UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

FLAVIO DA SILVEIRA BITENCOURT

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DA

LECTINA ISOLADA DA ALGA MARINHA VERMELHA

Hypnea cervicornis (J. Agardh)

FORTALEZA - CE
2007



FLAVIO DA SILVEIRA BITENCOURT

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DA
LECTINA ISOLADA DA ALGA MARINHA VERMELHA

Hypnea cervicornis (J. Agardh)

Dissertacdo apresentada ao programa de
P6s-Graduagcdo em Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de

Mestre em Farmacologia.

Orientador (a):

Prof2, Dra. Nylane Maria Nunes de Alencar

Fortaleza
2007



B536e

Bitencourt, Flavio da Silveira

Estudo da Atividade Antiinflamatéria e Antinociceptiva da Lectina
Isolada da Alga Marinha Vermelha Hypnea cervicornis (J. Agardh) / Flavio
da Silveira Bitencourt; Orientador: Nylane Maria Nunes de Alencar. —
Fortaleza, 2007.

140f.: il.

Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal do Ceard. Faculdade de
Medicina, 2007.

1. Lectinas de plantas 2. Hypnea cervicornis 3. Antiinflamatorios 4.
Analgésicos 5. Oxido nitrico 1. Alencar, Nylane Maria Nunes de (Orient.) 11.

Titulo.
CDD 615.783




FLAVIO DA SILVEIRA BITENCOURT

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DA
LECTINA ISOLADA DA ALGA MARINHA VERMELHA

Hypnea cervicornis (J. Agardh)

Dissertacdo apresentada ao programa de
P6s-Graduacdo em  Farmacologia da
Universidade Federal do Ceard, como
requisito parcial para obtencéo do titulo de

Mestre em Farmacologia.

Aprovada em 12 / 07 / 2007

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dra. Nylane Maria Nunes de Alencar (Orientadora)
Universidade Federal do Ceard — UFC

Prof. Dra. Francisca Cléa Florengo de Sousa
Universidade Federal do Ceara — UFC

Prof. Dra. Ana Maria Sampaio Assreuy
Universidade Estadual do Ceara — UECE



Aos meus pais Maria da Silveira Bitencourt
e Ciro Bitencourt (in memorian) por fazerem
da educagcdo uma prioridade e

por sempre me ensinarem

a enfrentar as adversidades e amar a vida.

A Andréa por estar sempre
ao meu lado, me apoiando
mesmo Nos momentos
mais dificeis, e sempre com

carinho e compreenséo.



AGRADECIMENTOS

A Deus por todos os momentos maravilhosos que tenho tido em minha
vida, todos os momentos felizes e porque néo os tristes? Aprendi muito com eles,

muitos valores guardei e muitas vitorias conquistei.

Aos meus irmaos, Ciro e Marcos, e em especial a minha irma Ana Maria

por sempre terem cuidado de mim e me ensinado muitas coisas na vida.

A prof2 Dra. Nylane Maria Nunes de Alencar minha orientadora desde a
iniciacdo cientifica, por me ajudar na minha formacgéo cientifica, sempre com
confianga, compreensdo, dedicagdo, paciéncia e profissionalismo durante a

realizagéo desse trabalho, mas antes de tudo por ser uma grande amiga.

Ao prof® Dr. Benildo Sousa Cavada pela contribuicdo na minha formagao

cientifica e pela confianga em mim depositada.

Ao prof° Dr. Alexandre Holanda Sampaio pela disponibilidade de atengéo e

pela lectina fornecida.

A prof® Dra. Ana Maria Sampaio Assreuy pelo recente convivio e amizade,
e pelas correcdes criticas e de grande valor ao artigo da HCA bem como a essa

dissertagao.

A profa Dra. Cléa Florengo de Sousa por ter aceitado gentilmente o convite

de participar da banca e contribuir para a discusséo desse trabalho.

Ao prof°. Dr. Marcus Raimundo Vale por contribuir na minha formagao

cientifica sempre com idéias criativas e construtivas.

A minha “prima”, grande companheira, amiga e conterranea Jozi Godoy,
que conheci logo no inicio do desenvolvimento desse trabalho mostrando sempre
grande forca de vontade e determinacdo ajudando em todos os experimentos,

ndo importando a hora e o dia. Valeu gurial



Ao Mario pela ajuda durante os experimentos, pela suas criticas sempre
construtivas e pela grande amizade, porém com certeza duradoura e de grande

valor.

A Ingrid minha “primeira chefe” e olhe que ela era uma IC. Uma grande
amiga e uma das primeiras pessoas a me mostrar o fascinio da pesquisa e que

me ensinou muita coisa dentro de um laboratério.

As meninas do laboratério e grandes amigas Priscila, Carla, Cinthia, Cibele
e Taiana por terem me ajudado no desenvolvimento desse trabalho e por grandes

momentos de aprendizado e companhia.

A Mirela, Cid, Michael, Rodney, Rafael, Marcia, italo e Jonnathan pela

amizade e companheirismo.

A Patricia, técnica do laboratério de Bioquimica da Farmacologia e
“promoter” de todos o0s eventos existentes no laboratério, uma pessoa

maravilhosa, dedicada e responsavel.

A Karol pela grande amizade, mesmo estando na Franca, esteve em

contato comigo sempre com palavras de apoio e carinho.

Aos integrantes do Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC, principalmente
aqueles responsaveis pelo brilhante trabalho arduo, mas gratificante, de isolar e
purificar as lectinas dia-a-dia. Em especial a galera da pesca (Rafael, Atila, Felipe

e Jonas) e a doutoranda Kyria.

Aos professores do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, que se
mostraram prestativos e atenciosos, sempre que precisei. “Se enxerguei mais

longe, foi porque me apoiei sobre os ombros de gigantes” - Issac Newton.



Ao Laboratorio de Inflamacéo e Dor da Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto da Universidade de Sao Paulo — USP.

Aos funcionérios do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Rose,

Méonica, Chiquinho, Aura, iris, Marta, Joana e Haroldo e a Vandinha (LAFICA).

Ao CNPq pelo apoio financeiro.

Meu Muito Obrigado!



“Quem ndo compreende um olhar, tampouco compreendera

uma longa explicagao”

Mario Quintana



SUMARIO

LISTA DE SIGLAS ...ttt et e e et e e et e e e e e e e e nnenees 13
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt e e e nne s 16
LISTA DE FIGURAS. ...ttt ettt et e e e e nne e 17
RESUMO ...ttt ettt e e e e eat bttt e e e s e e anbabbe e e e aesannnaeeeeeeanennes 19
ABSTRACT ..ttt ettt ettt e e e e e e e bt e e e et eeaa e e e e ba e et e e e e anrneaeaas 20
1. INTRODUGAO ...ttt ettt en e eaa et en e eae e, 22
1.1. Lectinas: Definig8o € ClasSifiCaGa0. .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiie e 22
1.1.1. Efeitos biol0QICOS de IECHNAS .........eeieieiiiiiiiiiee e 24

1.2. AIgAs MANNNAS ........cuuueiiiee e e e e e e e e e e e e eeeeeeanes 27
1.2.1. Lectinas de algas marinhas: efeitos bioldgiCoS ..........ccccovvviiiieiiiinnnnee. 27
1.2.2. Lectina de algas marinhas vermelhas: Hypnea cervicornis................. 28

1.3 INFIAMAGEOD ..t 29
1.3.1. EVENTOS VASCUIAIES ......coviiiiiiiiiiiie e 31
1.3.2. EVENTOS CEIUIAIES ..o 32
1.3.3. Mediadores da inflamagaio .............coooriiiiiiiiiiii e 37
1.3.3.0. CHIOCINAS ..ottt e e e e e e e e e e et eer e e e e e e e e eeas 38
TR 0 @) (1o [0 N N 111 (T TSR 40

R I T PP RRPPPPPPPTN 42
1.4.1. TIPOS A€ DO ....euiiiiiiiiiiiiiiie ettt e r e e e e e e e eeas 43
1.4.2. MeCaniSMO Aa DOF .......cooiiiiiiiiiiiiie e 44

1.5. Relevancia e JUSHICAtIVA............cooeiiiii e 48
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt et e e e et e e e e e e e naennee e aa 50
2.0 GIAL et a e as 50
2.2, ESPECITICOS ...ttt 50
. MATERIALS <.ttt e e e e et e e e e e e e e nan e e e e ea 53
I I I o 1 = TP O O PP PPPPPPPRPPPP 53
3.2. ANIMAIS EXPEIMENTAIS .....ceveiiiiiiiiie it e e e e e e e e e e e eeas 53
3.3. Drogas € rEAGENTES .......ccceriiiieiii e eeee ettt e e e e e e e e s 54
3.4. EQUIPAMENTOS € MALETIAIS ...eevivriiiiiiiieeiieeee et e e e e e 55
A, METODOS ..ottt ittt ettt ettt ettt e ese e et s st n et eene e 58
4.1. Estudo da atividade antiinflamatoria.............ccouveieiiiiiiniiiee 58

10



4.1.1. Avaliacdo do efeito da HCA sobre a migracdo de neutrofilos para
cavidade peritoneal induzida por agente quimiotatico indireto (Cg) e direto

(FMILP) ettt e e e e et e e e e e e e eeae e 58
4.1.1.1. Avaliacao da participagdo do sitio de ligacdo & mucina da lectina

de Hypnea cervicornis sobre a migragdo de neutrofilos ... 59
4.1.1.2. Avaliacdo da atividade antiinflamatoria da lectina de Hypnea
cervicornis ap0s desnaturaGao tErmiCa .........ceueveeeeriiiiviien e 59
4.1.1.3. Avaliacdo do efeito da HCA sobre o rolamento e ades&o dos
leucocitos induzidos por Cg na microcirculagdo mesentérica.................... 59
4.1.1.4. Estudo do envolvimento do Oxido nitrico na atividade
antiinflamatoria da lectina de Hypnea cerviComis...........cccceoieviiieeeeeeninnee. 60
4.1.1.5. Avaliacdo do efeito da HCA sobre a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1 e TNF-a) no fluido peritoneal ............c.ocociieieieiniiinenn. 62
4.1.2. Avaliagdo do efeito da lectina de Hypnea cervicornis sobre a
quimiotaxia de Neutrafilos IN VItrO ...........oooeeiiiiieiniie e 63
4.1.3. Avaliagcdo do efeito da HCA sobre o edema de pata induzido por
Carragenina € DeXIraNA.........cccuuuuuuriiiiiiiiiii e e e 64
4.1.3.1. Participagdo do sitio de ligagdo da lectina de Hypnea cervicornis
sobre o0 seu efeito anti-edematogeéniCo...........ccooeeciiiiniiiiiiieiee e 64

4.2. Estudo da atividade antinOCICEPLIVA. .........ccceerrieeiiii i 65
4.2.1. Contor¢do abdominal induzida por &cido acético...........ccccccceererrnnnee. 65
4.2.2. Teste da FOrmalinga .........ooooiiiiiiiii e 65
4.2.3. Teste da Placa QUENLE .........ccooiiiiiiie et 66
4.2.4TeSte dO rota rOU.......cooeeiiiieeie e 66
4.3. Avaliagcdo de efeitos sistémicos decorrentes do tratamento endovenoso
com a lectina de Hypnea CerVvICOIIS .........c.ooouiiieiiiiiiii e 67
4.3.1. Toxicidade SUD-CIONICA ........cccoeii ittt 67
4.3.2 Avaliacdo da presséo arterial apés injecado de Hypnea cervicornis...... 68
4.4, ANAlISE EStAtISHICA ... .eeeiie i 68
5. RESULTADOS ...ttt ettt e e e et e e et e e e e e e e e ananbneaaaaeas 70
5.1. Estudo da atividade antiinflamatoria .............ccccceeiiiiiiiiiiniice e 70

5.1.1. A lectina de Hypnea cervicornis reduz de forma dose-dependente a
migracdo de neutrofilos induzida por carragenina em ratos...........cccceeeeennnee 70

5.1.2. A associacdo da HCA ao seu ligante especifico (Mucina) bloqueia seu
efeito inibitério sobre a migracéo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
1= 100 L TP PP UPPPT 70

5.1.3. A desnaturagdo térmica da lectina de Hypnea cervicornis inibe sua
atividade antiinflamatéria no modelo de peritonite induzida por carragenina
[T (T = 1 1 PP 72

11



5.1.4. Lectina de Hypnea cervicornis apresenta atividade antiinflamatoria de
forma dose-dependente no modelo de peritonite induzida por fMLP em ratos

...................................................................................................................... 72
5.1.5. Lectina de Hypnea cervicornis diminui o rolamento e adesdo de
leucocitos ao endotélio vascular do mesentério de camundongos ............... 74

5.1.6. O tratamento com HCA aumenta os niveis sanguineos de éxido nitrico
LT 0 = L0 1R 74

5.1.7. A atividade antiinflamatéria da lectina de Hypnea cervicornis depende
da producgéo de Oxido nitrico: aminoguanidina e L-Nitro-Arginina revertem sua
AUVIJAAE ...t e e e 74

5.1.8. A lectina isolada de Hypnea cervicornis ndo interfere nos niveis das
citocinas TNF-a e IL-1 no fluido peritoneal de ratos estimulados com

(oF: 11 = 1o (=1 11 o F- WP PR 77
5.1.9. Lectina de Hypnea cervicornis ndo altera a quimiotaxia in vitro induzida
L0 1V 1 RS 77
5.1.10. A lectina de Hypnea cervicornis inibe o edema de pata induzido por
CaITAgENING €M TALOS .....iiiiiiie ettt e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e s e abeenneeeeeneeenees 80
5.1.11. A associagdo da HCA ao seu ligante especifico inibe sua atividade
antiedematogENICa €M FALOS .........uuuuuuurrriiiieiiiiireeee e e e e e e e e aa e e aa e e eeeeeeees 80
5.1.12. A lectina de Hypnea cervicornis ndo reduz a atividade edematogénica
INAUZIAA POI AEXITANEL. ...ttt e e e e e e e e e eeas 80
5.2. Estudo da atividade antinOCICEPLIVA...........cceeireiiiiii i 84

5.2.1. A lectina de Hypnea cervicornis diminui o nimero de contor¢des
abdominais induzidas por 4cido acético: associagdo com mucina reverte esse

L2 (=] 1 (o T PP TR PPOPPUPPP 84
5.2.2. A lectina de Hypnea cervicornis apresenta atividade antinociceptiva
somente na segunda fase no teste da formalina.............cccccceeeiiiiiiinnns 84
5.2.3. Lectina de Hypnea cervicornis ndo apresenta atividade antinociceptiva
central avaliada pelo teste da placa quente ... 85
5.2.4. A coordenacdo motora de camundongos ndo € afetada pela
administragéo da lectina de Hypnea CerviCornis. ...........cccooveeieeeeiiiiiineeene 85
5.1.13. Lectina de Hypnea cervicornis ndo promove toxicidade sub-cronica
L= (T = 1 1 PP PP 94
5.1.14. A injecdo de Hypnea cervicornis ndo promove alteragdo na pressao
arterial de FAtOS ........cooiiiieiii e ettt 96
B. DISCUSSAD ...ttt e an e 99
7. CONCLUSOES ...ttt ettt ettt e 113
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 116

12



LISTA DE SIGLAS

ADP =
ALT =
AMINO
ANOVA =
ASC =
AST =
ATP=
BSA =
CCK =
C3a=
Cha =
Cg=
CGRP =

CXCR2 =
Da =
DAINES =
Dexa =
EDRF =

eNOS =

E.P.M=
ev.=
FAD =
FMN =
fMLP =
g=
Glc-Nac =
h =
HCA =
HE =
HETE=

Adenosina Dinucleotideo Fosfato

Alanina Amino Transferase (enzima)
Aminoguanidina

Analise de Variancia

Area sob a Curva

Aspartato Amino Transferase (enzima)

Adenosina trifosfato

Albumina sérica bovina

Colecistocinina

Terceiro componente do sistema complemento ativado
Quinto componente do sistema complemento ativado
Carragenina

peptidio relacionado ao gene da calcitonina (do inglés:
Calcitonin Gene-related Peptide)

Receptor da classe 2 para quimiocina do tipo CXC
Daltons

Drogas antiinflamatérias n&o-esteroidais
Dexametasona (glicocorticoide)

Fator de relaxamento derivado do endotélio (do inglés:
Endothelium Derived Relaxation Factor)

Isoforma endotelial da enzima 6xido nitrico sintase
(Endothelial form of nitric oxide synthase)

Erro Padrdo da Média

Endovenosa

Flavina adenina dinucleotideo

Flavina adenina mononucleotideo
N-formil-metil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina
Grama

N-acetilglicosamina

Hora

Aglutinina (lectina) de Hypnea cervicornis
Hematoxilina-Eosina

Acido hidroxieicosatetraendico

13



ICAM-1e ICAM-2 = Moléculas de adeséo intercelular-1 e 2 (do inglés:

IFN-aouy =
IL-1 =
IL-1 Ra=

IL-4 =
IL-6 =
IL-8 =
IL-10 =
IL-13 =
iINOS =

ip. =

kD =
L-NAME =
L-NMMA =
L-NIO =
L-NA =
L-NIL =
LPS =
LTBs=
LTCy=
LTD4s=
LTEs=
MCP =
MCSF=

MIP-2 =
min =

mg =

mL =

nm =
nmol=
NADPH =

Intercellular Adhesion Molecule)
Interferon alfa ou gama
Interleucina-1

Antagonista do receptor de IL-1 (do inglés: Interleukin 1
receptor antagonist)

Interleucina-4
Interleucina-6
Interleucina-8
Interleucina-10
Interleucina-13

Isoforma induzida da enzima 6xido nitrico sintase (do inglés:
inducible form of nitric oxide synthase)

Intraperitoneal

Kilodaltons
N®-Nitro-L-arginina-metilester
N“-Monometil-L-arginina
L%-iminoetil-L-ornitina
Nitro-L-arginina
L-eminoetil-lisina
Lipopolissacarideo bacteriano
Leucotrieno Ba

Leucotrieno C4

Leucotrieno D4

Leucotrieno E4

Proteina quimiotética para mondcitos

Fator estimulante de colénia de macrofago (do inglés:
Macrophage colony-stimulating factor)

Proteina inflamatodria de macréfagos
Minuto

Miligrama

Mililitro

Nanbémetros

nanomols

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato associado com
o ion hidrogénio

14



nNOS = Isoforma neuronal da enzima 6xido nitrico sintase

NO = Oxido nitrico (do inglés: Nitric oxide)

NOS = Enzima 6xido nitrico sintase (do inglés: Nitric oxide sintase)

NFkB= Fator de transcrigcdo nuclear Kappa B (do inglés: Nuclear
factor Kappa B

oDQ = 1H-(1,2,4) oxadiazolo (4,3-a) quinoxalin-1-ona (inibidor da
guanilato ciclase solavel)

PA = Presséo arterial ou Para andlise (solucdes)

PAF = Fator de ativagéo de plaquetas (do inglés: platelet activator
factor)

PCAM-1 = Molécula de adeséo de célula endotelial e plaqueta

PG= Prostaglandina

PGD, = Prostaglandina da série D,

PGE,; = Prostaglandina da série E;

PGFy = Prostaglandina da série F do tipo 2

PGl = Prostaglandina da série |, (prostaciclinas)

PMN = Polimorfunucleares

RIPs = Proteina inativadora de ribossomos (do inglés: ribosome
inactivator proteins)

= Segundo

S.C. = Subcutanea

SNC = Sistema nervoso central

TNF-o = Fator de necrose tumoral alfa (do inglés: tumoral necrosis
factor-alpha)

TGF-B= Fator transformador de crescimento-beta (do inglés:
Transforming growth factor beta)

TXAz = Tromboxano A2

THB4 = Tetra-hidro-biopterina

Ul = Unidades Internacionais

VCAM-1 = Molécula de adeséo vascular (do inglés: vascular adhesion
molecule)

WGA = Aglutinina do germe de trigo (do inglés: Wheat Germ
Agglutinin)

gm = Micrémetro

pL = Microlitro

MO= Micrograma

% = Percentagem

15



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Efeito da lectina de Hypnea cervicornis no teste de contorgoes
abdominais induzido por acido acético em camundoNgoS............cccoeuvrreerinneeeeeanns 86
Tabela 2 — Efeito da lectina de Hypnea cervicornis no teste da formalina em
(o= 14 4 U1 gTo [0] g [0 1S Fu PSP PUTPPPPPTUPRN 88
Tabela 3 — Efeito da lectina de Hypnea cervicornis no teste da placa quente em
(o721 4 U1 gTo [0] g [0 1S JU T PP P TP PPPPPPPPP 90
Tabela 4 — Efeito da lectina de Hypnea cervicornis no teste do rota rod em
(o= 14U gTo (0] g [0 1S FU TP PP PP PPPPRTPPRPPPRN 92
Tabela 5 — A lectina de Hypnea cervicornis ndo altera parametros na avaliacao da

toxicidade SUD-CIONICA €M FATOS . ...uieeeee e e 95

16



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Alga vermelha da espécie Hypnea cervicornis coletada na praia do

Pacheco, [itoral 08Ste dO CRATAL ........eeeeeeee e e 29
Figura 2- Sequéncia de eventos leucocitarios na inflamagao.............cccccceeeunee 36
Figura 3- Mecanismo geral da dor.............oovoiiiiiiiiiiiii e 47

Figura 4 — Lectina de Hypnea cervicornis reduz de forma dose-dependente a

migracdo de neutrdfilos (MN) induzida por carragenina em ratos. ..........cccccceeunee 71

Figura 5 — Associagdo da HCA ao seu ligante especifico (Mucina) bloqueia seu
efeito inibitério sobre a migragdo de neutrofilos (MN) para a cavidade peritoneal

(o [0 =1 (0 LR 71

Figura 6 — Desnaturagéo térmica da HCA inibe sua atividade antiinflamatoria no

Modelo de PeritONIte €M FALOS.. ......cc.uuiiiiiiiiiii it 73

Figura 7 — HCA reduz a migragdo de neutrdéfilos induzida por fMLP em ratos de

forma doSE-0EPENAENTE. ........uiiiiiiiiiie e 73

Figura 8 — Lectina de Hypnea cervicornis diminui o rolamento e adesdo de

leucocitos ao endotélio vascular do mesentério de camundongos....................... 75

Figura 9 — Lectina de Hypnea cervicornis induz aumento de NO no sangue de

7= 110 1= 76

Figura 10 — Aminoguanidina e L-nitro revertem o efeito antiinflamatério da lectina

de Hypnea cervicornis no modelo de peritonite induzida por Cg em ratos........... 76

Figura 11 — Lectina de Hypnea cervicornis ndo altera os niveis de TNF-a e IL-1 no

fluido peritoneal de animais no modelo de peritonite induzida por carragenina. .. 78

Figura 12 — Lectina de Hypnea cervicornis ndo inibe a quimiotaxia de neutrofilos

INAUZIda POr MIP-2 IN VItFO. ...uuiiie e e e e e s s e e e e e e e eeeeeennns 79

Figura 13 — A lectina de Hypnea cervicornis reduz a atividade edematogénica

INAUZIAA POI CAIMAGENING. ..ot eiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enee e reebeeeeeees 81

Figura 14 — A atividade antiedematogénica da lectina de Hypnea cervicornis &

revertida pela associag@o ao seu ligante especifico mucina. .............cccccveeeeenne 82

17



Figura 15 — A lectina de Hypnea cervicornis ndo reduz a atividade edematogénica

ale[UVATe F=W oo g e (=) qi = F- WO PP 83

Figura 16 — A lectina de Hypnea cervicornis diminui o numero de contor¢cfes

induzidas por 4cido acético: mucina reverte esse efeito........c.cccovvvveiiiiiiiiiennne 87

Figura 17 — A lectina de Hypnea cervicornis apresenta atividade analgésica

periférica no teste da formalina.. ... 89

Figura 18 — A lectina de Hypnea cervicornis ndo apresenta atividade analgésica

NO teste da Placa QUENTE.. .....cooii et 91

Figura 19 — A coordenagdo motora de camundongos ndo é afetada pela

administragéo da lectina de Hypnea CerviCOrIS. ...........euiuiiiiiiiiiiiiiiieanaeaaae e 93

Figura 20 — A lectina de Hypnea cervicornis ndo altera a PA em ratos normais.. 97

18



RESUMO

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DA
LECTINA ISOLADA DA ALGA MARINHA VERMELHA Hypnea cervicornis (J.
Agardh). Flavio da Silveira Bitencourt. Orientadora: Profa. Dra. Nylane Maria
Nunes de Alencar. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2007.

Lectinas sdo (glico)proteinas que podem reconhecer e se ligar reversivelmente a
carboidratos ou a outras substancias derivadas de aclcares. S&o encontradas nos reinos
vegetal e animal. Hypnea cervicornis € uma espécie de alga marinha vermelha
encontrada no nordeste do Brasil da qual foi isolada a lectina H. cervicornis aglutinina
(HCA), um polipeptideo que contém 90 residuos de aminoacidos (9193 Da) que se ligam
especificamente a glicoproteinas do tipo mucina. O objetivo do presente trabalho foi
estudar as atividades antiinflamatéria e antinociceptiva, ainda ndo exploradas, da HCA.
Foram utilizados camundongos Swiss albinos (20-35g) ou ratos Wistar (150-250g). Para
o estudo da atividade antiinflamatoéria da HCA, os ratos foram injetados e.v. somente com
a lectina nas doses de 10% 10™; 1 e 10 mg/Kg (peritonite) ou a dose de 1 mg/Kg em
associacdo com 5 mg/mL de mucina (1 mg/Kg). Apds esse procedimento, 0s animais
foram avaliados nos modelo de peritonite induzida Cg (quimiotatico direto) ou por fMLP
(quimiotatico indireto). HCA (10%; 1 e 10 mg/Kg) inibiu a peritonite induzida por Cg e por
fMLP. Observamos que na peritonite induzida por Cg: A administracdo conjunta de HCA
(1 mg/Kg) com mucina inibiu sua atividade antiinflamatéria (p<0,05), sugerindo
participacdo do sitio lectinico nesta atividade; o aquecimento de HCA a 100°C, por 10
minutos, inibiu seu efeito antiinflamatdrio, indicando a importancia de sua estrutura; a
microscopia intravital mostrou que a HCA (10 mg/Kg) reduziu o rolamento e adeséo de
leucécitos; a lectina induziu a producao de 6xido nitrico (NO, reacdo de Griess) no soro;
Aminoguanidina e L-Nitro-Arginina inibiram a atividade da HCA; HCA néo reduziu as
concentracdes de citocinas TNF-a e IL-1 no peritbnio. A presséo arterial e o leucograma
dos animais ndo foram alterados pela administracdo de HCA. A lectina ndo age
diretamente sobre neutrofilos, pois ndo inibiu a quimiotaxia in vitro induzida por agente
quimiotatico (MIP-2). No edema de pata induzido por Dextrana ou Cg, HCA (1 mg/Kg)
inibiu significativamente (p<0,05) apenas o edema de pata induzido por Cg. O efeito
antiedematogénico da HCA foi prevenido pela administracdo conjunta com mucina. HCA
reduziu as contor¢cdes induzidas por acido acético e seu efeito antinociceptivo foi
prevenido pela administracdo conjunta com mucina. HCA diminuiu somente a segunda
fase do teste da formalina. No teste da placa quente, HCA ndo apresentou efeito. A
lectina também néo alterou a atividade locomotora. A toxicidade sub-crénica foi avaliada
pelo tratamento de ratos com HCA (1mg/kg), durante sete dias consecutivos, através de
varios parametros: funcdes do rim (peso Umido, dosagem de creatinina e uréia) e do
figado (peso Umido, avaliagdo da cinética da aspartato amino transaminase e alanina
amino transaminase), coracao (peso umido), estdbmago (peso umido e avaliacao visual de
possiveis lesdes), variacdo de massa corporal dos animais tratados e leucograma. Os
resultados obtidos ndo mostraram qualquer alteracdo dos parametros avaliados,
demonstrando que a HCA néo apresenta nenhuma toxicidade nos animais. Em conjunto,
esses dados revelam que a HCA apresenta atividade antiinflamatéria e antinociceptiva
que supostamente podem ser explicadas por blogueio direto competitivo com
carboidratos ligantes de selectinas e/ou indireto, via producdo de NO, que diminuem o
rolamento e adeséo de leucécitos sobre o endotélio.

Palavras-chave: Lectina; Hypnea cervicornis; antiinflamatoéria; antinociceptiva, oxido
nitrico.
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ABSTRACT

STUDY OF ANTIINFLAMMATORY AND ANTINOCICEPTIVE ACTIVITIES OF A
LECTIN ISOLATED FROM THE RED MARINE ALGA Hypnea cervicornis (J.
Agardh). Flavio da Silveira Bitencourt. Superviser: Dr. Nylane Maria Nunes
de Alencar. Department of Physiology and Pharmacology, UFC, 2007.

Lectins are (glyco)proteins that can recognize and reversibly bind to carbohydrates or
other substances derived from sugars. They are found throughout animal and vegetal
kingdoms. Hypnea cervicornis is a species of marine red algae found in Northeast of
Brazil from which was isolated the lectin Hypnea cervicornis aglutinin (HCA), a
polypeptide containing 90 amino acid residues (9193 Da) that binds especifically to mucin-
type glycoprotein. The objective of this work was to study the anti-inflammatory and anti-
nociceptive activities of HCA not yet known. Albine Swiss mice (20-35g) and Wistar rats
(150-250g) were used. For the study of HCA anti-inflammatory activity, the rats were
injected (i.v.) with lectin alone in the doses of 10% 10%; 1 e 10 mg/Kg (peritonitis) or a
dose of 1 mg/Kg associated to 5 mg/mL of mucin (1 mg/Kg). Following this procedure, the
animals were evaluated in the peritonitis model induced by Cg (direct neutrophil
chemoatractant) or by fMLP (indirect neutrophil chemoatractant). HCA (10*%; 1 and 10
mg/Kg) inhibited Cg- and fMLP-induced peritonitis. In Cg-induced peritonitis it was
observed that: the administration of HCA (1mg/Kg) in association with mucin inhibited its
anti-inflammatory activity (p<0.05), suggesting the participation of the lectin site on this
mechanism; heating HCA at 100°C, for 10 minutes, inhibited its anti-inflammatory effect,
indicating the importance of its structure for that mechanism; the intravital microscopy
showed that HCA reduced the rolling and adhesion of the leucocytes; the lectin induced
the production of nitric oxide (NO Griess reaction) in serum; aminoguanidine and L-Nitro-
arginin inhibited the HCA activity; HCA did not reduce the concentrations of TNF-a and IL-
1 in the peritoneum. The arterial pressure and the leukogram of the animals were not
altered by the administration of HCA. The lectin does not act directly on neutrophils
because it did not inhibit the in vitro chemotaxis induced by MIP-2, a chemotactic agent. In
the carragenan (Cg)- or dextran-induced paw edema, HCA (1 mg/Kg) inhibited
significantly (p<0.05) only the Cg-induced paw edema. The antiedematogenic effect of
HCA was prevented when it was administered in association with mucin. HCA reduced
the writhes induced by acetic acid and its antinociceptive effect was prevented by the
association with mucin. HCA only decreased the second phase of formalin test. In the hot
plate, HCA did not show any effects. The lectin did not alter the motor coordination. The
HCA subcronic toxicity was evaluated treating rats with a dose of 1mg/Kg during seven
days and analys of several parameters: kidney functions (wet weight, creatinin and urea
serum concentrations), liver functions (wet weight, kinetic of serum aspartate
aminotransferase and alanine aminotransferase), heart (wet weight) stomach (wet weight
and visual evaluation of possible lesions), variation of body weight of treated animals and
leukogram. The results showed no alterations of the evaluated parameters suggesting
that HCA seems to be well tolerated by animals. The results taken together reveal that
HCA presents anti-inflammatory and nociceptive activities which could be explained by
direct competitive blockage with a common selectin carbohydrate ligand and/or indirectly,
via NO production, which decrease of rolling and adhesion of leukocytes to endothelium.

Keywords: Lectin; Hypnea cervicornis; anti-inflammatory; antinociceptive; nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

O estudo de lectinas tem sido amplamente relevante, quando se
consideram estas proteinas excelentes modelos para o entendimento do
reconhecimento proteina-carboidrato. A comunica¢do entre as células é de
extrema importéncia para diversos processos fisioldgicos e patoldgicos nas mais
diferentes espécies. A investigacdo dos mecanismos envolvidos nessa interacéo
celular passou a evidenciar a importancia dos carboidratos nos processos

bioquimicos.

Laine (1994) sugeriu que proteinas apresentam a capacidade de se ligar a
carboidratos complexos e decifrar as informacdes por eles codificadas. Entre as
proteinas envolvidas nesta ligagdo a residuos glicidicos especificos estdo as
lectinas (BREWER et al., 2002).

1.1. Lectinas: Defini¢céo e Classificagdo

Lectinas constituem uma classe de proteinas inicialmente descrita por
Stillmark, em 1888, durante o desenvolvimento de sua tese de doutorado, as
quais, nesta época, receberam o nome de fitohemaglutininas, uma vez que esse
pesquisador demonstrou a aglutinacdo de eritrocitos na presenca de extrato de

sementes de Ricinus communis (citado em BEUTH et al., 1995).

z

O termo lectina € derivado da palavra, do latim, “legere” que significa
escolher (BOYD et al., 1954) e foi aplicado devido a propriedade destas proteinas

aglutinarem eritrécitos humanos de um grupo especifico (MOREIRA et al., 1991).

Sharon e Lis (1972) apresentaram o termo lectinas, como sendo proteinas
aglutinadoras de células com especificidade de reconhecimento por carboidratos.
Mais tarde, Goldstein et al (1980) ampliaram esse conceito, colocando lectinas
como sendo proteinas/glicoproteinas de origem ndo imune com especificidade de
ligagdo a carboidratos, e capazes de aglutinar células e/ ou precipitar

glicoconjugados.

Pesquisadores defendiam que a expressédo “de origem n&o imune” néo

poderia ser utilizada tendo em vista que a possivel funcdo destas proteinas nos
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animais e em plantas envolvia a defesa imunoldgica contra antigenos de forma
direta ou indireta, contudo as lectinas ndo se assemelhavam estruturalmente a
anticorpos, embora muitas imunoglobulinas se ligassem a acucares. A énfase a
origem ndo imune distingue as lectinas de anticorpos anti-carboidratos que
também sdo capazes de aglutinar células. Enquanto as lectinas diferem em varios
aspectos como a composicdo e sequéncia de aminodcidos, peso molecular,
requerimento de metais e estrutura tridimensional, o0s anticorpos sao
estruturalmente similares. Além disso, as lectinas também s&o encontradas em

plantas e bactérias, que ndo possuem sistema imune (MOREIRA et al., 1991).

Atualmente, o conceito mais aceito para lectinas € proposto por Peumans e
Van Damme (1995) na qual lectinas sé@o (glico) proteinas de origem ndo imune
que possuem no minimo um dominio n&o-catalico e que se ligam
reversivelmente e especificamente a um mono ou a um oligossacarideo. Essa
ligagéo a residuos de carboidratos pode ser de alta especificidade sem, contudo
alterar a estrutura quimica dos ligantes (GRANGEIRO, 1996).

A especificidade das lectinas é varivel e estd associada com a habilidade
de interagir com acetilamino - carboidratos, amino - carboidratos, acido sialico,
hexoses, pentoses, e muitos outros carboidratos, além de terem a capacidade de
precipitar polissacarideos, glicoproteinas e glicolipideos dotados de residuos de

acucares especificos (SINGH et al., 1999).

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

As merolectinas sdo biomoléculas que apresentam apenas um Unico sitio
de ligagéo a carboidratos, ou seja, um unico dominio lectinico. Além disso, essas
proteinas tém baixo peso molecular e devido a sua natureza monovalente sdo
incapazes de precipitar glicoconjugados e aglutinar células. Como representantes
dessa classe tem-se as lectinas de orquidea, especificas para manose e as
lectinas de heveina, uma proteina do latex da seringueira (VAN PARIJS et al,
1991).
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As hololectinas sédo proteinas que possuem dois ou mais sitios de ligagéo a
carboidratos, estando aptas a aglutinar células ou precipitar conjugados, tendo
como representante a maioria das lectinas vegetais que sdo chamadas de

“hemaglutininas”.

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

de aglutinar e/ou precipitar.

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

de tulipa.

1.1.1. Efeitos bioldgicos de lectinas

As lectinas, nos ultimos anos, se tornaram alvo de grandes descobertas de
interesse clinico, como a “tipificacdo” de eritrocitos, carreamento de agentes
quimioterapéuticos para células tumorais especificas, agentes mitdgenos e
marcadores taxondmicos de microrganismos.

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

A descoberta da patogénese de algumas doencas infecto-contagiosas

como a pneumonia, abriu horizontes para o desenvolvimento de terapéuticas
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alternativas baseadas no conhecimento sobre a interagcdo lectinica. A exemplo
disso, Beuth e colaboradores em 1995 conseguiram inibir a adesédo de
Streptococcus pneumoniae em pulmédo de camundongos com a administragao de
Glc-NAc na traquéia dos mesmos.

O melhor entendimento acerca dessas proteinas também levou a um
grande avanco no campo da oncologia, uma vez que ja foi comprovado que
lectinas promovem adesdo de células tumorais a tecidos alvos e favorecem
metastases (SHLYAKHOVENKO et al., 1995). Mostrou-se ainda, que a circulagédo
de células cancerigenas no sangue pode formar émbolos devido a ac¢bes
lectinicas (LOTAN e RAZ, 1988). Alguns autores também tém demonstrado
atividade anti-tumoral (ANDRADE et al,. 2004) e indug&o de apoptose em células
tumorais por lectinas vegetais (HOSTANSKA et al., 2003).

Baseado nessas informagdes foi demonstrado a perda da habilidade de
colonizagéo de certas células tumorais a seus respectivos tecidos alvos, através
de modificacdes de oligossacarideos dos glicoconjugados existentes nas
superficies das células estudadas (SCHAAF-LAFONTAINE et al., 1985). Destaca-
se ainda a vantagem da associagdo de farmacos quimioterapicos a lectinas
ligantes de glicoconjugados presentes na superficie de células tumorais, o que
possibilita um direcionamento desses farmacos, bem como a diminuicdo da dose
terapéutica das mesmas (GOLDSTEIN et al.,1980).

Lectinas influenciaram avangos na endocrinologia. Como exemplo, foi
relatada a fosforilagdo do receptor para insulina, induzida por lectinas vegetais
glicose/manose especificas in vitro (CAVADA et al., 2003).

Tém sido demonstrados efeitos importantes sobre a contratilidade de
musculo liso, pois o tratamento de coelhos com a ricina, uma lectina extraida da
planta Ricinus communis (conhecida vulgarmente como mamona) aumentava
significativamente a contracdo induzida por serotonina e histamina (ZHANG et al.,
1994). Posteriormente, foi demonstrado que a lectina do germe de trigo (WGA) e
da alga vermelha Bryothamnion triqguetrum estimulam a liberacdo do fator
relaxante derivado do endotélio (KLEHA et al., 1991; LIMA et al., 2004).

No tocante as a¢gdes na inflamagéo e sistema imune, experimentos in vitro
demonstraram que lectinas da subtribo Diocleinae foram capazes de provocar
mitose em linfécitos humanos e induzir a producdo de interferon-y (BARRAL-
NETO et al., 1992; MACIEL et al., 2004), além de estimular liberacdo de histamina
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por mastécitos peritoneais de ratos (GOMES et al., 1994). Foi demonstrado
também que a lectina de soja e das leguminosas Dioclea grandiflora, Canavalia
brasiliensis e Vaitarea macrocarpa séo capazes de induzir migracdo de leucocitos
e formagdo de edema de pata em ratos (BENTO et al., 1993; ALENCAR et al.,
2003, 2004a, 2007; ALENCAR et al., 2005a, 2005b, 2005c; COELHO et al., 2006;
FREIRE et al., 2003), o que vislumbra a melhora do tratamento de infeccdes,
principalmente em pacientes imunossuprimidos. A ativacdo de neutréfilos pela
lectina KM+ isolada de Artocarpus integrifolia, foi demonstrada sugerindo a
expressdo de CXCR2 na membrana dessas células (SILVA et al., 2006). A
producdo de 6xido nitrico in vivo e in vitro por células peritoneais murinas também

tem sido relatada como atividade imunoestimulante (ANDRADE et al., 1999).

Além destas atividades em modelos experimentais de inflamacéo, algumas
lectinas como a WGA promoveram o aumento de permeabilidade vascular em
intestino delgado, com provéavel ativagdo de proteina quinase C (NORTHOVER e
NORTHOVER, 1994). Assreuy et al (2002, 2003) demonstraram que uma lectina
animal, originada do sémen de porco, denominada como esparmadesina, induz
migracdo de neutrdfilos através da liberacdo de uma substéncia quimiotatica
liberada por macrofagos, provavelmente TNF-a e que o mastécito modula de

forma negativa esta atividade.

Apesar do potencial pro-inflamatério bem comprovado, resultante da
administragéo local de lectinas, nosso grupo demonstrou que, lectinas quando
administradas endovenosamente, apresentam potente acdo antinflamatéria
(ASSREUY et al., 1997; ALENCAR et al.,, 2005; SANTI-GADELHA et al., 2006;
MOTA et al, 2006). Além da inibicdo de eventos inflamatérios agudos,
demonstrou-se ainda que estas lectinas previnem a lesé@o urotelial no modelo de
cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida em camundongos (ASSREUY et
al., 1999). Em trabalho recente, demonstrou-se também que o potencial
antiinflamatério da lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus, anteriormente
demonstrado por Alencar e colaboradores, (1999 e 2005), € em parte, devido a
habilidade desta lectina em inibir o rolamento e adesdo dos leucdcitos no
endotélio vascular in vivo (NAPIMOGA et al., 2007).
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1.2. Algas marinhas

As algas sdo taldfitas (plantas sem raizes, caules e folhas) que tém a
clorofila a como seu pigmento fotossintético principal (LEE, 1997). Em relacdo ao
habitat, as algas sdo predominantemente aquaticas, sendo encontradas no mar,
em agua estuarias, dulcicolas e em superficies imidas. Sua distribuicdo depende
da temperatura e salinidade da agua, disponibilidade de luz solar, correntes dos
oceanos e das condicdes fisicas e quimicas afins (RAVEN et al., 1996).

As algas, do ponto de vista botanico, séo classificadas de acordo com a
estrutura fisica, funcdo e ciclo reprodutivo em: Chlorophyta (algas verdes),

Phaeophyta (algas pardas) e Rodophyta (algas vermelhas) (RAVEN et al., 1996).

1.2.1. Lectinas de algas marinhas: efeitos biolégicos

As algas marinhas tropicais tém se mostrado uma rica fonte de compostos
bioativos com potencial biomedicinal. O emprego de algas marinhas em
aplicagbes bioldgicas € bastante recente, mas apesar de serem poucos 0S
trabalhos, sabe-se que estas representam um grande potencial de aplicacéo.

Através do aprimoramento dos métodos de “screening” farmacolégico, o
papel dos produtos naturais na descoberta de novas drogas tem aumentado nos
tltimos anos. Tal fato pode ser observado principalmente quando se trata de
produtos naturais marinhos, 0os quais mostram uma interessante diversidade de
estruturas quimicas novas com potentes atividades biolégicas (KONIG &
WRIGHT, 1996).

Estudos envolvendo lectinas de algas marinhas tém tido um substancial
progresso ao longo dos Ultimos quinze anos e padrdes de caracteristicas
comecam a aparecer. A maioria das lectinas de algas marinhas é de pequeno
tamanho molecular quando comparadas com aquelas derivadas de plantas
terrestres. E essa caracteristica pode fazer dessas proteinas moléculas mais
apropriadas para 0 uso como misseis biolégicos, pois 0 menor tamanho dessas
moléculas implicaria em uma menor reacdo antigénica (ROGERS & HORI, 1993).

Sabe-se que as caracteristicas de reconhecimento de estruturas de

acucares e glicoconjugados dessas proteinas fazem delas importantes
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ferramentas para o reconhecimento e isolamento desses tipos moleculares, sejam

eles em solugdes ou presentes em membranas biolégicas.

Nos ultimos anos o estudo com lectinas de algas tem sido intensificado.
Significantes efeitos antiinflamatério e antinociceptivo foram demonstrados para
algumas espécies de alga marinhas, como, Chlorella stigmatophora,
Phaeodactylum tricornutum (GUZMAN et al., 2001) e Amansia multifida (NEVES et
al., 2007). Adicionalmente, a atividade antioxidante foi demonstrada para o género
Sargassum (LIM et al.,, 2002). Lectinas de duas espécies de alga marinha
vermelha Bryothamnion triquetrum e Bryothamnion seaforthii apresentaram
atividades antinociceptiva (VIANA et al.,, 2002; VIEIRA et al, 2004) e
hemaglutinante (AINOUZ et al., 1995) e efeitos pro-inflamatdérios, in vivo e in vitro,
estimulando migracdo de neutréfilos (NEVES et al., 2001). Lectinas isoladas das
algas vermelhas Hypnea cervicornis e H. musciformis mostraram atividades
bactericidas e hemaglutinantes (NASCIMENTO et al., 2006; SIDDQIUI et al.,
1993).

Dalton et al (1995) observaram que as lectinas das algas marinhas
Chondria dasyphylla, Rhodymenia pseudopalmata e Gracilaria sp., estimularam a
mitogénese em esplendcitos murinos, enquanto que as lectinas de Chondria
dasyphylla, Codium decorticatum, Gracilaria sp., Gracilaria tikvahiae e Gelidium
pusillum estimularam mitogénese em linfécitos humanos.

Estas demonstragbes sugerem as algas, como uma importante fonte de

substancias com potencial aplicagbes farmacologicas.

1.2.2. Lectina de algas marinhas vermelhas: Hypnea cervicornis

Lectinas de algas marinhas vermelhas diferem daquelas de vegetais
superiores em vérias propriedades. Em geral, elas apresentam pequena massa
molecular e ndo reconhecem acucares simples, sendo mais especificas para
oligossacarideos complexos, em especial glicoproteinas. Além disso, muitas das
lectinas de algas marinhas nédo requerem cétions divalentes para exercerem suas
atividades biolégicas (ROGERS & HORI, 1993).
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Espécies do género Hypnea tém sido alvo para o isolamento e estudo
estrutural de lectinas. Hori et al (2000) determinaram a estrutura da lectina isolada
da alga vermelha Hypnea japonica por degradacdo de Edman. Posteriormente,
Nagano et al (2002 e 2005 a,b) purificaram e cristalizaram a lectina presente na

alga da espécie Hypnea musciformis.

Hypnea cervicornis (J. Agardh), espécie pertencente a Familia
Hypneaceae, Ordem Gigartinales, Divisdo Rhodophyta, é alga encontrada na
costa atlantica do Brasil, mais especificadamente, no litoral do Estado do Ceara e

na costa pacifica do Japéao. (Figura 1).

A aglutinina (lectina) isolada de Hypnea cervicornis (Hypnea cervicornis
“agglutinin” — HCA) é uma proteina homéloga a isolada da Hypnea musciformis. A
sua estrutura priméaria (9193 + 3 Da) consiste numa mistura polipeptidica de 90
residuos de aminoacidos, sendo seus ligantes de maior especificidade
glicoproteinas do tipo O-Glicana (mucina submaxilar bovina) (NAGANO et al.,
2005a).

L g

Figura 1. Alga vermelha da espécie Hypnea cervicornis coletada na praia do
Pacheco, litoral oeste do Ceara.

1.3. Inflamacéo

O termo inflamacéo ou flogose (do latim, inflamare e do grego phlogos, que

significa pegar fogo) retrata como 0s povos mais primitivos comparavam uma
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regido inflamada com algo relativo a chamas, quente ou ardido. Essa analogia
deve ter surgido nos tempos do primeiro contato do homem com o fogo, antes
mesmo do controle de sua produgédo e manipulagao.

A civilizacdo egipcia antiga deixou, em hieroglifos, os primeiros registros
com relatos médicos sobre a identificagdo e tratamento da inflamagéo, através do
uso de procedimentos e formulas (FALTAS, 2004).

A inflamagdo é caracterizada por quatro sinais cardinais, desde Celsus,
“rubor, calor, tumor e dor”. No século XIX, Rudolf Virchow, atribuiu a descri¢cdo do
quinto sinal (perda da fung&o). [MONTENEGRO et al., 1999].

Assim, a reacdo inflamatéria consiste num evento complexo que envolve o
reconhecimento do agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e
tentativa de reconstruir o tecido danificado (NATHAN, 2002). O reconhecimento
desencadeia a ativagéo e a amplificagéo do sistema imune resultando na ativagao
de células e na liberacdo de diversos mediadores responsaveis pela resposta
inflamatéria. No entanto, se a destruicdo do agente agressor e 0 processo de
reparo ndo ocorrem de maneira eficiente e sincronizada, a resposta inflamatéria
pode levar a uma lesédo tecidual persistente induzida pelo acimulo de leucdcitos,
colageno entre outras substancias que podem ser prejudiciais ao organismo
(NATHAN, 2002).

E um processo multimediado e seus sinais e sintomas podem ser definidos
como a expressdo dos efeitos da mobilizagdo enddgena de mediadores que
atuam localmente (DI ROSA et al., 1971).

A cinética do processo inflamatério ocorre em dois momentos. O primeiro
que é desencadeado logo apéds a infeccao (inflamagédo aguda), tem duracdo que
varia de algumas horas até poucos dias entre o inicio, o desenvolvimento e o
término. Essa fase caracteriza-se por infiltrado predominantemente neutrofilico no
sitio da inflamacao, eventos vasculares tais como extravasamento de material
protéico e plasma, aumento da permeabilidade vascular, altera¢des estruturais da
microvasculatura e eventos sistémicos tais como aumento da temperatura, dor,
elevacdo do conteludo plasmatico de vérias proteinas, que se denominam
proteinas de fase aguda, por exemplo: a-2 macroglobulina, componentes C3 e C5
do complemento, proteina C-reativa, fibrinogénio, entre outras (BAUHMANN &
GAUDIE, 1994).
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O segundo que depende ou ndo da resolugdo do processo na fase aguda
(inflamacdo crénica), caracterizado pela presenca de macrofagos e linfécitos,
além de angiogénese e proliferacdo de tecido conjuntivo. A inflamagéo cronica é
considerada um processo prolongado que pode ter semanas ou até anos de
duragdo. Pode ser observada, na fisiopatologia de muitas doengas, como a
tuberculose, artrite reumatoide e a doenca pulmonar obstrutiva cronica.

As caracteristicas apresentadas tanto pela inflamac&o aguda como crénica

podem ser divididas em eventos vasculares e celulares.

1.3.1. Eventos vasculares

Imediatamente ap6s a lesdo ocorre uma vasoconstricdo reflexa, de origem
neurogénica, mediada por terminacdes do sistema nervoso autbnomo que dura
poucos segundos. A seguir, tem inicio a vasodilata¢do, que primeiro envolve as
arteriolas, levando a abertura de novos leitos capilares e aumento do fluxo
sanglineo para a regido, provocando calor e rubor.

Nos vasos de pequeno calibre ocorrem modificagbes que permitem a
passagem de proteinas plasmaticas para o espaco extracelular, provocando
aumento da presséo oncotica e retengdo de dgua no intersticio (edema). O fluido
rico em proteinas é chamado de exsudato. Ocorre também a estase sanguinea
advinda do aumento de permeabilidade da microvasculatura, uma vez que o
extravasamento de liquidos e proteinas para o0 intersticio provoca
hemoconcentacdo, aumentando a viscosidade sanguinea e gerando o
alentecimento da circulagéo. Essas alteragdes sao causadas por substancias
liberadas no local da inflamac&o, conhecidos como mediadores inflamatérios.
Entre esses temos varios mediadores quimicos, incluindo-se a bradicinina, a
serotonina, a histamina e as prostaglandinas da série E e da série |. Estes dois
tltimos sdo metabdlitos do &cido araquidénico, formados através da ativacdo da
via das ciclooxigenases. Essas enzimas coexistem nas isoformas constitutivas,
que produzem prostaglandinas em quantidades fisiologicas, e nas isoformas
induzidas, que produzem prostaglandinas em grandes quantidades, sendo estas
as principais responsaveis pelos eventos inflamatorios (BHANDARI et al., 2005).

Alguns desses mediadores, como a bradicinina, causam dilatagéo induzindo a
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liberacdo de fatores de relaxamento vascular derivados do endotélio (EDRFs). Ja
foi demonstrado que o 6xido nitrico (NO) € um dos EDRFs liberados pelas células
endoteliais (PALMER et al., 1987; MONCADA et al.,, 1991), que participa do
controle do fluxo sangiiineo (FORTES et al., 1994), da expressdo de moléculas
de adeséo e do aumento da permeabilidade vascular induzida pelo fator ativador
de plaquetas (PAF) e pela prépria bradicinina (MAYHAN, 1992).

O aumento da permeabilidade vascular pode ocorrer por diferentes
mecanismos, dependendo dos receptores ativados na célula endotelial ou da
lesdo provocada no vaso sanguineo. Propfe-se que a histamina e leucotrienos
causam contracdo endotelial; interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) participam da reorganizagdo citoesquelética endotelial; leucocitos ou
agentes agressores provocam lesdo vascular direta e extravasamento de fluidos;
fator de crescimento endotelial vascular gera aumento da transcitose e
neovascularizagdo, que também provoca extravasamento de fluidos. O exsudato
contém varios mediadores que influenciam as células adjacentes e os proprios
vasos sanguineos e incluem os componentes de quatro cascatas enziméticas do
plasma: sistema do complemento, sistema da coagulacéo, sistema fibrinolitico e
sistema das cininas (ROBBINS et al., 2005).

1.3.2. Eventos celulares

O processo da migragéo de leucécitos (principalmente neutréfilos) durante
a resposta inflamatoria é intermediado por diferentes mediadores inflamatorios e
quimiotaticos, os quais promovem um aumento nas interagdes entre os neutrofilos
e as ceélulas endoteliais, favorecendo a migragdo destes leucdcitos a favor do
gradiente de concentracdo entre a é&rea lesada e as vénulas pos-capilares
(HUTTENLOCHER et al., 1995).

Diversas s@o as células envolvidas no processo inflamatério, algumas
células ja estdo presentes no tecido afetado, tais como: células endoteliais,
mastocitos e células mononucleares residentes. Enquanto outras como 0S
leucocitos polimorfonucleares (PMN) (neutréfilos, basofilos e eosindfilos) e
mononucleares (mondcitos e linfocitos) migram para o local da lesdo. Os

leucocitos séo atraidos para a regido afetada por um processo conhecido como
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quimiotaxia. Os macrofagos residentes participam de varios eventos da
inflamag&o séo responsaveis pela fagocitose do agente agressor, pela liberacdo
de véarios mediadores desencadeando outros eventos inflamat6rios como edema
e dor (FERREIRA, 1980). Eles atuam na iniciacdo da mobilizacdo de neutrdfilos

em diregéo ao local agredido.

O processo de passagem de leucdcitos provenientes do sangue para um
tecido inflamado apresenta-se em cinco eventos: marginagao; rolamento; adeséo;
diapedese com penetracdo através da membrana basal dos pericitos
(transmigracado através do endotélio); e quimiotaxia e/ou haptotaxia (migragdo no
tecido intersticial em resposta ao estimulo quimiotatico). A identificacdo de
moléculas com propriedades adesivas envolvidas neste processo, mostrou que a
migracdo de leucdcitos para o foco inflamatdrio depende de uma interacdo entre
estas células e as células endoteliais, na qual ambas contribuem ativamente
através da expressdo em suas superficies de proteinas adesivas, denominadas

moléculas de adeséo e secrecdo de mediadores soluveis.

As selectinas tém sido extensivamente estudadas, s&o lectinas que
interagem com acucares e/ou glicoproteinas, sdo responsaveis pela adeséo de
leucocitos ao endotélio vascular na cascata precoce de eventos que levam aos
processos de inflamacdo. Elas sdo necesséarias para a migragdo de leucdcitos,
sendo o passo inicial na seqliéncia dos eventos que resultara no extravasamento
dos neutrofilos nos sitios de injuria. A interacdo das selectinas com seus ligantes
resulta num declinio dramatico da velocidade dos neutréfilos, o que permite que
as proteinas conhecidas como integrinas promovam ligamentos firmes dos
neutréfilos com o endotélio. O processo de adesdo do leucécito vascular se da
através dessas proteinas. As moléculas de ades&o conferem & célula um tipo de
endereco. Elas podem ancorar células em tecidos especificos ou "enderecar"
células migrantes a determinadas regides do corpo. Estruturalmente, as
selectinas apresentam, um dominio lectinico (responsavel pela sua propriedade
adesiva) e uma série de dominios semelhantes as proteinas do complemento
(CRONSTEIN E WEISSMAN,1993; ROSSITER et al., 1997).

Embora as lectinas enddgenas (selectinas) estejam envolvidas no processo
de adesdo, elas ndo sdo as Unicas a participarem deste, pois outras moléculas

como as imunoglobulinas e as integrinas também contribuem para o mesmo. No
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entanto, demonstrou-se que as selectinas estéo principalmente envolvidas com a

fase de rolamento dos leucécitos (PANES et al., 1999).

Os trés tipos de selectinas conhecidos foram denominados de acordo com

o tecido no qual eles foram identificados:

e As L-selectinas sdo encontradas nos leucécitos e sdo responsaveis pelo
enderecamento (i.e., homing) durante a interagdo com ligantes endoteliais
(KANSAS, 1996);

e As E-selectinas aparecem nas células endoteliais apos terem sido ativadas por
citocinas inflamatorias, sendo que uma pequena quantidade encontrada em varios
leitos vasculares parecem ter significado importante para a migragdo dos

leucécitos;

e As P-selectinas sdo armazenadas em alfa-granulos das plaquetas e corpos de
Weibel-Palade (i.e., vesiculas intracitoplasméticas) das células endoteliais, e sédo
prontamente posicionadas na membrana plasmética ap6s uma estimulagdo

especifica.

Conforme ja mencionado, o tipo de leucécito que migra varia com o
estimulo e com a fase do processo inflamatério (GRANGER & KUBES, 1994). Por
exemplo, na inflamacdo aguda, os neutréfilos polimorfonucleares predominam no
infiltrado leucocitério durante as primeiras 6-12 horas, sendo substituidos por
mononucleares entre 24 e 48 horas. Esta sequéncia pode ser explicada pela
ativacdo de diferentes moléculas de adesédo e fatores quimiotaticos especificos

para cada tipo celular.

O advento dos leucécitos aos locais inflamados ocorrendo em intensidade
adequada e em tempo habil pode ser fundamental para a manutencdo da
normalidade. No entanto, em diversas situacdes, a expressao desta reagao, isto
€, tanto 0 excesso quanto a falta dessas células no foco da lesédo, pode resultar
em danos ao organismo. E, isso, é importante porque os leucécitos ingerem
agentes ofensivos, destroem bactérias e outros micrébios e degradam o tecido
necrdtico e antigenos estranhos, mas podem prolongar a inflamagéo e induzir
lesdo tecidual liberando enzimas, mediadores quimicos e radicais toxicos de

oxigénio e de nitrogénio (BEVILACQUA et al., 1994). A mobilizacdo adequada dos
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leucocitos, da microcirculacdo para o local da inflamacdo, € uma das fases

fundamentais da reacéo inflamatdria.

No sitio da inflamacdo ocorre um extravasamento de leucécitos. Neste
processo, ocorre inicialmente a vasodilatagdo de vénulas pdés-capilares e
mudancas no fluxo sangiineo (i.e., desaceleragdo), resultando na marginagéo
dos leuctcitos ao longo do endotélio vascular, processo este mediado por

selectinas e seus ligantes-opostos, ricos em carboidratos (KNOL et al., 1994).

A medida que o leucécito rola, as L-selectinas se despreendem e suas
integrinas séo ativadas por pelo menos uma variedade de quimiocinas e citocinas

quimiotaticas associadas a superficie endotelial.

Apos o rolamento, segue-se a adeséo firme mediada por imunoglobulinas e
B-2 integrinas. Essas Ultimas sdo proteinas presentes na membrana dos
leucocitos e que podem ter sua expressdo aumentada apOs a ativacdo destas
células por mediadores inflamatérios como o PAF ou outras citocinas. As ICAMs
(imunoglobulinas de adesdo) sdo moléculas que estdo presentes no endotélio,
sendo que as mais ligadas ao processo de migracdo séo: ICAM-1 (Moléculas de
adesdo intercelular-1), ICAM-2 (Moléculas de adeséo intercelular-2), VCAM-1
(molécula de adesdo vascular) e PCAM-1 (molécula de adesdo de célula
endotelial e plaqueta). Mediadores inflamatérios liberados por células residentes
ativadas podem agir aumentando a avidez de ligagcdo entre as moléculas de
integrinas e imunoglobulinas, favorecendo a adesédo firme (CRONSTEIN e
WEISSMAN, 1993; PANES et al., 1999).

Apos a firme fixagdo ocorre o achatamento da célula, reduzindo a
exposicdo as forcas decorrentes do fluxo sangliineo vascular, aumentando-se
desta forma a &rea de contato com a superficie endotelial vascular. Finalmente o
leucécito migra entre as células endoteliais da regido apical para a superficie

basolateral (diapedese) em diregdo ao extravascular.

Assim, ap0s 0 extravasamento, os leucdcitos emigram nos tecidos em
direcdo a regido de agressdo por um processo denominado de quimiotaxia ou
locomogdo através de um gradiente quimico (Figura 2). Esse processo é
controlado por agentes quimiotéticos, tanto de origem enddgena, que sdo aqueles

liberados pelas préprias células do hospedeiro (componentes do sistema
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complemento, produtos da lipoxigenase, citocinas etc.), quanto de origem
exégena, que sao aqueles advindos do préprio agente agressor (produtos
bacterianos de origem lipidica e N-formil-metil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina,
fMLP) (RIBEIRO et al.,1991; 1996).

Os agentes quimiotaticos também podem ser classificados como agentes
diretos, que agem atraindo diretamente a célula imune [LTB,4 (leucotrieno do tipo
B,), C5a (quinto componente do sistema complemento ativado), (fMLP), IL-8
(interleucina-8)], ou agentes indiretos Carragenina (Cg), que agem estimulando as
células residentes (macrofagos, mastécitos, fibroblastos etc.) a liberar agentes
quimiotaticos diretos (IL-8, LTB4, IL-1, TNF-a) (RIBEIRO et al.,1991; 1996).
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Figura 2. Sequéncia de eventos leucocitarios na inflamagcdo. A figura
representa as etapas de rolamento, adesdo e migracao celular ativadas apos a
invasao tecidual por bactérias, bem como a liberacdo de mediadores locais, que
estardo estreitamente relacionados aos eventos vasculares e celulares da

resposta inflamatéria. Modificado de: <www.chronicprostatitis.com/images/f3.jpg>
Acesso em 05 jun. 2007.
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1.3.3. Mediadores da inflamagéao

Em termos simples, um mediador pode ser considerado como um
mensageiro quimico que tem agdo nos vasos sanglineos e/ou células e
contribuem para a resposta inflamatéria. (LANSEN et al., 1993).

Tais substancias modulam uma série de eventos locais, sendo os principais
vasodilatagdo, opsonizagdo, quimiotaxia para células inflamatorias, destruicdo
tecidual e dor, como também febre e mal estar. Os mediadores quimicos da
inflamag&@o podem ser de origem plasmatica ou tecidual (SIQUEIRA & DANTAS,
2000).

PLASMATICA:
- Sistema das cininas;
- Sistema complemento (C3a; C5a; C5b-C9);
- Sistema de coagulagéo;
- Sistema fibrinolitico;
TECIDUAL:
- Aminas vasoativas: histamina e serotonina (mastdcitos e plaguetas);
- Derivados do &cido araquidénico (fosfolipideos da membrana);
- Enzimas lisossomais (neutréfilos e mastocitos);
- Radicais livres do oxigénio (leucécitos);
- Fator ativador de plaguetas-PAF (leucdcitos e mastoécitos);
- Citocinas (macrofagos e linfdcitos ativados);
- Quimiocinas (principalmente macréfagos ativados);
- Oxido nitrico (macroéfagos e endotélio);

- Fatores de crescimento.

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, liberadas dos mastécitos e
das plaquetas podem ser identificadas no inicio da inflamacao aguda. A histamina
€ o primeiro mediador a atuar; gerando o aumento da permeabilidade vascular e
uma contracdo do endotélio venular com alargamento de juncdes celulares
interendoteliais. A serotonina apresenta acdes semelhantes as da histamina,

correspondendo a um segundo mediador pré-formado (ROBBINS et al., 2005).
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As prostaglandinas originadas da converséo do &cido araquidénico também
agem como importantes substéncias vasodilatadoras. A liberagdo do acido
araquidénico ocorre como conseqiéncia da estimulagdo especifica de receptores
da superficie celular e da subsequente ativacdo de fosfolipases do tipo A,. Vérios
tipos de células liberam acido araquidénico em resposta a diferentes estimulos
tais como bradicinina, angiotensina I, vasopressina, trombina, colageno,
adrenalina, ADP, peptidios quimiotéticos e histamina (CARVALHO, 1990).

Duas grandes rotas do metabolismo do acido araquidénico em células de
mamiferos correspondem a via da ciclooxigenase e a via da lipoxigenase.
Prostandides incluindo prostaglandinas e tromboxano A, sdo produzidos por
fosfolipases A; e ciclooxigenase e leucotrienos sao produzidos por 5-lipoxigenase
(YOSHIKALI, 2001).

As prostaglandinas podem participar de reacfes alérgicas. Efeito biolégico
de prostaglandinas produzido durante a reagdo de mastocitos em tecidos incluem
a modulagéo da musculatura lisa e contragéo, permeabilidade vascular, sensacao
de prurido e dor e agregacao plaquetaria (WHITE, 1999).

A via da ciclooxigenase conduz a geragao de prostaglandinas (PG) que
incluem PGE,;, PGD,, PGFy,, PGI, (prostaciclina) e tromboxano (TXA;), todos
derivados da acado de enzimas especificas (ROBBINS et al., 2005).

Na via da lipoxigenase a 5-lipoxigenase é a enzima predominante dos
neutréfilos. O produto principal, a HETE, que é quimiotatica para neutrdfilos é
convertida em uma série de compostos conhecidos como leucotrienos. Dentre 0s
leucotrienos mais importantes esta o LTB4, que causa aderéncia de neutrofilos ao
endotélio das vénulas pods-capilares, sendo também um potente agente
quimiotatico para neutréfilos. O LTC4, LTDs € LTE4 causam vasoconstricao,
broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular (SIQUEIRA & DANTAS,
2000).

1.3.3.1. Citocinas

As citocinas sao fatores sollveis de baixo peso molecular, liberadas
principalmente por células ativadas com a finalidade de mediar informacdes, bem

como modular a fungdo destas células por meio da ativacdo de receptores de
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superficie (DINARELLO, 2000; OPPENHEIM, 2001; HOLLOWAY et al., 2002).
Como mediadores soluveis, sua fungdo pode ser autdcrina, paracrina ou
sisttmica. Estes mediadores s&o liberados por grande parte das células do
organismo e tem uma variedade de fungdes (TYSON et al, 2001). O efeito
biolégico depende da citocina liberada e do tipo de célula envolvida. De um modo
geral, as citocinas influenciam a ativagdo, a divisédo, a apoptose e a quimiotaxia
celular. Estas podem também estar envolvidas na diferenciacdo celular, na
inflamacdo, na imunidade e no reparo tecidual (PARKIN & COHEN, 2001;
HANADA & YOSHIMURA, 2002).

As citocinas ligam-se a receptores especificos e de alta afinidade na célula-
alvo, ativando-as; na maioria dos casos, sdo supra-regulados na célula quando
sdo estimulados. A maioria das citocinas exerce agdo em receptores ligados a
guinase, que regulam cascatas de fosforilagdo afetando assim sua expressao
génica (PHILIP et al., 2004).

As citocinas séo classificadas em subgrupos, como: interleucinas, fatores
de crescimento, quimiocinas, interferons e fatores estimuladores de colbnia ou
ainda podem ser classificadas conforme sua atividade biol6gica como: pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa e TGFB) e antiinflamatorias (IL-1Ra, IL-4 e IL-10)
(CAVAILLON, 2001; WONG et al., 2003).

Segundo Robins et al (2005), além de acbes diretas sobre as células,
algumas citocinas induzem a formagédo de outras citocinas (formando uma
cascata de amplificacdo), enquanto algumas induzem a expresséo dos receptores
de outras citocinas, outras podendo apresentar interacdes sinérgicas ou
antagdnicas com outras citocinas. A IL-6, por exemplo, € uma citocina multifatorial
secretada por todas as células quando lesadas ou ativadas por IL-1 e/ou TNF-a.
De outro modo, citocinas como a IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IFN- a s&o eficientes em
inibir in vitro a sintese de IL-1 e TNF-a. As citocinas incluem peptideos tanto pro-

inflamatorios quanto antiinflamatorios.

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria que apresenta papel chave em
diversos processos, como a inflamagdo, imuno-modulagdo, -crescimento,
angiogénese e citotoxidade (AGGARWAL & NATARAJAN, 1996; TAYLOR et al.,
2004). Esta bem descrito na literatura, a participacdo do TNF-a no recrutamento
de neutrdfilos para o sitio inflamatério (CANETTI et al., 2001; SAUNDERS et al.,
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2005). Embora, o TNF-a ndo seja considerado um fator quimiotético classico, uma
vez que ndo induz migracdo de neutrofilos in vitro, este promove a sintese e
liberagdo de fatores quimiotaticos, como as quimiocinas, tanto pelas células
endoteliais quanto pelas células residentes (FACCIOLI et al., 1990).

Outra citocina importante na inflamacéo é a IL-1, com fungBes semelhantes
ao TNF-a, participando como mediador primario da resposta inflamatoria do
hospedeiro frente a infec¢des e outros estimulos inflamatorios. A IL-1 possui duas
formas chamadas de IL-la e IL-1b, com 30% de homologia entre elas,
compartilihando os mesmos receptores e acdes bioldgicas. Esta citocina é
primeiramente sintetizada como um precursor de 33 kD, sendo secretada com 17
kD. A IL-1a é ativa em ambas as formas, enquanto a forma ativa da IL-1b é
apenas o produto clivado. Deste modo, a IL-1b € proteoliticamente clivada por
uma protease chamada de enzima conversora da IL-1b, gerando a proteina
biologicamente ativa (GUBLER et al., 1986; HUANG et al., 1988; SCAPIGLIATI et
al.,, 1991). Em baixas concentragcdes a IL-1 age como um mediador local da
inflamag&o, aumentando a expressdo de moléculas de adesdo na superficie das
células endoteliais. Em altas concentracdes a IL-1 chega ao sistema circulatorio e
passa a exercer efeitos endécrinos como febre e inducéo da sintese de proteinas
plasméticas de fase aguda pelo figado. Assim como o TNF-a, a IL-1 também
induz a sintese e secre¢do de quimiocinas e citocinas, induzindo indiretamente a
migracdo de neutrofilos para o foco inflamatério (FACCIOLI et al., 1990;
PERRETTI & FLOWER, 1993). Além disso, estudos demonstram a participagédo
da IL-1 em patologias com elevada presenca de neutrofilos, como na artrite e
inflamacé&o pulmonar (DRISCOLL et al., 1995; NIKI et al., 2001).

1.3.3.2. Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) é um radical livre formado endogenamente por uma
familia de enzimas, Oxido nitrico sintases (NOS, EC 1.1413.399) (EISERICH et
al., 1998), através da conversdao de L-arginina em L-citrulina. Nos liquidos
organicos, o NO produzido se oxida nos anions nitrito (NO;) e nitrato (NO3),
sequencialmente (IGNARRO, 1990, MONCADA et al., 1991). Foram identificadas

trés diferentes isoformas de NOS em células de mamiferos (produtos de
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diferentes genes): NOS endotelial (eNOS ou NOS Ill) em células endoteliais,
epiteliais e miécitos cardiacos; NOS neuronal (nNOS ou NOS I) em neur6nios,
células musculares esqueléticas e neutréfilos (GREENBERG, et al., 1998) e a
NOS induzida (iNOS ou NOS II), em macrofagos, hepatocitos, células musculares
lisas (TITHERADGE,1999).

A eNOS e nNOS sédo classificadas como enzimas constitutivas e
dependentes de célcio, enquanto que a iNOS é classificada como uma enzima
induzida, cujas ac¢fes independem de calcio. A ativacdo de todas as enzimas
NOS necessita dos seguintes cofatores: calmodulina, flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina adenina mononucleotideo (FMN), tetrahidrobiopterina
(THB4) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH)
(TITHERADGE,1999).

Nas células endoteliais, o NO produzido difunde-se rapidamente para fora
das células de origem para as células musculares lisas subjacentes, provocando
relaxamento e, consequentemente vasodilatagcdo (PALMER et al., 1988; IGNARO
et al., 1987). A vasodilatagcdo que ocorre no processo inflamatério, induzida por
diferentes agentes flogisticos (bradicinina, histamina, substéncia P, serotonina e
trombina), € dependente da liberacdo de Oxido nitrico (SICKER et al., 2001;
STOWE et al., 2001; KARABUCAK et al.,, 2005; WOTHERSPOON et al., 2005;
YOUSIF, 2005).

Além de promover o relaxamento da musculatura lisa, o0 NO desempenha
outros papéis importantes na inflamagdo. Reduz a agregacdo e adesao
plaquetaria, € citotoxico para determinados microbios e células tumorais
(ROBBINS et al., 2005). Células endotelias produzem e liberam NO, apds a
estimulacao por citocinas como MCP-1, IL-6, M-CSF, ICAM-1 e VCAM-1 (TEDGUI
& MALLAT, 2001).

A express@o de NOSi é regulada via fator de transcricdo nuclear, dentre
eles cita-se o fator de transcrigdo nuclear kappa B (NFkB) (ALDERTON et al.,
2001). Esta enzima pode ser induzida em células como macrofagos, células
endoteliais, células da musculatura lisa vascular e midcitos cardiacos, apés
estimulo por lipo-polissacarideos (LPS), citocinas (IL-1B, TNFa, IFN-y, IL-6), entre
outros (CHAN & FISCUS, 2004).

Eventos patoldgicos tém sido associados a liberag@o excessiva de NO, tais
como o choque séptico (THIERMERMANN & VANE, 1990), doencgas
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neurodegenerativas (JENNER & OLANOW, 1996), inflamagdo aguda e cronica,
doencas auto-imunes e aterosclerose (RANG et al.,, 2003). Foi proposto que
niveis elevados de NO estariam associados a dano tecidual nessas patologias.
Assim, agentes capazes de modular a atividade das NOS, particularmente a
NOSi, teriam um consideravel valor terapéutico.

Analogos estruturais da L-arginina, estdo entre os principais inibidores das
NOS. Eles competem com o substrato L-arginina pelo sitio de ligacdo nas NOS. O
primeiro inibidor descrito, N*-monometil-L-arginina (L-NMMA). Outros analogos
descritos temos: L°-iminoetil-L-ornitina (L-NIO), Nitro-L-arginina (L-NA) e N“-nitro-
L-arginina-metil-éster (L-NAME). Embora esses analogos estruturais da L-arginina
sejam potentes inibidores das NOS, normalmente demostram pouca seletividade
para as distintas isoformas da NOS (REES et al., 1990).

Os derivados da L-citrulina como a L-tiocitrulina (inibidor néo-seletivo da
NOS) e S-metil-L-tiocitrulina (potente inibidor da nNOS) exercem sua atividade
através de ligacdo a enzima, impedindo a ativacdo do oxigénio molecular. A L-
eminoetil-lisina (L-NIL), anélogo estrutural de aminoacidos, apresenta seletividade
para a isoforma induzida (CONNOR el al.,, 1995; PELLETIER et al., 1999;
PELLETIER et al., 2000).

Estd demonstrado que a aminoguanidina (AMINO) inibe seletivamente a
iINOS (CORBETT et al., 1992). Esta € um agente ndo analogo da L-arginina, tais
como as guanidinas, tem sido utilizado com fins para inibigcdo seletiva da iINOS.
Porém, normalmente sdo necessarias doses elevadas de AMINO para se obter
inibicdo significativa da iINOS. Assim, nessas condi¢fes, é provavel que AMINO
iniba também as isoformas constitutivas (LASZLO et al., 1995).

Um outro inibidor da NOS, N-(3-(Aminometil)-benzil)-acetamidina (1400 W),
ndo guarda relacdo estrutural com a L-arginina e é cerca de 5000 vezes mais
potente para iINOS em relagdo a eNOS (GARVEY et al., 1997).

1.4. Dor

A presenca da dor e seu significado tém sido o martirio da humanidade e
suas causas e consequéncias motivos de especulagdes. Desde a antiguidade o
homem sempre procurou esclarecer as razdes que justificassem a ocorréncia de

dor e os procedimentos destinados para seu controle. A dor é um sintoma de
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muitas desordens clinicas e afeta grande parte da populacdo. Ela é uma
caracteristica cardinal dos mecanismos protetores fisiolégicos normais e uma das
suas fungbes é preservar o organismo, evitando o dano tecidual (BESSON e
DICKENSON, 1997).

A dor como uma sensacgdo desagradavel e de complexa percepgéo, ocorre
desde um pequeno desconforto até um processo destrutivo, com graves danos
aos tecidos, sendo expressa por reagcdo organica e emocional. No entanto, a
melhor definicdo para dor foi determinada pela IASP - Associacdo Internacional
para Estudo da Dor, definindo-a como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada o dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termo
de tal lesdo (MELZAC & LOESER, 1999; RAINVILLE, 2002; ALMEIDA et al.,
2004).

1.4.1. Tipos de Dor

E evidente que a dor produzida por estimulo lesivo funciona como um
alerta, mas, quando ela permanece por um longo tempo, passa a produzir grande
sofrimento ao organismo, muitas vezes desnecessario. Do ponto de vista
temporal, pode-se classificar a dor em aguda, que é aquela de duracéo curta, e
que serve como alerta, e a crbnica, demorada, que quase sempre denota um

estado patoldogico.
Outros tipos de dor possiveis de serem citadas sdo (RANG et al., 2003):

1) Nociceptiva — ocorre quando existe um traumatismo nos receptores
nociceptivos, devido a alteragbes na sua estrutura anatomo-funcional com

liberacdo de substancias algogénicas nos tecidos.

2) Neurogénica — € aquela que ocorre com o dano diretamente sobre as
inervacoes.
3) Neuropéatica — resultante do processamento somatossensorial anormal ao nivel

periférico ou central, como, por exemplo, a dor do membro fantasma.

4) Inflamatéria — caracterizada pela sensibilizacdo dos neurdnios produzida pela
ativacdo da cascata de citocinas, as quais séo substancias de natureza peptidica,

liberadas no tecido inflamatério e de células do sistema imunobiolégico.
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5) Dor psicogénica — € aquela que ndo possui causa organica, mas se expressa

em conseqiéncias de problemas psicologicos (MENEZES, 1999).

1.4.2. Mecanismo da Dor

A transmissdo da dor envolve uma interacdo complexa de estruturas
centrais e periféricas desde a pele, visceras ou outros tecidos até o cortex
cerebral (FURST, 1999). Os estimulos nocivos tais como calor, frio, compressao
intensa ou substéncias quimicas enddgenas ou exdgenas potencialmente
nocivas, ativam as terminacdes nervosas livres e periféricas de fibras aferentes
sensoriais delgadas do tipo C e Ad, chamadas de nociceptores.

Existem nociceptores para os diferentes estimulos, como exemplos, tém-
se: A sensibilizacdo dos nociceptores ocorrida em casos de mudanga de
temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenca osmética ou distenséo do tecido
(estimulo nocivo mecénico), hipoxia ou lesdo tecidual seguida de inflamacéo
(estimulo nocivo quimico), resultam na liberacdo local de mediadores quimicos
tais como bradicinina, prétons, serotonina, histamina, metabdlitos do &cido
araquidénico, ATP, adenosina, citocinas, aminoacidos excitatérios, Substancia P,
NO, Neuropeptidio Y, colecistocinina (CCK), peptidio relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), opitides, somatostatina, acetilcolina entre outros (JULIUS e
BASBAUM, 2001; GRIFFIS et al., 2006).

Existem ainda os chamados nociceptores silenciosos (“silent” ou
“sleeping”), que s&o uma pequena propor¢cdo das fibras aferentes, os quais
normalmente n&o sdo responsivos a estimulos. Entretanto, quando influenciados
por mediadores inflamatérios, ou apd6s a administracdo de agentes flogisticos,
apresentam atividade espontanea ou tornam-se sensibilizados e respondem a
estimulos sensoriais (JULIUS & BASBAUM, 2001).

A estimulagdo dos nociceptores periféricos faz com que a informagéo
nociceptiva seja levada através das fibras aferentes ao SNC. Os longos ax6nios
das fibras nociceptivas que se localizam em nervos periféricos estendem-se de
seus corpos celulares contidos em uma estrutura denominada ganglio da raiz

dorsal. Apés emergir de seu corpo celular, o axénio aferente primério bifurca-se
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para enviar prolongamentos a medula espinhal e outro para inervar os tecidos
corporais (MILLAN, 1999).

Quando um objeto perfurante pressiona a pele sem feri-la € possivel sentir
uma dor aguda e localizada, mas quando esse objeto a lesa, a sua retirada nao
impede que a pessoa sinta um segundo tipo de dor que dura algum tempo, tanto
mais prolongada quanto maior for o ferimento. O primeiro tipo de dor que ocorreu
se chama dor rgpida ou dor aguda, enquanto que o segundo tipo é chamado de
dor lenta ou dor crénica. O que distingue a dor crénica da dor aguda ndo é
apenas a sua duragéo, mas a incapacidade do sistema nervoso em restabelecer a
atividade neuronal em niveis homeostasicos. A caracteristica da dor rapida
consiste na ativagao de maior quantidade de terminagdes livres das fibras Ad, que
sdo fibras pouco mielinizadas, de médio diametro (2-6 um de didmetro),
representando assim a dor pungente, aguda e passageira, que aparece logo apds
a lesdo tecidual. A acéo lesiva no tecido provocada por uma agulha, por exemplo,
e por substéncias quimicas liberadas apds a lesdo ativam ou sensibilizam os
nociceptores constituidos por fibras livres do tipo C que se caracterizam por
serem ndo mielinizadas de pequeno diametro (0,4-1,2 ym), medeiam a dor lenta,
uma dor mais latente e difusa, que se perpetua por mais tempo (JULIUS e
BASBAUM, 2001; CRAIG, 2003).

Estas fibras podem ser chamadas de polimodais, pois, conforme descrito
acima, respondem a estimulos nocivos térmicos, mecéanicos e quimicos. Dessa
forma, apresentam receptores termo sensiveis ao calor e ao frio, bem como
receptores especificos para substancias algogénicas (HUNT e MANTYH, 2001;
IKEDA et al.,, 2001; ALMEIDA et al.,, 2004; COUTAUX et al., 2005). Assim,
tornam-se importantes para se avaliar a atividade nociceptiva, através, por
exemplo, dos seguintes métodos: estimulacdo quimica (i.e. substancias irritantes
como &cido acético e formalina); estimulacdo térmica por calor ou frio intenso (i.e.

teste da placa-quente) e estimulagdo mecanica (i.e. pressao da cauda).

A simples sensibilizagdo dos nociceptores provoca uma leve
despolarizagdo do seu potencial de repouso aproximando do limiar de disparo de
potenciais de acdo. Isto faz com que um leve estimulo que, normalmente, ndo
produziria dor, passe a fazé-la. A este fenbmeno da-se o nome de hiperalgia

(LENT, 2004). Quando um instrumento perfuro-cortante lesa a pele, naturalmente
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provoca sangramento, pois rompe vasos que irrigam o tecido, ocorrendo a anoxia
nesta regido, consequientemente tém-se lesdo celular e o aparecimento do
processo inflamatorio logo apos. A inflamacéo, conforme ja descrito, costuma ser
divida em duas fases: inflamacdo aguda e a inflamagéo cronica. A inflamagéo
aguda se refere a resposta inicial; a leséo tecidual é mediada pela liberacdo de
autacoides também chamados de hormdnios locais que sao substancias
produzidas no proprio local da inflamacédo, que precede o desenvolvimento da
resposta imune (FURST & MUNSTER, 2003).

Durante a lesdo, h4 a liberacdo de eritrocitos, plaquetas e leucdcitos.
Dentre, os leucécitos, encontram-se 0s mastocitos que sdo células produtoras e
secretoras de substancias algogénicas: a serotonina, a histamina, as células
lesadas também produzem a bradicinina (um peptideo fortemente algogénico) e
substancias irritantes como os autacdides (prostaglandinas, prostaciclinas e

outros metabolitos produzidos na cascata do acido araquiddnico).

Com a despolarizagdo dos nociceptores, ha a producéo, pelas proprias
terminagcbes nervosas, de prostaglandinas e de neuropeptideos, a exemplo da
substancia P e do peptideo CGRP, os quais provocam vasoditalagdo local,
eritema, com o prolongamento da dor e também causando edema. Essas agdes

provocam a reacgdo inflamatéria neurogénica (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo geral da dor. A figura representa os principais mediadores
liberados que sdo capazes de sensibilizar os nociceptores (Fibras Ad e C)
Modificado de Julius & Basbaum, 2001.

Assim, a dor tem levado ao descobrimento de multiplos mediadores
envolvidos neste processo, além de um extraordinario progresso no entendimento
dos mecanismos de acdo dos neurotransmissores e drogas envolvidas na sua
modulacao central e periférica (LEVINE & TAIWO, 1994; WOOD & DOCHERTY,
1997; MILLAN, 1999). Neste sentido, muitos esforcos tém sido dedicados,
buscando compreender os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na

origem da dor.

Neste contexto, substancias capazes de diminuir a condi¢do inflamatéria
podem ser empregadas no tratamento contra a dor, com o intuito de inibir a
producéo de mediadores inflamatérios, ou ainda, no bloqueio das atividades das
fibras aferentes, como os bloqueadores dos canais i6nicos. Na verdade, a grande
maioria dos farmacos presentes no mercado que sao utilizados para o controle da
dor, possuem um cunho antiinflamatério (MENDELL & SAHENK, 2003). As

drogas antiinflamatérias ndo esteroidais (DAINES) constituem um bom exemplo
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do inacabado cenério da busca pelo analgésico ideal. As drogas inibidoras da
COX-2, de cunho mais especifica, ainda ndo tém mostrado efeitos satisfatérios
devido aos seus efeitos colaterais, como acado citotoxica direta, além do risco
potencial de problemas cardiovasculares (MUCKHERJEE, 2002; TOMISATO et
al., 2004). Mais recentemente, tem-se investigado a utilizacéo clinica de DAINES
combinados com opidides (MIRANDA et al.,, 2005) ou 6xido nitrico (MILLER &
MEGSON, 2007). Além disso, as descobertas sobre a COX-3 abrem uma nova
perspectiva de explicagdo dos mecanismos centrais de inibidores da dor e febre
(CHANDRASEKHRAN, 2002).

1.5. Relevancia e justificativa

O estudo dos mecanismos e dos mediadores envolvidos no processo
inflamatoério vem sendo alvo de inUmeras pesquisas ao longo dos ultimos anos.
Assim, o estudo de substancias naturais que possam interferir neste complexo

processo hioldgico € de extrema relevancia.

Vale ressaltar que a pesquisa de atividades bioldgicas, seja no processo
inflamatdrio e/ou analgésico, com lectinas de algas vermelhas € algo novo, onde,

somente nos ultimos anos vem se desenvolvendo.

Nesse contexto, em fungdo do interesse crescente pelo estudo das
lectinas, somado aos dados da literatura, que mostram seus efeitos sobre o0s
eventos celulares e vasculares do processo inflamatério com envolvimento de
varios mediadores, este estudo pode sugerir uma aplicabilidade biotecnolégica
para lectinas na construcdo de medicamentos alternativos com propriedades

antiinflamatorias para varias condi¢des fisiolégicas e patologicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a atividade antiinflamatdria e antinociceptiva da lectina obtida da
alga vermelha Hypnea cervicornis (HCA) em modelos experimentais de

inflamacéo e dor.

2.2. Especificos

e Avaliar a atividade da HCA sobre a migragdo de neutréfilos induzida por

estimulo inflamatdrio indireto (carragenina) e direto (fMLP);

e Estudar o efeito da HCA sobre o edema de pata induzido por carragenina e

dextrana;

¢ Investigar o envolvimento do dominio lectinico no possivel efeito da HCA

nos modelos utilizados;

e Avaliar a importancia da estrutura tridimensional da lectina na possivel

efetuacao da resposta antiinflamatoria;

e Avaliar o efeito da HCA sobre o rolamento e adesado dos leucécitos no

endotélio vascular;

e Estudar a participagdo do Oxido nitrico na possivel atividade

antiinflamatoéria da lectina;

e Estudar o efeito da HCA na liberagé@o de substancias quimiotéticas através

da dosagem de citocinas pro-inflamatdrias;

e Investigar um possivel efeito antiinflamatério direto da HCA sobre os

neutrofilos através do modelo de quimiotaxia in vitro;

e Avaliar atividade antinociceptiva da HCA em modelos experimentais de

estimulos quimicos (acido acético, formalina) e térmico (placa quente);

e Investigar a atividade da HCA no modelo de rota rod;

50



e Avaliar efeitos sistémicos do tratamento com a HCA através dos seguintes
parametros: leucograma, massa corplrea, aspectos macroscopicos de

orgaos vitais, funcdo renal, fungéo hepatica e presséo arterial.
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3. MATERIAIS

3.1. Lectina

Espécies de Hypnea cervicornis J. Agardh (Rhodophyta, Gigartinales,
Hypneaceae) foram coletadas na praia do Pacheco na costa Atlantica do Estado
do Ceara e identificadas por critérios ja estabelecidos (TAYLOR, 1960; JOLY,
1965), pelos Professores: Alexandre H. Sampaio e Wladimir R. L. Farias no

Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara.

Apos a coleta o material foi limpo dos epifitos, imediatamente transportado

e armazenado a -20°C até o uso.

O isolamento e purificagdo foram realizados como descrito anteriormente
(NAGANO et al.,, 2005a), atraves de cromatografia de troca idnica do tipo
Sephacel-DEAE e por espectometria de massa (MALDI-TOF) no Laboratério de
Moléculas Biologicamente Ativas (BiolMoLab) do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (UFC), sob a coordenacédo do professor Dr. Benildo Sousa

Cavada.

3.2. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos,
pesando entre 25 a 35 gramas, nos experimentos de nocicepgao. Ratos Wistar
(Rattus novergicus) machos com peso entre 150 a 220 g, nos demais
experimentos. Todos os animais foram provenientes do Biotério Central do
Campus do Pici — UFC e mantidos no Biotério setorial do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Ceard (UFC). Todos foram acondicionados em gaiolas apropriadas, sob
condicbes adequadas de luz e temperatura, permanecendo nas mesmas

condi¢cdes ambientais durante os experimentos.

Os protocolos utilizados nesse trabalho estaréo de acordo com os padrdes

éticos estabelecidos pelo comité de ética da Universidade Federal do Ceara.
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3.3. Drogas e reagentes

e Acido acético (PA - Grupo Quimica Brasil);

e Acido etilenodiamino tetra-acético (Merck);

e Acido sulftrico (Merck);

e Albumina sérica bovina (Sigma);

e Alcool iodado;

e Aminoguanidina (Sigma);

¢ Anticorpo biotinilado de interleucina 1 (Dako);
e Anticorpo biotinilado TNF-a (Dako);

¢ Avidina — horseradish peroxidase (Dako A/S, Denmark);
¢ Azul de Tripan (Merck);

e 1,2-Fenilenodiamino (Sigma);

e Carragenina (Sigma);

¢ Dextrana (Sigma);

¢ Diazepam (Roche);

¢ Eosina (Reagen);

e Formol (PA — Merck);

e Gradiente de Ficoll Hypaque (Sigma);

¢ Gradiente de Percoll 65% (Sigma);

¢ Hematoxilina (Reagen);

¢ Heparina (ampolas de 5.000 Ul/ml; HEPARIN®) (Cristalia -Brasil);
e L-Nitro-Arginina (Sigma);

e MIP-2 (Peprotech)

e Mucina (submaxilar bovina) (Sigma);
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¢ N-1-Natftil-etilenodiamino-dihidrocloreto 1 % (Sigma);

¢ N-Formil-Metil-L-Metionil-L-Leucil-L-Fenilalanina (fMLP) (Sigma);

¢ Dihidrocloreto de 1,2-fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD) (Sigma);
¢ Perdxido de Hidrogénio (Merk);

« Kits laboratoriais para dosagem: Uréia, Creatinina, AST, ALT. (LABTEST®);
¢ Solucao Salina — Cloreto de sédio estéril a 0,9% (Pharmace);

e Solucéo de Turk (Acido acético e violeta de genciana-Isofar)

e Soro de cabra (Peprotec);

e Soro de carneiro (Peprotec);

¢ Sulfanilamida (Sigma);

¢ Sulfato de morfina (Cristalia-Brasil);

e Tribromo etanol (Sigma);

e Tween 80 (Merck);

3.4. Equipamentos e materiais

Agitador para tubos de ensaio mod. TEO89 (MARCON);

Agitador magnético Thermolyne, mod M37510/26

e Balanca para pesagem dos animais, modelo ID-1500 (FILIZOLA);
e Balanca analitica, digital modelo 260 (MARTE);

e Banho -maria modelo 100 (FANEN);

e Camaras de Boyden;

e Céamara de Neubauer;

e Canulas de polietileno (PE 50);

e Citocentrifuga mod. 248 (FANEM);

e Estufade COy;

95



Membrana de policarbonato (5um Milipore Corp., Bedfor, MA);
Microcamara de 48 pogos (NEUROPROBE Inc. CABIN JOHN, MD);
Rota Rod (insight)-Brasil;

Microscépio Optico binocular;

Pletismémetro Hugo Basile (7140);

Power Lab/8sp, AD Instruments®;
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4. METODOS

4.1. Estudo da atividade antiinflamatéria

4.1.1. Avaliacdo do efeito da HCA sobre a migracdo de neutrofilos para
cavidade peritoneal induzida por agente quimiotatico indireto (Cg) e direto
(fMLP)

Os animais (ratos Wistar machos) receberam por via intraperitoneal (i.p.)
os estimulos inflamatérios: Cg (500 pg/cavidade) ou fMLP (500 nmol) dissolvidos
em 1 mL de salina estéril. A migragcdo de neutroéfilos foi avaliada 4 horas (h) apos.
Para tanto, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida,
as células presentes na cavidade peritoneal foram coletadas através da lavagem
desta injetando-se 10 mL de salina contendo 5 Ul/mL de heparina. Os abdomens
dos animais foram levemente massageados, e através de uma incisao foram

coletados cerca de 7 mL de fluido peritoneal, com pipeta Pasteur de plastico.

As contagens total e diferencial dos leucdcitos foram realizadas conforme
metodologia descrita anteriormente por Souza & Ferreira (1985). Neste
procedimento, 20 pL do fluido coletado de cada animal foram diluidos em 380 uL
do reagente de Turk e posteriormente usados para a contagem total de leucdcitos
em camara de Neubauer. A contagem diferencial das células foi realizada através
de esfregagos corados em laminas. Para tanto, 50 pL do exsudato foram
centrifugados em citocentrifuga a 400 x g, durante 10 min, ap0s este processo 0s
esfregacos foram corados pelo método da hematoxilina-eosina (HE) e as células
contadas através de microscopia éptica sendo os resultados expressos como a

média + E.P.M. do nimero de células x 10*/mL de fluido peritoneal.

A HCA (102, 10", 1 e 10 mg/Kg) foi administrada por via endovenosa
(e.v.), 30 minutos antes da injecdo dos agentes inflamatérios. Para controle
negativo do experimento foram utilizados ratos que receberam salina estéril e.v. e
i.p. Dexametasona (1 mg/Kg; s.c.) foi utilizada como antiinflamatério de referéncia,

sendo injetada uma hora antes da Cg.
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4.1.1.1. Avaliacao da participacdo do sitio de ligagdo & mucina da lectina de

Hypnea cervicornis sobre a migracdo de neutréfilos

A administragdo da HCA associada a mucina (glicoproteina ligante), neste
modelo e nos proximos a serem descritos, teve como objetivo investigar o
envolvimento do dominio lectinico nos efeitos da HCA. Para tanto, HCA (1 mg/Kg)
sozinha ou em solugdo de mucina (5 mg/mL), foi incubada overnight & 37°C e
posteriormente administrada e.v. (0,1 mL) 30 min antes da inje¢éo i.p. de Cg (500
pg/cavidade). Os controles experimentais receberam os seguintes tratamentos:
salina e.v e Cg i.p. (controle positivo), somente.salina i.p. (controle negativo) e
solugdo de mucina e.v. (5 mg/mL; incubada overnight a 37°C) e Cg i.p.. A

migracdo de neutrdfilos foi avaliada conforme descrito no item 4.1.1.

4.1.1.2. Avaliagcdo da atividade antiinflamatéria da lectina de Hypnea

cervicornis ap6s desnaturacgéo térmica

Para demonstrar a importancia da estrutura tridimensional da HCA para
sua atividade antiinflamatéria foi realizada sua desnaturagéo. Para tanto, HCA na
dose de 1 mg/Kg foi submetida a fervura (100°C) durante 10 min. Em seguida
esta foi injetada e.v. nos animais e 30 min apo6s o estimulo (Cg). A migragédo de
neutrdfilos foi avaliada conforme o item 4.1.1. e os resultados foram comparados

com os obtidos com a lectina ndo desnaturada.

4.1.1.3. Avaliagcdo do efeito da HCA sobre o rolamento e adesdo dos

leucocitos induzidos por Cg na microcirculacdo mesentérica

A avaliacé@o do rolamento e adeséo dos leucécitos ao endotélio vascular foi
realizada por microscopia intravital (BAEZ, 1969; RHODIN, 1986; FORTES et al.,
1991). Camundongos machos receberam HCA na dose de 1 mg/Kg e.v. ou
salina, 30 minutos antes do estimulo inflamatério Cg (500 pg; i.p.).
Resumidamente, os animais foram anestesiados com injecéo i.p. de solugéo

salina contendo 250 mg/kg de tribromo etanol (i.p.). Através de uma inciséo lateral
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cutdnea na cavidade abdominal, o mesentério foi exteriorizado para a observacéo
da microcirculagéo in situ. Os animais foram mantidos sobre uma placa aquecida
(37°C), dotada de area transparente, sobre a qual o tecido foi fixado. A
preparacdo foi mantida imida e aquecida por irrigagdo com solucdo de Ringer-
Locke ou salina estéril a 37°C. A placa aquecida foi mantida sobre o “charriot” de
um microscopio Optico tri-ocular, ao qual estdo acoplados um fototubo, com
sistema de lentes ampliadoras superpostas, um monitor de computador e um
video que permite a projecdo e gravacdo de imagem com aumento final de 3400
vezes (BAEZ, 1969).

Os vasos selecionados para o estudo foram vénulas pdés-capilares com
didmetro variando 10 a 18 pum. Duas horas apds o estimulo inflamatério (Cg), foi
avaliado o rolamento dos leucécitos e o nimero destes aderidos ao endotélio
durante 5 minutos em uma extensdo de 10 um de vénula. Esta extenséo é
definida na tela do monitor: 10 um no tecido correspondem a 3,4 cm na tela
(FORTES et al., 1991), portanto os resultados foram expressos em rolamento
celular/10 pm/min e células aderidas/10 um?. Foram considerados os leucécitos
que permaneceram aderidos ao endotélio vascular por mais de 30 segundos
(GRANGER et al., 1989). Duas determina¢Bes numéricas foram feitas por animal,

estimando-se o resultado como média de ambos.

41.1.4. Estudo do envolvimento do o6xido nitrico na atividade

antiinflamatéria da lectina de Hypnea cervicornis

Para verificarmos a participacdo do oxido nitrico no efeito inibitorio da HCA
sobre a migracdo de neutréfilos foram realizadas as seguintes abordagens

experimentais:

Dosagem do dxido nitrico (NO) no soro dos animais pré-tratados com HCA

Os animais foram tratados e.v. com salina (controle positivo) ou HCA (1
mg/Kg) e 30 minutos apos foi administrado Cg i.p. (500 pg). Quatro horas apos a
administracdo da Cg, os animais foram levemente anestesiados com éter etilico, e

em seguida amostras de sangue foram coletadas do plexo retro orbital através de
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capilares de vidro heparinizados. Apds separagdo por centrifugacdo do sangue
(10 min a 600 xg), o soro foi utilizado para a determinagdo indireta de NO
mensurado pelos niveis de nitrato os quais foram determinados através da
converséao de nitrato (NO3) a nitrito (NO3), pela agdo da enzima nitrato-redutase,
quantificado pela reagéo de Griess (CHEN et al., 2000). Para o ensaio, 40 uL de
soro foram incubados por 12h com 40 uL de tampé&o contendo a enzima nitrato
redutase em placas de 96 pocos. Uma curva padrdo de nitrato de sédio (0,78-200
uM) foi processada da mesma forma realizada para as amostras. A dosagem de
NO; foi realizada pelo método colorimétrico baseado na reacdo de Griess. Para
tal, foram adicionados 80 pL do reagente de Griess (1% Sulfanilamida em 1%
HsPO4,/ 0,1% de N-1-naftil-etilenodiamina dihidrocloreto/ 1% H3PO./ é&gua
destilada, 1:1:1:1) em cada pogo da placa. Foi determinada a absorbancia em
leitor de ELISA em 560 nm. A concentragéo de nitrito foi determinada usando uma

curva padréo realizada com NaNO; e expressa em uM de NO".

Efeito de inibidores da sintese de NO sobre a inibicdo da migracdo de

neutroéfilos pela HCA

Nessa abordagem, 15 min antes da administracéo e.v. de HCA (1 mg/Kg)
0s animais receberam dois inibidores da NOS: L-Nitro-Arginina (L-Nitro; inibidor
inespecifico da NOS) ou aminoguanidina (Amino; inibidor seletivo da NOS
induzida) ambos nas doses de 50 mg/Kg s.c. Apos 30 min da administracdo de
HCA a peritonite foi induzida pela injegao i.p. de Cg (500 ug). Como controles
experimentais foram formados os seguintes grupos de animais tratados com:
salina e.v. e i.p. (controle negativo), salina e.v. e Cg i.p. (controle positivo), HCA
e.v. e Cg i.p. (controle do efeito da HCA) e L-Nitro ou Amino s.c. e Cg i.p.

(controle inibidores). A migragé@o de neutrdéfilos foi avaliada conforme o item 4.1.1.
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4.1.1.5. Avaliacdo do efeito da HCA sobre a liberagdo de citocinas pro-

inflamatoérias (IL-1 e TNF-a) no fluido peritoneal

As concentragbes de TNF-a e IL-1 foram determinadas por “enzime-linked
immunosorbent assay” (ELISA) no liquido peritoneal dos animais pré-tratados e.v.,
30 min antes da inducao da peritonite por Cg (500 ug/cav.), com salina e HCA (1
mg/Kg). Grupo controle negativo recebeu somente salina i.p. Na 2% hora apos a
inducdo da peritonite o fluido peritoneal foi coletado e estocado a -70 ° C para
posterior dosagem das citocinas.

O ensaio para determinacgdo da concentragdo de TNF-a e IL-1 foi realizado
baseado em protocolo j& descrito (TAKTAK et al., 1991). Placas de microtitulagéo
(96 pocgos) foram recobertas com 50 pL de tampéo PBS contendo 2,0 pg/mL do
anticorpo monoclonal (mAb) anti-TNF-a e anti IL-1 (purificado do soro de carneiro;
Peprotec). A placa foi incubada durante uma noite a 4°C. Apds esse periodo, a
placa foi lavada de 3 a 5 vezes com PBS contendo 0,1% Tween 20 (PBS-T; 200
pL/poco), e em seguida foi incubada com 50 pL de solugéo de bloqueio (1% de
albumina bovina) durante 2 h em temperatura ambiente. A placa foi lavada
conforme descrito acima e, em seguida adicionou-se as amostras testes
(triplicata), colhidas do fluido peritoneal. Concentragbes decrescentes de TNF-a e
IL-1 (Peprotec) diluida em PBS-Tween (o primeiro ponto da curva-padrao de TNF-
a e IL-1 utilizado foi de 2000 e 10 pg/mL, respectivamente; diluido em PBS com
0,5% de BSA). A placa foi novamente coberta e mantida durante 12 horas a 4°C.
No terceiro dia, a placa foi lavada por trés vezes e adicionados os anticorpos
biotinilados anti-TNF-a, anti-IL-1 (1:1000 em solu¢é&o de lavagem contendo 1% de
soro de cabra).

Apo6s 1 h de incubagé@o a temperatura ambiente, a placa foi lavada e em
seguida adicionou-se 50 pL de uma solugcdo 1:5000 do conjugado avidina-
horseradish peroxidase diluida em PBS-T. Ap0s incubac¢do por 30 minutos, a
placa foi lavada e incubada com 50 pL do substrato dihidrocloreto de 1,2-
fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD) diluido em tampé&o e adicionado com
0,4 pL de H,0O, 30% por mL.

Apos o desenvolvimento da cor, a reacéo foi interrompida pela adigdo de 75

pL de solugdo de H,SO4 — 1M. A medida da absorbancia foi determinada a 490
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nm. Os resultados foram expressos em pg/mL de TNF-a ou IL-1 com base na

curva padréo obtida.

4.1.2. Avaliagdo do efeito da lectina de Hypnea cervicornis sobre a

quimiotaxia de neutrofilos in vitro

A verificagdo da possivel interacdo direta da HCA com neutréfilos foi feita
utilizando o modelo de quimiotaxia em camara de Boyden (Boyden, 1962). Para
tanto, sangue foi coletado de camundongos por pung¢éo cardiaca e colocado em
tubos estéreis de 5mL contendo EDTA a 2% e mantidos no gelo. Os neutrdéfilos
foram purificados através da utilizacdo de gradiente de Percoll. Em seguida,
essas células foram lavadas com solucdo de Hanks’ por 2 vezes. Posteriormente,
0 sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em meio RPMI. A
contagem total das células foi realizada em camara de Neubauer, a pureza dos
neutréfilos em laminas pela coloracdo com Pandtico e a viabilidade observada por

excluséo em azul de tripan.

Ap6s a separacgdo, 1 x 10° neutréfilos/mL foram ressuspensos em meio
RPMI/BSA (0,01%) e pré-incubados por 1 hora (37°C/CO; 2%) na presenga ou
ndao da HCA (125 e 250 ug/pogo). Em seguida, os neutréfilos foram lavados 2
vezes com solugéo de Hanks’ e ressuspensos em 1mL com RPMI/BSA (0,01%).
O ensaio de quimiotaxia in vitro foi realizado em Camara de Boyden utilizando
como estimulo MIP-2 (10 ng/mL), adicionando-se 28,6 pyL/po¢o no compartimento
inferior da camara. A suspensdo de células (10° células/mL) previamente
tratadas com a lectina, foi colocada (50 uL/pogo) no compartimento superior. Os
dois compartimentos foram separados por uma membrana de policarbonato (5
um Milipore Corp., Bedford, MA). A camara foi incubada (37°C/CO; 2%) por 1
hora. No final do periodo de incubacéo, o filtro foi removido fixado e corado com
HEMA. Os neutrofilos que migraram foram quantificados por microscopia Optica

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

A contagem dos neutroéfilos foi feita em cinco campos aleatérios, para cada
poco, de um total de 6 pogos, por grupo experimental. Em cada experimento

RPMI foi utilizado como controle negativo (migracdo randémica) e MIP-2 (10
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ng/mL) como controle positivo. A migracdo foi expressa como o numero de

neutrofilos por campo.

4.1.3. Avaliagdo do efeito da HCA sobre o edema de pata induzido por

Carragenina e Dextrana

O edema foi avaliado pelos volumes de liquidos deslocados das patas
direitas de cada animal pletismograficamente antes da inje¢cdo dos estimulos
inflamatorios (tempo zero). Em seguida o edema de pata foi induzido por dextrana
ou carragenina (Cg). Estas foram injetadas por via subcutanea (s.c.) intraplantar,
diluidas em 0,1 mL de solucéo salina. A avaliacdo do edema foi feita 1, 2,3 e 4 h
apds a administracdo dos agentes inflamatérios. O edema foi calculado como a
diferenca entre o volume de liquido deslocado pelas patas em um determinado
tempo apos o estimulo e antes do estimulo (tempo zero). As areas sob as curvas
(ASC) também foram calculadas usando o método do trapézio (LANDUCCI et al.,
1995). Os resultados foram expressos em mL e também em unidades arbitrarias
(ASC) e comparados aqueles obtidos das patas dos animais injetados com o

estimulo inflamatério e também com salina (0,1 mL).

HCA (10™ e 1 mg/Kg) foi administrada e.v em 0,1 mL de salina, 30 minutos
antes da Cg (500 ug/ pata) ou dextrana (450 ug/ pata). O grupo controle positivo
recebeu salina estéril e.v. enquanto o grupo controle negativo recebeu salina s.c.
Dexametasona (1 mg/Kg s.c.) 1 hora antes da Cg, foi utlizada como
antiinflamatoério padrdo. O edema foi avaliado e expresso conforme descrito

anteriormente.

4.1.3.1. Participacdo do sitio de ligacdo da lectina de Hypnea cervicornis

sobre o seu efeito anti-edematogénico

HCA (1 mg/Kg) sozinha ou em solugéo de mucina (5 mg/mL), foi incubada
overnight & 37°C e posteriormente administrada e.v. (0,1 mL) 30 min antes da
injecdo intraplantar s.c. de Cg. Os controles experimentais receberam os

seguintes tratamentos: salina e.v e Cg s.c. (controle positivo), salina s.c (controle
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negativo) e solugdo de mucina e.v. (5 mg/mL; incubada overnight & 37°C) e Cg

s.c.. O edema foi avaliado conforme descrito no item 4.1.3.

4.2. Estudo da atividade antinociceptiva

4.2.1. Contorcdo abdominal induzida por acido acético

Camundongos em jejum de solidos por 12 h receberam HCA e.v. nas
doses de 107? 107, 1 e 10 mg/Kg diluidas em salina ou HCA 10" mg/Kg diluida
em solugdo de mucina (5 mg/mL) incubada overnight & 37°C. Grupos controles
receberam salina e.v. (controle negativo) ou morfina (5 mg/Kg) s.c. (controle
positivo). Ap6s 30 min dos tratamentos citados, os animais receberam por via i.p.
solugcéo de 4cido acético 0,6% (10 mL/kg) e apdés 10 minutos o ndmero total de
contor¢cbes abdominais foi determinado por um periodo de 20 minutos (KOSTER
et al.,, 1959). Os resultados foram expressos como as meédias do numero de

contorgdes + EPM.

4.2.2. Teste da Formalina

Formalina 1,2% foi administrada na pata traseira direita de camundongos
(20uL/pata), previamente mantidos em jejum de 12 h. Imediatamente apds a
administragdo da formalina o tempo de lambedura (“licking time”) foi registrado
por cerca de 5 min (fase 1, neurogénica) e de 20 a 25 min (fase 2, inflamatoria)
(HUNSKAAR et al., 1987).

Animais receberam 30 minutos antes da administracdo da formalina: salina
e.v. (controle negativo), sulfato de morfina (5 mg/Kg; controle positivo) e HCA nas
doses de 10", 1 e 10 mg/Kg e.v. diluidas em salina. Os resultados foram

expressos como o tempo de lambedura em segundos + E.P.M.
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4.2.3. Teste da Placa quente

O método da placa quente consiste em colocar camundongos sobre uma
placa aquecida (51 = 1 °C) e observar quanto tempo os animais levam para
manifestar as respostas de saltar e/ou lamber a pata traseira. Sendo este um

teste especifico de nocicepgéo de resposta central (EDDY & LEIMBACH, 1953).

Os animais que apresentaram reagfes ao estimulo térmico, em um
intervalo de tempo de até 20 segundos foram selecionados para o teste. Nesse
modelo, camundongos receberam salina e.v. (controle negativo), sulfato de
morfina (5 mg/Kg) s.c. (controle positivo) e HCA nas doses de 10, 1 e 10 mg/Kg
e.v. no tempo zero (T0), respectivamente. Apds 30 min o tempo de resposta foi
avaliado nos tempos de 30 (T30), 60 (T60), 90 (T90), min, com um tempo de corte
(“cut-off”) de 45 segundos para evitar lesdo na pata do animal. Os resultados

foram expressos como o tempo de reagdo em segundos + E.P.M.

4.2 .4 Teste do rota rod

Esta abordagem foi feita com o objetivo de verificar uma possivel

interferéncia da HCA no sistema locomotor do animal.

Para tanto, os animais foram pré-selecionados 24 horas antes da
realizagdo do experimento, ao serem individualmente posicionados no aparelho
de rota rod (4 rotagdes por minuto). Os animais que permaneceram 2 minutos na

barra foram selecionados para estudo.

Os animais receberam HCA e.v. nas doses de 1 e 10 mg/Kg ou salina
(grupo controle). Diazepam (2 mg/Kg; i.p.) foi utilizado como controle positivo no
experimento. Apos 30 min das injecdes os animais foram colocados na barra,
individualmente, e registrado o tempo de permanéncia no aparelho durante 2 min.
Os resultados foram expressos como o tempo (em segundos) de permanéncia do

animal no aparelho + E.P.M. (DUNHAM & MYIA, 1957).
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4.3. Avaliacado de efeitos sistémicos decorrentes do tratamento endovenoso

com alectina de Hypnea cervicornis

4.3.1. Toxicidade sub-crbnica

Para avaliagdo de possiveis efeitos toxicos da HCA, foram utilizados dois
grupos experimentais. Um grupo recebeu uma solugéo de lectina (1mg/kg) diluida
em solugéo salina durante sete dias por via e.v., obedecendo uma posologia de
tomada diaria Unica. O outro grupo recebeu a mesma quantidade de solucao
salina pela mesma via e posologia.

Apos os sete dias, 0s animais foram pesados e sua massa comparada com
a massa anterior (antes do tratamento) e o resultado sendo expresso como
variagdo de massa corpérea antes e apds os tratamentos. Em seguida, foi
coletado sangue dos animais de ambos os grupos pelo plexo orbital para
avaliacdo do leucograma e dosagens bioquimicas, sendo estes entdo
sacrificados, e seus 6rgdos (figado, coragdo, rim) removidos ainda Umidos e
pesados. O peso de cada 6rgéo foi expresso por cada 100g de massa corporal e
comparado ao grupo controle. O estbmago dos animais foi também removido para
avaliacdo macroscoépica da possivel presenca de Ulceras (SANTUCCI et al., 1994)

Na avaliagdo do leucograma, uma gota de sangue foi colocada sobre
lAminas para a confecgdo de esfregacgos, corados pelo método HE, e destinados a
contagem diferencial das células em microscopio Optico, utilizando a objetiva de
imersdo (aumento de 100 vezes). A contagem total foi feita de acordo com o
método de Souza & Ferreira (1985). Apds este procedimento, obteve-se entdo o
nimero de células x 10%/ mL de sangue.

O restante da amostra de sangue foi centrifugado, e o plasma removido
para realizacdo das dosagens bioguimicas de uréia e creatinina como indicadores
de funcdo renal e avaliagdo da atividade das enzimas AST e ALT, como
indicadores da fungé@o hepética. Todas as dosagens foram realizadas utilizando
“Kits” especificos em aparelhos automatizados pelo laboratério de Bioquimica do

Hospital Universitario Walter Cantidio da UFC.
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4.3.2 Avaliagdo da presséao arterial apos injecdo de Hypnea cervicornis

Ratos machos anestesiados com tribromoetanol foram submetidos a
canulacdo da artéria carétida esquerda por uma cénula de polietileno (PE 50),
preenchida com solugéo salina e heparina (500 Ul/mL), e mantidos em gaiolas
isoladas 24 h antes da avaliagéo da presséo arterial (PA em mmHg).

Apos esse periodo, 0os animais receberam e.v. salina (0,1 mL) ou HCA (1
mg/Kg) e 30 min apds a canula da artéria carétida foi conectada a transdutores de
pressao (MLT 1050, MLT 0380), acoplados a sistema digital de aquisicdo de
sinais biolégicos (PowerLab/8sp, AD Instruments®). Os valores de PA foram
determinados a partir dos registros gravados no micro-computador com o auxilio
do programa Chart® v 4.0 (AD Instruments®, Australia) sendo avaliada por 40 min.

Os resultados foram expressos como PA em mmHg * E.P.M. a cada 10 min.

4.4. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padrdo da
Média). Para a verificagdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada

Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni.

Os resultados da atividade antinociceptiva foram realizados pelo teste-t
Student — Neuman — Keuls. Para todas as analises foi considerado significativo p
< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo da atividade antiinflamatéria

5.1.1. A lectina de Hypnea cervicornis reduz de forma dose-dependente a

migracdo de neutréfilos induzida por carragenina em ratos

A injecé@o e.v. da HCA, 30 min antes do estimulo (Cg), foi capaz de inibir,
de forma dose-dependente, a migragéo de neutréfilos nas doses de 107, 1 e 10
mg/Kg apds a 42 hora da administragdo i.p. de Cg (500ug) no modelo de
peritonite. Essa inibigcdo foi de 55, 81 e 90%, respectivamente. Dexametasona
(Dexa), corticoide utilizado como droga de referéncia, reduziu significativamente a
migracdo de neutrofilos em 75%. O grupo controle positivo (Cg) produziu um
aumento significativo no ndmero de neutrdfilos, comparados ao grupo salina.
(Figura 4).

5.1.2. A associa¢do da HCA ao seu ligante especifico (Mucina) bloqueia seu
efeito inibitorio sobre a migracédo de neutréfilos para a cavidade peritoneal

de ratos

A administragéo i.p. de carragenina (500 pg; Cg), induziu de forma
significativa (p<0,05) uma intensa migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal, quando comparado ao grupo Salina nos quais os animais foram
tratados somente com salina i.p. A migragéo foi inibida em 81% nos animais
tratados e.v. com HCA (1 mg/Kg), 30 minutos antes da aplicacdo do estimulo
inflamatério. Por outro lado, a associacdo da lectina ao seu ligante especifico
mucina, nas condi¢bes de incubacdo ja descritas, bloqueou completamente o
efeito provocado pela HCA neste modelo. Somente mucina administrada e.v., ndo

foi capaz de causar reducéo significativa do nimero de neutréfilos. (Figura 5).
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Figura 4 — Lectina de Hypnea cervicornis reduz de forma dose-dependente a migracdo de
neutréfilos (MN) induzida por carragenina em ratos. Os animais foram tratados com HCA (107,
107, 1 e 10 mg/Kg; e.v) ou dexametasona (1 m/Kg; s.c.; Dexa) 30 min ou 1 h antes da Cg (500ug;
i.p.). A MN foi avaliada 4 horas apés a Cg. O grupo controle positivo (-) recebeu Cg i.p. e salina
e.v.; controle negativo (Salina) salina i.p. As barras representam a média do nimero de neutrdfilos
+ E.P.M. de 6 animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica comparado com o grupo
Salina e # comparado com o grupo Cg. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 5 — Associacdo da HCA ao seu ligante especifico (Mucina) bloqueia seu efeito
inibitorio sobre a migracdo de neutréfilos (MN) para a cavidade peritoneal de ratos. Os
animais receberam HCA (1 mg/Kg) sozinha ou em solugdo de mucina, 30 minutos antes da
injecdo de Cg. O grupo controle positivo (Cg) recebeu salina e.v. e 0 grupo mucina recebeu
somente solugdo de mucina e.v. (1 mg/Kg). A MN foi avaliada 4 horas apés a Cg. As barras
representam a média do nimero de neutréfilos £ E.P.M. de 6 animais por grupo. * p<0,05 indica
diferenca significativa quando comparado ao grupo Salina, # comparado ao grupo Cg e & ao grupo
tratado com HCA sozinha. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.1.3. A desnaturacédo térmica da lectina de Hypnea cervicornis inibe sua
atividade antiinflamatdria no modelo de peritonite induzida por carragenina

em ratos

A exposicao da lectina de Hypnea cervicornis (HCA; 1 mg/Kg) ao
tratamento térmico (100°C/10min) aboliu completamente o seu efeito inibitério
sobre a migracao de neutrofilos. Conforme ja demonstrado, HCA (1 mg/Kg; e.v.)
diminuiu em 74% a migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal. Enquanto
que, a administragéo i.p. de carragenina (500 ng), induziu de forma significativa
uma intensa migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal, gquando
comparado ao grupo Salina, nos quais os animais foram tratados somente com

salina i.p. (Figura 6).

5.1.4. Lectina de Hypnea cervicornis apresenta atividade antiinflamatéria de

forma dose-dependente no modelo de peritonite induzida por fMLP em ratos

A lectina de Hypnea cervicornis inibiu a migracdo de neutrofilos de forma
significativa no modelo de peritonite induzida por fMLP, nas doses de 101, 1e10
mg/Kg apoés a 42 hora da administracéo i.p. de fMLP (500 nmol). Essa inibig&o foi
de 71, 78 e 83%, respectivamente. O grupo controle positivo (fMLP) produziu um
aumento significativo no numero de neutrofilos, comparados ao grupo Salina.
(Figura 7).
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Figura 6 — Desnaturacao térmica da HCA inibe sua atividade antiinflamatéria no modelo de
peritonite em ratos. Os animais receberam HCA (1 mg/Kg e.v.), desnaturada (100°C/10 min) ou
nao, 30 min antes da injegdo i.p. de Cg (500 ug/cav). O grupo controle positivo (Cg) recebeu Cg
i.p. e salina e.v. e o controle negativo (Salina) salina i.p. As barras representam a média do
nimero de neutréfilos + E.P.M. de 6 animais por grupo. * p<0,05 indica diferenga significativa
guando comparado ao grupo Salina, # comparado ao grupo Cg e & ao grupo tratado somente com
HCA nédo-desnaturada. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 7 — HCA reduz a migracédo de neutréfilos induzida por fMLP em ratos de forma dose-
dependente. Os animais foram tratados com HCA (10%, 10, 1 e 10 mg/Kg; e.v) 30 min antes do
fMLP i.p. (500 nmol). O grupo controle positivo ( - ) recebeu fMLP i.p. e salina e.v.; o controle
negativo (Salina) somente salina i.p. As barras representam a média do n° de neutréfilos = E.P.M.
de 6 animais/ grupo * p<0,05 indica diferenca estatistica comparado com o grupo Salinae # com
o grupo fMLP. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.1.5. Lectina de Hypnea cervicornis diminui o rolamento e adesédo de

leucdcitos ao endotélio vascular do mesentério de camundongos

Apds 2h a injegdo a Cg (500 ug; i.p.) induziu um significante aumento no
rolamento e na adesdo dos leucdcitos ao endotélio, quando comparada aos
animais que receberam somente Salina. O pré-tratamento dos animais com HCA
(2 mg/kg; e.v.) promoveu uma significante diminui¢do, tanto no rolamento (83%),

quanto na adeséo (72%) dos leucdcitos avaliados 2h apds o estimulo (Figura 8).

5.1.6. O tratamento com HCA aumenta os niveis sanguineos de 6xido nitrico

em ratos

A lectina de Hypnea cervicornis induziu um aumento significativo (100 %)
nos niveis de nitrito na 42 hora apds sua injegcdo, em soro de animais com
peritonite induzida por Cg, quando comparado ao grupo que recebeu somente
salina. A administracdo de carragenina ndo modificou os niveis de nitrito em

relacdo ao grupo tratado com salina (Figura 9).

5.1.7. A atividade antiinflamatdria da lectina de Hypnea cervicornis depende
da producdo de Oxido nitrico: aminoguanidina e L-Nitro-Arginina revertem

sua atividade

Aminoguanidina e L-Nitro-Arginina foram capazes de inibir em 47% e 40%,
respectivamente, e de forma significativa, a atividade antiinflamatéria da HCA
quando comparada ao grupo que recebeu a lectina sem um inibidor da sintese de
NO. Tanto aminoguanidina quanto L-nitro-arginina quando administradas
sozinhas, potencializaram de forma significativa a migracdo de neutrofilos

induzida por carragenina (Figura 10).
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Figura 8 — Lectina de Hypnea cervicornis diminui o rolamento e adesdo de leucécitos ao
endotélio vascular do mesentério de camundongos. Os animais foram tratados com HCA (1
mg/Kg; e.v.) 30 min antes do estimulo (Cg; 500 ug/cav). O rolamento (painel A) e a adeséo (painel
B) leucacitaria foram avaliados por microscopia intravital no mesentério 2h, apos injecao de Cg ou
Salina i.p. Os valores representam média + E.P.M. de 6 animais por grupo. * p<0,05 indica
diferenca estatistica comparado com o grupo Salina e # comparado com o grupo Cg. (ANOVA,
teste de Bonferroni).
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Figura 9 — Lectina de Hypnea cervicornis induz aumento de NO no sangue de ratos. Os
animais foram tratados e.v. com HCA (1,0 mg/Kg) ou salina (-) 30 min antes da Cg i.p. (500
pg/cav.). O controle negativo (Salina) recebeu somente salina i.p. Apos 4 horas da Cg, o soro dos
animais foi coletado para dosagem de éxido nitrico (NO) através da reacdo de Griess. As barras
representam a média da concentragdo de nitrito em pM + E.P.M. de 6 animais por grupo. #
p<0,05 comparado com o grupo Salina e Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 10 — Aminoguanidina e L-nitro revertem o efeito antiinflamatério da lectina de
Hypnea cervicornis no modelo de peritonite induzida por Cg em ratos. Os animais foram
tratados com salina (0,5 mL s.c.; Cg), L-Nitro-Arginina (50 mg/Kg s.c.; L-Nitro) ou Aminoguanidina
(50 mg/Kg s.c.; Amino) 15 min antes da administracao da HCA (1 mg/Kg e.v.). Apés 30 min da
injecdo de HCA a Cg (500 pg/cav.) foi administrada i.p. O controle negativo (Salina) recebeu salina
i.p. A migracdo de neutrofilos foi avaliada 4 horas apos a Cg. As barras representam a média do
nimero de neutréfilos + E.P.M. de 6 animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca significativa
guando comparado ao grupo Salina, # comparado ao grupo Cg e & ao grupo tratado somente com
HCA. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.1.8. A lectina isolada de Hypnea cervicornis néo interfere nos niveis das
citocinas TNF-a e IL-1 no fluido peritoneal de ratos estimulados com

carragenina

O agente inflamatorio (Cg), quando administrada i.p., induziu um aumento
significativo (p< 0,01) nas concentragBes das citocinas pro-inflamatérias (TNF- a e
IL-1), quando comparados ao grupo que recebeu somente salina. O pré-
tratamento endovenoso com a HCA na dose de 1 mg/Kg nédo foi capaz de

promover diminuicdo nos niveis destas citocinas no fluido peritoneal (Figura 11).

5.1.9. Lectina de Hypnea cervicornis ndo altera a quimiotaxia in vitro
induzida por MIP-2

MIP-2 na concentragdo de 9,0 ng/mL foi efetiva em induzir de forma
significativa a quimiotaxia em cadmara de Boyden, Entretanto, a pré-incubacao
dos neutréfilos com a HCA em nenhuma das concentragdes testadas (125 e 250
pg/mL), foi capaz de inibir a a quimiotaxia induzida por MIP-2 . RPMI foi utilizado

como controle negativo (Figura 12).
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Figura 11 — Lectina de Hypnea cervicornis ndo altera os niveis de TNF-a e IL-1 no fluido
peritoneal de animais no modelo de peritonite induzida por carragenina. Os animais foram
tratados com HCA (1 mg/Kg; e.v.) ou salina 30 min antes do estimulo (Cg; 500 ug/cavidade). As
dosagens das citocinas foram feitas no exsudato peritoneal coletado 2h apés a injecdo da Cg.
Painel A: niveis de TNF-a. Painel B: Niveis de IL-1. As barras representam média + E.P.M. de 6
animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica comparado com o grupo Salina. (ANOVA,

teste de Bonferroni).
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Figura 12 — Lectina de Hypnea cervicornis nado inibe a quimiotaxia de neutroéfilos induzida
por MIP-2 in vitro. MIP-2 foi utilizada como utilizadas como agente quimiotaticos em
microcamaras de 48 pogos. Os neutréfilos foram incubados com HCA (125 e 250 pg/mL) 30 min
antes da adicdo de MIP-2. As barras representam a média + E.P.M. do nimero de neutréfilos por
campo de um total de cinco campos por poco (6 pogos por grupo). RPMI foi utilizado como
controles negativo. *p< 0,05 comparado ao grupo RPMI. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.1.10. A lectina de Hypnea cervicornis inibe o edema de pata induzido por

carrag enina em ratos

Animais que receberam injegao intraplantar s.c. de Cg (500ug/pata)
apresentaram intenso edema, a partir da 12 hora seguido de um pico na 32 hora
(p<0,001) comparado ao grupo salina. Somente na dose de 1 mg/Kg, HCA foi
capaz de inibir significativamente (p<0,01) o edema induzido por Cg. Essa
reducao foi mais eficiente na 32 hora apds o estimulo (72%). Dexametasona, um
corticéide utilizado como droga de referéncia, também apresentou uma reducao

significativa (64%) do edema induzido por Cg. (Figura 13).

5.1.11. A associacdo da HCA ao seu ligante especifico inibe sua atividade

antiedematogénica em ratos

A administragdo s.c. de Cg (500 ug/pata) induziu de forma significativa um
intenso edema, principalmente na 32 hora quando comparado ao grupo salina
(p<0,05). Esse edema foi inibido 72% pelo tratamento dos animais 30 min antes

do estimulo com HCA (1,0 mg/Kg; e.v.).

O efeito antiedematogénico da HCA foi totalmente bloqueado quando esta
foi administrada e.v. em solugdo incubada a 37°C overnight contendo seu ligante
especifico Mucina. Em acréscimo, a Mucina, administrada sozinha, 30 min antes
da Cg nado apresentou nenhum efeito sobre o desenvolvimento do edema

induzido pela Cg. (Figura 14).

5.1.12. A lectina de Hypnea cervicornis ndo reduz a atividade edematogénica

induzida por dextrana

A injecdo intraplantar de dextrana (450 ug/pata) em ratos foi capaz de
produzir um intenso edema, comparado ao grupo salina, principalmente na
primeira hora apos a aplicagdo (p<0,001). O tratamento dos animais 30 min antes
da administragéo de dextrana com a lectina de Hypnea cervicornis nas doses de

10" e 1 mg/Kg e.v. ndo foram capazes de inibir a formacdo de edema (Figura 15).
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Figura 13 — A lectina de Hypnea cervicornis reduz a atividade edematogénica induzida por
carragenina. Os animais foram pré-tratados com HCA (107 e 1 mg/Kg; e.v.) 30 minutos ou 1 h
com dexametasona (1 mg/Kg; s.c.) antes da injegdo de Cg (500 ug/pata). O grupo controle
recebeu 0,1 mL s.c. de salina. No painel A, as curvas representam a variagdo do volume das
patas (mL) + E.P.M. O painel B representa as médias da area sob a curva + E.P.M. de cada grupo.
* p<0,05 indica a diferenca estatistica significante, comparado com o grupo tratado somente com
Salina e # ao grupo que recebeu Cg. (n=6) (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 14 — A atividade antiedematogénica da lectina de Hypnea cervicornis é revertida pela
associacao ao seu ligante especifico mucina. Os animais foram tratados e.v. com HCA (1
mg/Kg) ou HCA (1 mg/Kg) associada ao seu ligante especifico mucina ou somente mucina (1
mg/Kg) 30 minutos antes da injegéo de Cg (500 ug/pata). O grupo controle recebeu 0,1 mL s.c. de
salina. No painel A, as curvas representam a variacao do volume das patas (mL) + E.P.M. O painel
B representa as médias da area sob a curva + E.P.M. de cada grupo. * p<0,05 indica diferenca
estatistica significante comparada com o grupo tratado somente com Salina, # ao grupo que
recebeu somente Cg e & ao grupo HCA sozinha. (n=6) (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 15 — A lectina de Hypnea cervicornis néo reduz a atividade edematogénica induzida
por dextrana. Edema de Pata foi induzido pela injegdo s.c. de dextrana (450ug/pata). Os
animais foram tratados com HCA (10-1 e 1 mg/Kg; e.v) 30 minutos antes da injecdo de
dextrana. O grupo controle recebeu 0,1 mL de salina s.c. No painel A, as curvas representam a
variacdo do volume das patas (mL) + E.P.M. O painel B representa as médias da area sob a
curva + E.P.M. de cada grupo. * p < 0,05 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo
salina. (n=6) (ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.2. Estudo da atividade antinociceptiva

5.2.1. A lectina de Hypnea cervicornis diminui o nimero de contor¢fes
abdominais induzidas por acido acético: associagdo com mucina reverte

esse efeito

HCA nas doses de 10%, 1 e 10 mg/Kg foi capaz de reduzir,
significativamente, o ndmero de contor¢des abdominais induzidas por &cido
aceético quando comparados ao grupo controle. Essa reducéo foi de 62%, 42% e
72%, respectivamente. Morfina também reduziu (91%) significativamente as

contorgdes abdominais.

A associacdo da HCA (10" mg/Kg) ao seu ligante mucina, foi capaz de
inibir completamente seu efeito antinociceptivo quando comparada a dose de 10
mg/Kg diluida em salina. Além disso, a administracdo de Mucina sozinha, néo foi
capaz de promover uma diminuicdo das contorgbes abdominais de forma

significativa. (Tabela 1 e Figura 16).

5.2.2. A lectina de Hypnea cervicornis apresenta atividade antinociceptiva

somente na segunda fase no teste da formalina

Lectina de HCA, somente na dose de 10 mg/Kg, promoveu uma reducgao
significativa do tempo que o animal permaneceu lambendo a pata, somente na
segunda fase do teste da formalina. Essa redu¢cdo em termos percentuais foi de
90% quando comparado ao grupo controle na mesma fase. Morfina foi capaz de
reduzir tanto a primeira fase (71%) quanto a segunda fase (91%) em relacdo ao

grupo controle. (Tabela 2 e Figura 17).
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5.2.3. Lectina de Hypnea cervicornis ndo apresenta atividade antinociceptiva

central avaliada pelo teste da placa quente

Somente morfina foi capaz de aumentar significativamente o tempo de
reacdo no teste da placa quente nos intervalos de tempo de 30 e 60 min.
Enquanto que HCA, nas doses utilizadas, ndo prolongou significativamente o
tempo de reacdo a placa quente nos intervalos de tempo utilizados, quando

comparados ao grupo controle (p<0,05). (Tabela 3 e Figura 18).

5.2.4. A coordenagdo motora de camundongos ndo é afetada pela

administragao da lectina de Hypnea cervicornis.

Entre os grupos salina e HCA (1 e 10 mg/Kg) administrados e.v., em
camundongos, 30 min antes de serem colocados na barra, ndo houve diferenca
estatistica significante (p>0,05). Somente diazepam (2 mg/Kg; i.p.) mostrou uma
perda da coordenagdo motora significativa pelos animais nesse teste, quando

comparados aos do grupo controle (p<0,05). (Tabela 4 e Figura 19).
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N° de Contorgdes

Grupo Dose (mg/Kg; via) % de inibicéo
(20 min)

Controle - 23,9+2,6 -
Morfina 5; s.C. 2,2+0,5 01
Mucina 10; e.v. 23,8+2,5 -

HCA
107; e.v. 19,0+ 2,6 20
10%; e.v. 92+12° 62
1; e.v. 13,9+2,1° 42
10; e.v. 68+1,7* 72
HCA + Mucina 10"+ 5 mg/mL; e.v. 19,6 +2,6% 18

Tabela 1 — Efeito da lectina de Hypnea cervicornis no teste de contorcdes abdominais
induzido por acido acético em camundongos. Os valores representam a média + E.P.M do
nimero de contorcdes abdominais durante 20 min, comecados a contar apos 10 min da
administracdo do &cido acético. Os animais foram tratados 30 min antes do &cido acético com
mucina (5 mg/mL; e.v.) ou morfina (5 mg/Kg; s.c.) ou HCA (10-2, 10-1, 1 e 10 mg/Kg; e. v.) em
solucdo salina ou HCA (10™ mg/Kg; e.v.) associada a mucina, respectivamente. Foram utilizados
6-11 animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado ao
grupo controle e # quando comparado ao grupo 10" mg/Kg. (Test Student — Neuman — Keuls).

86



I Controle (AC-0,6%)

T Mucina - 10 mg/Kg
30— B Morfina - 5 mg/Kg
B HCA - mg/Kg

# MHCA - 10'lmg/Kg + Mucina

N
o
1

N° de contorgdes
abdominais/ 20 min
[y
o
|

102 10 1 10 107

HCA (mg/Kg)

Figura 16 — A lectina de Hypnea cervicornis diminui o niamero de contor¢des induzidas por
Acido acético: mucina reverte esse efeito. Os animais foram tratados 30 min antes do acido
acético (AC) com mucina (10 mg/Kg; e.v.) ou morfina (5 mg/Kg; s.c.) ou HCA (107, 10, 1 e 10
mg/Kg; e. v.) em solucéo salina ou HCA (10" mg/Kg; e.v.) associada a mucina, respectivamente.
As barras representam a média do nimero de contor¢bes + E.P.M. de 8-11 animais por grupo. *
p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo controle AC e #
guando comparado ao grupo 10-1 mg/Kg. (Test Student — Neuman — Keuls).
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Dose 12 fase % de 22 fase % de
Grupo
(mg/Kg; via)  (0-5min) inibicdo  (20-25 min)  inibicéo
Controle - 68,2+3,1 - 57,4+5,8 -
Morfina 5; s.c. 19,4+ 3,4 72 0,9+0,5 98
HCA
10%; e 62,8 +3,8 8 69,7 + 4,3 -
1; ev 58,0+4,0 15 51,5+5,6 10
10; e.v. 584+44 14 11,6 +4,2* 80

Tabela 2 — Efeito da lectina de Hypnea cervicornis no teste da formalina em camundongos.
Os valores representam a média = E.P.M do tempo de lambedura em segundos de cada fase. Os
animais foram tratados 30 min antes da injecao de formalina (1,2%) com salina (controle; e.v.) ou
morfina (5 mg/Kg; s.c.) ou HCA (10", 1 e 10 mg/Kg, e.v.), respectivamente. Imediatamente apos a
administracdo da formalina o tempo de lambedura foi registrado por cerca de 5 min (12 fase) e de
20 a 25 min (22 fase). Foram utilizados 6-11 animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca
estatistica significante quando comparado ao grupo controle. (Test Student — Neuman — Keuls).
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I Controle
I morfina - 5 mg/Kg
I HCA - mg/Kg

tempo de lambedura (s)

101 1 10 mg/kg
12 Fase 22 Fase

Figura 17 — A lectina de Hypnea cervicornis apresenta atividade analgésica periférica no
teste da formalina. Os animais foram tratados 30 min antes da injecao de formalina (1,2%) com
salina (controle; e.v.) ou morfina (5 mg/Kg; s.c.) ou HCA (10", 1 e 10 mg/Kg, e.v.),
respectivamente. Imediatamente ap0s a administracdo da formalina o tempo de lambedura foi
registrado por cerca de 5 min (12 fase) e de 20 a 25 min (22 fase). As barras representam a média
do tempo de lambedura + E.P.M. de 8-11 animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica
significante quando comparado ao grupo controle formalina (Test Student — Neuman — Keuls).
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Dose Tempo de reacéao (s)

Grupo
(mg/Kg; via) 0 min 30 min 60 min 90 min
Controle - 138+15 175+23 13,7+25 179+3/4
Morfina 5; s.c. 16,009 38,5+3,6* 34,3+4,0¢ 196+2,6
HCA
107 e.v. 17,4+1,0 154+11 16,6+3,0 162%26
1; ew. 16,5+ 0,6 16,7+18 134+15 183z%1,1
10; e.v. 16,2+1,1 183+14 18,4+2,0 19,1+3,3

Tabela 3 — Efeito da lectina de Hypnea cervicornis no teste da placa quente em
camundongos. Os valores representam a média + E.P.M do tempo de reacdo em segundos (s).
Os animais foram tratados 30 min antes do teste com salina (controle positivo; e.v.) ou morfina (5
mg/Kg; s.c.; controle negativo) ou HCA (107, 1 e 10 mg/Kg; e.v.), respectivamente. O tempo de
reacao que consiste em 0s animais saltarem ou lamberem as patas traseiras ap0s serem
colocados na placa quente (51 = 0,5 °C) foi registrado antes (t=0) e 30, 60, 90 min apés o
tratamento. Foram utilizados 6-11 animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica
significante quando comparado ao grupo controle. (Test Student — Neuman — Keuls).
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Figura 18 — A lectina de Hypnea cervicornis ndo apresenta atividade analgésica no teste da
placa quente. Os animais foram tratados 30 min antes do teste com salina (controle positivo; e.v.)
ou morfina (5 mg/Kg; s.c.; controle negativo) ou HCA (10-1, 1 e 10 mg/Kg; e.v.), respectivamente.
O tempo de reagdo a qual consiste em os animais saltarem ou lamberem as patas traseiras ap6s
serem colocados na placa quente (51 + 0,5 °C) foi registrado antes (t=0) e 30, 60, 90 min ap6s o
tratamento. As barras representam a média do tempo de reacdo em segundos * E.P.M. de 6-11
animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo
controle (Test Student — Neuman — Keuls).
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Dose

Tempo de permanéncia

Grupo
(mg/Kg; via) na barra (s)
Controle - 119,6 £ 0,3
Diazepam 0,5; s.c. 18,5+ 5,1*
HCA
1; e.v. 1175+1,2
10; e.v. 118,4 + 0,7

Tabela 4 — Efeito da lectina de Hypnea cervicornis no teste do rotarod em camundongos. Os
valores representam a média + E.P.M do tempo de permanéncia na barra em segundos (s) durante
2 minutos. Os animais receberam 30 min antes de serem colocados sobre a barra: salina (controle;
e.v.) ou diazepam (2 mg/Kg; i.p.) ou HCA (1 e 10 mg/Kg, e.v.), respectivamente. Foram utilizados 8
animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo

controle. (Test Student — Neuman — Keuls).
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Figura 19 — A coordenacdo motora de camundongos néo é afetada pela administracdo
da lectina de Hypnea cervicornis. Os animais receberam 30 min antes de serem colocados
sobre a barra: salina (controle; e.v.) ou diazepam (2 mg/Kg; i.p.) ou HCA (1 e 10 mg/Kg; e.v.),
respectivamente. Os valores representam a média + E.P.M do tempo de permanéncia na barra
em segundos (s) durante 2 minutos. Foram utilizados 8 animais por grupo. * p<0,05 indica
diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo controle. (Test Student —
Neuman — Keuls).

93



5.1.13. Lectina de Hypnea cervicornis ndo promove toxicidade sub-cronica
em ratos

A injecdo em dose Uunica de HCA (1mg/Kg; e.v.) durante sete dias
consecutivos ndo provocou alteracdo significante na variagdo de massa corporal
dos animais ou no peso dos 6rgdos avaliados (figado, rim e corac¢do), quando
comparado ao grupo controle injetado com salina. Foi observado apos o
tratamento, que todos os 6rgdos mostravam morfologia normal e auséncia de
edema. Além disso, a avaliagdo macroscopica do estbmago demonstrou mucosas
intactas, sem grau de leséo.

As dosagens de uréia e creatinina ndo foram significativamente diferentes
do controle, ocorrendo 0 mesmo com as atividades cinéticas das enzimas
hepaticas (aspartato amino transferase e alanina amino transferase). Como uréia,
creatina e transaminases sdo utilizadas como parametro de avaliagdo renal e
hepatica, respectivamente, isto sugere o funcionamento normal do rim e figado.

A lectina também n&o foi capaz de alterar o ndmero de leucdcitos
circulantes no sangue (leucograma), de forma significativa, quando comparado ao
grupo que recebeu somente salina, sugerindo que esta proteina ndo aglutinou
leucocitos, ou promoveu efeitos secundarios nos tecidos linféides, mantendo

preservado o numero de células de defesa. (Tabela 5).
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®Tratamento (0.1mL; e.v.)

Parametros Salina HCA (1mg/KQg)
Variagédo de peso (g) 13,4 +1,06 11,7 + 1,08
Figado g/100g peso corporal 3,83+0,2 4,31+0,2
Rim g/100g peso corporal 0,37 +0,0 0,36 +0,0
Coragéo g/100g peso corporal 0,32+0,0 0,36 £ 0,0

Leucdcitos totais x 103 mL
Neutréfilos x 10%/mL
Uréia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
AST (UI/L)

ALT (UIIL)

12.579+ 899,70 13.450 * 1354,00
1.550 £ 301,70 1.341+ 278,30

33,83+1,7 38,00+1,1
0,38+ 0,0 0,34+0,0
66,67 + 3,7 68,83+ 3,4
3550+1,2 40,83+ 2,4

Tabela 5 — A lectina de Hypnea cervicornis ndo altera parametros na avali¢cdo da toxicidade
sub-crbnica em ratos. (a) Ratos foram injetados diariamente com uma Unica dose de HCA (1
mg/Kg; e.v.) durante sete dias. Apods este periodo de tratamento os animais foram pesados,
realizada a coleta do sangue para leucograma e dosagens bioquimicas; sacrificados e os 6rgdos
retirados para posterior analise. Os valores representam a média = E.P.M. de 7 animais. (ANOVA,

teste de Bonferroni).
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5.1.14. A injecdo de Hypnea cervicornis ndo promove alteragdo na pressao
arterial de ratos

A administracdo de HCA em ratos submetidos a canulacdo na artéria
carétida ndo alterou a pressao arterial de ratos durante os 40 min de observacéo

quando comparados ao grupo controle que recebeu somente salina e.v. (Figura
20).
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Figura 20 — A lectina de Hypnea cervicornis nao altera a PA em ratos normais. A pressao
arterial (PA) foi avaliada 24 h ap6s a canulacao da artéria carétida dos animais. HCA (1 mg/Kg) ou
salina foram injetadas e.v. 30 min antes do inicio da avalicdo da PA. As curvas representam a
variacdo da PA em mmHg + E.P.M de 6 animais por grupo. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Os neutrofilos sdo os principais leucécitos a participarem na defesa contra
patégenos e sua migracdo dos vasos sangliineos para o tecido lesado é
processo crucial de resposta do hospedeiro contra infecgdes por microoganismos
(MALECH & GALLIN, 1987). Embora estas células tenham um papel protetor na
inflamag&o, o dano ao tecido causado por doengas imuno inflamatorias, é uma
consequéncia deletéria da intensa migracéo de neutréfilos (JONES et al., 1991).

Neste estudo, demonstrou-se que a lectina isolada da alga marinha
vermelha Hypnea cervicornis (HCA) apresenta efeitos antinflamatorios e
antinociceptivos em modelos de inflamacédo (edema de pata e peritonite) e
nocicepcdo (contor¢do abdominal induzida por acido acético e formalina). Os
efeitos da HCA nos modelos de inflamacgéo utilizados, parecem estar relacionados
com a diminuigdo da migracao de leucécitos para o foco da inflamacéo.

Esté descrito na literatura que a carragenina € um agente flogistico indireto
que no peritdnio induz migracdo de neutréfilos dependente da ativagdo de
macrofagos residentes (SOUZA et al., 1988) e o fMLP é um peptideo com
reconhecida atividade quimiotética direta sobre neutréfilos (RIBEIRO et al., 1996).

Assim, no presente trabalho delineou-se investigar o efeito da HCA sobre a
migracdo de neutrdfilos induzida de forma direta e indireta, usando como
estimulos inflamatorios a carragenina e o fMLP, no modelo de peritonite em ratos.

Tanto na peritonite induzida por Cg quanto por fMLP, a HCA nas doses de
10", 1 e 10 mg/Kg demonstrou efeito antiinflamatério ao reduzir de forma
significativa a migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal dos animais,
mostrando similaridade com o corticéide utilizado, dexametasona. Em trabalho
recente, utilizando-se a lectina de Araucaria augustifolia foi demonstrado efeito
antiinflamatorio semelhante (SANTI-GADELHA et al., 2006).

Na resposta inflamatéria aguda ocorre o recrutamento de neutrofilos do
sangue para o tecido injuriado, onde estdo envolvidos processos complexos e
multimediados, nos quais estdo incluidas interacdes sequenciais entre 0s
neutréfilos e células endoteliais e componentes da matriz extracelular. O controle

destes mecanismos envolve a ativagdo de receptores presentes nas células
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endoteliais e sanglineas bem como a expressdo de glicoproteinas adesivas na
membrana celular (McEVER, 1992).

A especificidade molecular dos leucécitos tendo como alvo os locais de
inflamagé@o é mediada pelas lectinas de membranas, selectinas, integrinas, e a
superfamilia de imunoglobulinas, que devido a correlacdo destas com os
mecanismos de interacdo e adesividade entre diversas moléculas, leucdcitos e
células endoteliais, sdo conhecidas como moléculas de adesdo. (SIMON &
GREEN, 2005).

A adesdo ao endotélio € um pré-requisito para a infiltracdo dos neutrofilos
no local da inflamacéo. Este processo € mediado pelas selectinas, que através de
dominios lectinicos reconhecem e interagem de forma especifica com
carboidratos de superficie. Entre as moléculas envolvidas na adeséo firme de
neutréfilos estdo CD11b/CD18 (nos neutrofilos) ou ICAM-1 e VCAM-1 nas células
endoteliais (ROBBINS et al., 2005).

Estudos da base molecular de adesédo de selectinas tém sido focalizados
principalmente no reconhecimento de carboidrato pelo dominio lectinico (FEIZI,
1993; ROZEN & BERTOZZI 1994). A identificacdo de ligantes fisiol6gicos para
selectinas tem sido alvo de muitos estudos, pois como muitas lectinas, as
selectinas podem se ligar a uma variedade de estruturas de carboidratos in vitro
(TEDDER et al., 1995).

Glicoproteinas do tipo mucina parecem desempenhar um papel chave no
processo de interacéo leucdcito-endotélio, provavelmente através da presenca de
carboidratos ligantes de selectinas (PANES et al.,, 1999; LEY 2002; TEDDER et
al.,, 1995). Mannori et al (1995) sugeriram que L- e P-selectinas interagem com
ligantes do tipo mucina em linhagens de células de cancer de colo.

Assim o potencial terapéutico de drogas que tenham como alvo a interagéo
leucocitos-endotélio para o tratamento de doencas inflamatérias agudas e
cronicas parece promissora. O desenvolvimento de drogas seguras e efetivas que
possuam como alvo esses componentes moleculares envolvidos no rolamento e
adesdo dos leucécitos na resposta inflamatoéria pode render um novo campo, com
terapias melhoradas para as desordens associadas com a inflamac&o (PANES et
al., 1999).
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou a importancia da
interacdo leucdécito-endotélio no tocante a atividade antiinflamatéria da lectina
isolada de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL). Esta proteina foi habil em
reduzir o rolamento e ades&o dos leucdcitos no endotéilo vascular mesentérico de
camundongos estimulados com carragenina (NAPIMOGA et al., 2007). Outras
lectinas também foram capazes de reduzir esta interacdo de leucdcitos in vitro e
in vivo (COELHO et al., 2006; SILVA et al., 2006).

De fato, o mecanismo pelo qual a HCA inibe a migracéo de neutrofilos para
a cavidade peritoneal, parece estar relacionado com efeitos vasculares,
considerando que esta lectina foi capaz de reduzir o rolamento e adesao de
leucocitos no endotéilo vascular de animais submetidos a peritonite induzida por
Co.

Reforcando esta ideia, est4 a demonstracdo de que HCA néo foi capaz de
diminuir de forma significativa a concentracdo das citocinas pro-inflamatoérias,
TNF-a e IL-1, no exsudato peritoneal de animais submetidos a peritonite por Cg.
As citocinas TNF-a e IL-1 séo liberadas por células residentes na fase aguda do
processo inflamatorio ativado por estimulos imunes ou ndo-imunes (DINARELLO,
2000). Essas citocinas quando injetadas em diferentes modelos animais induzem
migracdo de neutréfilos (CASALE & CAROLAN, 1999; BOMBINI et al., 2004).
Além disso, a neutralizacdo dessas moléculas ou seus receptores reduzem a
migracdo de leucdcitos induzida por diferentes estimulos inflamatérios (SMEETS
et al., 2005; FELDMANN & PUSEY, 2006). Dessa forma, podemos sugerir que 0
efeito antiinflamatério da HCA no modelo de peritonite, parece ndo estar
diretamente relacionado a eventos ocorridos no foco inflamatério, considerando a
sua incapacidade de interferir na sintese/liberagdo de citocinas pré-inflamatorias

por células residentes.

Conforme ja proposto primeiramente por Assreuy et al (1997) para lectinas
de leguminosas, ha uma relagdo importante de seus carboidratos ligantes com
seus efeitos antiinflamatérios. No presente trabalho, investigou-se o papel do sitio
de ligagdo da HCA ao seu ligante especifico (glicoproteina mucina), no seu efeito
sobre a migracdo de neutréfilos no modelo de peritonite induzido por Cg. Os
resultados, demonstraram que quando a HCA foi injetada associada a mucina,

seu efeito antiinflamatério era totalmente abolido. Estes dados sinalizam para a
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hipétese do envolvimento do sitio ligante da HCA a mucina no seu efeito inibitorio
sobre a migragcdo de neutrdfilos. Reforcando esta especulagdo, estdo as
demonstracfes da importancia do sitio ligante a carboidratos de outras lectinas
para a elicitagdo de seus efeitos bioldgicos, quer sejam pré- ou antiinflamatérios
(ALENCAR et al., 1999; 2005; 2005a; 2005b; 2005c; FREIRE et al., 2003; MOTA
et al., 2006; SANTI-GADELHA et al., 2006).

Diante dos achados acima, pode-se sugerir que a inibicdo da migragéao de
neutréfilos para o foco inflamatério pela HCA, esteja ocorrendo via interagdo de
seu sitio de ligagdo & mucina com moléculas endégenas importantes para o

processo de rolamento e adesdo dos neutréfilos no endotélio vascular.

Estudos tém demonstrado que na interagcdo de lectinas com estruturas
glicanas complexas presentes em glicoproteinas o sitio de reconhecimento a
monossacarideos tem um papel chave na ligagdo destas estruturas. Uma Unica
unidade de monossacarideo é reconhecida pelo sitio de ligacdo da lectina,
enquanto que outras interagdes ndo covalentes sdo estabelecidas (interagoes
hidrofobicas e pontes de hidrogénio, mediadas por moléculas de agua) e desta
forma estabilizam o complexo lectina-ligante (BOURNE et al., 1992). Além disso,
tem sido demonstrado que lectinas com grande homologia em relagéo a estrutura
priméria, apresentam significativas diferencas em seus efeitos biol6gicos,
sugerindo que algum tipo de diferenca estrutural entre estas proteinas pode
ocasionar diferencas de afinidade em cada complexo estabelecido entre lectina-
ligante (RAMOS et al., 1996).

Diante desses achados, decidiu-se investigar a importancia da estrutura
tridimensional da HCA na efetivacédo de seus efeitos antiinflamatorios. Para tanto,
sua estrutura terciaria foi alterada através de desnaturacéo térmica. Observou-se
que a desnaturacdo da proteina bloqueou completamente o seu efeito inibitorio
sobre a migracdo de neutrofilos no modelo de peritonite. Esse achado esta de
acordo com a literatura, onde se demonstra a importéncia da integridade da
estrutura tridimensional de proteinas em suas atividade pr6- ou antiinflamatéria
(ALENCAR et al., 2003; ALENCAR et al., 2004b).
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Estd bem demonstrado na literatura a participagdo do 6xido nitrico (NO) no
processo inflamatério. Estudos demonstraram que o NO também interfere com o
recrutamento de neutrofilos podendo inibir ou induzir a migragéo dessas células
(IALENTI et al., 2000; PAUL-CLARK et al., 2001; MCCARTNEY-FRANCIS et al.,
2001).

A administracdo de inibidores de NOS promove efeito antiinflamatério
relacionado a inibicdo da migracgdo celular (ROCHA et al., 2002; AJUEBOR et al.,
1998; CUZZOCREA et al., 1997).

Resultados semelhantes foram observados em cobaias pela co-
administragdo intradérmica de plasma ativado por zymosan e L-NAME,
promovendo uma inibicdo significativa da acumulagéo de polimorfonucleares
(neutrofilos e eosindfilos). Além disso, houve uma reversdo dessa inibicdo quando
um doador de NO, o nitroprussiato de sédio, foi administrado (FACCIOLI et al.,
1991; TEIXEIRA et al.,, 1993). No modelo de artrite induzida pela parede de
Streptococcus, a administragdo de L-NMMA inibiu o influxo celular para a
cavidade articular dos animais (MCCARTNEY-FRANCIS et al., 1993). Ademais, a
administragdo do composto L-NAME em ratos promoveu a diminuicdo da
migracdo de eosinofilos no modelo de pleurite provocado pela injecdo de
bradicinina, PAF, LPS ou carragenina (FERREIRA et al., 1996).

Cardell et al (2000) demonstraram que o leucotrieno B4 foi efetivo em
aumentar a secrecdo e o recrutamento de neutréfilos nas vias aéreas de cées.
Este efeito foi inibido quando os animais foram tratados com L-NAME, inibidor
seletivo para NOS. J4 no modelo do edema de pata em camundongos induzido
por enterotoxina B de Staphylococcus, observou-se aumento da exsudagéo e dos
niveis de mieloperoxidase, indicando a presenca de leucoticos ativados. O edema
e a atividade de mieloperoxidase foram inibidos quando os animais receberam
tratamento prévio com L-NAME ou aminoguanidina, por via intravenosa ou
subplantar (FRANCO-PENTEADO et al., 2001). Outros estudos ainda relataram
que na pleurisia induzida por carragenina ocorreu aumento da migragdo de
leucécitos e dos niveis de metabdlitos do 6xido nitrico (SALEH et al.,, 1999;
DALMARCO et al., 2002; 2004).

Por outro lado, embora os mecanismos pelos qual o NO reduz o acumulo

de neutréfilos ainda ndo estejam completamente elucidados, Kubes et al (1991)
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demonstraram, que o NO pode ser um importante inibidor endégeno de adesao
leucocitaria em vénulas pds-capilares, pois a inativagdo do NO pela produgéo
identificada de O, pelas células endoteliais e/ou neutréfilos, ou a inativagdo da
produgcéo do NO pelos inibidores de NOS (L-NMMA e L-NAME) p6de contribuir

com a aderéncia leucocitéria.

Outras pesquisas também demonstraram esse efeito de amenizacdo a uma
resposta inflamatéria aumentada, além de um efeito protetor contra os danos
provocados pela isquemia-reperfusédo dependentes de leucdcitos, através do NO
enddgeno ou doado exogenamente, reduzindo o rolling e a adeséo (expressao de
moléculas de adesdo) em células endoteliais vasculares (KOSONEN et al., 2000;
SECCO et al., 2004). Secco et al (2004) corroborando esses achados,
demonstraram um aumento significativo da migracdo neutrofilica em animais pré-
tratados com inibidores especifico e ndo especifico de NOSi submetidos a
peritonite induzida por carragenina ou LPS e que a administracdo de L-arginina

reverteu este aumento.

De acordo com Liaudet et al (2000) a ativacdo da guanilato ciclase soluvel
pelo NO constitui a principal via de sinalizagdo deste gas, que envolve a
regulacdo de vérias fungdes biolégicas, incluindo ndo sé o relaxamento do
musculo liso seja ele vascular ou ndo vascular, mas também como transdutor no
sistema nervoso central, inibicdo da agregacdo plaquetaria e inibicdo da adeséo

leucocitaria no endotélio.

SECCO et al (2006) mostraram que o efeito inibitério do NO sobre a
expressdo de ICAM-1 é mediado via ativacdo da guanilato ciclase solavel, pois
inibidores da NOS e o inibidor solivel da guanilato ciclase (ODQ) foram capazes
de aumentar a migragéo de neutrofilos em modelo de peritonite induzida por Cg e
LPS, mas os animais tratados com um doador de NO (S-nitroso-N-
acetilpenicilamina) foram capazes de apresentar uma redugdo na migragao

dessas células.

Al-Swayeh et al (2000a; 2000b), demonstraram em modelos animais de
inflamacé&o que a administragcdo de DAINES associados ao NO (Nitroparacetamol
e Nitroaspirina; NO-DAINES) apresentaram efeitos antiinflamatérios mais
benéficos quando comparados aos mesmos farmacos sem a presenca da

molécula de NO. Keeble e Moore (2002) relataram que os DAINES associados
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ao NO guando comparados ao DAINES, apresentaram uma marcante diminuigao
dos danos gastrointestinais, causados por estes ultimos, e foram capazes de
aumentar a eficdcia antiinflamatéria e antinociceptiva dos DAINES. Foi
demonstrado também que o nitroparacetamol exibiu hepatoprotecdo em oposi¢ao
a atividade hepatotdxica do paracetamol. Assim h& possibilidade de que NO-
DAINES ou doadores de NO possam trazer algum beneficio terapéutico em uma
larga variedade de patologias, incluindo dor e inflamagéo, trombose, doencas
neurodegenerativas do SNC, colites, cancer, incontinéncia urinaria, etc. Ficam
evidentes as crescentes pesquisas enfatizando drogas doadoras de NO como
uma alternativa terapéutica (MILLER & MEGSON 2007).

A producdo de NO por lectinas de leguminosas isoladas de Canavalia
brasiliensis, Dioclea grandiflora, Pisum arvense e Concanavalina A foi
demonstrado por Andrade et al (1999) ao qual evidenciaram a capacidade dessas
lectinas em induzirem a produgdo de NO in vitro e in vivo por macrofagos
peritoneais através da administracdo local dessas lectinas. Estes autores
sugerem que este efeito pode estar envolvido nas atividades antitumoral e

antiparasitaria dessas lectinas.

Mais recentemente, em outro estudo realizado in vitro demonstrou-se que
macrofagos murinos quando isolados do peritbneo, e tratados com a lectina de
Concanavalina A, foram capazes de induzir um aumento na produgédo de NO e na
expressdo de NOSi por diferentes ligantes aos receptores Toll-like (SODHI et al.,
2007). Kesherwani e Sodhi (2007) também demonstraram, in vitro, a capacidade
de lectina de Concanavalina A e a fitohemaglutinina em induzir a produgcéo de NO

e a expressao de NOSi em macréfagos murinos.

Lima et al (2004) evidenciaram que a lectina de Bryothamnion triquetrum foi
capaz de promover relaxamento de anéis de aorta isolados de rato dependente
de 6xido nitrico e que a associagdo da lectina com mucina inibiu o relaxamento
induzido por esta, sugerindo a importancia do dominio lectinico com seu ligante
especifico. Mais tarde, Gadelha et al (2005) demonstrou que a lectina de
Canavalia maritima foi capaz de induzir relaxamento da aorta isolada de ratos

dependente de NO.

Diante das informagbes expostas, fomos investigar se a atividade

antiinflamatoria demonstrada pela HCA poderia estar relacionada & producgéo de
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NO. Como primeira abordagem, verificamos se o tratamento com a lectina
acarretaria em modificacdes nos niveis sanguineos de NO. Como resultado,
demonstrou-se que a HCA foi capaz de aumentar a produgéo de NO (via aumento
dos niveis de nitrito) no soro dos animais submetidos a peritonite induzida por Cg
e que tanto o inibidor ndo seletivo, L-Nitro-Arginina, quanto o seletivo,
aminoguanidina, para NOSI inibiram a atividade antiinflamatéria da lectina. Estes
resultados sé@o consistentes e confirmam a hipotese inicial da participagdo do NO

na atividade antiinflamatéria da HCA.

Um efeito associado a liberacdo inicial de NO é a queda da presséo
arterial. Assim, como a lectina de HCA foi capaz de induzir a produgéo de NO a
nivel sistémico, cogitamos também a interferéncia de um possivel efeito
hipotensor desta proteina na sua atividade antiinflamatoéria. Entretanto, esta
hipétese foi descartada considerando que a presséo arterial dos animais néo foi

alterada pelo tratamento com a HCA.

O efeito sobre a inibicAo da migragdo de neutréfilos devido a uma possivel
hemaglutinacdo ou uma leucopenia pela HCA, foi descartado através da
avaliacdo do leucograma de animais que receberam a lectina em dose
antiinflamatoria ap6s a quarta hora de sua administragdo. A HCA néo alterou

nenhum dos parametros avaliados no leucograma (resultados ndo mostrados).

De posse dos resultados obtidos com a HCA até esta etapa do trabalho, e
considerando que o NO atua inibindo a migragdo de leucécitos no endotélio
vascular (neutréfilos), elaboramos as seguintes hipoteses para 0 mecanismo da
atividade antiinflamatoria da HCA: 1) a lectina age diretamente sobre as
moléculas de interagdo leucdcito/endotélio (selectinas e seus ligantes do tipo
mucina); e/ou 2) a lectina quando injetada sistemicamente € capaz de induzir a

producédo de NO.

Com o intuito de investigar se a HCA atuava diretamente sobre neutrofilos,
avaliamos o efeito desta sobre a quimiotaxia de neutrdfilos induzida pela
quimiocina MIP-2 in vitro. A lectina, nas duas concentragcOes utilizadas foi
ineficiente em reduzir a quimiotaxia induzida por MIP-2. Resultado semelhante foi
demonstrado para a lectina de Lonchocarpus sericeus (NAPIMOGA et al., 2007).
Entretanto, considerando que esta abordagem foi realizada utilizando a HCA

somente em duas concentracdes, ndo podemos descartar um possivel efeito

106



inbitorio da HCA na quimiotaxia in vitro. Futuras abordagens, utilizando HCA em
diferentes concentragbes merecem ser realizadas para formulagdo de afirmacdes

consistentes.

A dextrana € um agente inflamatdério conhecido por provocar a liberagéo de
aminas vasoativas (histamina e serotonina), por degranulacdo mastocitaria,
causando assim um edema osmdtico, acelular caracterizado por aumento de
permeabilidade vascular e extravasamento de fluido (PARRAT et al., 1958; LO et
al., 1982; BASTOS et al., 2001). No presente trabalho, ratos tratados com HCA
ev., 30 min antes da injecdo subcutanea intraplantar de dextrana, nao
apresentaram uma reducao eficiente (significativa) do edema de pata produzido
por este estimulo inflamatorio.

A carragenina (Cg) € um composto quimico vastamente utilizado em
modelos farmacolégicos, por induzir uma reacdo inflamatéria aguda envolvendo
liberacdo de mediadores que resultam em mudancas na permeabilidade vascular
e formacéo de edema. Portanto, o edema induzido por esta substéncia flogistica
€ empregado como modelo experimental para o estudo farmacoldgico de diversas
substancias na inflamagdo (WINTER et al., 1962; Di ROSA et al.,, 1970). E
relatado que drogas antiinflamatorias esteroidais e nado-esteroidais como, por
exemplo, dexametasona e indometacina s&o capazes de inibir sua agao
(HENRIQUES et al.,, 1987). Assim, substancias capazes de inibi-lo tém sido
consideradas, do ponto de vista de eficacia farmacoldgica, boas candidatas a
agentes antiinflamatérios (GODHWANI et al., 1987).

O edema de pata induzido pela inje¢cdo de carragenina, em ratos, esta
associado com a producdo de diferentes mediadores inflamatoérios, incluindo,
histamina, serotonina, bradicinina, 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas, cuja
liberagdo é intimamente associada a migracdo de leucécitos para o sitio
inflamatério (CARVALHO et al., 1996; HAJARE et al., 2001; SRINIVASAN et al.,
2001). De fato, a HCA quando injetada por via endovenosa inibiu o edema de
pata induzido por carragenina, principalmente na 3% hora (82%) ap6s a inje¢do do
agente flogistico Cg. O efeito antiedematogénico da lectina foi semelhante ao
observado pelo uso da dexametasona.

Dextrana e carragenina induzem aumento da permeabilidade vascular por

diferentes caminhos. Enquanto a dextrana induz o acumulo de fluidos devido a
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degranulagdo de mastoécitos e consequentemente a liberagdo dos mediadores
inflamatérios histamina e serotonina, com poucas proteinas e neutrofilos; a
carragenina, por sua vez, o faz com um exsudato contendo grande namero de
neutroéfilos e rico em proteinas (LO et al., 1982).

Portanto, assim como no modelo de peritonite, também no modelo de
edema de pata a HCA parece estar inibindo processo inflamatdrio dependente de
células, uma vez que esta apresentou atividade antiinflamatéria no edema

induzido pelo agente flogistico Cg, mas néo por dextrana.

E evidente a intma relacdo entre o processo inflamatério e o

desenvolvimento de uma sensacao dolorosa.

Atualmente, o interesse para 0 uso clinico de novas substancias com
atividade analgésica, utilizadas principalmente para o tratamento de vérios tipos
de dor (tanto de origem neurogéncia quanto inflamatéria), vem aumentando
significativamente. Varios modelos de nocicepcdo em animais de laboratério
foram desenvolvidos para verificar a atividade analgésica de extratos e
compostos. Entre os modelos de nocicepcéo utilizados neste trabalho, o teste das
contor¢cbes abdominais, induzidas pelo acido acético, é descrito como um tipico
modelo para avaliar a dor de origem inflamatoria, pouco especifico, mas com boa
sensibilidade, sendo uma ferramenta de triagem para avaliagdo da atividade
analgésica e antiinflamatéria de novos agentes (IKEDA et al., 2001; LE BARS et
al., 2001). Esse teste pode ser considerado um teste pré-clinico de importancia
para avaliagdo do efeito antinociceptivo, porque permite uma correlagao
adequada entre o valor da dose eficaz, obtido em animais, e as doses
analgésicas em humanos (COLLIER et al., 1968).

Neste modelo, a administragdo de um agente irritante para membrana
serosa, como o acido acético, provoca comportamentos estereotipados que sao
caracterizados por contor¢gdes abdominais, reducédo e incoordenagéo da atividade
motora. Estes comportamentos sé&o considerados reflexos e evidenciam a dor
visceral (LE BARS et al., 2001). Através da realizagdo deste teste, foi possivel
observar que a administracdo sistémica, da lectina de HCA reverteu, de maneira
significativa, o nimero de contor¢des abdominais produzidas pela injecdo i.p. de
acido acético em camundongos. A irritagdo local, provocada pela administracdo

deste agente na cavidade intraperitoneal desencadeia a liberagdo de varios
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mediadores como a bradicinina, substancia P e prostaglandinas, principalmente a
PGI2, bem como algumas citocinas como IL-13, TNFa e IL-8 (CORREA et al.,
1996; RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al.,, 2001). Estes mediadores ativam
nociceptores quimiosensiveis que contribuem com o desenvolvimento da dor de
origem inflamatéria. Dessa forma, o resultado obtido neste trabalho sugere que o
efeito antinociceptivo de HCA pode estar relacionado & inibicdo da liberacdo de
mediadores, induzida pelo acido acético, e mais ainda pela inibicdo da migragéo
de células que exacerbariam o processo doloroso. Entdo HCA foi capaz de
reduzir as contorgdes em 62%, 42% e 72% para as doses de 107, 1 e 10 mg/Kg,
respectivamente. O seu ligante especifico mucina inibiu a capacidade da lectina
em inibir o nimero de contor¢des.

Outro modelo empregado neste trabalho foi o de nocicepgéo induzida por
formalina. Este modelo consiste na injecdo intraplantar ou subcutanea desta
substancia. A resposta provocada pela formalina constitui-se de duas fases de
nocicepgdo: uma fase inicial e uma tardia, que parecem envolver mediadores
quimicos diferentes (TJOLSEN & HOLE, 1997; VANEGAS & SCHAIBLE, 2001).

A fase inicial é caracterizada pela dor de origem neurogénica causada pela
estimulacdo quimica direta dos nociceptores das fibras sensoriais aferentes,
principalmente fibras do tipo C. A fase tardia é representada pela dor de origem
inflamatoria que € desencadeada por uma combinagéo de estimulos que incluem
inflamag&@o nos tecidos periféricos e mecanismos de sensibilizagdo espinhal e
central. (TJJSEN et al., 1992; TIGLSEN & HOLE, 1997). Vérios trabalhos tém
demonstrado que a administragéo intraplantar de formalina em roedores produz
significativo aumento dos niveis espinhais de diferentes mediadores como
aminoacidos excitatorios, neuropeptideos, PGE2, o6xido nitrico e cininas
(MALMBERG e YARSH, 1995; SANTOS e CALIXTO, 1997; OMOTE et al., 1998).

Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel mostrar que a lectina
de HCA, inibiu em (80%) o tempo de lambedura das patas dos animais, somente
na segunda fase do teste e na dose de 10 mg/Kg. E isso corrobora com os
resultados dos experimentos de inflamagcdo no qual a lectina entdo estaria
inibindo a migragé@o de células ao local injuriado e consequientemente, inibindo a
transducgdo da dor. Conforme j& descrito na literatura, drogas como os narcéticos,
0S quais primariamente atuam centralmente, inibem ambas as fases igualmente
(HUNSKAAR et al., 1985; SHIBATA et al., 1989), mas a acdo de drogas como 0s
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DAINES e dexametasona somente inibem a segunda fase na nocicepgéo induzida
por formalina (SHIBATA et al., 1989; CHEN et al.,1995). Em nossos resultados,
morfina foi capaz de reduzir tanto a primeira fase (71%) quanto a segunda fase
(91%) do teste.

O teste da placa quente indica a resposta ao estimulo térmico que é
associado a neurotransmissdo central (HUNSKAAR et al, 1986). O
comportamento do animal de “sapatear” ou lamber as patas € a indicacdo da
resposta ao estimulo nociceptivo térmico, enquanto que a laténcia para o
aparecimento desta resposta é cronometrada em segundos.

Conforme ja evidenciado a HCA ndo foi capaz de apresentar efeito
antinociceptivo durante a primeira fase do teste da formalina e no teste da placa
guente em todas as doses utilizadas, HCA néo foi capaz de aumentar o tempo de
reagdo dos animais. Somente morfina aumentou significativamente o tempo de
reacao.

Os resultados obtidos no presente estudo de nocicep¢do também
demonstraram que a HCA ndo apresentou qualquer interferéncia sobre a
atividade locomotora, causando incoodernacdo motora, assegurando que o efeito
antinociceptivo observado néo esta relacionado a estes efeitos inespecificos.

Recentes trabalhos tém demonstrado efeito analgésico de lectinas de
algas tanto a nivel central quanto periférico. Neves et al (2007) demonstraram
esses efeitos para a lectina de alga marinha Amansia multifida Lamouroux. Viana
et al (2002) demonstraram atividade central e periférica para as lectinas isoladas
das algas marinhas vermelhas Bryothamnium seaforthii e Bryothamnium
triquetrum.

No tocante a lectina de HCA, os resultados sugerem efeito analgésico
periférico o que corrobora com o estudo de sua atividade antiinflamatéria ja
descrita.

Apesar dos relatos da via NO-GMPc como efeito analgésico do NO (VALE
et al., 2007; JAIN et al., 2001) os resultados nesse estudo ndo séo suficientes
para estipular que, assim como aconteceu no modelo de peritonite, o0 NO, esteja
envolvido no efeito antinociceptivo da HCA. Estudos complementares precisam

ser realizados no sentido de esclarecer o mecanismo antinociceptivo da HCA.
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Considerando que a HCA demonstrou apresentar atividade antiinflamatoria
e esta atividade parece ser a nivel sistémico via producdo de NO e/ou interacéo
da lectinas com ligantes de selectinas, objetivou-se entdo avaliar alguns
parametros de toxicidade subcrbnica em ratos tratados por sete dias com a dose
antiinflamatoria (1 mg/Kg). Nao foram observadas nenhuma alteragdo morfoldgica
nos o6rgdos avaliados (rim, coracdo, figado e estdmago). Pardmetros que
avaliaram funcéo renal (uréia e creatinina), funcéo hepatica (AST e ALT), nimero
de leucdcitos circulantes (sanguineos) e variacdo de massa néo foram alterados
quando comparados ao grupo salina. Resultados semelhantes foram
demonstrados por Mota et al (2006) e Napimoga et al (2007) em relacéo as

lectinas de Araucaria augustifolia e Lonchocarpus sericeus, respectivamente.

Tendo em vista 0 crescente interesse em buscar na natureza moléculas
com potencial terapéutico para resolugdo/cura de processos patologicos, a lectina
isolada da alga vermelha Hypnea cervicornis, credencia-se como uma ferramenta
potente a ser explorada e uma possivel utilizagdo na elaboracdo de drogas que
possam ser usadas no tratamento da inflamac&o e da dor. E importante ressaltar
que os efeitos demonstrados para HCA neste trabalho, foram inéditos no tocante

a lectinas de algas.
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7. CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir que:

¢ Nas doses testadas, HCA foi capaz de inibir a migracdo de neutrdfilos para
a cavidade peritoneal tanto por um estimulo quimiotatico direto (fMLP)

quanto por um indireto (Cg), nesse ultimo de forma dose-dependente;

e A manutengcdo da estrutura terciaria da HCA é relevante para suas

atividades bioldgicas;

e A lectina diminui o rolamento e adesdo de leucdcitos em vénulas
mesentéricas;

e A atividade antiinflamatéria da lectina parece envolver a participacdo de
NO, pois esta é capaz de induzir a liberagdo desse mediador, a nivel
sistémico, e seus inibidores (L-Nitro-Arginina e aminoguanidina) sao

capazes de bloquear a atividade da lectina;

e HCA parece exercer sua agdo antiinflamatéria via interacdo do dominio

lectinico;

e A participacdo de HCA a nivel local parece ser descartada, pois essa nao
foi capaz de inibir sintese/liberacéo de citocinas pro-inflamatérias no fluido

peritoneal;

e HCA aparenta ndo possuir atuagdo direta sobre neutrdfilos nas doses

utilizadas;

e A lectina de HCA apresenta atividade antiedematogénica no edema de
pata induzida por carragenina, mas ndo por dextrana indicando a

participagdo de células nesse processo;

e A HCA demonstra uma atividade antinociceptiva no modelo de contorgdes

abdominais induzidas por &cido acético sugerindo atividade antinociceptiva,;

e A atividade antinociceptiva da HCA no modelo de formalina ocorre somente

na segunda fase, sugerindo uma acdo da HCA na fase inflamatéria da dor;
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A HCA néo apresentou efeito antinociceptivo central no modelo da placa

quente, corroborando assim sua atividade periférica;

A atividade locomotora dos animais néo foi alterada pela administragdo da

lectina sugerindo que a mesma n&do promove um efeito relaxante muscular.

HCA néo altera a presséo arterial sistémica nem o leucograma apds sua

administragdo aguda;

HCA quando administrada de forma sub-crbnica durante sete dias n&o
promoveu alteracdes hepéticas e renais, nem no perfil leucocitario

sanguineo e na massa corporal.
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