura 1 — Comparacao das estruturas da Sialoejedglec — 7 e Siglec — 9.

Sialoadhesin Siglec-7 Siglec-9

Fonte: Adaptacao de ALPHEat al., 2003.
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O subgrupo relacionado com CD33 (Siglec 3) tambéwmssyi as recém
descobertas Siglecs humanas 5 a 11, e pareceseshaindo rapidamente por uma complexa
expansdo em diferentes linhagens de mamiferos. &dsgrupo possui de 50 a 80% de
similaridade de sequéncia e tem entre 1 a 4 domiGiodefinidos e apresentam motivos
baseados em tirosina citoplasmatica envolvidasnadizacéo e endocitose (ALPHE al,
2003). Cada dominio € expresso em combinacfes iBspeale células do sistema imune.
Células do tipo B e mondcitos expressam Siglec,tgodém sdo expressas em células NK,
neutroéfilos, basoficlos, eosinodfilos, células détcks e macrofagos, no entanto a expressao
de Siglec em células T é rara. Muitas das Siglelesionadas com CD33 foram descobertas
recentemente, e suas fungbes ainda néo estdo bemdaie mas as atividades destas
proteinas sao, provavelmente, envolver a regulagboria da funcdo dos leucécitos, bem
como outras funcdes relacionadas a imunidade amaitdo (VASTA; AHMED, 2008).

No decorrer da evolugdo a capacidade de produido sidlico apareceu
tardiamente, no entanto alguns patdégenos vém aaddmiia capacidade de driblar o sistema
imune inato do hospedeiro pela producdo de acamaiem suas superficies como forma de
disfarce, dessa forma, as Siglecs parecem estalvedas na infeccdo de mamiferos por esses
patdgenos. Estudos mostram que muitos virus apeeseictidos sialicos em seus capsideos,
uma vez que sao produzidos por células hospedsigadp esses glicanos utilizados nédo s6
como prote¢cdo, mas também como um mediador quditdasua entrada na célula,
explorando a capacidade de ligacdo a acido sidasdSiglecs (ANGATAet al, 2002; VIMR
et al, 2004).

Lectinas do tipo C

As lectinas do tipo C s&o dependentes de Calcit’Y6ando o metal diretamente
relacionado com o reconhecimento a carboidratogadti a dois residuos de glutamato
presentes no DRC contribuindo para a manuten¢asilatura e funcionalidade da lectina
(BERGet al, 2002). As lectinas do tipo C possuem alto gmwgahservacao na estrutura dos
seus dominios de reconhecimento a carboidrato (Dg&Zalmente sendo compostos por 120
residuos de aminoacidos (DRICKAMER, 1988). A comfacdo deste dominio é mostrada na
figura 2 e é formada por utoop duplo estabilizado por duas pontes dissulfetoradtae
conservadas que ficam proximas da base do sedoopl(ZELENSKY; GREADY, 2005).
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Figura 2 — Dominio comum de uma lectina tipo C.

Fonte: Adaptado de ZELENSKY; GREADY, 2005.

Com o aumento do numero de sequéncias primariativéesas proteinas, foi
verificado que nem todas as proteinas que possudominio CTLD eram dependentes de
calcio ou mesmo se ligavam a carboidrato. Paraaacatbm a contradicdo, passou a ser
utilizado o termo CTLD C-type lectin lik¢ ou dominio lectinico tipo C, para essas proteinas
gue possuiam esse dominio e sdo dependentes de odélcse ligam a carboidratos
(DRICKAMER, 1999; WEISet al, 1998).

Apesar de possuir aminoacidos conservados na wstnoitimaria do dominio de
ligacdo a carboidratos, a superfamilia de lectdmaspo C é bastante heterogénea, possuindo
apenas 14 residuos invariantes e 18 posicbfes vadsst De acordo com essa
heterogeneidade, atualmente é possivel sub-diesiia superfamilia em 17 subfamilias
(ZELENSKY; GREADY, 2005), sendo as de maior destagsl subfamilias das Colectinas e
das Selectinas.

As Colectinas, ou lectinas com dominio Tipo Coldages@o lectinas do Tipo-C
solaveis e estdo presentes predominantemente enffenasnElas possuem na regido amino-
terminal um dominio tipo colageno e no C-termina&BLD, e se caracterizam por cadeias
basicas de polipeptideos (35-40 kDa) que se organén tripla hélice por enovelamento das
estruturas de colageno. Essas subunidades poddm senagrupar assumindo novas formas
de cruz (conglutininas) ou em forma de “buqué dmefl” (KAWASAKI, 1998). As
Colectinas participam do mecanismo de defesa dpeldesro através da ativacao do sistema
complemento incluindo proteinas do soro ligantesamose (MBP) e proteinas pulmonares
surfactantes (FUJITAt al, 2004). O dominio de ligacdo a carboidrato deksamas séo
capazes de se ligarem a N-acetilglicosamina, mambseetiimanosamina, fucose e glicose,

sendo essas proteinas capazes de interagirem caomonoisios glicidicos presentes nas
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superficies de virus, bactérias, fungos e protéaedEssas lectinas podem também interagir
com receptores das células fagocitarias atuando omsoninas.

As Selectinas sao glicoproteinas transmembranasgendentes de calcio
divalentes que se ligam a motivos fucosilados, @ajpeente sialyl-lewisX e mucinas. Essa
familia inclui as Selectinas expressas no endoBliSelectinas), as Selectinas expressas em
leucécitos (L-Selectinas) e as Selectinas expressaplaquetas e endotélio (P-Selectinas),
sendo que todas possuem dominios extracelulanezoehecimento a carboidrato.

Essas proteinas estdo intimamente relacionadasocpmcesso de inflamacéo,
onde atuam nas interagdes iniciais de rolamento. li@entes das Selectinas sé&o
oligossacarideos sializados ligados a uma colunglideproteina tipo mucina. A expressao
das Selectinas e seus ligantes é regulada pedageis produzidas em resposta a infeccao e a
injaria. Os leucocitos expressam a L-selectinangb@am expressam ligantes para as E- e P-
selectinas, os quais irdo se ligar as respectigktsras expressas pelo endotélio. Como
resultado ocorre a interacdo entre leucécitos etélid dando origem ao rolamento dos
leucécitos (ROBBINt al, 2010).

Galectinas ou lectinas do Tipo S

As Galectinas formam um dos maiores e mais benda&dtis grupos de lectinas
animais. Sao proteinas nao dependentes de ionslicoeté®e capazes de se ligar
especificamente a residuos @lgalactose, possuindo sequéncia conservada do iodgn
ligacdo a carboidrato de aproximadamente 130 amithos possuindo em torno de 14-35
kDa. Estas proteinas participam de diversos fendmefisiologicos tais como o
desenvolvimento, diferenciacdo, morfogénese, inmaded apoptose, metastase de células
malignas entre outros (OGAWAt al, 2011). Baseado na arquitetura estrutural de sua
subunidades, as Galectinas podem ser classifieadaEipo Proto, que apresentam dominios
simples de ligacdo a carboidratos, do tipo repeticém T Tandem que apresentam dois
dominios homologos e as do tipo Quimera que apt@senm dominio galectinico com outro

dominio nao lectinico como mostra a figura 3 (OGAWtAl, 2011).
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Figura 3 — Representacédo esquematica das Galectinas

A4
Gal-1, Gal-2, Gal-5, Gal-7,
Prototipo Gal-1,Gal-2, Gal-5, Gal-7
Gal-10, Gal-11, Gal-13, Gal-14

. Gal-3 ) Gal-3
Quimera (KJL)
Tandem # Gal-4, Gal-6, Gal-8, Gal-9, Gal-12

Gal-9
(2D6N)

Fonte: Adaptado de OGAWAt al, 2011. Tipo Prototipo (Galectina-2 de fun@o cineracomplexada com
lactose — 1ULC; Galectina tipo Quimera (GalectinAtBnana complexada com LacNAc) e Galectina do tipo

Tandem (Galectina-9 de rato complexada com LacNac).

As Galectinas de mamiferos sdo classificadas ensub®amilias baseada na
similaridade de sequéncias primarias (KILPATRICKQ02) e atualmente j& foram
identificadas em diversos outros organismos erige geixes incluindo a enguia japonesa
Anguilla japbnica a enguia elétric&lectrophorus electricysa enguiaConger myriastero
Ictalurus punctuateso Lophopsetta maculatealém do peixe zebrBanio rerio, um dos

organismos mais utilizados para o estudo de Gabeti

Lectinas Tipo-L

Lectinas do tipo L sdo as que possuem o dominiored®enhecimento a
carboidrato muito similar aos DRC de lectinas dguteinosas. Atualmente sdo conhecidas
guatro tipos de lectinas tipo L: a ERGIC-53, umatgina de 53 kDa presente nos
compartimentos celulares intermediarios entre wukt endoplasmatico e o complexo de
Golgi, as ERGL que séo proteinas tipo ERGIC-53VI®836 que sao proteinas de 36 kDa
integrante da membrana vesicular e as VIPL que mateinas tipo VIP-36 (VASTA,
AHMED, 2008). Dos quatro tipos a lectina mais canti@ é a ERGIC-53 (FIGURA 4)
(LORIS, 2002).
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Figura 4 — Estruturas tridimensionais das lectdeteguminosa Concanavalina A e da lectina
tipo-L ERGIC-53.

Concanavalina A ERGIC-53

Fonte: Adaptado de LORIS, 2002.

Atualmente sabe-se que tanto as lectinas do griR®BIE-53 quanto as VIP-36
sdo proteinas transmembranares, ja as lectinagdminosas sao proteinas solluveis que sao
secretadas, ou seja, embora sejam semelhantes, ps#ainas desempenham funcdes
diferentes em animais e plantas. Ja foi relatade gs residuos-chave na formacéao
tridimensional do DRC das lectinas do Tipo-L encamtse conservados em plantas e
animais, porém desempenham funcdes diferentes émsafdbODD; DRICKAMER, 2001).

Pentraxinas

A familia de lectinas Pentraxinas (PTX) possui gisabunidades polipeptidicas
idénticas formando um arranjo anelar em forma deodpentamérico e sdo uma superfamilia
de proteinas plasmaticas envolvidas na imunidadéa itanto de vertebrados quanto de
invertebrados. Essas proteinas sao dependenteélaie € o grupo possui enovelamento
semelhante as lectinas do tipo L} sanduichgelly roll, encontrado também nas lectinas de
leguminosas. Os principais tipos de proteinas dissdlia de lectinas sdo as proteinas C
reativas (CRP), proteina capaz de precipitar aa@ragolissacaridica C dBtreptococcus
pneumoniage 0s componentes séricos amildides P (SAP). Basea estrutura primaria das
subunidades as pentraxinas sdo divididas em daipogr as pentraxinas curtas e as
pentraxinas longas. As proteinas CRP e SAP sdaosapareencentes ao grupo de pentraxinas
curtas. As pentraxinas solUveis agem como receptbeereconhecimento padrdo com duas
fungbes: protecdo contra microorganismos extramedsle autoimunidade. Apesar de ambas

serem dependentes de’Cado sdo consideradas lectinas do tipo C e tantRR qlianto a
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SAP podem se ligar a fosfolipideos e a DNA (DRICKBR] 2002). Um exemplo de
pentraxina do grupo longo é a pentraxina 3 (PTXBE como outras proteinas do mesmo
grupo sao expressas em diferentes tecidos celutasrs particulas em células do sistema
imunolégico principalmente em células dendriticasacrofagos em resposta a sinais pro-
inflamatorios. A PTX3 interage com diversos liganiecluindo fatores de crescimento,
componentes da matriz extracelular e alguns pat&g@tuando na ativacdo do sistema
complemento e facilitando o reconhecimento de matog pelos fagocitos (GUPTA, 2012).
Algumas pentraxinas sdo expressas no cérebro enafgestdo envolvidas na
plasticidade neuronal. A proteina SAP, mostraddiquaa 5, é capaz de se ligar a outras
proteinas, a DNA e a glicosaminoglicanos e se @&ssoen depodsitos amiloides em todas as
formas de amiloidose, incluindo a doenca de AlzleeifRor se ligar a essas fibrilas amildides
expde essas moléculas para o0 mecanismo de limpetemlftica podendo ser utilizada como

futuro farmaco para a prevencao e tratamento deiduse.

Figura5 — Estrutura tridimensional de component&sces amildides P (SAP) de soro
humanao.

Fonte: PDB 1LGN

Calreticulinas e Calnexinas

As lectinas do tipo Calreticulina e Calnexina pessuafinidade para o
oligossacarideo Glcl Man9 (GIcNAc)2 e sdo encomgado reticulo endoplasmatico
pertencendo a familia de chaperonas e envolvidasimase e enovelamento de novos
peptideos. Podem atuar também no armazenamentaf tecdeticulo endoplasmatico.

As Calreticulinas (CRT) sédo proteinas soluveis nondm do reticulo

endoplasmatico e estdo envolvidas em diversos ggosdisiopatoldgicos além de se deslocar
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para a superficie da célula e no meio extracejpdaa atuar em processos como a adeséao,
migracao, proliferacéao celular e cura de feridasaf também como sinalizacdo para células
em apoptose. As calreticulinas e sua proteina hagadigada a membrana Calnexina (CNX)
possuem um dominio P rico em prolina além de pomsuia extremidade C-terminal

altamente carregada.

Figura 6 — Estrutura de Calreticulina humana ems @ogulos de visualizagéo diferentes.

Cys163

Fonte: Adaptada de CHOUQUEET al, 2011. A regido do N-terminal estad em azul ck@do C-terminal em
azul escuro. O ion célcio esta representado pfdeaesmarela e a localizacdo aproximada da regé&tochinio

P estéa delimitada.

As Calnexinas sao proteinas de membrana do retientibplasmatico que
coordena o processamento de novas N-glicoproteimasilia no processo de enovelamento.
Séo proteinas formadas por dois diferentes domigooso mostra a figura 7, um dominio
globular lectinico que permite a capacidade deigse b glicanos e o dominio longo que
interage com outras proteinas inclusive com a ERpAE enzima que catalisa a formacgéo de
pontes dissulfeto (SCHRA& al, 2001).

Figura 7 — Representacgéo estrutural de uma Calaexin
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Fonte: Adaptado de SCHRAS al, 2001



34

Lectinas Tipo-P

As lectinas do tipo P possuem afinidade por maBemesfato. Existem dois
membros principais de lectinas da familia tipo Rlaude 46 kDa dependente de cation
receptor de manose -6-fosfato (CD-MPR) e uma dekBi@0independente de cation receptor
de manose-6-fosfato (CI-MPR). Ambas atuam intenstéenem processo de fagocitose e
processos de degradagcdo por autofagia, pois possaepapacidade de direcionar
aproximadamente 60 tipos diferentes de enzimaslftidas para os lisossomos (FIGURA 8)
(KORNFELD; SLY, 2001; OLSOMt al, 2015).

Figura 8 — Estrutura tridimensional de um recep®wrmanose 6-fosfato cation dependente

bovino complexado com pentamanosil fosfato.

Fonte: PDB: 1C39. O cation manganés esta reprekepilas esferas em cinza.

Anexinas

As anexinas possuem a capacidade de se ligar am @la fosfolipideos e
apresentam pesos moleculares entre 30-40 kDa. iAoré¢rterminal apresenta uma grande
diversidade em suas sequéncias e comprimentondarentre 11 a 196 residuos. As anexinas
tém ampla gama de funcdes bioldgicas relacionadiassuas propriedades de se ligarem a
fosfolipideos de membranas, tais como inibicdo agualacdo, interagcdo com elementos de
membrana e do citoesqueleto, transporte vesicelagitose e endocitose. Sao observadas
mudancas de localizagcao subcelulares do citosalgarembrana em anexinas intracelulares,
sugerindo uma relacdo com a dinamica do movimeateedicula lipidica. Tem sido proposto
gue o nivel celular das anexinas pode ser critava p regulacdo do crescimento celular ja
gue a expresséao de algumas anexinas depende detpra@iferacdo celular (GUPTA, 2012).
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Lectinas Tipo-H

Em 2006, Sanchez e colaboradores durante os estéstlosurais da lectina de
Helix pomatia propuseram a criacdo de uma superfamilia denaaidea Tipo-H, baseado na
homologia estrutural entre varias lectinas, derdgtas as Discoidinas, proteinas que
apresentam afinidade para oligossacarideos conduoeside galactose. A estrutura
tridimensional da lectina delelix pomatia(HPA) € um hexametro onde cada monémero
consiste em seis cadeias antiparalelag-danduiche, formado por um dimero de trimeros
(SANCHEZ et al, 2006). A lectina HPA tem sido amplamente utdizana histopatologia
devido sua capacidade de se reconhecer epitopgsnpge unicamente em linhagens células
tumorais, entre elas a de cancer de mama e de @issa lectina é capaz de reconhecer
antigenos Tn e antigenos Forssman (LES@A&, 2007).

Figura 9: Estrutura tridimensional da lectina deAHi®@mplexada com antigeno Tn.

Fonte: Adaptado de LESCA® al, 2007. A lectina se apresenta como um dimeroigetos.

Lectinas Tipo-F

As lectinas do Tipo-F sédo proteinas fucose espasifque compartiiham uma
sequéncia caracteristica. Os dominios do Tipo-F eAcontrados desde bactérias a
vertebrados (DRICKAMER, 2006). O enovelamento d@tine deAnguilla anguilla(AAA) é

encontrado em diversas proteinas isoladas desdegtesjos a anfibios, sendo proposto seu
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papel na imunidade destes animais (BIANCHE &L, 2002; HONDAet al, 2000; SAITCOet
al., 1997).

O dominio de reconhecimento a carboidrato da AA&M& estrutura dp-barril
com duas sequéncias de follfflasima com trés e outra com cinco, ligadas por tigasdes
dissulfeto. Uma extremidade do barril apresentacciegioes déoop que formam um anel
com carga positiva que envolve o sitio de ligacdacase, como mostra a figura 10. Em

estado fisioldgico esta proteina forma um trimero.

Figura 10 — Estrutura tridimensional da lectina AAA

Fonte: Adaptado de Bianchettal, 2002. a) Estrutura tridimensional do mondmerdedtina AAA complexada
com L-fucose com detalhes dos elementos da esirsigondaria. b) Potencial eletrostatico da maééountle
em azul sdo energias positivas e em vermelho agiaseegativas. ¢) Conformacao em trimero da médésm
estado fisioldgico. O N-terminal esta em azul e-tef@inal em vermelho, a fucose em amarelo, o @¢dca

esfera azul e em verde o cloro.

Lectinas tipo X / Interlectinas

A lectina XL35 foi isolada de embrides e dos ovassdpoXenopus laevie
calcio dependente e especifica para galactoseipdesmportante atividade na formacéo da
camada de fertilizacdo dos ovos para evitar agjudienia. Esta lectina oligomérica € liberada
no meio extracelular na fecundacao e se liga aglateinas presentes na camada que reveste
0 oQcito. Esta lectina é expressa também na gaséwle pode ter funcdo na adesdo entre
célula-célula e célula-matriz (OUTENREATet al,, 1988; LEEet al, 1997).

As interlectinas eram antigamente chamadas de titgieqor terem sido isoladas
e caracterizadas a partir de ovo de anfibios, merale chamadas de lectinas do tipo X. Séo
proteinas calcio dependentes, N-glicosiladas eupossespecificidade para galactose. A
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interlectina-1 isolada de ratos sugere ser o hogaotta lectina de odcito da espécie de sapo
XenopusXL-35. A interlectina humana (hITLN-1) madura é aimglicoproteina de 295
aminoacidos sendo um homotrimero de 120 kDa fornaafopolipeptédeos de 40 kDa
unidos por pontes dissulfeto. Essas proteinas possfinidade por Galactopiranosil e,
apesar de serem dependentes d€,®d@o apresentam em sua sequéncia de aminoacidos o
motivo que as caracterizam como lectinas do tipd&foram identificadas interlectinas em
diversos animais, desde ascidias até o homem, ese ma estrutura conservada do DRC
(CHANG et al,, 2004; VARKI, 2004).

Ficolinas

Ja as lectinas denominadas Ficolinas formam upogte proteinas sollveis que
apresentam dominios do tipo-coldgeno e do tipdnfig€énio, sendo o ultimo dominio
responsavel pela atividade lectinica. Essas padeatuam no sistema imune inato e o
dominio de reconhecimento a carboidrato dessamdscé peculiar pois reconhece grupos
acetil, ou seja, esta proteina tanto pode se $igaarboidratos como N-acetilglicosamina, N-
acetilgalactosamina, etc, quanto a moléculas ndcidigihs como N-acetilcolina, N-
acetilglicina, etc (DRICKAMER, 2006). As ficolinasstdo presentes em vertebrados e
invertebrados. As ficolinas humanas séo atuantesstema imune e se ligam a superficie dos
patogenos, podendo atuar também como opsoninaopeoiio a fagocitose dos patégenos
por neutrofilos (ENDCet al, 2011). A figura 11 mostra a estrutura tridimenai de uma
ficolina humana a Ficolina-2 com dominio tipo fitwgénio complexado com diferentes
ligantes. A analise estrutural dessa molécula r@stocalizacédo do sitio de ligacdo ao grupo
acetil, denominado S1, e a presenca de outrosuikgsitios de ligacdo, denominados de S2,
S3 e S4, que permitem a interacdo com ligantedaazt menores (S2 e S3) e a interagéo
com glicanos mais longos (S3 e S4). A figura 11 &tma a similaridade na ligagao entre a

regido S3 da lectina e os grupos sulfato, fosfateagetil.
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Figura 11: Estrutura tridimensional da Ficolina-2.

Fonte: Adaptado de LAFFL¥t al, 2014. A) Estrutura tridimensional da FicolingdPDB: 4R9T) com detalhes
dos sitios de ligagdo S1, S2, S3 e S4. B) Interaigidiferentes tpos de ligantes no sitio de ligagdoda
Ficolina-2.

Lectinas Tipo-M

As lectinas do Tipo-M estéo intimamente relaciosadam asi-manosidases do
reticulo endoplasmaético e sua fungéo esta assoa@dantrole de qualidade e degradacao de
glicoproteinas N-glicosiladas e a aceleragdo dpssmesso. No entanto, essas proteinas ndo
possuem em sua sequéncia nem os aminoacidos npant@s dissulfeto responsaveis pela
atividade catalitica da enzima, ou seja, essas#scse ligam aos glicanos de manose de
glicoproteinas do limen do RE, mas ndo possuerndadi® catalitica. O dominio de ligacdo a
carboidrato de lectinas do Tipo-M é uma estrutwadadirril formada por duas hélices alfa e
folhas beta (DRICKAMER, 2006; GUPTA, 2012).

Lectinas F-box

As lectinas F-box sdo responsaveis por manter abstase de glicoproteinas no
sistema, permitindo sua degradacgéo pelo RE quaramioeoo enovelamento incorreto, por ser
capaz de reconhecer especificamente N-glicanogmessem glicoproteinas (MIZUSHIMA
et al, 2004). Recentemente foi proposto o mecanismsefiecdo de glicoproteinas pelas
lectinas F-box demonstrando sua seletividade potefiras com falhas no enovelamento
(YOSHIDA; TENAKA, 2010). As proteinas do tipo F-bgeralmente possuem uma estrutura
dividida entre a regido de N-terminal contendo divaoF-box, que consiste em 50 residuos
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de aminoécidos, e a regido C-terminal que interagem o substrato, sendo a fung¢édo das
proteinas tipo F-box de ligar-se a proteinas aMANSTON et al, 1999; KIPREOS,;
PAPAGO, 2000). No entanto, ainda ndo esta totaknesdclarecido como ocorre o
reconhecimento dessas proteinas alvo. Alguns estpdupdem que a fosforilacdo € um
requisito para esse reconhecimento. Por se ligaressos substratos, as proteinas tipo F-box
exercem um controle sobre a estabilidade de pedeéna regulacdo de uma gama de
processos celulares como o desenvolvimento deogudoliferacéo celular e a morte celular,

como ja foi demonstrado eBrosophilasp. (HOet al, 2006).

Lectinas tipo R

As lectinas do tipo R sao as lectinas encontradagdigersos animais que se
assemelham a lectina toxica vegetal Ricina. Essateipas sao classificadas no banco de
dados de enzimas carboidratos ativas CAZari{ohydrate-active enzymes databadesse
banco de dados descreve as familias estruturalmehéeionadas pelas propriedades
cataliticas e de ligacdo a carboidrato ou domifiogionais de enzimas que degradam,
modificam ou criam liga¢@es glicosidicas.

Estruturalmente esta enzima é formada pela suhdmidatalitica, a cadeia A,
formada por oito hélices alfa e oito folhas beta @deia B que possui o dominio lectinico,
que possui dois dominios de ligacdo a carboidrato tandem separados por
aproximadamente 35 A. Cada dominio tipo R contéra arganizacéo de trés I6bulos com o
enovelamento tip@ trevo. Os trés I6bulos sdo denominados,deey que sdo dispostos em
um eixo triplo. Supostamente cada I6bulo poderia ws® local capaz de se ligar a
carboidratos, no entanto, na maioria dos casokedasas do tipo R apenas um ou dois desses
l6bulos contém a sequéncia de aminoacidos consm\@aapaz de ligar ao acucar (GUPTA,
2012).

Kaliklectinas

Em 2011, Tsutsui e colaboradores publicaram unalinabsobre a descoberta de
uma nova classe de lectinas chamadkali&lectinas, a partir da purificacdo e caracigéo de
uma lectina do muco da pele do pePlatycephalus indicusEsta proteina foi chamada de FHL

(FlatHead lectin e mostrou ser dependente de célcio, especificareose e homodimérica com
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ponte dissulfeto entre as duas subunidades de 40kDEHL n&o apresentou homologia a
nenhuma outra classe de lectinas, mas apresentdu d20 identidade com as proteinas ja
conhecidas calicreinas e fator de coagulacdo Xmdeniferos e deXenopus laevisEssas
proteinas sdo conhecidas por serem proteasescasrigiie atuam no sistema hormonal e no
sistema de coagulagcédo sanguinea. No entanto,edeshitiram que a FHL ndo possuia o dominio
de protease serinica, mas possuia regido homddodgenainio de cadeia pesada da calicreina e do
fator de coagulagéo Xl, sugerindo que essa protéinaera uma enzima, mas sim um novo tipo

de lectina animal.

Lectinas tipo Quitinase

Outro grupo de lectinas animais é o formado potepmas tipo Quitinase, que
apesar de serem semelhantes a enzima quitinaae,né&t possuem a porc¢ao catalitica. Sao
proteinas sollveis, intracelulares ou secretadasaguesentam estrutura semelhante a um
barril triose-fosfato isomerase exemplificado ngufa 12. Apesar dos mamiferos nao
produzirem quitina, eles produzem uma pequena mizalet de quitinases que aparentemente

estdo envolvidas no sistema imune inato (DRICKAME®)6).

Figura 12: Estrutura de barril da proteina YKL-40.

Fonte: PDB: 1HJW. Dominio TIM com o detalhe pardddisas beta em azul e amarelo e a molécula de &BicN
em azul escuro.

Lectinas ligantes a Ramnose

As lectinas ligantes a ramnose, ou RRBlrifamnose binding lect)nse ligam
especificamente a L-Ramnose ou D-Galactose, samam#ada em peixes, ouri¢os, ostras e
ascidias. Estas proteinas sdo capazes de aghaicigrias gram-negativas e gram-positivas e
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atuam como um importante componente do sistema,isahdo denominadas como proteinas
de reconhecimento de padrdes (PRPPattern recognition proteins por atuar no
reconhecimento de padrdes bioquimicos ndo proprins, seja, padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPPRathogen-associated molecular patfe(KILPATRICK,
2002).

Tachylectinas

As lectinas da familia Tachylectinas possuem ciogcseis dominios repetidos
contendo em torno de 35 residuos em cada. Sdoesapazse ligar a lipopolissacarideos
sendo sua provavel funcdo relacionada a defesamfFaoricialmente descritos a partir do
isolamento de lectinas do carangudifchypleus tridentatusJm exemplo dessa lectina é a
Tachylectina-1 que é formada por seis dominios tmah de 232 residuos, nao é glicosilada e
possui em sua estrutura um atomo de zinco. A Tactigh-2 foi isolada também do
carangueijoTachypleus tridentatus possui 236 residuos de aminoacidos, sendo &speci
por N-acetilgalactosamina e a N-acetil glicosami&dhachylectina-2 é a primeira lectina a
exibir uma estrutura de folhas beta antiparalelag@ma de W com arranjo formando um

tunel com moléculas de agua no centro, como masdtgaura 13.

Figura 13 — Estrutura tridimensional da lectina hidectina-2 isolada delachypleus

tridentatus

Fonte: PDB: 1TL2
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Espermadesinas

As espermadesinas sao proteinas encontradas nmaplesminal capazes de
reconhecer glicanos que se encontram na supecitigar. Essas lectinas possuem baixo
peso molecular, entre 12 a 16 kDa, e todas possmrasuas sequencias de aminoacido o
dominio CUB, no entanto ndo apresentam similarididsequencia com nenhum dominio de
ligacdo a carboidrato ja conhecido, indicando ggsa® proteinas formam um novo grupo de
lectinas animais (TEIXEIRAet al, 2006). Estudos mostram que essas proteinasgmssu
afinidade para glicosaminoglicanos tipo hepariraetados pelo epitélio do trato reprodutor
feminino, o que indica sua atuacdo no processoafacitacdo espermatica (SOL4§ al,
1998; TIENTHAI et al, 2000). Aléem disso, sua afinidade pelas glicagrats da zona
pellcida sugere a atuacdo das espermadezinasracéu entre gametas (SANEZal, 1993;
JONAKOVA et al, 1998; TICHAet al, 1998). Essas lectinas sdo capazes também de se
ligarem a heparina, inibidores de proteases, fipgfldos, possuindo assim uma variedade de
atividades biolégicas. As espermadesinas ja fordemtificadas em plasma seminal de
diversos animais domésticos sendo atualmente jactesizadas as de bovinos, suinos,

equinos, ovinos e caprinos.

1.4 Caramujo Achatina fulica

O caramujo-gigante-africané\chatina fulica (FIGURA 14) é um molusco
terrestre pertencente ao Filo Mollusca, da Class&tr@yoda, Ordem dos Pulmonata, Familia
Achatinidae, Génerédchatinae foi introduzido ilegalmente no sul do Brasil e@ma feira
agropecuaria, no final da década de 1980, comoalt®anativa para a criacdo de “escargot”
(Helix aspersy (TELES; FONTES, 2002) comida muito apreciadaapailinaria francesa.

No entanto, a carne dA. fulica ndo obteve aprovagdo dos consumidores brasileiros
provocando a desisténcia na criacdo e a soltudeiqueda do molusco no meio ambiente,
facilitando sua disseminacdo, em funcdo de suasteaisticas bioldgicas como alta taxa de
reproducdo, facil adaptacdo em diferentes ambieatesiséncia de predadores naturais
(PACHECO, 1998).
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Figura 14 — Caramujo da espégiehatina fulica

Fonte:http://pt.wikipedia.org/wiki/Caramujo-gigante-afric ano

Hoje essa espécie é considerada uma das cem psp@sies invasoras do mundo
causando sérios danos ambientais e econdmicos (LWE 2006; REIBMANet al, 2010)
ja tendo sido disseminado na india, Madagascaradia, China, llhas do Pacifico,
Australia, Japéo e pelo continente americano (VANCBLLOS; PILE, 2001). No Brasil, o
caramujo africano ocorre em populacdes elevadaareas urbanas de varios municipios dos
23 estados (TELES; FONTES, 2002; THIEN@tal, 2007).

O moluscoAchatina fulicaquando adulto possui sua concha medindo de 10 a 15
cm de comprimento com coloracdo marrom claro ereseypodem pesar até 200 g. J&4 os
individuos jovens se diferenciam apenas pelo tamapbssuindo a mesma coloracdo na
concha. Essa espécie é extremamente proliferacigmlmente na estacdo chuvosa,
alcancando a maturidade sexual do 4° ao 5° mésceiradacao ocorre cruzada (mutuamente),
ja que os individuos sao hermafroditas. Podemzagadité 4 posturas ao ano com 50 a 400
ovos por postura, que medem de 5-6 mm de compramgot 4-5 mm de largura com
coloracdo branco-leitosa ou amarelada (TOMIYAMA;YMEHITA, 1992; TOMIYAMA,
1994).

Quanto aos habitos alimentares, caracteriza-se g@r um herbivoro
generalista/polifago podendo alimentar-se de folth@®s, frutos, casca caulinar, etc. de mais
de 500 espécies de plantas, além de se alimen&éita de papéis e até de tinta de parede.
Eles podem também se tornar canibais comendo ovos pvens da mesma espeécie,
principalmente na falta de calcio (CASSO-LOPES, 7200

Para manter o equilibrio hidrico esse caramujoscsfazes de absorver ou
liberar agua através da pele dependendo do clines. @odem fazer uso da hibernacéo
guando a temperatura esta abaixo de 17° C ou at@n®8°C (SIMKISS; WILBUR, 1977).
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Nessa fase de laténcia os caramujos produzem ummbnawea chamada de epifragma, que
além de proteger contra o ressecamento, predadgopdgenos, previne que durante a
laténcia o caramujo seja enterrado com a conclaaipara baixo. (STRUTHERS al,
2002).

Apds a morte dos caramujos a concha geralmentevifigda para cima podendo
ficar cheia de agua da chuva e servir como criad@ara as larvas do mosquifedes
aegypti e outros mosquitos, o0 que aumenta ainda mais acypacdo dos Orgaos

governamentais na busca de tentativas de conteste dnimal.

1.5 Propriedades do muco déchatina fulica

Nos moluscos terrestres pulmonares a liberacamuwm ocorre por secrecéo
apocrina (OLSEN; LUCHETEL, 1998) sendo esta congp@str uma mistura de substancias
provenientes de varias glandulas cutaneas (SIMKME;BUR, 1977). As glandulas
pediosas sao as principais produtoras do muco.

Nos animais a principal funcdo biolégica naturalmdoco é a de protecdo das
células da superficie exposta ao ambiente extermotembém crucial para a defesa e
locomogdo dos caracdis, ajudando a evitar danosinites durante 0 movimento. Além
disso, devido a sua viscosidade ele pode auxitradiersas funcdes como na captura de
alimento, reproducéo e protecdo contra o ressedamerprevenir a evaporacao da umidade
da superficie do animal. O muco expressa inforngmgdbre o estado sexual dos animais e a
direcdo para a locomocgao (SKINGSLEX al, 2000). O principal constituinte do muco
gastropoda é um complexo de proteinas e poliss@carie esse complexo é usualmente
classificado numa ampla categoria de mucopolisg#aas e glicoproteinas (LINCOL&t al,
2004).

Na Europa, o muco é utilizado na producdo de ewopxpectorantes e
diversos cosmeéticos sao produzidos a partir dagripaades dos compostos presentes. O
conhecimento das aplicacdes terapéuticas e cosmélic muco de caracois provem dos
primordios da humanidade. Na Idade Média, a agdardara dos caracois era utilizada para
a cura de doencas gastrointestinais, dores dergargabronquite. Antigamente o muco era
utilizado na cura de Ulcera gastrica e para ortratsio de estrias em mulheres ap0ds o parto e

para atenuar manchas de cicatrizes (MART#WEL, 2003).
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Estudo mais recentes mostram que o mucddmwtina fulicarealmente possui
atividades terapéuticas interessantes. Em 2007pdmeenmostrou que a secrecdo cutanea do
caramujo gigante africano é fonte de compostos atividade anti-Leishmania. Deste muco
ja foram estudadas e purificadas diversas moléc@ase elas um fator antibacteriano
(IGUCHI et al, 1982) que é ativo tanto contra bactérias grasitpas quanto gram-
negativas e por isso auxilia nos processos deaoapes feridas pois a infeccdo constitui a
causa mais importante do retardo da cicatrizac&l AN et al, 2000). Em 2003, Martins
mostrou a capacidade cicatrizante do muc@d&ulicaem lesbes induzidas cirurgicamente
em epitélio de coelho. Sirio (2005), Lorenzi (20@Pa Silva (2009) mostraram que 0S
caramujos dessa espécie possuem a capacidadeodecalas propriedades dos alimentos que
ingerem, sendo essas propriedades mantidas tantouno quanto nos ovos. Foram feitos
estudos com o0 muco apos a alimentacdo dos caragwjoplantas medicinais e propoles e

foi observado o aumento da atividade cicatrizante.

1.6 Proteinas isoladas dAchatina fulica

Existem atualmente na literatura trabalhos pubtisadobre a purificacdo de
lectinas tanto secretadas no muco (IGU@HIal, 1985; MITRA et al, 1988; ITOet al,
2011) quanto na glandula albumina (SARKARal, 1984) e na hemolinfa (INDRAt al,
2000), alem de diversos trabalhos que falam sotréator antibacteriano presente no muco
(IGUCHI et al, 1982; KUBOTAet al, 1985; FUCHINCet al, 1991; OBARAet al, 1992;
EHARA et al, 2002; ).

O primeiro trabalho sobre o isolamento de uma recpresente no muco do
caramujoA. fulicafoi publicado em 1985 por Iguchi e colaboradoEeste grupo obteve uma
lectina de 78 kDa, que aglutina eritrocitos humagodependente de calcio e se liga ao acido
N-acetilneuraminico, GalNAc e GlicNAc. O segundabaalho publicado sobre uma aglutinina
também presente no muco foi de Mitra e colaboradema 1988. O grupo isolou uma
proteina de 70 kDa, que aglutina eritrécitos hursanee liga especificament@ glicosideos
de D-Gal e D-GalNAc. Uma ultima lectina de alto @esolecular (350 kDa) foi purificada
por Ito e colaboradores em 2011.

Embora no trabalho publicado por Obara e colaboesdd1992) sobre a
clonagem da proteina antibacteriana presente n rramham citado como protocolo de

purificacdo o trabalho publicado por Iguchi em 1%@bre a lectina que reconhece acido
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sidlico, os autores chamam a proteina de achaaivljcada posteriormente por Ehara e
colaboradores (2002) como uma enzima do tipo L-Addido oxidase.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo purificar umaitectdo muco deAchatina
fulica, caracteriza-la fisico-quimicamente, avaliar o dsssa lectina como uma ferramenta
biotecnoldgica, analizar sua toxicidade e suasidafiles biologicas em modelos de

inflamac&o, nocicepgéao e cicatrizagao.

2.2 Objetivos Especificos

= Purificar uma lectina presente no mucofadatina fulica

» Determinar a especificidade da lectina por acucares massa molecular aparente;

» Caracterizar fisico-quimicamente a lectina em eastpdr meétodos classicos de
guimica de proteinas;

= Avaliar seu efeito toxico;

= Avaliar o potencial anti-inflamatoério da lectina nhmco deAchatina fulica

= Avaliar o potencial anti-nociceptivo da lectinamoco deAchatina fulica

= Avaliar o potencial cicatrizante da lectina do mde#\chatina fulica
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CAPITULO Il - PURIFICA(;AO E CARACTERIZAC;AO DE
UMA LECTINA DO MUCO DE Achatina fulica Bowditch 1822
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencéo dos animais e coleta do muco

Os caramujos da espédiehatina fulicaforam coletados na Universidade Federal
do Ceara, Campus do Pici, Fortaleza - Ceara paflmgnte durante o periodo chuvoso entre
0s meses de Marco e Abril e eventualmente duraritesomeses em locais Umidos como na
beira do acude do Campus do Pici. Os animais faraletados com o auxilio de luvas e
lavados com &gua corrente para retirar areia duesi Posteriormente, foram colocados em
aquério com o fundo coberto com areia autoclavaata pvitar a presenca de fungos e
bactérias além de deixar o meio mais estéril pessRara os animais foi ofertado agua e
comida a vontade. Os animais eram alimentados el@ 2 dias com uma espécie de racao
feita de mistura de fubad e casca de ovo maceradenalos com pedacos de chuchu
(HAYASHI et al, 2005).

Apés um periodo de aclimatacdo de trés dias osncgoa foram lavados com
agua e, para a obtencdo do muco, os animais faamutados suavemente com o auxilio de
uma espatula na regido dos pés, o que provocawagde do pé e liberacdo do muco. Cerca
de 100 mL foram obtidos utilizando 12 caramujosasieanho médio.

3.2 Purificacdo da lectina do muco deA. fulica em cromatografia de interacao

hidrofébica em gel de PhenilSepharose

Apoés a coleta, o muco foi diluido em duas veze®lame de agua destilada e
deixado em agitacéo por 4 horas. Posteriormenteefarifugado a 9.000 g por 20 minutos a
4°C e filtrado para separar de qualquer porcaosofiovel. Para purificacdo da lectina foi
utilizada a cromatografia de interacdo hidrofol@oa gel de PhenilSepharose, e para isso foi
medido o volume do extrato obtido apds a centriféigae adicionado uma massa de Sulfato
de Amonio para que a solucao ficasse a 1M. O tarmnppado para equilibrar a coluna e
também a retirada do pico néo retido foi Tris-HOI &M pH 7.6 com 1M de Sulfato de
Amonio e 5 mM CaGle o tampao utilizado para a retirada do pico retddris-HCl 50 mM
pH 7.6 com 5 mM CaGl A cromatografia foi monitorada pela absorban@a280 nm e os
tubos de maior absorbancia foram reunidos e dddsaontra agua destilada, sendo as duas

ultimas trocas feitas com agua Milli-q.
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3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para avaliar a pureza da proteina obtida ap0s pastso de purificacdo foram
feitos geis de poliacrilamida em condicdo desnataracom uso d€8-mercaptoetanol e
dodecil sulfato de sédio, e condicdo ndo desnakirseguindo a metodologia de Laemmli
(1970). Para isso a montagem do gel foi feita ceindg empilhamento a uma concentracéo
de 4% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M fH8 e gel de separacdo a uma
concentracdo de 10% de poliacrilamida em tamp&s-H@l 1,5 M pH 8,8. O tampé&o de
amostra utilizado para ressuspender as amostfdzdidas das lectinas a uma concentracao
final de 4 mg.mL foi composto de Tris-HCI 0,08 M em pH 6,8 contemgioerol a 5%, SDS
a 2%,B-ME a 5% e azul de bromofenol a 0,05%. Além da aesacdo quimica as amostras
sofreram desnaturacéo térmica pelo aqueciment@%Cfior 5 minutos. Aliquotas de 10 a 15
uL foram aplicadas nos pocos do gel de empilhamerg;m um dos pocos foi aplicado um
marcador molecular composto de proteinas de massksulares aparentes conhecidas. A
corrida eletroforética ocorreu a 20 mA com 120 \b egel foi corado com solucdo de
Croomassie Brilliant Blue R-250 a 1% de metanoid@@cético e agua (40:10:60, v/v/v).
Para descorar o gel foi utilizada a solucéo destereomposta por metanol : acido aceético :
agua (40:20:40 viviv).

3.4 Deteccao da Atividade Hemaglutinante

A Atividade Hemaglutinante do extrato e dos picobtidos pelas
cromatografias foi realizada utilizando sanguesaiho e sangue humano dos tipos A, B e
O, todos tratados e nao tratados com as enzimadn@ap tripsina em uma adaptacdo ao
protocolo descrito por Moreira e Perrone (1967).t€es foram realizados em placas de
microtitulagdo de 96 pogos de fundo V. Inicialmefdeam adicionados 5QL de tampé&o
Tris-HCI 0,1M com 0,15M de NaCl a pH 7,6 em cadeq®eguido de diluicdes seriadas em
duplicata de 5@L das amostras (1:2, 1:4, 1:8...). Ap0s a diluiighiam adicionados 50L de
suspensao de eritrocitos a 3% em 0,15M de NaCkebados por 1 hora a temperatura
ambiente. A observagéo da aglutinacéo foi feitarosopicamente a olho nu, sendo o titulo
expresso em unidades de hemaglutinacdo (UH)ntefinido como o inverso da maior

diluicdo da amostra que apresentou nitida aglldmac
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3.5 Dosagem de proteinas soluveis

A quantificacdo do teor de proteinas solUveis fedida a partir do protocolo
feito por Bradford em 1976. Esse método consisteadimionar 2,5 mL do reagente de
Bradford a cada 100L de amostra. A mistura foi entdo deixada em repqas cerca de 10
minutos e em seguida teve sua absorbancia a 53%eterminada em um espectrofotometro
de luz visivel (VIS LBK Novaspec IlI, Pharmacia).r&a analise das concentracdes de
proteinas nas amostras foi feita uma curva padofideocom o uso de solu¢des de albumina
sérica bovina (BSA) com concentracdes conhecidas.

O teste de dosagem proteica soluvel foi realizadada passo de purificacdo da
lectina com o objetivo de quantifica-la e, juntateeocom o resultado obtido pelo teste de
Atividade Hemaglutinante, verificou o avanco davtade Especifica.

3.6 Calculo da Atividade Especifica

A Atividade Especifica é o parametro medido que aestra qual amostra possui
maior quantidade da proteina em estudo. Para sdazsnecessario os dados obtidos na
Atividade Hemaglutinante (A.H.) e na dosagem dégdnas sollveis.

O célculo foi feito dividindo-se o titulo de hemaijhacdo (UH.mL[)) pela
dosagem de proteinas soltveis (mgPYnlobtendo-se um valor em UH.mgRunidades de

hemaglutinacéo por miligrama de proteina).

3.7 Avaliacdo da inibicdo da atividade hemagluninae por acucares

Para avaliar a quais agucares a lectina possudadie foi realizado o teste de
inibicdo da atividade hemaglutinante por acucamesseja, quanto maior é a interacdo do
carboidrato com a lectina e esta deixa de se #igaracucares da superficie das heméacias e
sua atividade hemaglutinante € inibida. Neste t&steitilizada a concentracdo de lectina
capaz de causar 4 UH. Foram utilizados diferenpes tde aglcares nas concentragbes de
0,1M e no caso de glocoproteinas a 5 mg:nsiendo estes aclcares simples ou glicoproteinas
listados a seguir: D-Manose, D-Glicose, GlicNAc, INB&c, o-Lactose, B-Lactose, D-

Galactose, Metik-D-Galactopiranosideo, N-Acef-D-Manosamina, Mucina, Manitol,
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Sucralose, Fucose, Arabinose, Ribose, Xilose, NeubKDN. Nesse teste foram diluidos em
duplicata 25 pL de cada acgucar serialmente emHTIsO,1 M pH 7,6 com NaCl 0,15 M e 3
mM CaCp. Ao final, foram adicionados 25 pL da fracdo seleada em uma diluicdo
anterior aquela certificada como maior diluicAo guoe € possivel verificar a atividade
hemaglutinante a olho nu. Este ensaio foi feitopata de 96 pocos com fundo em V e
deixado em repouso a temperatura ambiente duramgedodo de 1 hora. Apos este tempo,
foram adicionados 50 pL de eritrocito do melhootganguineo verificado com o teste de
atividade hemaglutinante e novamente a placa foiada em repouso por mais 1 hora e
detectada a atividade inibitéria.

A inibicdo da Atividade Hemaglutinante pelos acésafoi determinada quando
ocorre auséncia de hemaglutinacdo. Aléem dissaafobém verificada a maior diluicdo em
gue se permaneceu a auséncia de A.H, ou sejag¢ guaienor concentracdo de tais agucares
gue sao capazes de inibir a lectina. Com os daglesivldade hemaglutinante e da atividade
de inibicdo foi calculado o MIC - Minima Concentiiadnibitoria dos agucares.

3.8 Caracterizacao fisico-quimica da lectina AFL

3.8.1. Teste de dependéncia a metais

Para determinar se a lecina AFL é dependente dal,n@itavaliado o efeito da
adico e retirada dos fons divalentes sobre alatieihemaglutinante. Para o teste 1 mg-mL
da lectina foi dissolvido em tampé&o Tris-HCI 50 npM 7,6 com 0,15 M e 25 mM de EDTA
e foi realizado a atividade hemaglutinante pardiavse a lectina perde atividade na auséncia
de metais. Posteriormente a lectina na concentdedomg.mL foi novamente solubilizada
em tampao Tris-HClI 50 mM pH 7,6 com 0,15 M NaCl lisada contra EDTA e
posteriormente dialisado contra NaCl 0,15 M e aiddde hemaglutinante foi determinada.
Com essa lectina pds dialise foi realizado a aied hemaglutinante com tampé&o Tris
contendo os ions: Calcio, Manganés e os dois jssindo estes colocados nos tampdes: Tris-
HCI 50 mM pH 7,6 com 0,15 M e 5 mM de CgCIrris-HCI 50 mM pH 7,6 com 0,15 M e 5
mM de MnC} e Tris-HCI 50 mM pH 7,6 com 0,15 M e 5 mM de Ca€b mM de MnCl.

Apos fazer a diluicdo seriada nos respectivos taspd eritrocitos a 2% foram

adicionados e a atividade hemaglutinante verificatlpds esse teste e comprovada a
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dependéncia de calcio para uma melhora na atividbatieica da AFL, passou-se a utilizar
CaChnos tampdes durante os experimentos.

3.8.2 Teste de estabilidade a diferentes pHs

Para avaliar o efeito do pH na atividade hemagintie da lectina purificada do
muco deAchatina fulica 1 mg.mL* da lectina foi solubilizado em 0,15M de NaCl e 3mM
CaCl e deixada incubando por 1 hora em 8 solugdes tasnpé concentracao de 0,1 M com
diferentes pH cada, acrescidas de 0,15 M NaCl &30aCk:

pH 2,6 — Glicina;

pH 4,0 e pH 5,0 — Acetato de sodio;

pH 6,0 — Citrato de sédio;

pH 7,0 — Fosfato de sadio;

pH 8,0 — Tris- HCI

pH 9,0 e 10,0 — Glicina.

Apos o tempo de incubacgdo de 1 hora foram adicusad eritrocitos e deixados
incubando a temperatura ambiente por 45 minutossteRormente, a atividade
hemaglutinante foi determinada.

3.8.3 Teste de estabilidade a diferentes temperaas

A andlise do efeito da temperatura sobre a ati@dasimaglutinante da lectina
purificada do muco déchatina fulicafoi realizada aquecendo a solucdo de 1 mg.na
lectina em tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 7.6 com 0,15&1NdCl e 5 mM CaGle incubado
por 1 hora nas temperaturas: 30, 40, 50, 60, 7(00@@ 100 °C. Apés o periodo de incubagéo

a solucéo foi centrifugada e a atividade hemagnti foi realizada.

3.9 Andlise de glicosilacdo

Para avaliar se a lectina € uma glicoproteinadalizada a quantificacdo de

carboidrato pelo método de Dubois (1956), tambémheodo como método do Fenol —
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Acido Sulfarico. Para isso 0,5 mL da proteina a woacentracéo final de 1 mg.mLem
agua ultra pura foi misturada a 0,5 mL de fenol ® ®&m seguida foi adicionado lentamente
2,5 mL de acido sulfarico concentrado. A leitura dasorbéncia a 490 nm em
espectrofotometro foi feita apds 30 minutos da @&eaem contato. Para comparacao foi
utilizada uma curva padrao com diferentes concedide uma solucao de glicose. A partir
dessa leitura é possivel estimar a porcentagemodalé carboidrato presente na proteina.
Para avaliar se a lectina é uma glicoproteina fstaubmetida a analise de
glicosilacdo pela reacdo de Schiff (ZACHARIUS al, 1969). Para isso foi feita uma
eletroforese SDS-PAGE 10 % em que o gel, apdsralapfoi fixado por uma hora em acido
acético 7,5 % e em seguida reagiu com o acidogieda®,2 % por mais uma hora. Logo apo6s
o gel foi corado com o reagente se Shiff por maia hiora. Uma solucao de metabissulfito de
sodio 0,5 % em HCI 0,05M foi utilizada para reticaexcesso de corante do gel. A coloracéo
rosa no gel indica se a proteina possui a presgmgdicanos. Essa coloracdo € dada pela
oxidacdo dos residuos de hexoses produzindo aklgjge reagem com reagente de Shiff,

composto por fucsina basica diluida em HCI.

3.10 Ensaios de toxicidade comrtemia sp.

Apesar de tantas lectinas isoladas do muco desseng@, e das mesmas
reconhecerem a acucares importantes, nenhum toakatdh agora mostrou possiveis
aplicabilidades biotecnoldgicas dessas lectinasies@ste o principal objetivo do presente
trabalho. Na busca de biomoléculas com propriedéa®sacologicas € imprescindivel a
realizacdo de testes de toxicidade que comprovegaranca de tal produto. Desta forma,
estudos mostram que o modelo de ensaio de toxeidalizandoArtemia sp.6 um método
confiavel para a avaliacdo de toxicidade de ammsiiEogicas. AArtemia sp(FIGURA 15)
€ uma espécie de microcrustaceo de agua salgadanete utilizada para alimentar peixes.
Por ser de facil manuseio, baixo custo e de fadiivo, esta espécie permite uma rapida
analise dos ensaios e sao utilizadas em analisesmipares de toxicidade geral

(NASCIMENTO et al, 2008).
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Figura 15 — Foto dArtemiasp.

Fonte:http://www.flickriver.com/photos/chenhowen/22085852

A Artemia sp. pertence ao filo Arthropoda, classe Crustacadjclasse
Branchiopoda, ordem Anostracata, familia ArtemigdagéneroArtemia Para os testes de
toxicidade devem ser utilizados animais no estdgioauplios Il, uma vez que no estagio de
nauplios |1 os animais possuem reserva de vitelo sga@limentando com as substancias
presentes no meio, ndo validando os testes reafizaglsta fase do desenvolvimento. Ja na
fase de nauplios Il os animais se alimentam dosemi#s do meio e sendo sensiveis a
diversos tipos de substancias, sdo viaveis pamestes de toxicidade (VEIG&t al, 2002).

A utilizacdo daArtemiasp. em estudos sobre a atividade toxicologicardéubos
naturais e sintéticos vem aumentando desde 198&ndquo centro de Pesquisas e
Desenvolvimento (CENPES) da PETROBRAS implementouso deArtemia sp. para a
avaliacdo da toxicidade de produtos derivados dodlpe. Posteriormente, em 1992 o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) podtw que os fabricantes de dispersantes
de Oleos s6 receberiam o registro caso apresentdaodo de avaliacdo de toxicidade de
seus produtos contrrtemiasp.

Este teste consiste em avaliar os efeitos sofrmiosesses animais ao serem
expostos a determinada substancia em um period? de 48 horas. Apos este periodo é
contado o numero de animais vivos e mortos e atilisomportamentos incomuns quando
comparado com a solucdo padrdo sem a substantadae®epois de feita a contagem é
calculado a Cig que representa o valor de concentragdo da substeapgaz de matar 50%
dos animais expostos a tal substancia (BURAHENL, 2004), sendo desta forma possivel se
determinar os produtos que apresentam maior ou mexioidade.

A avaliagdo da toxicidade da lectina AFL foi reatia pelo teste de letalidade
sobre nauplios estagio Il detemiasp. Para isso, cistos detemiasp. a uma concentragdo
de 1 g.r*, foram eclodidos em &gua do mar artificial a 28s#® constante iluminacéo e

aeracdo em um tubo cilindro cénico de polietilelyods 24 horas a luz foi direcionada para o
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fundo do tubo e a aeracéo foi suspensa. Issotéaailbbtencédo dos nauplios saudaveis ja que
com o comportamento fototréfico estes migram nagdio da luz se acumulando no fundo do
tubo, enquanto os cistos que nao eclodiram maativerse na superficie (MELO, 2011).

Foi preparado uma solucéo da lectina AFL dissoleisaagua do mar artificial a
uma concentracdo de 209.mL* . Os testes foram conduzidos usando placas derb@nte
24 pocos e os testes foram realizados em tripli€aea poco foi preenchido com 10 nauplios
no estagio Il, solucdo lectinica (3,5; 6,25; 125; 50 ou 100ug.mL™) e agua do mar
artificial totalizando um volume de 2 mL. Como aoie negativo foram usados pocos de 2
mL de &gua do mar contendo somente nauplidsrgenia Apos 24 e 48 horas de incubacdo,
0 numero de nauplios mortos em cada poco foi contad LC50 foi determinado usando

analise Probit, segundo descrito por Finney (1971).

3.11 Cromatografia de Exclusao Molecular

A partir da lectina purificada por interacdo hidimta em coluna de
PheniSepharose foi realizado uma cromatografiaxdrigio molecular utilizando a coluna
Superdex 200. A lectina liofilizada foi solubilda no tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 7,6 com
NaCl 0,15M e 3 mM de Caglem uma concentracdo aproximada de 5 mg.mAp6s
solubilizada a lectina em solucdo foi centrifuggua 20 minutos a 9.000 g, filtrada e
posteriormente aplicada na coluna Superdex 200il@@gia com o mesmo tampéao em fluxo
de 0.2 ml.mift.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Purificagdo da lectina nativa do muco déchatina fulica

Inicialmente foi feita a retirada do muco, a aféoigdo volume coletado e a diluicéo
em duas vezes o volume de agua, para, posteriamesdge extrato ser centrifugado. Em
seguida foi realizada a atividade hemaglutinanteexivato do muco e o maior titulo de
hemaglutinacéo foi obtido em sangue tratado conaipape com titulo menor para sangue
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tratado com tripsina e nao tratado. A tabela 1 raast valores em Unidade Hemaglutinante.
O tratamento enzimatico dos eritrocitos com enzimpageoliticas permite a quebra de
proteinas da superficie da membrana celular do®@tos, 0 que aumenta a exposicao de
outros glicanos também presentes no glicocalices®dorma pode ocorrer o0 aumento da

interac@o da lectina com os eritrécitos tratadoSGMRNO et al, 2002).

Tabela 1 - Atividade hemaglutinante no extrato dmondeA. fulica

Papaina Tripsina Nativo

Eritrécito de coelho 256 128 128

Fonte: Elaborado pela aator

Para a atividade de inibicdo do extrato do mucanfowutilizados 0,1M dos
seguintes acucares: Fucose, Carragenana, Muciahinase, Fetuina, GlicNAc, GalNAa;
Lactose, B-Lactose, Galactose, Glicose, Maetib-glicopiranosideo, Fucoidano, p-
nitrophenil-D-galactopiranosideo e Sacarose. O Iteebu dos aclUcares que inibiram a
hemaglutinacéo do extrato do muco esta detalhadabeta 2.

Durante o processo de revisao bibliografica fordmeovados e analisados os
protocolos de purificacdo das outras lectinasgiadas do muco do caramujahatina fulica
(IGUCHI et al, 1985; MITRAet al, 1988; ITOet al, 2011). Apés a retirada do muco e
diluicho em duas vezes o volume de agua, foranzeels repetidas tentativas de obtencao
da lectina a partir dos protocolos publicados. N@m@to, o primeiro fato observado foi que a
atividade de inibicdo realizada com o extrato noasgerfil muito diferente das lectinas ja
purificadas, ja que o extrato ndo apresentavadafitd a GalINAc nem a GlicNAc. Dessa
forma néo foi possivel seguir o protocolo de pcoaifdo proposto por Iguchi e colaboradores

(1985) que utilizou coluna de Sepharose 4B ligadalentemente a N-acetil-D-glicosamina.
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Tabela 2- Concentracdo Minima Inibitéria dos agge@m extrato do muco de fulica

Acucar MIC em mM
Fucose 50
Arabinose 50
Galactose 25
Fucoidano 12,5
a-Lactose 12,5
B-Lactose 12,5
Fetuina 6,25
Mucina 1}
Carragenana ]
Glicose %)
Metil-a-D-glicopiranosideo ]
p-nitrophenil-D-galactopiranosideo a
Sacarose @
GlicNAc 1}
GalNAc %)

Os outros dois artigos que mostram a purificacatedinas presentes no muco
do caramujoAchatina fulica(MITRA et al, 1988 e ITOet al, 2011) também apresentam
afinidade por GalNAc. Dessa forma foi observado quetabela de inibicdo obtida
experimentalmente era diferente das relatadas migesa Entretanto, apesar dessa diferenca
de afinidade foram seguidos os protocolos propgsédss artigos. Tanto a purificagdo por
cromatografia de afinidade em mucina proposta pitna colaboradores em 1988, quanto a
troca iGnica proposta por Ito e colaboradores 268d foram eficientes para o processo de
purificacdo, caracterizando assim a existénciangie mova lectina, sendo necessario a criagao
de um novo protocolo de purificagao.

Para a purificacdo da nova lectina o muco foiadbtre diluido em dois volumes

de agua e deixado em agitacdo por 4 horas. O nomtocplo de purificacdo utilizou a
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cromatografia de interacdo hidrofébica e por isgms a agitacdo do extrato, foi adicionado
Sulfato de Amonio para a concentracdo final de Ebl.entdo realizada a cromatografia em
coluna de PhenilSepharose, onde o tampao utilizackn para equilibrar a coluna quanto
para eluir o pico nao retido foi Tris-HCI 50 mM pi6 com 1M de Sulfato de Amoénio e 5
mM CacCl e para eluir o pico retido foi utilizado Tris-H&0 mM pH 7.6 com 5 mM Cagl
A obtencdo da lectina e a atividade hemaglutinaletecada tubo da cromatografia estdo
mostradas na figura 16. Foi realizado um acompaahtonda atividade hemaglutinante em
cada tubo coletado durante a cromatografia padzgaage a lectina estava presente apenas no
pico retido na coluna.

O pico que contem a lectina foi dialisado exaustimate em agua destilada, sendo as
duas ultimas trocas foram feitas com agua Millegposteriormente a amostra foi liofilizada.
A lectina purificada foi entdo a partir de agoramiada de AFLAchatina fulicalectin).

Figura 16 - Cromatografia de interacéo hidrofolgicacoluna de PhenilSepharose e atividade

hemaglutinante dos picos da cromatografia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para avaliar a pureza da proteina apos a crométfparealizada eletroforese SDS-
PAGE 10% utilizando a lectina na concentracdo deydnL?, sendo aplicado no gel amostra
reduzida e n&o reduzida, como mostrado na figuraAlgletroforese apresentou um grau de
pureza favoravel, validando o protocolo de purffd@ A lectina possui massa molecular

aparente de aproximadamente 70 kDa.
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Figura 17- Eletroforese SDS-PAGE 10%.
1 2 3
kDa

66

29

Fonte: Elaborada pela autora. 1-Marcadores molexu[@SA 66 kDa e Anidrase Carbonica 30 kDa); 2L AF
purificada néo reduzida e 3- AFL purificada redazid

Ao comparar as bandas das amostras reduzida eedépida, € possivel notar
uma ténue marcacdo de uma banda na amostra redaridanassa molecular aparente um
pouco maior do que 70 kDa, de aproximadamente 7& kibima da banda mais forte na
amostra reduzida. Como essa banda néao foi obsena@mostra ndo reduzida, podemos
inferir que se trata da propria proteina que sepoota dessa forma pela quebra de pontes
dissulfeto intercadeias presente na estruturantze€om que a conformacdo da proteina
figue mais “frouxa”, aparentando um peso molecuataior do que a forma mais compacta
guando as pontes dissulfeto ainda estdo formadassaDforma a proteina reduzida possui
massa molecular aparente maior. O fato do gel apt@sduas bandas na forma reduzida
deve-se possivelmente a uma reducdo ndo complefaotisina, apresentando na mesma
corrida as formas reduzida e n&do reduzida.

Apés a purificacdo da lectina, foi realizada a iddde hemaglutinante e a
guantificacdo de proteina por método de Bradfordedana purificada para a obtencédo da
atividade especifica e posteriormente a compareg@oo extrato do muco e assim avaliar o
grau de pureza obtido. A quantidade de proteindseis totais no extrato do muco foi de
0,396 mg.mL* e a atividade especifica foi de 646,464 U.H'njg§ a quantidade de proteinas
soltveis na fracdo da lectina purificada foi de49,tng.mL* e a atividade hemaglutinante
especifica foi de 20.770,8 U.H.thg Esse resultado comprova a alta capacidade de
purificacdo do protocolo proposto, sendo a lecpoaficada 32,13 vezes em relagdo ao
extrato total do muco, como mostra a tabela 3.



61

Tabela 3- Tabela de purificacdo da lectina do mucddiatina fulica

EY -
Fracéo Proteinas PUH  “Atividade Especifica  dpyyificacio
(mg.mL? Total (U.H.mg"
Extrato Total do
muco 0,396 12.800 646,464 1
PIl Hidrofébica 0,049 6.144 20.770,8 32,13

Fonte: Elaborada pela autora.

a) Concentracdo de proteinas por mL de solucéo detadaipelo método de Bradford (1976);

b) Atividade hemaglutinante contra eritrocitos de hodtatados com papaina, expressa em termos de
Unidade Hemaglutinante (U.H.);

c) Atividade Hemaglutinante Especifica calculada camelacdo entre a atividade hemaglutinante e a
concentracao de proteinas;

d) Purificagdo, calculada como a relagdo entre adatilé hemaglutinante especifica do extrato total pel
atividade especifica da proteina apés purificagd@m®matografia de interacéo hidrofébica

4.2 Caracterizacao Fisico-Quimica AFL

4.2.1 Avaliacdo da dependéncia de Metais

Para avaliar se a atividade da lectina é dependeradgum ion metdlico, foi realizado
o teste de dependéncia a metais e nele foi camterque a AFL € uma metaloproteina
dependente de célcio. Para chegar a essa conciosf@mente foi realizada uma atividade
hemaglutinante com a lectina diluida em tampao-H@$ 50 mM pH 7,6 com 150 mM NaCl
gue continha EDTA e foi observado que esta peraela ta capacidade de aglutinar
eritrocitos. Posteriormente a lectina foi dialisaatra EDTA e foi realizada novamente a
atividade hemaglutinante que apresentou baixootidel hemaglutinacdo de apenas 4 U.H..
Em seguida, foram realizadas trés atividades colactna dialisada contra EDTA. No
primeiro foi adicionado somente o metal calcio ampéo de diluicdo e foi visto que a lectina
apresentou titulo de 128 U.H.. O segundo foi ademmlo a mesma quantidade apenas de
manganés nao foi observado nenhum titulo de hemnzagéo. A comprovacdo de que a
atividade da AFL é dependente de calcio ocorrereabizar o terceiro teste com o tampao
contendo os dois ions, célcio e manganés. Nese&eftewvisto que a atividade da lectina foi a
mesma de quando adicionou apenas o ion calcio, rovanlo dessa forma a dependéncia
exclusiva por célcio. Os valores obtidos com ess@dade sdo detalhados na tabela 4. De

acordo com o artigo de revisao sobre lectinas legaa acido sialico (MANDAL; MANDAL,
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1990), uma caracteristica semelhante entre elaseeessidade de ions de calcio para suas

atividades, sendo a presenca deste ion tambénsadeeturante o processo de purificacao.

Tabela 4 — Atividade de dependénciaetahta lectina AFL

Amostra

AFL purificada

AFL diluida com tampéao contendo EDTA
AFL pos dialise contra EDTA

AFL pos dialise contra EDTA + Ca

AFL pos dialise contra EDTA + M#

AFL pos dialise contra EDTA + Ca+ Mn™

Unidade Hemaglutinante
512
%)
4

128

128

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Teste de estabilidade a diferentes pHs

No teste de estabilidade em diferentes pHs, ankedti testada em tampdes de pH:

2,6;4;5;6;7;8;,9 e 10. O grafico da figurarhBstra que a AFL se mostrou ativa entre os

pHs 6 e 10 sendo 8 o pH 6timo desta proteina, gimgiu 0 valor maximo da atividade

hemaglutinande ao comparar com 0s outros tampdes.

Figura 18 — Graficos de estabilidade a diferenkés ga lectina AFL.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.3 Teste de estabilidade a diferentes temperaas

J& no teste de estabilidade térmica a lectinadbiadla incubando por uma hora nas
seguintes temperaturas em graus célsius: 30, 480500, 80, 90 e 100. A figura 19 mostra
gue a lectina € ativa e estavel entre as tempagatier 30° a 40°, perdendo gradativamente sua
atividade entre as temperaturas de 45 até 60°tiaigiraa temperatura de 70°C e perder

completamente a atividade.

Figura 19 — Graficos de estabilidade a diferergegperaturas da lectina AFL.

140

100 \

80 \

60 \—

40 \

20 \

30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura

Atividade Hemaglutinante (%)

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Analise de Glicosilacao

Para avaliar se a lectina € uma glicoproteina dalizado o teste do Fenol-Acido
Sulfarico e duas eletroforese SDS-PAGE, sendo uncayado com o reagente de Shiff e o
outro com cromassie blue para a comparacao. A ifjaagfio de carboidrato pelo método do
fenol-acido sulfirico mostrou que em 1 mg.mde lectina purificada existem 0,461% de
carboidrato, uma concentracdo muito baixa de cdraitm, o que justifica a auséncia de
bandas nitidas quando o gel é corado com o Reader&&iff mostrado na figura 20. Para as
eletroforeses foram utilizados 4 mg.thtle lectina purificada. De acordo com a revisasesob
lectinas ligantes a acido sialico, a maioria dekxs glicoproteinas, exceto a lectina de ovo de
sapo e a de gérmen de trigo (MANDAL; MANDAL, 1990).
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Figura 20- Eletroforese SDS-PAGE 10% corada comn@ssie Blue Brilhant em A e com
Reagente de Shiff em B.

12 3 4 12 3 4

¥ -
A B

Fonte: Elaborada pela autora. 1- Marcador contamaastra com glicoproteina; 2- Marcador sem amostyas
glicoproteina; 3- AFL reduzida 4- AFL ndo reduzida

No gel de eletroforese corado com cromassie blueoligervado também a
presenca da segunda banda de massa molecular tapar@ior na amostra reduzida, e a
auséncia da mesma banda na amostra ndo reduze®.pBdrdo de bandas permaneceu
constante em todos 0s experimentos com essa leafinasendo este um artefato de preparo,
mas sim algo referente a caracterizacéo da protei@aeve ser levado em consideracéo para

uma posterior analise mais detalhada.
4.4 Atividade Toxicoldgica contraArtemia sp.

Para avaliar a toxicidade da lectina purificada redlizado o teste que avalia a
capacidade da lectina matar naupliosAdiemia sp A lectina foi dissolvida em agua do mar
artificial a uma concentracéo de 20§.mL™. Os testes foram conduzidos usando placas de
Limbro® de 24 pocgos. Cada poco foi preenchido cOmduplios na fase Il, solucéo lectinica
(3,5; 6,25; 12,5; 25; 50 ou 1Q@.mL™") e 4gua do mar artificial totalizando um volume2de
mL. Os testes foram realizados em triplicata e parantrole negativo foram usados pocos de
2 mL de agua do mar contendo somente naupliocArtamia Apos o periodo de 24 e 48
horas de incubacdo, o numero de nauplios mortosagla poco foi contado. Foi observado
gue a lectina nao foi capaz de matar os nauplissm®periodo de 24h nem apds 48h, ja que
0 numero de animais mortos nao foi significante ti@hm correlacdo com a concentracao da

lectina presente em cada poco como visto na tahetpue mostra o numero de nauplios
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mortos em relagcdo ao numero total de nauplios ea paco em cada placa. Este resultado é
muito importante ja que se tem como objetivo déistealho avaliar e utilizar esta lectina
como um produto biotecnoldgico. Além disso, estdetevem sendo utilizado desde 1985
qgquando a Petrobras implementou seu uso para aagdalida toxicidade de algumas

substancias, sendo este um teste padrao paramiteigio da toxicidade de um produto.

Tabela5. Resultado da leitura do numero de naugédéstemiasp. apos 24 e 48 horas.

Placa1 100 50 25 12,5 6,25 3,15
c
1/10 1/10 0/12 0/12 1/12 1/10 2/14
0/10 0/11 0/10 0/13 0/9 011 0/10
0/10 0/12 0/12 0/10 1/12 0/10 0/11
Placa2 100 50 25 125 6,25 3,15 Leitura com 24h
c
0/12 0/10 1/11 1/10 0/12 /11 2/14
0/10 2/14 2/13 2/15 0/14 0/12 2/16
0/10 1/10 1/12 /11 1/13 1/11 4/18
Placa1 100 50 25 125 6,25 3,15
c
1/10 1/10 1/12 0/12 2/12 1/10 2/14
0/10 0/11 0/10 013 0/9 011 0/10
0/10 0/12 1/12 0/10 1/12 1/10 0/11
Placa2 100 50 25 125 6,25 3,15 Leitura com 48h
c
0/12 0/10 1/11 1/10 1/12 1/11 2/14
0/10 2/14 2/13 2/15 0/14 0/12 3/16
0/10 1/10 2/12 1/11 1/13 1/11 4/18

Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Cromatografia de Exclusao Molecular

Com o objetivo de se fazer uma analise mais fiftmesa massa molecular desta
lectina foi realizada a cromatografia de exclusameoular, em coluna de Superdex 200,
utilizando a lectina purificada por interacdo hidlmca em coluna de Fenil Sepharose. A
lectina liofilizada foi solubilizada no tampao FHECI 50 mM pH 7,4 com NaCl 150 mM e 3
mM de CaCl em uma concentracdo aproximada de 5 mg.nidepois de solubilizada a
lectina em solucdo foi centrifugada por 20 minug®.000 g e filtrada em membrana
Millipore™. A proteina foi aplicada na coluna S200 equiliar@dm o mesmo tamp&o em

fluxo de 0,2 ml.mift. O perfil da cromatografia é visto na figura awseg
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Figura 21 — Cromatografia de exclusdo moleculaS@@0 da lectina AFL.

Fonte: Elaborada pela autora.

Apds a cromatografia, os tubos referentes aos pama peso molecular
aproximado de 75 kDa foram coletados e concentrpdosentrifugagdo em Amicon para
posterior analise de pureza por SDS-PAGE. Nestdagaibservado o mesmo padrdo nas
amostras de proteina reduzida, de apresentar dbagidades de massa molecular aparente
maior do que quando a proteina esta no estadoedd@iaido, como mostrado na figura 22.
Esse padrdo se mostrou constante durante todogesmnentos, inclusive no segundo passo
cromatografico com a amostra saida da cromatogdafi@xclusdo molecular. Este padrao

pode ser explicado por pontes dissulfeto interieaplesentes na proteina.
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Figura 22 — Gel de eletroforese SDS-PAGE da pratAlfL purificada por cromatografia de
exclusdo molecular.
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Fonte: Elaborada pela autora. Em 1- marcador, 2-r&Buzida e 3- AFL néo reduzida.

4.6 Ensaio de inibicdo por diferentes tipos de acares

Para uma andlise refinada dos acuUcares capazesibitea lectina AFL, foi
realizado o teste de inibicdo com a lectina pwade pela cromatografia de exclusao
molecular. Foi utilizada para esse teste a protpimdicada concentrada em Amicon até a
concentracdo de 1 mg.nLPara o teste de inibicdo foram utilizados os is¢es aclicares:
glicose, galactose, manose, lactose, fucose, asdimibose, xilose, N-acetilglicosamina, N-
acetilgalactosamina, Acido neuraminico e KDN (Acitd@minoneuraminico).

Comparando o resultado de inibicdo realizado camuoo extraido déchatina
fulica com os resultados de inibicdo da lectina puriicddsse muco da tabela 6, vimos que o
padrdo da auséncia de inibicdo por N-acelilglicasare N-acetilgalactosamina foi mantido,
confirmando que se trata de uma nova lectina, ehter das isoladas em outros trabalhos
(IGUCHI et al, 1985; MITRAet al, 1988). Foi também observado um aumento da atieid
inibitoéria por lactose e galactose comparando corasoltado da atividade de inibicdo do
muco, devido ao aumento da concentracdo da propeiricada em relacdo ao extrato do
muco.

No entanto, o que mais chamou atencdo e corroboma @ alto potencial
biotecnolégico desta lectina € a capacidade desnaémente reconhecer acido sialico, mas

também de reconhecer e se ligar de forma diferetifgos diferentes de acidos sialicos. Isto
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foi provado pelo diferente grau de inibicdo da Adh ralagéo ao Acido Nacetilneuraminico e
ao outro acido sialico KDN, também chamado de Acidaminoneuraminico. A AFL inibiu
com MIC de 12,5 mM o Neu5Ac enquanto que mostrouomanteracdo com o KDN
apresentando MIC de 6,25 mM.

Tabela 6 — Resultado da inibicdo da lectina AFL

Agicar 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1 0.5

Lactose - - - - - - + o+
KDN - - - - - + + 4+
Neu5Ac - - - - + + + +
Ribose - - - - - + + o+
Galactose - - - - + + + O+
Arabinose - - - - + + + o+
Glicose - - - + + + + o+
Xilose - - - + + + + o+
Fucose - - + + + + + o+
Manose - + o+ + + + + o+
GlicNAc + + o+ + + + + o+
GalNAc + + + + + + + o+

+ = ocorreu aglutinacao
- = ndo ocorreu aglutinacédo

Os acidos sialicos sae-ceto acidos formados por uma cadeia de 9 carbonos
(ANGATA; VARKI, 2002) e estdo envolvidos em processioldégicos como, por exemplo,
nas funcdes de mediadores na adesao célula-célethadores na comunicacao intercelular,
renovadores celulares, receptores para bactériaBue, entre outras (WILSON; VON
ITZSTEIN, 2003; SEARS; WONG, 1999).

Estudos mostram que notaveis alteracdes na estrdeiroligossacarideos sao
associadas a doencas humanas, entre elas o ddideVARKI, 1997; HAKOMORI, 2002;
LAU; DENNIS, 2008). De acordo com Akcay e colabana$ (2001) a superficie das células
cancerosas difere em muitos aspectos das célutagiso Uma dessas transformagdes esta
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associada com mudancas na composicao da membiatea, ceerificando-se alteracdées nas
membranas em termos do conteudo de acido siallampepteinas e glicolipideos. Nos
processos tumorais 0 acido sialico estd envolvido nmgracdo, invasao e potencial
metastatico (CHANGt al, 2006).

Lectinas que se ligam especificamente a acidaceidfio potencialmente Uteis na
deteccdo, quantificacdo, localizacdo, purificac@amcterizacdo de varias biomoléculas que
contém acido sialico. Essas lectinas podem tamle¢rasadas como sondas especificas para
determinados derivados de acido sialico, servindmoc marcadores moleculares para
fenbmenos fisiolégicos ou mesmo patolégicos (MANDMANDAL, 1990). Ao todo, mais
de 100 lectinas ja foram purificadas de plantas ardmais e dentre elas muito poucas sao as
que se ligam e reconhecem especificamente acitloosid maior parte dessas lectinas foi
identificada a partir de diversos invertebradoguadas de hemolinfa, (BIRD, 1974; COHEN,
1984; GOLDSTEIN; PORETZ, 1986; YEATON, 1981a, 198%bndo dentre os grupos de
invertebrados a maior ocorréncia nos grupos dépatle, molusca e urocordada (YEATON,
1981a). As lectinas ligantes a acido sidlico passaecaracteristica de necessitarem de ions
de célcio para suas atividades, sendo este tamééessario e utilizado durante o processo de
purificagdo. A maioria dessas lectinas possui jadso molecular e geralmente contém mais
de uma subunidade. E comum que essas lectinagusenlitanto a diferentes derivados de
acidos sialicos como também podem se ligar a ouippss de acUcares (MANDAL;
MANDAL, 1990).

Um dos derivados de acido sialico é o KDN, uma\abgéo de acido 3-desoxi-
D-glicero-a-non-2-ulopiranosénico ou acido deameawaminico, ou seja, estruturalmente &
0 &cido neuraminico sem a porcdo de amina. Hisimente, a primeira ocorréncia de KDN
foi mostrada em algumas células e secrecdes de deucertebrados inferiores e em algumas
espécies de bactérias. A expressdo de KDN em ghgagados de células e secrecbes de
animais assim como na parede celular de bactéatggnicas sugere que essa expressao
possa estar relacionada a um papel biol6gico auelamiario. Essa super expressédo de KDN
pode refletir a deficiéncia ou desordem no mecamisnetabdlico em células tumorais
(INOUE; KITAJIMA, 2006). Estudos mostram a ocorrignde alta expressdo de KDN em
células vermelhas do corddo umbilical humano ewenotes malignos de ovario e de mama
(INOUE et al, 1998). Outro trabalho também relacionado conresgmca de KDN em
tumores mostra que além da alta presenca de NeefdAgancer de pancreas, existe também
uma alta concentracdo de KDN em cancer de prot&BU et al, 2013). Dessa forma, a

analise dos carboidratos presentes em células régeicas vem sendo amplamente utilizada
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como uma ferramenta de grande importancia na bdscaovos marcadores moleculares
tumorais (NARIMATSUet al, 2009; ALLEY et al., 2012).

Os resultados obtidos no presente trabalho mosdranrificacdo de uma lectina
do muco deAchatina fulica dependente de célcio, especifica a lactose eegoahece acido
sidlico. Para a completa caracterizacdo desta néecpurificada, serdo necessarios
experimentos aprofundados da sequéncia de amimsaaésta lectina, para que por
homologia de sequéncia se possa comprovar a qudidale lectinas animais ela pertence ou

se suas caracteristicas podem iniciar um novo gitepgectinas animais.
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5. INTRODUCAO

5.1 Visédo geral da Inflamacao

A habilidade dos organismos de se livrarem de ésctthnificados ou necroticos e
invasores estranhos como micro-organismos é essgraria sua sobrevivéncia. A resposta
dos hospedeiros que executa esses objetivos € dhaoka inflamacdo. O processo
inflamatdrio consiste em uma sequencia complexaewntos que ocorrem em tecidos
vascularizados em resposta a diferentes estimpbtmendo estes serem de natureza tanto
endogena como exdgena, de natureza quimica, fosichiolégica. Esta € uma resposta
fundamentalmente protetora, destinada a livrargarismos tanto da causa inicial da injaria
celular quando das consequéncias dessa injuria. &Sarflamacado, as infec¢cdes poderiam
passar despercebidas, ferimentos poderiam nunaftizéc e os tecidos injuriados poderiam
ficar com permanentes feridas infeccionadas. Nantof se esse processo ocorre de forma
exacerbada ou inoportuna, pode ser prejudicialdsenuitas vezes necessario o uso de
substancias que modulem esses eventos, como o#flamiatérios, que permita sua
ocorréncia mais tenue sem suas sequelas nociveaBGWICK; WILLOUGHBY, 1985;
ROBBINSet al, 2010).

Embora as caracteristicas clinicas da inflamacébate sido descritas desde
aproximadamente 3.000 a.C., Celsius, um escritqucegdo primeiro século d.C., foi quem
primeiro listou os quatro sinais cardinais da imigdo: rubor (vermelhiddo), tumor
(inchago), calor (aquecimento) e dolor (dor) (WENBSN, 1992). Um quinto sinal clinico, a
perda de funcaofynctio laesa foi adicionado por Rudolf Virchow no século XDEsses
sinais sao tipicamente mais proeminentes na inffamaguda do que na inflamacé&o cronica.
Em 1793, o cirurgido escocés John Hunter notouagulamacdo ndo € uma doenca, mas
uma resposta inespecifica que tem um efeito sahdahospedeiro, fato que atualmente
parece ser 6bvio (HUNTER, 1794).

A inflamacé&o pode ser aguda ou crbnica, dependeadatureza do estimulo, das
caracteristicas patolégicas da reacdo inflamatérida efetividade da reacdo inicial em
eliminar o estimulo ou os tecidos danificados. Aamac&o aguda € rapida no inicio, que
geralmente dura minutos, e de curta duracdo pedspor horas ou poucos dias. Suas
principais caracteristicas (FIGURA 23) sdo a exsédade fluido rico em proteinas do
plasma, com consequente formacéo do edema, a @igdacleucocitos, predominantemente
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neutrofilos, para o sitio agredido e, em algunssaativacao da cascata de coagulacdo. Além
disso, a inflamacao aguda evoca uma série de reaggfiémicas, tais como: febre, elevacao
plasmatica do nivel de proteinas da fase aguganfacroglobulina, inibidor da C1-esterase,
fibrogénio, hepatoglobulina, componentes C3 e Cxawnplemento e proteina C reativa),
além de alteracéo de ions e mefR®BBINSet al, 2010;BAUHMANN; GAULDIE, 1994).

Figura 23: Principais manifestacdes locais damdgdo aguda.
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i | Extravasamento de
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Fonte: Adaptado de ROBBINS et al.,, 2010.1) Dilatagascular e aumento no fluxo sanguineo (causando
eritema e calor); 2) extravasamento e deposica@mwagcular de fluido plasmatico e proteinas (ede@in)
emigracao e acumulo de leucdcitos no local daianjar

Quando a inflamacao aguda € bem sucedida na etji@ordos agentes agressores,
a reacao reduz-se, mas se a resposta falha nadeetiios agentes invasores, esta pode
progredir para a fase cronica. A inflamacéo crépiode se seguir a inflamacéo aguda ou ser
insidiosa no inicio. Ela é de longa duracéo, podende semanas a meses, e esta associada a
presenca dos linfocitos e macréfagos, proliferag@ovasos sanguineos, fibrose e necrose
tecidual, onde destrui¢céo tecidual e tentativarearacédo ocorrem simultaneamente, muitas
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vezes de forma assintomatica (ROBBINSal, 2010; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004).

As reacdes vasculares e celulares da inflamacaodsf@radas por fatores
sollveis que sado produzidos por varias célulasesivatlas de proteinas do plasma e sao
geradas ou ativadas em resposta aos estimulosnatfieios. Micro-organismos, células
necréticas e mesmo a hipoxia podem disparar a pandde mediadores inflamatorios e entédo
provocar a inflamacdo. Tais mediadores iniciam eldicam a resposta inflamatoria e

determinam seu padrao, severidade e manifestafbess e patoldgicas.

5.2 Eventos vasculares da inflamag&o aguda

Na inflamacao, os vasos sanguineos passam por émeade mudancas que sao
destinadas a maximizar o movimento de proteinasr@tcas e células circulantes para fora
da circulagdo e para dentro do local da infeccadnpuia (LENTSCH; WARD, 2000;
ROBBINS et al, 2010). A inflamacéo aguda tem trés principaisygonentes: 1) alteracoes
no calibre vascular que levam a um aumento do feat@uineo; 2) mudancas estruturais na
microvasculatura que permitem que as proteinas ldema e o0s leucécitos saiam da
circulacdo e 3) emigracao de leucdcitos da micratiacdo, seu acumulo no foco da injaria e
sua ativacdo para eliminar o agente agressor (R8BI al., 201p

A vasodilatacdo é uma das manifestacbes mais isida inflamacdo aguda,
sendo algumas vezes seguida de constricdo traasdas arteriolas, como uma resposta
motora na tentativa de recuperar a homeostasesrdettda liberacdo de catecolaminas e de
prostaglandinas por células lesadas, que dura posegundos. Em seguida ocorre a
vasodilatacdo, que envolve as arteriolas e ent@deabertura de novos leitos capilares na
area. O resultado é o fluxo sanguineo aumentadogca causa do calor e vermelhiddo no
local da inflamacdo. Essa reacdo € induzida péla de varios mediadores, notavelmente a
histamina, o 6xido nitrico (NO), a bradicinina,esitonina e as prostaglandinas das séries E e
I no musculo liso vascular (BHANDARIt al, 2005; ROBBINSet al, 2010).

Seguido a vasodilatacdo ocorre o aumento da peiidede da
microvasculatura, com o extravasamento de fluidm rém proteinas para os tecidos
extravasculares. O principal papel da mudanca mengabilidade vascular é facilitar a
chegada de células e fatores sollveis, como aptisa proteinas da fase aguda, ao sitio da
lesé@o tecidual. Varios mecanismos séo responspeeisssa resposta, sendo os principais a

contragdo das células do endotélio, resultando spages vasculares aumentados. Este é o
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mecanismo mais comum de extravasamento vasculafigitado por histamina, bradicinina,
leucotrienos, neuropeptideo substancia P e muitosro mediadores quimicos
(LAMPUGNANI; DEJANA, 1997; MEHTA; MALIK, 2006). Outo mecanismo € a injaria
endotelial, resultando em necrose da célula endbtgue pode ser causada por um dano
direto ao endotélio, por exemplo, em queimadurageta acdo de microbios que alcangam as
células endoteliais (LENTSCH; WARD, 2000; VALBUENMWALKER, 2006). Um terceiro
mecanismo € a transcitose, que € o transporte aadwede fluidos e proteinas pela célula
endotelial. Esse processo pode envolver canaisistiom® em vesiculas e vacuolos nao
revestidos interconectados, chamados de organekisulo-vacuolares, muitos dos quais
localizados proximo as juncdes intercelulares (DWBIRFENG, 2001).

Estudos propdem que a histamina e leucotrieno®oaosentracdo endotelial, que
a IL-1 e TNFe participam da reorganizacdo citoesquelética ehdb® que leucocitos e
agentes agressores causam lesdo vascular direteagasamento de fluidos. Além disso, o
exsudato contém varios mediadores que influenceo€hlas adjacentes e os proprios vasos
sanguineos incluem ativacao de quatro cascatas@tizis: do complemento, da coagulacéo,
das cininas e fibrinolitica (ROBBIN& al, 2010).

Devido ao aumento do diametro do vaso sanguinegpera de fluido ocorre um
aumento na viscosidade do sangue e consequentenmeatientificacdo do fluxo sanguineo,
resultando em hemoconcentracdo, condicdo denomidadastase. A medida que esse
fendmeno ocorre, os leucdcitos, principalmenteeagrofilos, no intuito de serem recrutados
para os locais de injuria ou infeccédo, aproximare-ggeragem com o endotélio dando inicio
ao processo chamado de rolamento e posteriormdat@i@a ao endotélio (ROBBINS al.,
2010; WAGNER; ROTH, 2000). Essas etapas sdo dascdbmo eventos celulares da

inflamacéo que serdo detalhados a seguir.

5.3 Eventos celulares da inflamacao aguda

Um dos principais eventos do processo inflamatéra migracédo de leucocitos,
principalmente dos neutrofilos, para o local dariaj e a ativacdo dos mesmos para eliminar
0s agentes agressores. Nas reacdes inflamator@mompais leucocitos sdo os neutrofilos e
0S macrofagos, que sdo aqueles capazes de fagocitaeja, ingerir e destruir bactérias e
outros microbios eliminando o tecido necrético dsséincias estranhas, além de serem

também capazes de produzirem fatores de crescimeert@judam no processo de reparo. E
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visto que o proprio infiltrado contribui para a difigacdo da resposta inflamatoria, através
da liberacdo de mediadores vasoativos e quimiotati©s neutréfilos sdo os leucécitos
predominantes no infiltrado nas primeiras 24 hosasdo mais tarde substituido por células
mononucleares. (McEVER, 1991; ROBBINS&al., 2010).

Trés principais eventos consistem nos processoshamdo os neutrofilos na
inflamacéo, séo eles: o recrutamento de neutréflossangue para dentro dos tecidos
extravasculares, o reconhecimento por eles do®biag e tecidos necroticos e a remocédo do
agente agressor. A migracao dos neutréfilos € woegso complexo e envolve uma série de
interacbes com o endotélio vascular e com a maixizacelular, que culminam com a
passagem da célula para o espaco extravasculaddDaw fluxo sanguineo se lentificar no
principio da inflamacéo (estase), as condi¢cBes Herdamicas mudam e mais neutrofilos
assumem uma posicao periférica ao longo da sugesditdotelial, processo chamado de
marginacao. Posteriormente ocorre o processo denenito, mostrado na figura 24, quando
estes aderem transitoriamente ao endotélio, ligarde desligando-se novamente, rolando
assim na parede do vaso. E por fim, a transmigrapé® € a passagem do neutrofilo pelas
células endoteliais e, finalmente, o direcionameatto o foco da lesdo sob influéncia dos
estimulos quimiotaticos (WAGNER, ROTH, 2000; ROBBi&t al, 2010).

Figura 24 — Etapas da migracao de neutrofilos magdalos vasos sanguineos.

Ativacao da integrina
pelas quimiocinas

Migracao através

Rolamento A
do endotélio

Adesao estavel

Q— Glicoproteina Sialil-Lewis X modificada

—~—Integrina (estado de baixa afinidade)

A Integrina
4 (estado de alta afinidade)

PECAM-1
(CD31)

e Ligante de
® Proteoglicano integrina (ICAM-1)
D
© ¢ dq ® Q
Quimiocinas ®»

Citocinas
(TNF, IL-1)

Macréfago
com micrébios

/4

Fibrina e fibronectina <
(matriz extracelular)

Fonte: Adaptado de ROBBINS al., 2010.



77

O processo de rolamento possui como pré-requisitivacdo da monocamada de
células endoteliais por sinais teciduais, que irdua expressdo de moléculas de adeséao,
tanto nos leucocitos quando nas células endotefiassecrecdo de mediadores inflamatoérios
pelo endotélio. As interagdes iniciais de rolameséo mediadas por uma familia de proteinas
chamadas selectinas. Existem trés tipos de sedsctais L-selectinas, expressas na superficie
dos leucécitos, sdo responsaveis pelo enderecanfleomoing durante a ligagdo com o
endotélio. As E-selectinas, expressas no enda@plis a liberacdo de citocinas inflamatorias,
se ligam a residuos sialicos de oligossacarideosugarficie dos leucécitos, de maneira
dependente de calcio. Por fim as P-selectinas, zzmaalas ena-granulos de plaquetas e
corpos de Weibel-Palade das células endoteliais, esgpressas por citocinas, trombina,
histamina, dentre outros mediadores, e assim can&-selectinas, também se ligam a
residuos sialicos. A expressdo das selectinasu® lggantes € regulada pelas citocinas
produzidas em resposta a infeccdo e injuria. Ogafegos teciduais, mastocitos e células
endoteliais ao interagirem com micrébios ou tecidumtos respondem secretando varias
citocinas, incluindo TNF, IL-1 e quimiocinas (DINARLO, 2005; JOHNSTON;
BUTCHER, 2002; SALLUSTO; MACKAY, 2004; ROBBINSt al, 2010).

O processo de adesao é mediado por uma familieotiimas heterodiméricas de
superficie dos leucdcitos chamadas de integrinasic® da adesao ocorre devido a reducéo
da velocidade dos leucdcitos que permite uma lmgagéis firme ao endotélio. O fator de
necrose tumoral e a interleucina-1 induzem a egpresndotelial de ligantes para as
integrinas, principalmente a VCAM-1 (molécula-1latkesao da célula vascular), ligante para
a integrina VLA-4, e a ICMA-1 (molécula-1 de adesdercelular), ligante para as integrinas
LFA-1 e Mac-1. Outros ligantes para integrinas ginde importancia para a inflamacgao sao
a ICAM-2 (molécula-2 de adesao intrercelular) eCaARI-1 (molécula de adesao entre célula
endotelial e plaqueta) (PANES al, 1999; CRONSTEIN; WEISSMAN, 1993).

Normalmente, os leucdcitos expressam integrie@s um estado de baixa
afinidade. Enquanto isso, as quimiocinas que fgremduzidas no local da injuria entram no
vaso sanguineo, ligam-se aos proteoglicanos daks@ndoteliais e sdo mostradas em alta
concentracdo na superficie endotelial. Essas quin@s se ligam e ativam os leucdcitos em
rolamento. Uma das consequéncias da ativacdo gvarséo das integrinas VLA-4 em LFA-

1 nos leucocitos em um estado de alta afinidadeOKI@ILLS; DEEM, 2005). A
combinacédo da expressao de ligantes de integmuaida pelas citocinas do endotélio e a
ativacdo das integrinas nos leucocitos resultaienefligacdo mediada pelas integrinas dos

leucdcitos ao endotélio no local da inflamacdo. l@gcocitos param de rolar, seus
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citoesqueletos sao reorganizados e eles se esppHraniora da superficie endotelial, dando
inicio ao processo de migracdo dos leucocitos ésrde endotélio (ROBBINE al, 2010).

A transmigracdo, ou migracdo dos leucécitos atrag@sendotélio, ocorre
principalmente nas vénulas pos-capilares. As gquim&s agem nos leucocitos aderentes e
estimulam as células a migrarem através dos espaeosndoteliais em direcdo ao gradiente
de concentracdo quimico, que € em direcdo ao Idaainjuria ou infeccdo onde as

quimiocinas estdo sendo produzidas (PETRI; BIXEQ&).

5.4 Dor e Nocicepgao

A dor se classifica como um fendmeno que compreemda diversidade de
experiéncias diferentes e Unicas, tendo causassd&/eariando com alguns critérios como
somatosensoriais, viscerais, afetivos, culturaisognitivos. A dor é uma caracteristica
cardinal dos mecanismos protetores fisiologicosnais e uma de suas funcdes € preservar o
organismo do dano tecidual. O sistema nervoso nmdosobre a ocorréncia ou perigo de
injuria e a sensacao de dor contribui para estgdfunestando, dessa forma relacionado as
reacOes de fuga e esquiva (BESSON; DICKENSON, 1R€DEL; NEECK, 2001).

De acordo com a Associacao Internacional para BstiadDor (IASP) a dor é
definida como “uma experiéncia sensorial e emotiatesagradavel, associada a dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termtatéesdo”. Dessa forma, a dor € altamente
subjetiva e influenciada por fatores comportamenfaiol6gicos, sensoriais e emocionais 0
que corresponde a uma grande variacdo individuaksposta a sensacdo de dor (JULIUS;
BASBAUM, 2001; IASP, 2012). A dor é um sintoma deitos distarbios clinicos e afeta
grande parte da populacdo. Estudos mostram que afeta os mais variados dominios da
qualidade de vida humana, sendo estes fisicos acienais. A intensidade, a extenséao, a
duracgéo, o significado, entre outras caractersté individuais e estdo relacionadas com o
que provoca a dor, caracterizando dessa forma wenaagio intima e pessoal, sendo
impossivel uma mensuracéo exata (BESSON; DICKENSIOBI7; NIV; KREITLER, 2001).

Existe uma diferengca entre os termos nocicepcdore @ termo nocicepcao
refere-se a manifestacées neurofisiolégicas gerpdasstimulos nocivos, ja o termo dor
refere-se a percepcdo de um estimulo aversivo eereg capacidade de abstracdo e
elaboracéo do impulso sensorial. Dessa forma, dEenvolver um estimulo potencialmente

nocivo, a dor tem uma conotacédo individual e éasgmtada por uma experiéncia subjetiva,
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incluindo componentes afetivos e emocionais, qu@lifioam ou diminuem a sensacao
dolorosa (MELZACK; LOESER, 1999; ALMEIDAt al, 2004).

5.5 Mecanismo de transmissao da dor

O processo de propagacéao da dor € iniciado pekacat de receptores, chamados
de nociceptores, encontrados na pele, membramadpseconjuntivos de 6rgdos viscerais,
ligamentos, capsulas articulares, periésteo, mascueénddes e vasos sanguineos, que sao
sensiveis aos estimulos nocivos. Os nociceptoragspmndem as terminacdes nervosas
livres e representam a parte mais distal dos negfaferentes de primeira ordem, que
consistem em fibras de pequeno diametro com pouceenhuma mielina, dos tipo$ A& do
tipo C, respectivamente (LYNN, 1992; MENSE, 1983M€EIDA et al, 2004).

As fibras A sdo pouco mielinizadas, de médio didmetro e medaidprimeira”
dor, representada pela dor pungente, aguda e passague aparece logo apds a leséo
tecidual. Por apresentarem a bainha de mielinasrimdem o estimulo doloroso de forma
rapida (2 a 30 mY e correspondem a 20% das fibras que conduzemfoamiamcéo
nociceptiva e sédo responsaveis pela dor de curtgd@lo. As fibras C ndo sdo mielinizadas, e
sd0 responsaveis pela conducdo lenta da dor (@,5n&") e possuem pequeno didmetro,
mediando a “segunda” dor, mais latente e difusa madior duracédo. Cerca de 80% das fibras
aferentes sensoriais sao do tipo C (GRUBB, 1998CR®et al, 2007; CRAIG, 2003). As
fibras A5 e C podem ser chamadas de polimodais, pois respoacstimulos nocivos sejam
eles térmicos, mecanicos e quimicos, apresentawptores termosensiveis ao calor e ao
frio, bem como receptores especificos para sulatraigogénicas (RAJA&t al, 1999;
HUNT; MANTYH, 2001; ALMEIDA et al, 2004).

A informacdo nociceptiva é levada através das ditaterentes ao SNC pela
estimulacdo dos nociceptores periféricos. Os lorsg@sios das fibras nociceptivas que se
localizam em nervos periféricos estendem-se de sermos celulares contidos em uma
estrutura denominada ganglio da raiz dorsal. Apasrgir de seu corpo celular, o axénio
aferente primario bifurca-se para enviar prolongsioe a medula espinhal e outro para
inervar os tecidos corporais (MILLAN, 1999). Naduta espinhal o corno dorsal é dividido
em laminas de acordo com as caracteristicas cital®glos neurdnios e da divisao anatémica,
como visto na figura 25 (BASBAUM; JESSELL, 2003).
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Figura 25 — Anatomia de nociceptores.
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Fonte: Adaptado de GOODMAN; GILMAN'S, 2007. A) Némios somatosensoriais estdo localizados em
ganglios periféricos (trigeminal e GRD), ao longw lddo da coluna vertebral e medula. Neurdnioseafes
projetam-se centralmente para o tronco cerebrdl §umrno dorsal da medula espinal e perifericaepata a
pele e outros 6rgdos. (B) A maioria dos nociceptsé® amielinicas com axdnios de pequenos diartfidtras

C, em vermelho). Inervam aferentes periféricos ela fderme e/ou epiderme) e projetam-se centraénmara

as laminas | e Il do corno dorsal. (C) As fibragineptivas AX s&o mielinizadas e tém geralmenteomai
velocidade de condugéo. Estas se projetam paéarasds | e V.

Na medula, a transmissdo dos sinais dolorosos apoO$iberacdo dos
neurotransmissores envolve a participacdo de cadrisos que quando modulados geram
correntes que despolarizam ou hiperpolarizam a mambcelular dos neurdnios causando
excitacao ou inibicdo neuronal, assim facilitandaddicultando a passagem do impulso para
as vias ascendentes medulares (ALTIER; ZAMPONI, 420@\ participacdo de canais
ibnicos, principalmente sédio e calcio, operadosvmltagem, e os canais de potassio, esta
intimamente ligada a transmissédo dos sinais dadsroA liberacdo de neurotransmissores
(glutamato, substancia P (SP), prostaglandinas @@ifosfato de adenosina - ATP) na
medula, geram correntes que despolarizam ou hilgeipm a membrana celular dos

neurdnios através da modulacdo desses canais,caram excitacdo ou inibicdo neuronal, o
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gue facilita ou dificulta a passagem do impuls@ s vias ascendentes medulares (ALTIER;
ZAMPONI, 2004; LEEet al, 2005; DOUBELLet al, 1999).

Figura 26 — Transmisséo e vias de modulacdo da dor

F 5
C | L%

CORTEX A
ss® )

Talamo

. —— PAG
MESENCEFALO :

MEDULA

b RVM

Trato espinotalamico

o \
K

Injaria

CORDAO
ESPINHAL

Fonte: Adaptado de GOODMAN; GILMAN’S, 2007. A esqu& um estimulo nocivo aplicado & pele induz
impulsos com ativacdo de nociceptores periférisegpropagando para o corno dorsal da medula espimdg
séo ativadas as células nervosas de origem doetsptootalamico. O trato espinotalamico ativa ag@ios do
talamo, que se projetam e ativam neurdnios noxémgulado (C), cortex frontal (F), e cértex soossensorial
(SS). A direita, uma variedade de estimulos podaratircuitos de modulacdo da dor. Projecdes diberd
frontal e cingulado e aferentes da amigdala (Ajpethlamo (H) convergem para o mesencéfalo, neosota
substancia cinzenta periaquedural (PAG), que, édrala medula ventromedial rostal (RVM), controla a
transmisséo da dor pelos neurbénios espinotalamicos.

O sistema nervoso central modula a transmissaamfdariacédo sensorial onde
interconexdes entre vias na medula espinhal poderratar a transmissao da informacéo
nociceptiva para 0s centros supraespinhais. A gadidescendente faz parte de um
mecanismo de regulacdo responsavel por diminuiraasmissdo da resposta dolorosa
diminuindo a intensidade da transmissdo (BASBAUKSSEL, 2003).

5.6 Dor de origem inflamatéria

Diversos mediadores quimicos séo liberados porlaglmdo neuronais e

neuronais no local da injuria (substancias algag&)ie surgem em decorréncia de processos
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inflamatdrios traumaticos ou isquémicos. Estes admies ndo neuronais sdo comumente
histaminas, serotoninas, bradicininas, citocinamsanoides dentre outros, ja os mediadores
neuronais sao principalmente a substancia P e tidpeprelacionado ao gene da calcitocina
(CGPR). Dependendo da natureza e concentracao diadoe ele pode ativar diretamente o
nociceptor e/ou reduzir seu limiar de ativacdo (D®¥t al, 1989; HANDWERKERet al,
1989; McMAHON; FERREIRA 1993).

A liberacdo de mediadores em tecidos inflamadose psensibilizar fibras
nociceptivas periféricas, promovendo a facilitagéotral da transmissédo nociceptiva, levando
a uma resposta dolorosa aumentada a um estimulovonochamada hiperalgesia
(SYRIATOWICZ et al, 1999; COUTAUXet al, 2005). Além disso, alteracdes na percepgao
sensorial, envolvendo sensibilizacao central, pedar a alodina, que é uma dor evocada por
um estimulo normalmente nao nocivo (MILLAN, 1999).

Dessa forma, as células residentes (principalmerderéfagos e mastécitos)
parecem ter papel primordial neste processo, [ptés €élulas sinalizam a presenca de injlria
ou material estranho, através da liberacdo dedasimediadores inflamatoérios, que além de
atuar no nociceptor, recrutam ceélulas inflamatorpslimorfonucleares, linfécitos) que
produzem um efeito amplificador na inflamacao eceprdo (FERREIRA, 1993).

Embora o ndmero de lectinas animais purificadas aeacterizadas venha
aumentando e cada vez mais o0 estudo dessas magcoiasl mostra-se de grande
importancia para a biotecnologia, poucas atividdii@®gicas sdo descritas referentes a essas
proteinas. A primeira lectina animal a apresentasidade anti-inflamatodria foi a HGA,
purificada do equinodermidolothuria griseapor Moura e colaboradores em 2010. A lectina
HGA demonstrou ser capaz de modular a respostaniafbria em modelos de inflamagéo
vivo (MOURA, 2010).

6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos ma¢hts musculuscom

peso aproximado entre 20 e 30 gramas. Os animais fiornecidos pelo Biotério Central da

Universidade Federal do Ceard (UFC) e foram mastielm caixas plasticas, contendo

maravalha, sob condi¢cdes adequadas de luz e temmaeearecebendo agua e raaddibitum
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até a realizacdo dos procedimentos experimentagoslios animais foram tratados seguindo
as recomendacdes preconizadas pelo Colégio BragileiExperimentacdo Animal (COBEA)
e 0s experimentos relacionados a dor seguram a$rizis prescritas pela Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (ZIMMERMANN, B8 Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Fisiologia e Farmagialoda Inflamacdo (LAFFIN) da
Universidade Estadual do Ceara, em colaboragcdoacpmfessora Dra. Ana Maria Sampaio
Assreuy, e todos os experimentos foram aprovadosQuemité de Etica para Uso de Animais
(CEUA/UECE n° 10130208/40). A eutanasia dos aninf@iigealizada por deslocamento

cervical.

6.2 Atividades de nocicepcéao e inflamacéo induzidg®r acido acético (0,8% v/v)

Este teste foi realizado para avaliar a atividateaciceptiva da lectina isolada
do muco deA. fulica sendo este um modelo de nocicep¢do quimica ouestiga a dor
inflamatodria, avaliando tanto a atividade analgesmmmo anti-inflamatoria (VINEGAR al.,
1987; TJOLSEN; HOLE, 1997). Para isso, os camuna®figram tratados 30 minutos antes
da injecdo de acido acético com a lectina AFL esedale 0,1; 1 e 10 mg:kgindometacina
(10 mg.kg") como controle positivo, ou salina (NaCl 0,9%) cocontrole negativo, por via
intravenosa (i.v.). Apds 30 minutos dos tratament@sanimais receberam também por via
intraperitoneal (i.p.) solucdo de &acido acético8¥®,v/v) e o numero de contorcdes
abdominais foram contadas durante 20 minutos apdsidutos da injecdo (KOSTER al,
1959). Os resultados foram expressos como o nudeontor¢des por minutos + E.P.M.
(Erro padrdao da média).

No intuito de investigar o efeito da AFL no proaessflamatorio, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical evidade peritoneal exposta, através de uma
incisdo longitudinal, e lavada injetando-se 2 mLRBS heparinizado (10 UL.nl). Apds
massagem do peritbnio o fluido foi coletado parangjficacdo da Mieloperoxidase (MPO),
um marcador indireto de infiltrado neutrofilico. Amostras de fluido em volume de 100
foram homogeneizadas em tampao de fosfato de m&&snM pH 6,0 contendo 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilamonio, para volumealfide 1 mL, e posteriormente
centrifugados por 2 minutos a 8.000 g a 4 °C. Apiatas dos sobrenadantes foram incubadas
com solucdo de cloridrato de dianisidina a 0,167 mg.Kgcontendo 0,005% de 8, em

placas de 96 pocos. A atividade de MPO foi medidaticamente em scanner de placa de
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microlitro a 450 nm nos tempos 0 e 1 minuto, eessiltados foram expressos como unidades
de MPO por mL (BRADLEYet al, 1982).

6.3 Teste de nocicepgéo e inflamagéo induzidos géormalina

O teste da formalina € um tipico modelo de avatiag@ nocicepcéo, e para a
realizacdo deste teste os animais foram inicialeneatocados individualmente sob funis de
vidro invertido com espelho ao fundo, que auxikaabservacdo do comportamento animal,
por um periodo de adaptacdo de no minimo 20 minuR@sa avaliar a atividade
antinociceptiva da AFL, utilizou-se a dose de mellefeito no teste das contorcdes
abdominais (0,1 mg.kQ por via intravenosa. Os animais foram pré-tragactom a lectina ou
indometacina (10 mg.ky, 30 minutos antes do teste. Passado os 30 mirddopré-
tratamento, cada animal recebeu uma injecao iainégol (i.pl.) de 2QL de formalina (2,5%
v/v) na pata posterior direita e o tempo em quaimal permaneceu lambendo ou mordendo
a pata injetada com formalina foi mensurado.

Este teste possui duas fases a serem analisapgas)esra fase do teste (Fase ),
ocorre durante os primeiros 5 minutos apés a iojelg formalina e é caracterizada pela
estimulacdo direta desta sobre o nociceptor damigero a dor neurogénica. J& a segunda
fase (Fase IlI) ocorre 15 a 30 minutos apOs a iojelgiformalina e representa a resposta
tbnica a dor, acompanhada de uma resposta inflamat@nhecida como dor inflamatoria
(HUNSKAAR et al, 1985). Esses testes foram realizados a tempaatbiente para excluir
fatores experimentais que possam afetar o fluxaguiaeo periférico devido a grande
sensibilidade da resposta na fase tardia (LE BARSl, 2001). Os resultados foram
expressos como o tempo de lambidas por segundd3.ME

Este mesmo teste foi utilizado para verificar sgiedade bioldgica da lectina é
referente ao sitio de ligacdo a carboidrato. Psa,a participacdo do dominio lectinico foi
avaliada através administracéo da AFL (hd.kg") associada ao aclcar ligantdactose
(0.1 M) apos previa incubacao por 60 min a 37 °€gfipos controles receberam a lectina ou
0 acgUcar isoladamente, sob as mesmas condi¢Orsul@mcao.

Para analisar o efeito da AFL no processo inflan@at® edema de pata foi
medido por hidropletismometria (Panlab — LE — 758@es (tempo zero) e apos 30 minutos
da injecao de0 uL deformalina (2,5%). Em seguida, foi administrado piarintravenosa a

AFL na concentracdo de 0,1 mg.thbu salina, 30 minutos antes da inducdo da infldmac
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As afericdes foram realizadas também nos tempq 8e3l 4 e 24 horas apos a administracao
do estimulo inflamatérioO resultado foi expresso como a variagdo dos vaudas patas
(mL) £ E.P.M.

6.4 Modelo de nocicepcéo induzida por elevacédo damiperatura: Teste da Placa Quente

Para este teste, inicialmente os camundongos fpraaratados com AFL (0,1
mg.kg?) via intravenosa ou com morfina (5 mg#gia subcutanea como controle positivo,
30 minutos antes da exposi¢éo ao estimulo. Postexige os animais foram colocados sobre
uma placa aquecida a (55 + 0,5 °C) e apos 30 ndrutempo de resposta foi avaliado nos
intervalos de 30, 60, 90, 120 e 150 minutos apdsiaio do teste. Nestes intervalos foi
observado o tempo de laténcia ao estimulo térricsgja, quanto tempo 0s animais levaram
para manifestar uma resposta, que corresponde ate ataltar e/ou lamber ou morder a pata
traseira, sendo este método utilizado com a fiadkdde pesquisar substancias que atuam a
nivel de Sistema Nervoso Central (EDDY; LEIMBACH95B). Os resultados foram

expressos como o tempo de reacdo em segundos.M.E.P

6.5 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + Eddi nimero de animais
por experimento variando entre 6 e 8 (n= 6 - 8)ammnalise estatistica foi utilizado o
Software GraphPad Prisma e as diferencas estasissignificativas foram avaliadas pela
analise de variancia (ANOVA) seguido de teste ¢mwede Bonferroni. Para todos os testes

foram considerados significativos valores de pG80,

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 AFL inibe a nocicepcao induzida por acido acétd e formalina mas ndo por estimulo

térmico
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A injecdo por via intraperitoneal (i.p.) do ageateado acético, apés um periodo
de 20 min, induziu elevado numero de contor¢cbesmabthis (42,5 + 3,0) nos camundongos.
No entanto, quando os camundongos foram tratagesapnente com AFL, observou-se uma
reducéo significativa no comportamento nociceptias doses de 0,1 mgk¢13,8 + 4,7), 1
mg.kg® (16,8 + 3,9) e 10 mg.Ky(20,4 + 5,0) em 68%, 60% e em 48%, respectivagnent
como mostra a figura 27. O controle de indometa¢itamg.Kg') reduziu as contorcées
82% (7,6 £ 0,7). Como ndo houve diferenca estasisgthtre as doses, utilizou-se nos testes
subsequentes a dose de 0,1 mg.Kg AFL.

Os resultados de atividade de inflamacao e nociefayam comparados com 0s
da lectina purificada délolothuria grisea a primeira lectina de invertebrado marinho a
apresentar atividade anti-inflamatoria. Esta tecpossui massa molecular aparente de 105,7
kDa e sua atividade ndo depende de ions metaAcb&sA foi capaz de reduzir o nimero de

contorcdes abdominais em 27, 90 e 84% nas concértrale 0,1, 1 e 10 mgkg

Figura 27 — AFL inibe as contor¢bes abdominais ziths por acido aceético.
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Fonte: Elaborado pela autora. Animais foram préattas com solucao salina (e.v.), indometacina.) @p AFL
(0,1; 1 ou 10 mg.k§ e.v.), 30 min antes da injecéo de &cido acél@% (i.p.) (AA). Média + E.P.M. (n= 8).
ANOVA e Bonferroni, *p<0,05 em relagdo ao grupo trole.
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O teste de contor¢cdo abdominal induzida por &cidétiad € um modelo
amplamente utilizado na triagem de compostos &p&Ee naturais, pois possui sensibilidade
tanto aos AINE’s quanto aos opidides, atuando nesidelo tanto componentes centrais
quanto periféricos (ZAKARIAet al, 2006). Ao injetar intraperitonealmente o acidéteco
ocorre a liberacdo de mediadores inflamatoérios igdezem a nocicep¢do neste modelo,
como a bradicinina, serotonina, histamina, subs&aRc¢ prostaglandinas, que estimulam os
neurbnios nociceptivos sensiveis, além da liberalgaitocinas como ILfl, TNF-, IL-8
pelos macrofagos e basofilos presentes na cavidhdeminal (RIBEIROet al, 2000;
FISCHEREet al, 2008; VERREt al., 2006).

O fato da lectina ter sido capaz de reduzir o nonger contorgbes abdominais
mostra um efeito direto no processo de nocicepEsie efeito provavelmente € derivado de
um efeito anti-inflamatorio. Para avaliar de formais precisa o efeito anti-inflamatério da
lectina AFL assim como sua acgéo nociceptiva, falizado o teste da formalina, que se
caracteriza por causar nocicepc¢do pelo estimulmiqoi(McNAMARA et al, 2007). Este
teste € composto por duas fases, a primeira, claa®drase |, que compreende do tempo
zero, ou seja, o tempo contado a partir da injegdagente nociceptivo quimico formalina, ao
tempo de 5 minutos. Essa primeira fase é chamatisdereurogénica e avalia a estimulagéo
guimica direta nos nociceptores, agindo principatmeas fibras do tipo C (HEAP#t al,
1987; HUNSKAAR; HOLE, 1987). A informacdo € postemente conduzida pelos
neurénios aferentes havendo a liberacdo de meémapre produzem uma resposta local
(TJOLSEN; HOLE, 1997). A segunda fase desse mod#lamada de Fase Il, ocorre nos
tempos de 15 a 30 minutos do estimulo quimico kaénada de fase inflamatoéria. Apos a
liberacdo de mediadores inflamatérios como a histantradicinina, prostaglandinas e 6xido
nitrico, ocorre o extravasamento plasmatico, aditgacéo, a estimulacdo de macrofagos e
mastocitos, que por sua vez promovem a liberacdands mediadores do processo
inflamatorio (SHIBATAet al, 1989). Para avaliar este modelo € observadonpadamento
de lamber ou morder a pata tanto na primeira faaatq na segunda fase do teste.

A injecdo do agente quimico formalina produziu @mpo de lambida das patas
pelos animais de 47,2 + 4,8 s na primeira fase218¢2 + 32,3 s ha segunda fase do teste. Na
fase | de avalicdo, AFL (0,1 mg:Kgndo apresentou efeito antinociceptivo, pois néavh
diferenca no tempo de lambida em relacdo ao centralFase | de dor neurogénica. Ja na
segunda fase (fase I) a lectina AFL (0,1 m)karoduziu uma reducao significativa de 64%
(87,0 £ 12,8 s) no tempo de lambida, em relacécoatrole de formalina (245,2 + 32,3 s). A

indometacina, utilizada como anti-inflamatoério @@Ear produziu efeito antinociceptivo de
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82% (43,5 £ 1,4 s) apenas durante a segunda fasestdocomo mostra a figura 28. O que
mostra um efeito considerado da capacidade amdinnitoria da lectina utilizada.

Assim como a AFL a lectina HGA apresentou atividadg-inflamatéria somente
na segunda fase do teste de origem inflamatértdGA reduziu o tempo de lambida em 69%
na concentracdo de 10 mgkgndo apresentando atividade anti-inflamatéria oasas
concentracdes. No caso da lectina AFL a concemtra;d mg.kg mostrou atividade
semelhante a uma concentragcdo 100 vezes maior dedd@presentar reducéo de 64% no
tempo de lambida.

Figura 28. AFL inibe a nocicepc¢ao induzida por falima.
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Fonte: Elaborado pela autora. Animais foram préatias com solucéo salina (e.v.), indometacina) @p.AFL
(0,1 mg.kg"; e.v.), 30 min antes da injecdo de formalina 2,64.). Média + E.P.M. (n= 8). ANOVA e
Bonferroni, *p<0,05 em relag&do ao grupo controle.

E sabido que drogas analgésicas podem possuir diféesntes na primeira e
segunda fase do teste da formalina. No caso daded¢ AFL foi visto que ela ndo possui
acdo na dor neurogénica, jA que ndo apresentogaeca atividade comportamental dos
animais apds o estimulo quimico, ou seja, o tengptawchbida nas patas. Dessa forma, com
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esse modelo podemos comprovar que a acdo da le&ftha esta relacionada a dor
inflamatoria, podendo esta agir tanto nos mediadmféamatérios, quanto nos processos que
ocorrem durante a inflamagéo.

Na investigacdo da participacdo do dominio leatinici observado que a lectina
na concentracdo de 0,1 mgkgerde sua capacidade de inibir a nocicepcdo quastio

associada ao acucar inibidor lactose como modigaiia 29.

Figura 29 — Reversao da atividade da lectina nie téa formalina quando incubada com

lactose.
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Fonte: Elaborado pela autora. Animais foram préattes com solucdo salina (e.v.), AFL (0,1 mg.lkagv.) e
AFL + LACTOSE 0,1M (0,1 mg.Kg e.v.), 30 min antes da injecdo de formalina 2,5pb.. Média + E.P.M.
(n=8). ANOVA e Bonferroni, *p<0,05 em rela¢édo aojgp controle.

Em relacdo ao teste da placa quente, a figura 3ranque o pré-tratamento com
a AFL (0,1 mg.kd) ndo aumentou o tempo de laténcia dos animaisesponder a este
estimulo, nos tempos avaliados, quando comparado @ocontrole salina. Nos tempos
posteriores ndo foi observado efeito significatiZete resultado corrobora com a auséncia de

atividade da lectina AFL na fase | observada nietés Formalina. Ja o pré-tratamento com o
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opi6ide morfina, apresentou efeito inibitdrio dacicepcdo térmica em todos os tempos
testados.

Figura 30. AFL n&o inibe a nocicepcao térmica rstetela placa quente.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os animais foramcedlos sobre a placa quente (55 + 0,5 °C) imediati@me
antes e apos (30, 60, 90, 120 e 150 min) a admsig&d do AFL (0,1 mg/kg; e.v) ou morfina (5 mg/kg;) e o
tempo (em segundos) de laténcia ao estimulo redstrMédia + E.P.M. (n= 8). ANOVA e Bonferroni,
*p<0,05 em relacdo ao controle de salina.

O modelo de teste da placa quente é sensivel agliquge atuam no Sistema
Nervosos Central, como analgésicos opidides, diZzadb para avaliar o efeito de substancias
em nocicepcao térmica. Este modelo é caracterizatoprovocar uma resposta rapida
mediada pela acdo de nociceptores, como as fibm#A& ao estimulo nocivo como a alta
temperatura (DICKENSON; BESSON, 1987).

Quando comparamos os efeitos de nocicepcao dadekfL e da lectina HGA
vimos que ambas, apesar de se mostrarem anti-miffai@s, ndo apresentam efeito

antinociceptivo em modelo de placa quente em nealdas doses testadas.

7.2 Atividade anti — inflamatéria da AFL

No estudo da lectinologia, varios trabalhos releaitps com a atividade da

lectina no processo inflamatdrio mostram que egsaeinas podem atuar de forma a induzir

ou inibir a inflamacédo pela capacidade de modwdapastas celulares durante o processo,
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atuando, por exemplo, na vasodilatacdo, na perfigsd® vascular, no recrutamento de
leucdcitos, na formacao de edema, entre outros.

Para avaliar se a atividade da lectina AFL atuanigracdo de neutrofilos, foi
guantificada a atividade da enzima MieloperoxidddBO, um marcador comum de
infiltracdo neutrofilica nos tecidos, ja que estima € encontrada em seus granulos
azurofilicos (BRADLEYet al, 1982).

Foi observado que a injec&o intraperitoneal decdaizktico (11,5 + 1,0 U.mt)
aumenta a atividade da Mieloperoxidase no fluiditggeeal dos animais. Corroborando com
a inibicdo da dor de natureza inflamatoria, a ABtuziu de forma significativa a atividade
de MPO nas doses de 0,1 mg-lem 48,6 % (5,9 + 0,7 U.ml), 1 mg.kg* em 60,5% (4,5 +
2,3 U.mLY e 10 mg.kg com reducéo de 68,8% (3,6 + 0,6 Ufilde acordo com a figura
31. Alectina HGA, usada como comparac¢ao de atidrologica de lectina animal, também

apresentou reduc&o na migracéo de neutréfilos eé¥8ta concentracéo de 10 mg-kg

Figura 31 — AFL reduz os niveis MPO no fluido pmw#al em modelo de peritonite induzida
por acido acético.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os animais recebamnagéo (i.p.) de acido acético para inducao déqete.
Animais foram pré-tratados com os AFL (0,1, 1 eni@kg), 30 min antes da inducdo do modelo e saadfis
na 12 hora ap6és o inicio da inducao para analiseideis de MPO no fluido. Média + E.P.M. (n= 8NAVA e
Bonferroni, *p<0,05 em rela¢cdo ao grupo acido acéti

A injecao de formalina induziu edema de pata namas da 1-242 hora de

avaliacdo. O tratamento com AFL (0,1 mg'kgor via endovenosa inibiu o edema induzido
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por formalina a partir da 22 hora em 43%, permameéa na 32 h em 49%, 42 h em 46% até a

242 hora como mostra a figura 32 A.

Figura 32. AFL inibe 0 edema de pata induzido pamtlina.
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Fonte: Elaborado pela autora. AFL (0,1 mg/kg; efei)administrada 30 min antes da formalina 2,5% (2
ul/pata, s.c.). O controle negativo recebeu sdliféo (s.c.). O edema foi medido no tempo (zero)2 B, 4 e
24 horas apo6s o estimulo e expresso como a var@gsiovolumes das patas (mL). Média + E.P.M. (n=6).
ANOVA e teste de Bonferroni. * p<0,05 em rela¢@mm@nalina; # p<0,05 em relagdo a salina. A: acaddha
sobre 0 edema de pata induzido por formalina. Bfi@r de barra mostrando a reducédo do edema capsdalo
pré-tratamento com a AFL.
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Na avaliacdo global por meio de unidades arbisa(iASC), a injecdo de
formalina promoveu o aumento do volume da pata (AB®7 + 170) comparado a salina
(AUC: 103,0 + 68,3). O tratamento com AFL (0,1 myjikreduziu o edema em 45% (AUC:
1924,0 + 280,7) (Figura 32 B).

E crescente a busca por novas biomoléculas desgserbiotecnolégico e os
estudos de caracterizacdo dessas macromolécutasricl para possibilitar a utilizacdo nos
diferentes campos da ciéncia. Os resultados obtidos esses experimentos mostram o
grande potencial da lectina do mucoAtsatina fulicatanto em estudos de dor e inflamagéao
como uma possivel utilizacdo desta lectina como draga com ac¢fes anti-inflamatorias e
analgésicas. Por ter a capacidade de reconhedevidratos de interesse como o0 acido
sialico, esta lectina pode responder a diversagup&s bioldgicas ainda nédo totalmente
elucidadas, o que reforca a necessidade de estudiss aprofundados sobre a estrutura
tridimensional desta lectina com e sem os acUckresaior afinidade e com isso aumentar 0os

dados para os estudos sobre o mecanismo de agétanwmcao e na dor.
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8. INTRODUCAO

8.1 Cicatrizacao

A cicatrizacdo de uma ferida consiste em uma pargeicoordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem @aeaocorra a repavimentacdo e a
reconstrucdo do tecido. Os avancos nos estudosmemopatologia, genética, criacdo de
modelos tedricos e engenharia tissular tém exparwicbnhecimento sobre a cura de feridas
e regeneragao tissular. Neste contexto, o ententlntios fatores que influenciam cada uma
das etapas do processo de reparo permite aperf@igaliacdo clinica, definir rumos para
decisbes de natureza terapéutica e desenvolverutpeodque aperfeicoam 0 processo
(SHERRATT; DALLON, 2002; PAIVA, 2003; WILGUS, 2008ONDO; ISHIDA, 2010;
GROEBBEREet al, 2011). Devido ao alto indice de traumatismos ag@metem animais e
seres humanos ha a busca por alternativas singlespmicas e capazes de proporcionar
condicOes ideais para a cicatrizacao (COELg#@l, 2001; OBARAet al., 2005).

A capacidade auto-regenerativa € um fendmeno g@lvans organismos Vivos.
Nos organismos unicelulares esta restrita a prasat® enzimas responsaveis pela
recuperacdo de elementos estruturais, como ositcamsts do citoesqueleto, membrana e
parede celulares, e de moléculas de alta compl#xidamo proteinas de alta complexidade
estrutural, RNAs e DNA. Ja em organismos superjaksn da recuperacdo de elementos
estruturais e de moléculas de alta complexidadetestl, ocorre o reparo de tecidos que
pode se dar de duas formas: pela regeneracdo cecormposicado da atividade funcional do
tecido ou pela cicatrizacdo com o restabelecimdatbhomeostasia do tecido com perda da
sua atividade funcional pela formacao de cicaibfica (BALBINO et al, 2005).

Quando ocorre a lesdo as células e tecidos, inme série de eventos incluindo
inflamacédo, formacdo de um novo tecido (tecido denglacédo) e sua remodelacdo, que
finalmente leva, pelo menos, a reconstrucdo padzalarea danificada (CLARK, 1996;
MARTIN, 1997). De um modo geral, esse processo smtedividido em regeneracéo e
reparo (FIGURA 33). A regeneracao resulta na regéio completa do tecido perdido ou
lesado, ja o reparo pode restaurar algumas estsuturginais, mas pode causar desarranjos
estruturais. Em tecidos saudaveis, a regeneracdo oeparo ocorre praticamente apos
qualgquer insulto que cause destruicdo tecidual essencial para a sobrevivéncia do
organismo (GOSS, 1992; ROBBIN$al, 2010).
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Figura 33: Visao geral das respostas de cura ajg&sa.
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Fonte: Adaptado de ROBBINS al., 2010.

O processo de regeneracdo refere-se a proliferdedoélulas e tecidos para
substituir estruturas perdidas como, no caso déiasf o crescimento de um membro
amputado. Nos mamiferos, a capacidade de regepeds;@rgaos e tecidos foi perdida,
devido a auséncia da formacao de blastema, font&ld&as para a regeneracéo, e a rapida
resposta fibroproliferativa apos a ferida (GOS32)9Dessa forma o termo regeneracéo é
geralmente aplicado a processos como crescimergatibe ap0s resseccao parcial ou
necrose, porém esses pProcessos consistem em @psrinompensatorio, em vez de uma
regeneracado verdadeira (FAUSTO; CAMPBELL, 2003)cides com alta capacidade
proliferativa, como o sistema hematopoiético em&ekos da pele e do trato gastrointestinal,
se autorenovam continuamente e podem regenergréseaalesao, jA que as células-tronco
desses tecidos ndo sdo destruidas (MIMEAEL &L, 2007).

A cicatrizacdo, ou processo de reparo, inicia-sediatamente apds a injuria e
consiste nas seguintes fases: hemostasia e infianprliferacdo, remodelagem da MEC e
formagéo da cicatriz (maturagédo) (WILGUS, 2008; K@D ISHIDA, 2010). Todos esses
eventos sao sequenciais e sobrepostos, constitsende um fendmeno harmonico, Unico e
continuo (TOGNINIet al, 1998), envolvendo a migracao de células infléned, a sintese

do tecido de granulacéo, a deposicao e remodethz@olageno e proteoglicanos (BIONDO,
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2000). O evento de reparo consiste mais frequemtenaen uma combinacdo de regeneracéo
e formacdo de cicatriz pela deposicdo de colagemento que ocorre dependendo da
habilidade de regeneracédo do tecido e da exterssBs@lo. Entretanto, a formacéo de cicatriz
constitui o processo predominantemente de repaeo aporre quando a rede de matriz
extracelular (MEC) é danificada por uma grave legamflamacé&o crénica que acompanha a
lesdo persistente acompanha também a formacaocdtizi devido a producdo local de
fatores de crescimento e citocinas que promovemolggracdo de fibroblastos e sintese de
colageno. O termo fibrose é usado para descreseteasa deposicao de colageno que ocorre
sob essas condi¢cdes. Os componentes da MEC sawiess@ara a cura de feridas porque
eles fornecem a rede para migragao celular, matéorreta polaridade celular para o
rearranjo de estruturas estratificadas (GIRl, 2008) e participam da formacdo de novos
vasos sanguineos, processo chamado de angiogéxése.disso, as células na MEC
(fibroblastos, macréfagos e outros tipos celulapesyiuzem fatores de crescimento, citocinas
e quimiocinas que séo importantes para a regereeaggparo (ROBBINSt al, 2010).

8.2 A pele

Ha pouco mais de um século, a pele era consid@rattapalmente uma barreira
protetora passiva a perda de fluido e a lesdo neanesta época o famoso patologista
Rudolph Virchow, conhecido como pai da patolog@editava que a pele tinha como funcéo
ser um revestimento protetor das visceras. No #ntaas Ultimas décadas varios estudos
mostraram que a pele € um 6rgdo complexo no qoateomteracdes moleculares e celulares,
precisamente reguladas que governam diversas taspwsportantes ao meio ambiente
(ROBBINSet al, 2010).

Assim como outros O6rgdos complexos, a pele é camppsr varios tipos
celulares e estruturas interdependentes que s@&mmatmente cooperativas (FIGURA 34).
Entre esses tipos celulares estdo as células iagitelscamosas, também chamadas de
queratindcitos, que além de produzirem a querasd@a,0s principais sitios para a biossintese
de moléculas sollveis (citosinas) que regulam ksaséepidérmicas adjacentes, assim como
as células da derme. Os melandcitos sdo célulaiZadas na epiderme e sao responsaveis
pela producéo da melanina, um pigmento marrom qoiege contra a radiacdo ultravioleta
(UV) (ROBBINSet al,, 2010).
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Figura 34 — Representacao da composicao da pele.

Fonte: Adaptado de ROBBIN& al, 2010. Em A detalhes da: (e) epderme; (h) fabisydilosos; (g) glandulas
sudoriparas; (s) glandulas sebaceas e derme soigia@d. B) Detalhe mostrando (b) células basais; (
melandécitos dendriticos contendo melanina; (cluleél de Langerhans; (v) pequenos vasos sangui(fos;
fibroblastos; (mc) mastécitos perivasculares e @@r)drocitos, potencialmente importantes para nmigade e
no reparo da derme.

A pele é constantemente invadida por antigenosobigmnos e ndo microbianos
gue sdo processados por células dendriticas dérctieanadas de células de Langerhans, que
interagem com o sistema imune sistémico ao migrgsam os linfonodos regionais. Tal
funcdo é exercida pelos dendrocitos na derme. Tangstema imune inato quanto o
adaptativo respondem a esses sinais, incluindo subpopulacdo de linfécitos programada
para se alojar na pele através da expressao dpantassociado ao linfécito cutaneo (CLA).
Como em qualquer lugar do corpo, as células T easirsao divididas em populactes
auxiliares (CD4+) e citotoxicas (CD8+). A resposeidual local as citocinas produzidas por
estas células T é mediadora dos padrbes microssopidas expressoes clinicas das doencas
inflamatérias e infecciosas cutaneas (KUPPER; FURIGBGE, 2004; ROBBINSet al,
2010).

As terminag0es nervosas e 0S processos axonaens@ara nos alertar sobre os
fatores fisicos potencialmente lesivos presentesmeio ambiente e, recentemente, foi

constatado que auxiliam na regulacdo das célulasaoompetentes, indicando importante
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modulacdo neuroimune (MURPHY, 1993). Entre a reeleral, estdo as células de Merkel
neuroenddcrinas que residem na camada de céluass o tecido epitelial. Estas podem
atuar como mecanorreceptores ou possivelmenteespaes uma funcdo neuroenddcrina na
pele (JOHNSON, 2001).

A pele possui outros componentes anexos, entre et®0 as glandulas
sudoriparas, que protegem contra as variacde®dateta temperatura corporal, os foliculos
pilosos que além de produzirem o pelo, abrigam iokos protegidos de células-tronco
epiteliais capazes de regenerar as estruturasiagpisuperficiais da pele rompidas por varios

agentes hostis do meio interno e externo (BOBB¢N&., 2010).

8.3 Mecanismo da cicatrizacéo

As mudancas moleculares que ocorrem durante o §gocee cicatrizagdo se
iniciam imediatamente ap0s a injuria tecidual, seasl plaquetas as primeiras a atuarem ao
entrar na area da lesdo iniciando o processo hatimose inflamatorio além de liberarem
diversos mediadores responsaveis pela cascata algulagdo, assim como fatores de
crescimento e quimiocinas (FURI; FURIE, 2008). Camativagdo das vias de coagulagao
ocorre a formacdo do coagulo sanguineo na supediiferida. Este coagulo € formado
principalmente por hemacias, fibrinas, fibronedi®acomponentes do complemento e serve
para conter o sangramento além de auxiliar a magrde células inflamatorias e imunes, que
sdo atraidas por fatores de crescimento citocimgireiocinas liberadas na area da injuria
(WERNER; GROSE, 2003). Dessa forma, a primeira fdseprocesso de reparo € a
inflamacéo que, como visto mais detalhadamentepiauwo anterior, € uma reacdo complexa
que envolve respostas vasculares, migracdo e ativde leucdcitos e reacbes sistémicas,
sendo evidenciadas por sinais flogisticos comeredt rubor, edema e dor (CONTRAN
al., 2000).

Com a perda da integridade estrutural dos vasmseoa liberacédo de colagenos
do tipo V e VII que sao sinalizadores para a degesgdio de plaquetas que liberam citocinas,
Fator de Ativacdo Plaquetédrio (PAF), fibronectinaaminas vasoativas que causam
inicialmente uma vasoconstricdo seguida de umadilasacdo e consequentemente o afluxo
de sangue e proteinas séricas (ENOCH; LEAPER, 2@fyas citocinas inflamatorias sao
liberadas pelos queratinocitos apds o dano tegicerdte elas estdo IL-1 e TNE-que

também sao responsaveis pelo recrutamento de filstrgue, dentro de 24 horas apos a
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lesdo aparecem nas bordas da incisdo e migram ameagulo, usando o arcabouco
produzido pela fibrina. Os neutrofilos liberam enas proteoliticas que removem o0s restos
necroticos e bactérias (WERNER; GROSE, 2003; BARRIE et al, 2008; ROBBINSet

al., 2010). Assim, os inibidores de proteases témocfumcao proteger o tecido que nao esta
envolvido no processo inflamatorio. A eliminacécs dweutrofilos ocorre por apoptose ou
fagocitose pelos macréfagos (EMINGal, 2007; TELLER; WHITE, 2009).

Nas primeiras 24 a 72 horas do inicio do processeparo ocorre a proliferacao
dos fibroblastos e das células endoteliais vasesilgue dao origem a um tipo especializado
de tecido chamado de tecido de granulagéo. Histalogente este tecido se caracteriza pela
presenca de novos e pequenos vasos sanguineeaddsrdo processo de angeogénese, e de
proliferacdo de fibroblastos. A migracao de fibesbbs para o local da lesdo é orientada por
quimiocinas, TNF, PDGF, TGB; e FGF, enquanto que sua subsequente prolifer&cao
desencadeada por diversos fatores de crescimesitonoio PDGF, EGF, TGB; FGF e as
citocinas IL-1 e TNF (ROBBIN&t al, 2010).

A angeogénese é regulada por diversos fatoresedeirento, sendo o principal o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGRmalde macréfagos, células endoteliais e
proteinas da MEC. No tecido de granulacdo, os vasam$ormados sdo permedveis e
permitem a passagem de liquido e proteinas plasasatapresentando frequentemente
edema. Progressivamente este tecido invade o espagwisdo sendo que a quantidade de
tecido de granulacdo € proporcional ao defeito emdd provocado pela ferida e pela
intensidade da inflamacédo (MARTIN, 1997; ROBBIKial, 2010).

Apds 48 a 96 horas do inicio da injuria, os rdfilbs sdo amplamente
substituidos pelos macrofagos que predominam red t&clesdo. Estes sédo responsaveis por
remover os residuos extracelulares, fibrina e sutnateriais estranhos do local de reparo.
Sua capacidade antimicrobiana provém além da faxpecipela producéo de radicais reativos
de oxigénio como o Oxido nitrico (NO), oxigénio J@ perdxido de hidrogénio (B,). No
processo de cicatrizagdo atuam como fonte priméea citocinas responsaveis por
recrutamento e ativacdo celular, angiogénese, sgintee matriz e remodelacdo, sendo
essenciais no processo de cicatrizacdo (PARK; BARE004; BROUGHTONet al, 2006;
ROBBINSet al, 2010).

Ainda no periodo entre 24 a 48 horas grupos ddasekpiteliais movem-se da
borda da ferida ao longo das margens cortadas rdeedainda que inicialmente com pouca
proliferacdo celular, depositando a medida com gpienovem componentes da membrana

basal. Esse movimento lamelipodial de ceratinéaiimsre de forma centripeta e com isso
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produz uma fina camada epitelial em abaixo da $igperda crosta que fecha a ferida
(KUMAR et al, 2006; NODDER; MARTIN, 1997). Quando ocorre o @0 entre 0S
ceratinécitos apos a migracao € induzida uma gagdo para que essas células cessem seu
esforco migratorio (LAWRENCE, 1996). A subsequemmliferacdo celular epitelial
aumenta a espessura dessa camada epidérmica. fd$agas estimulam a producdo de FGF-

7 e IL-6 pelos fibroblastos, que junto com outraxlradores de reepitelizagdo como o HGF e
HB-EGF aumentam a migracéo e a proliferacdo detinécitos. A grande importancia do
processo de reeptelizacdo esta em reestabeleaaeadexterna impedindo a perda de fluido

€ com iSso prevenir a invasao de microorganismo.

Ao mesmo tempo em que ocorre a epitelizagdo, atafibcoldgenas tornam-se
mais abundantes. Inicialmente, € formada uma matravisoria formada por fibrina,
fibronectina plasmatica e colageno tipo Ill, questpdormente sera substituida por uma
matriz composta principalmente por colageno tipA kubstituicdo do tecido de granulagéo
por uma cicatriz envolve alteracdes na composigiMEC. E muito importante no reparo
tecidual o equilibrio entre sintese e degradacacoteponentes da MEC que resulta no
remodelamento do tecido conjuntivo. Alguns fatatesrescimento que estimulam a sintese
de coldgeno e outras moléculas do tecido conjustiaresponsaveis também pela regulacdo
da sintese e atividade de enzimas chamadas deopretainases de matriz (MMP). A
degradacdo do coldgeno e de outras proteinas diz maealizada por essas enzimas. Em
casos de feridas muito extensas ocorre o processmmtracdo da ferida. Essa contracao
ocorre pela formacao, na margem da ferida, de ed®de miofibroblastos que expressam
actina de musculo liso e vimentina que possuemctafaticas ultraestruturais de células
musculares lisas que se contraem na ferida e peadgrandes quantidades de componentes
da MEC. A contracdo ajuda a fechar a ferida dinmidaia lacuna entre as margens dérmicas
reduzindo assim a area de superficie da ferida N8 et al, 2010).

Dessa forma, a chamada de fase de maturacdo oudetrmento tecidual €
marcada pela transicdo de tecido de granulacdogperarganizacdo e maturacao das fibras
colagenas, caracterizado pela remodelacédo do calagkfm de apresentar tecido conjuntivo,
poucos vasos sanguineos e contracao da ferida (ERHR et al, 2010; KONDO; ISHIDA,
2010). Por tanto, a cicatriz formada ao final dimpiro més é constituida por tecido
conjuntivo acelular destituido de infiltrado inflatario e recoberto por epiderme intacta
(ROBBINSet al, 2010).

Atualmente a busca por produtos naturais com #idade de melhorar e acelerar

0 processo cicatrical vem aumentando, tanto poivosestéticos quanto principalmente por
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motivos medicinais, a exemplo da cicatrizacdo mdaaetardada em individuos que sofrem de
diabetes. Os caramujos sdo animais capazes dezpratha secre¢ao glicoproteica produzida
através de glandulas localizadas em toda a sujgerdic seu corpo, que possui acéo
antibacteriana comprovada e que participa da mamunidade inata desses animais.

Martins e colaboradores publicaram em 2003 o thabafjue avalia a
macroscopicamente e histologicamente os efeit@gadpres do muco do caramiéjohatina
fulica, utilizando-o sob as formas de pomada e puro. @re&s mostraram que o reparo
cutaneo das feridas tratadas tanto com o muco @uam a pomada feita com o muco de
Achatina fulicaocorreu em menor tempo do que o grupo controfelse efeito da pomada a
base de muco ainda melhor. Este trabalho servibade para avaliar se a lectina AFL
purificada do muco da mesma espécie de caramuje psthr relacionada a essa acao

cicatrizante do muco.

9. MATERIAIS E METODOS
9.1 Animais

Para os experimentos de cicatrizaghovivo foram utilizados camundongos
albinos Mus musculusSwiss machos, com 8 a 10 semanas de vida, camapesximado de
35,0 + 5,0 g, obtidos a partir do Biotério CenttalUniversidade Federal do Ceara — Campus
do Pici. Os animais foram mantidos na hospedara aaimais da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara durante os procetlsaxperimentais, permanecendo em
macroambiente controlado com temperatura aproximadte de 25 + 2 °C, fotoperiodo de
12 horas claro/escuro, umidade 55 + 10% e com ¢omento de dgua e racdo especifida
libitum até a realizacdo dos procedimentos experimer@aigxperimentos foram realizados
em colaboracdo com o professor Edson Holanda Taix® Laboratério Integrado de

Biomoléculas (LIBS).

9.2 Estratégia experimental e formulagéo dos trataentos topicos

Inicialmente os animais foram aleatoriamente ddodiem 2 grupos (n = 12) e
organizados de acordo com o tratamento aplicadoledina AFL purificada pela
cromatografia de interacdo hidrofébica foi disstdvem salina 150 mM a uma concentracéo

de 200ug.mL™. O grupo controle foi realizado utilizando salitB0 mM. Todas as solucées
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utilizadas para tratamento foram diluidas em Na&) InM para manter a isotonicidade
fisiologica celular dos animais. Foi realizado @gasso cirurgico para avaliar a atividade
cicatrizante da lectina de AFL e todas as lestesrfavaliadas clinicamente diariamente do
primeiro ao 12° dia pés-cirargico (P.C.) e os reslds foram comparados com o grupo

controle.
9.3 Procedimento cirargico

O procedimento cirurgico foi realizado inicialmentanestesiando o0s
camundongos com cloridrato de xilazina 2% (10 m§ lgcloridrato de ketamina 10 % (115
mg.kg?), por via subcutanea (HALL; CLARKE, 1991). Ap6saaestesia foi realizado a
tricotomia e a anti-sepsia da regido dorsal toedcam iodopovidona e solucao salina estéril
NaCl 150 mM. A pele foi demarcada com caneta deréimg utilizando um molde metalico
para delimitar a area (1,0 A ferida cutanea foi produzida pela incisdo diemtravés da
lamina de bisturi nimero 15. A tela subcutanealfaillsionada com tesoura de pontas tipo
fina/fina e pinca de dissecc¢do, até sua total cease(FIGURA 35).

Figura 35: Representacdo do procedimento cirdgiceaamundongos.

Fonte: Adaptado de NETO, 2011.A) Tricotomia; B) iddépsia; C) Padronizacdo da Leséo; D) Demarcagao d
Lesdo; E) Resseccao do fragmento de pele; F) Lleegirimental realizada.
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Os experimentos foram realizados objetivando dimiaw méximo qualquer
incbmodo ao animal. Todos os procedimentos seguiramormas aprovadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA, derdoocom o guia de Principios
Internacionais de Pesquisas Biomédicas Envolvendmn&is e o trabalho foi realizado

obedecendo as normas @anadian Council Animal CargCCAC).

9.4 Tratamento e avaliacdo macroscopica da atividadcicatrizante

Logo apos a realizacdo do procedimento cirargisojesGes de cada grupo
foram tratadas topicamente com suas respectivagdad, em doses diarias Unicas de 20
11g.100 ul* durante toda a realizagdo do experimento.

Todas as lesbes foram avaliadas clinicamente wnao dia, do 1° até o 12°
dia de pés-cirurgico (P.C.), onde foram evidenciasioais flogisticos como: edema (no leito
e nas bordas da leséo), hiperemia, sangramenteen@a de crosta, tecido de granulacao,
exsudato e tecido cicatricial, além da mensurag@carea lesionada com o uso de um
paquimetro manual convencional. Nessas analisesupo gtratado com a lectina foi
comparado com o grupo controle tratado com salina.

Para a andlise da &rea das lesdes foi realizadtwwl@ de acordo com a equagéo
descrita por PRATA e colaboradores (1998):

A=axRXxr;

onde A = &rea,R = raio maior er = raio menor da lesdo. A propor¢cdo de
contracao e taxa de reeptelizacdo da leséo foieaeatle acordo com as férmulas segundo o
meétodo descrito por GILMAN (1994):

CR = A area ~A tempo

2ER =A area +~A tempo

onde CR = propor¢cdo de contracAdztR = proporcédo de epitelizacaay
comprimento = variagdo do comprimento da lesAaempo = variacado do tempo. Os dados
foram considerados em milimetros por dia (mm‘HidA variacdo dos comprimentos foi
calculada de acordo com as seguintes variacoesmmt 0 — 2 dias P.C.; 2 -7 dias P.C. e 7
— 12 dias P.C.
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9.5 Avaliacéo Histopatologica

Para a avaliacdo histopatolégica, os animais foranestesiados como
previamente descrito e amostras do tecido lesiof@adon coletadas no 2°, 7° e 12° dia poés-
cirurgico. Nesses dias determinados, trés aninoa@T retirados aleatoriamente dos grupos
experimentais e ap0s a realizacao das bidpsiasnfeacrificados por deslocamento cervical.
As amostras de tecido foram fixadas em formald€i@86 v/v) preparado em tampédo PBS
0,01 M pH 7,2 e foram submetidas ao processamastoldgico de rotina e incluidas em
parafina. Foram realizados cortes em microtomoededes de im que foram corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) e por Tricromicro de MassdMICHALANY, 1991).
Posteriormente foram montadas laminas contendmrmssctratados e corados e estas foram
visualizadas em objetivas de 4, 10 e 40 x em nuoms Leicamodelo DM 500 e analisados

hitopatologicamente.

9.6 Avaliacédo Estatistica

Os valores das areas das lesbes experimentais fexpnessos em graficos
utilizando o Pacote Estatistid®raphPad Pris® versdo 3.0 pardicrosoft Window®,
sendo os resultados apresentados como média todpatirdo (M + d), sendo utilizado
também a analise do Testde Student A comparacdo entre as médias dos grupos
experimentais foi realizada utilizando também oopa@statistic&tatsoft Statistic® versao
6.0 paraMicrosoft Window® 95/98/ME/XP/VISTA, onde foi considerado estatiatnente
significantes os valorgs< 0,05.

Os dados relacionados as medidas de proporcaontiagdo (CR) e epitelizacdo
(ER) foram avaliados pelo teste de analise de maagone-way ANOVA) com 0 post-teste
de Tukey presentes nos pacotes estatistBraphPad Prisi® versdo 3.0 pardlicrosoft
Window®, considerando valores estatisticamente signifesap < 0,05. Os dados de
caracteristicas clinicas foram testados quandasilplidade de interveniéncia do tratamento
utilizado, utilizando-se o teste do Qui-quadrado® (Xlo programaMicrosoft Excel
proveniente do pacotdicrosoft Office2007® paraMicrosoft Windows®sendo aceitos como
estatisticamente significantes os valores pon0,05.
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10. RESULTADOS E DISCUSSAO
10.1 Avaliacao da atividade cicatrizante da AFL

A partir do primeiro dia da cirurgia e durante tadexperimento foi realizada a
avaliacdo macroscopica dos animais durante os d® ap0s 0 processo cirdrgico tanto no
grupo tratado com a lectina purificada do mucd\dkatina fulicaquanto do grupo controle
tratado com NaCl 150 mM. Durante este periodo deemiacdes, foi avaliada também a
presenca de sinais flogisticos inerentes do procgsscicatrizagdo como: edema no leito e
nas bordas das lesbes experimental, hiperemiayasaagto, aspectos da crosta formada,
tecido de granulacao, exsudacao e tecido cicdtrigiaante todo o experimento foi realizada
diariamente a mensuracao da érea ferida.

Foi observado que o tratamento com a lectina AFluzZiu uma diminuigdo na
area das lesdes a partir do 4° dia quando compamdaupo controle tratado com NaCl 150

mM, sendo esta diferenca significativamente maijeardr do 8° dia (FIGURA 36).

Figura 36 — Gréfico representativo da evolucacddeas das les6es nos grupos experimentais.
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De acordo com a capacidade de formacgao de teasdtricial, foi verificado que
a ferida tratada com a lectina AFL foi capaz deianio processo de formacao deste tecido
logo a partir do 2° dia pos-cirdrgico, o que ndormeu quando a leséo foi tratada apenas com

NaCl, como visto na figura 37. Neste grafico podenobservar que a porcentagem de
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formacédo de tecido epitelial, ou reeptelizacdo,aderdo com os dias poés-cirurgicos foi
sempre maior nas feridas tratadas com a lectinaemtanto, a diferenca se mostrou
novamente significativa estatisticamente no 12° dia

A fase inflamatoria da cicatrizacdo ocorre geratmeturante o periodo de 48
horas apés a injuria. Dessa forma, os dados obtmbss experimentos de cicatrizacédo
corroboram com os da acdo anti-inflamatoria deetdinia, pois no periodo inicial de
cicatrizacéo as lesdes tratadas com a lectinaeshtiv maior porcentagem de epitelizagdo no
segundo dia de tratamento, sendo essa acdo dataibria da AFL importante para o

processo de cicatrizagao.
Figura 37 — Gréfico representativo da porcentagenepitelizacdo das lesdes nos grupos
experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. (valores em médid@tMB. (*) p< 0,05 para teste t em relagdo a NaCl.

Corroborando com os resultados mostrados no gréficfigura 37, € possivel
visualizar estes dados pelas fotografias na fi@&aque mostram a evolugao do tratamento
das feridas tanto no grupo tradado com a lectinla flanto no grupo controle tratado com o
NaCl 150 mM. Estas fotografias mostram que duraritatamento com a lectina e o controle
€ possivel observar uma maior rapidez no processoigtrizacdo no tratamento com a
lectina. Comparando as fotos do segundo dia pasg@io nos dois grupos é possivel
observar o inicio do processo de epitelizacdo mpaitratado com a lectina e a auséncia
desse processo no grupo controle.

Com referéncia aos sinais flogisticos observadospy que no grupo tratado

apenas com 150 mM de NaCl a ferida se mostra maenglhada e com auséncia de
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formacao de crosta, diferente da foto do animahdi@ com a AFL onde é possivel ver o
inicio da eptelizacdo mostrando uma aceleracdorocepso de cicatrizacao (FIGURA 38).
Nas fotos do 6° dia apesar do nivel de epitelizdgagrupo tratado com AFL ainda ser maior
do que o grupo controle, os dados observados mes fdo mostram muita diferenca, o que
corrobora com os graficos anteriores (FIGURA 367¢ Gue mostra que do 6° dia as
diferencas entre grupo tratado com a lectina eupaycontrole ndo sdo significativas. Ja ao
comparar as fotos dos grupos no 12° dia € posebhsgrvar nitidamente a diferenca na
rapidez do processo de cicatrizagdo do grupo watath a lectina. Na foto do animal tratado
com AFL ja houve o total desprendimento da crostoeganizacao tecidual mostrando o fim
do processo, 0 que ndo ocorre no grupo controlaipaa apresenta a crosta anexada ao local

da ferida.

Figura 38 — Evolucao do processo cicatricial dadds tratadas com AFL 206.mL™" e com
NaCl 150 mM nos dias 2, 7 e 12 P.C.

AFL NaCl

Fonte: Elaborado pela autora.



109

O experimento de reversdo da atividade cicatrizaot® o acglcar de maior
inibicdo da lectina AFL foi realizado também parceria com o Laboratério LIBBara este
ensaio de reversdao, a lectina foi pré-incubada@agucar de maior afinidade por 1 hora a 37
°C e ap0s este tempo foi utilizada no tratamergizaddde lesdes experimentais. Os resultados
mostraram que a atividade cicatrizante da lectir Asta relacionada ao sitio de ligagédo a
carboidrato ja que seu efeito foi inibido quandtectina estava na presenca do acucar de

maior afinidade (dados nao apresentados).

10.2 Avaliacao Histopatoldgica

A avaliacdo histopatoldgica foi realizada apdsrsecelhidos fragmentos de pele
nos dias 2, 7 e 12 apds o processo cirurgico. Canga as fotomicrografias obtidas pelas
pranchas da leséo tratada diariamente com a le&Eh&0 nug.100 ul™* com o grupo controle
tratado diariamente com salina 150 mM, foi obsesvgde no 7° dia ap0s O processo
cirdrgico a leséo tratada com a lectina ja apresenteepitelizacdo nas bordas da leséo, (setas
verdes na figura 39 A) com uma regiao de fibroeguanto que no 7° dia de tratamento com
salina 0 que se observou foi uma formacéo de custa fibrose, mas sem reeptelizacao
(figura 40 A). No tratado com salina 150 mM foi eb&do o atraso no processo de
cicatrizacdo onde no 7° dia P.C. ainda foi obserwvadposta inflamatéria aguda e tecido de

granulacéo ainda no inicio de proliferagéo.
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Figura 39 — Fotomicrografias de animais tratades 6L durante o 7° e 12° dia.

Fonte: Elaborada pela autora. (A) Representa usd@lde 7 dias. Observa-se reepitelizacdo nas bdadasao
(seta verde) com presenca de crosta delgada nalkeiiesdo. As setas pretas indicam o musculoretetpelo.

A estrela preta evidencia regido extensa de fibnasderme. (B) Detalhe da foto anterior. Magnif&aa@00x.
Regido de transigdo, na qual, vasos congestos $fdp envoltos por deposicao recente de colagentar Mo
presenca de neovascularizacdo (setas vermelhagjobldstos alinhados (setas azuis). (C) Magnificade
400x. Observa-se micro-hemorragia (delimitacéo if@ita) com presenga de mondcitos e polimorfonvetea
(setas azul claro). Apés 12 dias, observa-se ena(Eestruturacao do epitélio de revestimento {gatatas)
com presenca de crosta (estrela branca). (E) [@etdih foto anterior. Magnificacdo 100x. Constatando
hiperplasia epidérmica (H) com papilas dérmicasltastes (seta preta). (F) Magnificacao 400x. Detae a
presenca de fibroblastos ativos (setas azuis)asvasultantes do processo de angiogénese (setaslivas).
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Figura 40 — Fotomicrografias de animais tratades B@Cl 150 mM durante o 7° e 12° dia.

Fonte: Elaborada pela autora. (A) Representa ugdm lde 7 dias com magnificacdo de 40x em microawpi
luz. Observa-se presenca de crosta (estrela bramaa) fibrose (regido entre linhas brancas). Haamgi
edemaciada na derme (setas azul-claro) com prederfifaroblastos alinhados para tracdo junto artelacular
subcutanea (setas pretas). B e C representa acaraeterizada em A com maior aumento (100 e 400x
respectivamente). Angiogénese (setas vermelhdsjasénflamatdrias (seta azul). (D) Representa levao de

12 dias com magnificagdo em 40x em microscopiaudeHa a presenca de crosta (estrela branca) subi@

de reconstrugdo epidermal (setas verdes) com masEnhiperplasia epidérmica. (E) Detalhe da foteréor.
Magnificacdo 100x e (F) Magnificacdo 400x.

Sabe-se que o processo de reparo consiste em wuméns@& de eventos que
ocorrem de forma ordenada, continua e harménigajosestes eventos a hemostasia e
inflamacéo, proliferacdo, remodelagem da MEC efpora formacao de cicatriz, processo
também chamado de maturagdo. Dessa forma, um thasppis e imprescindiveis eventos
que ocorre para que haja o processo de reparo dido telanificado é o processo de
inflamacéo e a migracdo de células inflamatérianala sintese do tecido de granulacao,
deposicao e remodelacdo do colageno e proteogiqdMti GUS, 2008; KONDO; ISHIDA,
2010; TOGNINIet al, 1998; BIONDO, 2000).

Durante o processo inflamatério ocorre a migragédedcocitos, sendo os mais
importantes os neutréfilos e os macréfagos, pdoea da injuria e 0s mesmos sao ativados
para eliminar os agentes agressores, sendo estlsiprincipais eventos para um rapido e
eficiente processo de cicatrizacdo. Esse aceletamenprocesso de reparo ocorre devido os
neutrofilos exercerem o trabalho de “limpeza” dédfe ao realizaram a fagocitose dos restos
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celulares e de bactérias presentes no local daiangu dessa forma acelerando a fase
fibroplastica (TELLER; WHITE, 2009; WIL2t al, 2010).

O prolongamento da fase inflamatoria influenciasefde fibroplasia, sendo que
quanto mais prolongada € a fase inflamatoria maidiamente comeca o0 processo de
deposicdo dos fibroblastos na regido da lesdo (ARABt al, 1998). A medida que o
processo de cicatrizacao progride ocorre a dimdwuigradual das células inflamatérias. Os
eventos que ocorrem durante o processo de inflaamad@izem ao debridamento da ferida,
que uma vez concluido, o processo cicatricial eatrafase construtiva de reparo para a
formacgao tecidual, denominada fase fibroblasticpmliferativa (TELLER; WHITE, 2009;
WILD et al, 2010). Essa fase tem inicio ap6s o 3° ou 4&piies a injuria e se caracteriza pela
migracdo de fibroblastos, deposicdo de MEC e foamale tecido de granulacdo. Durante
esse processo a matriz provisoria de fibrina étgulzka por tecido de granulacéo neoformado
e 0 estagio final dessa fase é representado pedizgrao

Os leucécitos também séo capazes de produziremegatte crescimento que
ajudam no processo de reparo. Os mastocitos sgmnsEs/eis por secretar grandes
quantidades de fatores de crescimento, incluindé-d@ , sendo que o TGB-é um dos
principais responsaveis tanto pela regulacéo darogiecidual, assim como na estimulacdo da
angiogénese, na formacéo do tecido de granulagdegulacdo da sintese de colageno por
fobroblastos e no desenvolvimento da fibroplasi®lERT et al, 2008; MURPHYet al,
2011). Os macrofagos e mastocitos estdo presemdsctdos onde esta situado o processo
inflamatorio e quando ativadas podem liberar difes® mediadores que sao capazes de
iniciar a resposta inflamatéria (McGREAlt al, 2004, KONDO; ISHIDA, 2010;
BITENCOURT et al, 2008). Além disso, possuem em sua superficianlege como
glicoproteinas e glicolipideos que sao alvos addmmigpara a interacdo com lectinas
(ALENCAR et al, 2007). Recentemente observou-se o efeito dmdascte plantas e algas
sobre mastocitos constatando que essas biomolé&Atasapazes de induzir a produgédo de
histamina via células do sistema imune (LOPES et28l05), mas nenhum trabalho fez
referencia a atividade cicatrizante de lectina ahim

Como mostrado no capitulo anterior dessa tesegtmdeisolada neste trabalho
apresentou atividade anti-inflamatéria em modesedte da Formalina inibindo a formagéo
de edema a partir da segunda hora apés adminigiragente inflamatério. A lectina também
mostrou ser capaz de inibir a migracdo de neutrafibstrado pelo teste de quantificacdo de

MPO. Esses conjunto de resultados obtidos somarfsada lectina ser capaz de acelerar o
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processo de cicatrizacdo mostram que a lectina ditatamente no processo inflamatorio,
fase inicial e essencial para o processo de degfip.

Em relacdo a atividade cicatrizante de lectinasalatente na literatura temos
trabalhos que mostraram atividades de lectinaslaldgs capazes de atuar no processo de
cicatrizagdo. A lectina KM+ isolada de jaca da espArtocarpus integrifoliaapresentou
atividade capaz de acelerar o processo de repagpitidio corneano, sendo uma possivel
ferramenta no tratamento de lesGes oculares (CHAELHD, 2009). J4 a lectina BVL isolada
de Bauhinia variegatae sua forma recombinante (rBVL [) possuem capdedaro-
cicatrizante, possivelmente relacionada a atividdelenastdcitos residentes que agem como
agentes quimiotaxicos, atuando no recrutamentced&dfilos. Ou seja, nos dois casos essas
lectinas possuem atividade pro-inflamatéria por oracanismo que envolve a intensa
migracdo de neutrofilos nas primeiras horas apogiaa tecidual, o que nao foi mostrado na
atividade pro-cicatrizante da lectina AFL. Pelo tcario, o teste de quantificacdo de MPO,
enzima € encontrada nos granulos azurofilicos deragféos, mostra que a lectina AFL
provocou uma diminuicdo de migracdo de neutréfilngjue pode acarretar numa maior
rapidez da atividade inflamatéria e por conseq@nena maior aceleragdo no processo
cicatrizante.

Dessa forma este trabalho apresenta a primeir@adie pro-cicatrizante de uma
lectina animal. Com os resultados obtidos mostragmesao tratar a ferida com a lectina AFL
0 processo de cicatrizacdo foi mais rapido, poigti@dade anti-inflamatéria da lectina
permitiu uma maior rapidez no processo inflamatpaomitindo uma reeptelizacdo em menor
tempo. Esta andlise da capacidade cicatrizantedfimd foi observada mesmo no 7° dia de

tratamento.
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CAPITULO V — CONCLUSAO GERAL
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11. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou o isolamento e a emizatdo de uma lectina
isolada do muco déchatina fulica A AFL € uma metaloproteina céalcio dependente, com
peso molecular aparente de aproximadamente 70 ¢dva,afinidade por lactose/galactose
além de reconhecer &cido sidlico, mostrando mdioidade ao KDN do que ao &cido
Nacetilneuraminico. Esta lectina mostrou ser ativapH basico, sendo seu pH 6timo o0 8 e
ser estavel entre as temperaturas de 30° a 4@fermEr completamente sua atividade ao
atingir a temperatura de 70°C. Na avaliacao deitedle desta lectina, a mesma nado mostrou
ser toxica em teste contra ndupliosAdemiassp.

Com os resultados obtidos conclui-se que a lectomanuco deAchatina fulica
apresenta efeito antinociceptivo em modelos de cepcio quimica, envolvendo
componentes da dor no sistema nervoso perifériestadando-se seu efeito na dor de
natureza inflamatoria. A AFL apresentou acao arftaimatoria com participagdo do dominio
de reconhecimento a carboidrato. A letina ndo aptes efeito em modelo de nocicepcéo
térmica o que comprova que sua atuacao € no poodessmflamacédo, também mostrado na
atividade cicatrizante em feridas cutaneas cirargente induzidas, sendo esta a primeira
lectina animal a apresentar atividade cicatrizante.

Por fim, os resultados obtidos nesta tese compravgmande importancia de se
estudar macromoléculas em animais na busca posrfaumacos e novas terapias. A lectina
em questdo, por se ligar a acucares que sdo eapress grandes quantidades em células
tumorais, pode servir futuramente como um marcééubgico para a deteccdo de células
malignas. Os estudos sobre inflamacado mostram possivel utilizacdo dessa lectina e até

mesmo a aplicacédo da lectina purificada como hiad&o anti-inflamatorio e pro-cicatrizante.
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