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RESUMO

As algas marinhas sdo fontes de lectinas, proteinas que se ligam especificamente e de forma
reversivel a mono ou oligossacarideos, o que faz das lectinas ferramentas valiosas em muitos
processos farmacoldgicos e biotecnoldgicos, incluindo o controle da dor e inflamacdo. As
disfungdes temporomandibulares (DTM), por sua vez, sdo a segunda maior causa de dor
orofacial, comumente associada a dor cronica. Assim, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar parcialmente a estrutura da lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides
(LCc), investigando sua eficicia e possiveis mecanismos na hipernocicep¢ao inflamatéria da
articulacdo temporomandibular de ratos. LCc foi, entdo, extraida com tampao Tris-HCI 25
mM, pH 7.5 e isolada por cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-celulose.
Posteriormente, foi caracterizada por espectroscopia de dicroismo circular (DC). Para
avaliacdo da hipernocicepcdo inflamatdria, ratos Wistar machos receberam LCc ou salina
estéril, 30 min antes da injecdo intra-articular da Formalina (1,5%/50 uL), Serotonina (5-HT)
(225 ug/50 uL), Capsaicina (1,5%/20 uL) ou Carragenana (100 pg/25 pl. + 5-HT 75 ng/25
pL) na ATM esquerda. Grupos controles receberam salina estéril (50 uL; i.art.), indometacina
(5 mg/kg; s.c) ou morfina (5 mg/kg, s.c.). O comportamento nociceptivo foi avaliado por
45min, para a Formalina, e por 30min, para 5-HT, Capsaicina e Carregenana + 5-HT. Os
tecidos periarticulares foram removidos para determinacdo dos niveis de citocinas (TNF-a e
IL-1B) por ELISA, de proteinas ICAM-1, CD55 e COX-2 por Western Blotting e a
permeabilidade vascular. Para investigar o mecanismo de a¢do, os animais foram pré-tratados
com os antagonistas seletivos dos receptores canabinoides AM281 ou AM630 (3 mg/kg; 1.p.),
naloxona (antagonista dos receptores opioides, 15 pg/10 pL), aminoguanidina, ODQ,
KT5823, glibenclamida e ZnPP-IX (antagonistas das vias NO/GMPc/PKG/K " arp € HO-1),
antes da administracdo de LCc (10 mg/kg). O comprometimento da atividade motora foi
avaliado pelo teste rota rod. Como resultados, a andlise por DC revelou que a LCc é
composta, predominantemente, por folhas-f. O pré-tratamento com LCc (0,1; 1 ou 10 mg/kg)
promoveu a reducdo (p<0,05) da hipernocicepcao inflamatoria induzida por Formalina em
63.5; 82 e 90%, respectivamente. Reduziu o extravasamento plasmatico, os niveis TNF-a, IL-
1B, ICAM-1 e COX-2 no tecido periarticular quando comparado ao grupo Formalina (p
<0,05). LCc (10 mg/kg) foi capaz reduzir (p<0,05) o comportamento nociceptivo induzido
Capsaicina, sugerindo que LCc tem um efeito direto nas fibras C-nociceptivas. LCc também
reduziu (p<0,05) a hipernocicep¢ao inflamatéria induzida por Carragenana e 5-HT,

confirmando o seu efeito anti-inflamatério. Além disso, os efeitos de LCc nao dependem do



sistema canabinoide e opioide, da via da HO-1 e NO/GMPc/PKG/K " s1p. Ademais, a LCc néo
alterou a coordenacdo motora dos animais no teste de rota rod. Portanto, LCc apresentou
efeito antinociceptivo e anti-inflamatério sobre a hipernocicep¢do inflamatéria na ATM,
reduzindo a produgdo de citocinas primarias (TNF-a e IL-1), molécula de adesao ICAM-1 e

COX-2.

Palavras-chave: Biomoléculas. Inflamacao. Nocicepgao.



ABSTRACT

Marine algae are sources of lectins, proteins that bind specifically and reversibly to mono- or
oligosaccharides, making lectins valuable tools in many pharmacological and
biotechnological processes, including pain control and inflammation. Temporomandibular
disorders (TMD), in turn, are the second major cause of orofacial pain, commonly associated
with chronic pain. Thus, the aim of this study was to partially characterize the lectin structure
of the green seaweed Caulerpa cupressoides (CcL), investigating its efficacy and possible
mechanisms in the inflammatory hypernociception of the temporomandibular joint of rats.
The CcL was, then, isolated by extraction with Tris-HCI buffer 25 mM (pH 7.5), and isolated
by ion exchange chromatography on DEAE-cellulose column. Subsequently, was
characterized by circular dichroism (CD) spectroscopy. For the evaluation of inflammatory
hypernociception, male Wistar rats received CcL or sterile saline, 30min before the intra-
articular (i.art.) injection of Formalin (1.5%/50 uL), Serotonin (5-HT) (225 ug/50 uL),
Capsaicin (1.5%/ 20 uL) or Carrageenan (100 pg/25 uL + 5-HT 75 pg/25 ul) into the left
TMJ. Control groups received saline (50 pL; i.art.), indomethacin (5 mg/kg, s.c.) or morphine
(5 mg/kg, s.c.). Nociceptive behavior was quantified for 45min, for the formalin group, and
for 30min for 5-HT, Capsaicin and Carregenana + 5-HT groups. The periarticular tissue was
excised to determining cytokine levels (TNF-a and IL-1B) by ELISA, protein determination
of ICAM-1, CD55 and COX-2 by Western Blotting and the vascular permeability.To
investigate the mechanism of action, the animals were pretreated with selective cannabinoid
receptor antagonists AM281 or AM630 (3 mg/kg; ip), naloxone (opioid receptor antagonist,
15 pg/10 plL), aminoguanidine, ODQ, KT5823, glibenclamide and ZnPP-IX (NO/
GMPc/PKG/K atp and HO-1 pathways antagonists) prior to administration of CcL (10
mg/kg). The rotarod test evaluated the animal motor impairment. As result, the CD analysis
revealed that the CcL is composed, predominantly, by B-sheet. Pretreatment with CcL (0. 1; 1
or 10 mg/kg) promoted a reduction (p<0.05) of inflammatory hypernociception induced by
formalin in 63.5; 82 and 90%. CcL reduced (p<0.05) the plasma extravasation, levels TNF-a,
IL-1B, ICAM-1 and COX-2 in the periarticular tissue when compared to the formalin group
(p<0.05). CcL (10 mg / kg) was able to reduce (p<0.05) nociceptive behavior induced
Capsaicin, suggesting that CcL has a direct effect on C-nociceptive fibers. CcL also reduced
(p<0.05) the inflammatory hypernociception induced by Carrageenan and 5-HT, confirming
its anti-inflammatory effect. In addition, the effects of CcL do not depend on the cannabinoid

and opioid system, the HO-1 and NO/cGMP/PKG/K " atp pathway. In addition, the CcL did



not alter the motor coordination of the animals in the rotarod test. Therefore, CcL presented
antinociceptive and anti-inflammatory effects on inflammatory hypernociception in TMIJ,
reducing the production of primary cytokines (TNF-a and IL-1p), adhesion molecule ICAM-1
and COX-2.

Keywords: Biomolecule. Inflammation. Nociception.
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Tabela 1 —

LISTA DE TABELAS

Elementos de estrutura secundéria da Lectina da C. cupressoides
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor Orofacial

De acordo com a Associacdo Internacional para os Estudos da Dor (IASP, 2008),
a dor se caracteriza como uma experiéncia sensorial e emocional desagradivel, associada a
dano tecidual real ou potencial ou descrita em termos desse dano. A dor é um dos sinais
classicos do processo inflamatorio e decorre, inicialmente, da sensibiliza¢ao dos nociceptores,
além de estar presente como sintoma de muitas desordens clinicas, que afetam uma grande
parcela da populagdo, causando prejuizos a qualidade de vida (VERRI-JUNIOR et al., 2006;
GUPTA et al., 2016).

Por sua vez, a dor orofacial é descrita como condi¢des dolorosas associadas a
tecidos moles ou mineralizados da cavidade oral e da face ou descrita como dores referidas a
essa regido envolvendo estruturas como pele, vasos sanguineos, ossos, dentes, periodonto,
articulacdes, glandulas, estruturas nervosas, musculos, cOrnea, meninges, seios da face e
mucosa nasal, segundo a Sociedade Brasileira de Cefaleia (SBC, 2010). Envolve um grande
grupo de condi¢des como disfuncdo temporomandibular, cefaleias secundarias, neuropatias,
dores odontogénicas e advindas da mucosa oral e dor facial idiopatica (NEUBERT et al.,
2005; SHINAL; FILLINGIM, 2007). As caracteristicas comuns de tais condi¢cdes sdo a
hiperalgesia mecanica primaria ou hipersensibilidade no local da lesdo e a hiperalgesia
mecanica secundéria, assim como pode ocorrer alodinia (SHIBUTA et al, 2012).

A dor na regido oral ou craniofacial representa um dos maiores problemas de
saide publica, sua presenca pode comprometer a qualidade de vida dos pacientes, além de
implicar no aumento dos gastos financeiros para os servi¢os publicos de saide. Anualmente,
s6 nos Estados Unidos, sdo gastos mais de US $100 bilhdes no tratamento da dor orofacial e
de DTM (SESSLE, 2014; HEAGGMAN-HENRIKSON et al., 2017)

Vérios estudos demonstraram que a dor orofacial possui um alto grau de
prevaléncia na populacdo mundial (GUPTA et al., 2016), atingindo pelo menos 10% da
populacdo na fase adulta, sendo que esse risco aumenta para mais de 50% nos idosos
(HARGREAVES, 2011).

A percepg¢do da dor na regido oral e craniofacial envolve mecanismos periféricos e
centrais (RACICH, 2005). A dor € transmitida através de impulsos nociceptivos levados da
periferia ao Sistema Nervoso Central (SNC) e para os centros superiores do tronco encefalico

(tdlamo e cortex somatosensorial), onde € interpretada como tal. No caso da dor orofacial, a
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informacao nociceptiva é conduzida através das fibras nervosas aferentes primdrias (Ad e C)
enviando informacdes para o complexo nuclear sensorial trigeminal no tronco encefalico
(MATTHEWS; SESSLE, 2002). Esse impulso sensitivo € transmitido principalmente por
meio do V par de nervos cranianos, o nervo trigémio, composto por trés ramificacdes:
oftdlmica, maxilar e mandibular (GUPTA et al., 2016).

Os corpos celulares dos neurdnios aferentes trigeminais estdo localizados no
ganglio trigeminal, que € estruturalmente semelhante ao ginglio do corno dorsal da medula
espinal. Os impulsos transmitidos pelo nervo trigeminal entram diretamente no tronco
encefdlico na regido da ponte fazendo sinapse com os neurdnios de segunda ordem no
subnucleo caudal do trato espinal trigeminal (DAVIES et al., 2010; WAITE; ASHWELL,
2004).

O complexo trigeminal do tronco encefilico €é dividido anatdomica e
funcionalmente em nucleo sensorial principal, local de transmissdo das sensacdes de tato e
propriocep¢do; nucleo motor, envolvido nas respostas motoras e, nicleo do trato espinal do
trigémio, o qual compreende trés subnucleos: oral, interpolar e caudal (Figura 1). Este ultimo
€ o principal sitio de informac¢do nociceptiva do tronco cerebral e, por possuir similaridades
com o corno dorsal espinhal, ¢ denominado corno dorsal medular (OKESON, 2003; REN;
DUBNER, 2011).

A transmissdo sindptica se da por meio da liberacdo de neurotransmissores
estimulatérios, como glutamato e aspartato que atuam nos receptores ionotropicos NMDA e
AMPA, além de outros mediadores, como substincia P que agem em receptores das
neurocininas, norepinefrina que atuam em receptores alfa-adrenérgicos presentes nos
neurdnios centrais, trifosfato de adenosina (ATP) que atuam em receptores P,X, dentre outros
(OKUBO, 2013; MATTHEWS; SESSLE, 2002; OKESON, 2003). Esses neurotransmissores
e mediadores modulam a transmissdo sindptica via canais i0nicos, em especial, canais para
s6dio (Na"), calcio (Ca2+) e potassio (K"). Esses canais, ao serem ativados, geram correntes
que despolarizam ou hiperpolarizam a membrana celular dos neur6nios, facilitando ou
dificultando a passagem do impulso para as vias ascendentes medulares (LEE; LEE; OH,
2005).

Finalmente, quando a informagdo nociceptiva chega aos nucleos talamicos, de
onde partem aferéncias para o cOrtex somatossensorial e o sistema limbico, a sensacdo tem

um significado sendo percebida como dor (RACICH, 2005; OKESON, 2003).



24

Figura 1- Anatomia do complexo trigeminal no tronco encefalico
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Fonte: Adaptado de OKESON, 2003.

GG: Ganglio trigeminal, NM do V: niicleo motor do complexo trigeminal, NS do V: nicleo sensitivo principal
do complexo trigeminal, NTE do V: ntcleo do trato espinhal do complexo trigeminal, sno: subnticleo oral, sni:
subnicleo interpolar, snc: subntcleo caudal, Ta: tilamo.

A dor oriunda da ATM pode emanar das estruturas de tecidos moles da
articulacdo ou dos tecidos Osseos, pois, geralmente, as superficies articulares ndo sao
inervadas e, por isso, incapazes de iniciar uma resposta sensitiva. Desta forma, A dor que
emana das estruturas Osseas, em geral, ocorre somente ap0s a perda da superficie articular
fibrosa da articulacdo. Quando isto ocorre, ¢ comumente chamada de artrite. As demais dores

sdao denominadas artralgias (dor articular) (DE LEEUW, 2013).

1.2 Dor Inflamatoria

Uma das vias ascendentes da dor é gerada pelo processo inflamatério, que se
caracteriza como uma resposta dos tecidos a estimulos nocivos, tais como injdria, trauma,
patogenos, agentes irritantes ou, que provocam alteracdes na homeostase do tecido e do fluxo
sanguineo (GAESTEL; KOTLYAROV; KRACHT, 2009; SHAILASREE et al., 2012). Este
processo envolve uma complexa cascata de eventos vasculares e celulares, que incluem:
extravasamento de fluidos, ativacdo enzimatica, migracdo celular, liberacdo de mediadores,

sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise tecidual e de reparo (LEES et al., 2004).
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A migragdo dos leucdcitos, que ocorre em 4 etapas: captura, rolamento, adesdo e
transmigracao/diapedese (Figura 2) (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013), envolve um
rigido mecanismo de regulacdo de adesdo destas células ao endotélio e subsequente migra¢ao
transendotelial. Esta interacdo com o endotélio constitui um processo dinamico envolvendo a
ativacdo tanto do endotélio quanto dos leucécitos, resultando na liberagdo de um grande
nimero de moléculas de adesdo, incluindo as selectinas (E, P ou L) e integrinas, como a
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) ou a molécula de adesdo celular vascular-1
(VCAM-1), fatores quimiotaticos conhecidos como quimiocinas, 6xido nitrico (NO) e
receptores de adesdo. A interleucina-1(IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) sdo capazes
de ativar as células endoteliais para produzirem selectinas iniciando o processo de adesdo,
além de, juntamente com as quimiocinas, promoverem o aumento da afinidade com as

integrinas (LEY et al., 2007; SHEN et al., 2013).

Figura 2- Migracao dos leucdcitos da corrente sanguinea para o tecido lesado
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Fonte: WENINGER; BIRO; JAIN, 2014 (adaptado).
Interagcdes fracas mediadas por selectinas possibilitam o rolamento dos leucécitos sobre a superficie do

endotélio. Em seguida ocorre ativagio das integrinas com subsequente adesdo forte dos leucécitos as células
endoteliais e por fim diapedese.

Os mediadores inflamatorios sdo responsaveis, pelo menos em parte, pela
sensibilizacdo periférica dos nociceptores (FERREIRA ef al.,1990). Em uma primeira fase de
sensibilizacdo dos nociceptores, durante a resposta inflamatéria, citocinas, prostaglandinas
(PG), aminas simpatomiméticas (dopamina ou noradrenalina), NO e histamina, oriundos de
células residentes e recrutadas; bradicinina e serotonina, oriundas da cascata plasmatica, e
neuropeptideos, advindos das terminagcdes nervosas, sdo responsaveis pela manutengdo e

amplificacdo do processo inflamatorio. Alguns mediadores podem ativar os nociceptores
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(bradicinina e histamina) ou sensibiliza-los (PG) (Figura 3) (FONG; SCHUG, 2014; VERRI-
JUNIOR et al., 2006).

Figura 3- Participacao de células e de mediadores inflamatérios na dor orofacial
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A sensibilizacdo dos nociceptores leva a um estado de hipernocicep¢cdao ou
hiperalgesia, que corresponde a um aumento da resposta a um estimulo doloroso (FONG;
SCHUG, 2014). A ativacdo de nociceptores primarios acoplados desencadeiam vias de
sinalizagdo intracelular como a da adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que ativa proteinas
quinases do tipo A e C (ALEY et al., 2000). Essas proteinas modulam a atividade de canais
idnicos como Na', K" e Ca2+, diminuindo o limiar de excitabilidade e facilitando a
transmissdo do estimulo (PENA-DOS-SANTOS et al., 2009). Além disso, sabe-se que o
acionamento, principalmente, de receptores TRP (TRPV1 — vaniloide e TRPATI - anquirina) é
importante na ativacao de nociceptores durante a inflamacao, sendo eles responsaveis também
pela alodinia e hiperalgesia (BASBAUM et al., 2009).

PGs e as aminas simpatomiméticas destacam-se ente os mediadores
hiperalgésicos, pois estimulam a sintese de AMPc neuronal e sensibilizam os nociceptores
(COUTAUX et al., 2005). Portanto, substancias capazes de estimular a sintese de PGs e de
aminas simpatomiméticas sao consideradas hipernociceptivas, como as citocinas IL-1p, TNF-

a e interleucina 8 (IL-8). O TNF-a tem papel crucial por ativar uma cascata de liberacdo de
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citocinas, induzindo a liberagdo de IL-8, que leva a hipernocicepcdo mediada por agentes
simpatomiméticos e a liberacdo de IL-1p e interleucina 6 (IL-6), que levam a hipernocicepg¢ao

mediada por PGs (CUNHA et al., 1992; 2005).

1.3 Disfunc¢ao Temporomandibular

A articulagdo temporomandibular (ATM) € uma das mais complexas articulagdes
no corpo humano, sendo responsavel pelos movimentos excursivos da mandibula (OKESON,
2008; AUGUSTO et al., 2016). E constituida, portanto, de tecidos moles e tecidos duros,
compondo o sistema estomatognatico, no qual também fazem parte a musculatura facial,
dentes, periodonto, mucosa jugal, lingua, glandulas, nervos e vasos sanguineos (BARRETTO,
2013; OKESON, 2008). Os tecidos duros da ATM sdo formados por cabeca da mandibula
(cOndilo) e osso temporal (fossa mandibular e eminéncia articular). Ja os tecidos moles sdo
constituidos por disco articular, membrana sinovial, cartilagem articular, ligamentos
articulares como céapsula articular, ligamentos discais e ligamento temporomandibular
(KURODA et al., 2009; RANDO; WALDRON, 2012). Em conjunto, essas estruturas sao
extremamente importantes, pois sdo responsaveis por desenvolverem fun¢des relacionadas a
comunicacdo, respiragdo, alimentacdo e expressdo emocional. Qualquer alteracio em uma
dessas estruturas poderd resultar no mau funcionamento desse sistema, acarretando
importantes alteracOes emocionais, psicologicas, sociais e laborais (SIQUEIRA; TEIXEIRA,
2012; AUGUSTO et al., 2016).

As DTMs sdao um grupo heterogéneo de condi¢cdes musculoesqueléticas e
neuromusculares envolvendo as ATM, os musculos mastigatorios e todos os tecidos
relacionados (SU et al., 2017; DE ROSSI, et al. 2014). A dor é um dos principais sintomas de
pacientes com DTM, representando uma das fontes mais comuns de dor orofacial cronica
(ZOTELLI et al., 2017). Outros sintomas associados a DTM sao cefaleia secundaria, dor
cervical, ruidos articulares, sintomas otoldgicos como zumbido e otalgia, e distirbios do sono
(SPECIALIL DACH, 2015; AUGUSTO et al., 2016).

As DTMs sao classificadas em articulares e musculares, e pode incluir também
condi¢cdes degenerativas das superficies articulares da ATM, sendo a osteoartrite a mais
prevalente, assim como o deslocamento do disco articular, que se refere a interrupcao do
relacionamento fisioldgico entre as superficies da ATM e o disco articular (BOUSNAKI et

al., 2017). Suas manifestacdes cronicas podem acarretar afastamento, incapacidade no
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trabalho ou de atividades sociais, resultando na diminui¢io da qualidade de vida dos
pacientes, além de altos custos em seu tratamento (GREENE et al., 2010).

Estudos epidemiolédgicos t€ém mostrado que entre 40 a 75% da populacdo mundial
apresenta pelo menos um sinal de DTM, como a presenga de sons articulares (ZOTELLI et
al., 2017), enquanto que 80% tém ou tiveram dor facial. Aproximadamente 6% destas pessoas
tém sintomas graves o suficiente para exigir tratamento. Embora a DTM ocorra em ambos os
sexos, estudos recentes t€m mostrado maior prevaléncia em mulheres (SHAEFER et al.,
2013; ZOTELLI et al., 2017).

No Brasil, poucos sdo os trabalhos epidemioldgicos sobre a DTM. Um estudo
recente realizado com estudantes universitarios mostrou que a prevaléncia de DTM foi de
71,9% entre os investigados. Destes, 5,5% manifestaram uma forma mais grave de DTM
(AUGUSTO et al., 2016). A associacdo entre a DTM e sintomas otoldgicos e de bruxismo
foi investida por Magalhaes et al. (2017), entre os individuos com DTM, 58,2% apresentaram
pelo menos um sintoma otolégico e 52% apresentaram bruxismo. Assim, 0s autores
mostraram que existem associagdes significativas entre a DTM e ambos os sintomas.

A etiologia da DTM € multifatorial, dentre as quais estdo incluidos: traumas na
regido de face e pescoco, habitos parafuncionais como onicofagia e bruxismo, hébitos
posturais, habitos ocupacionais, fatores hereditarios, condi¢des sist€émicas e distirbios do
sono (GAUER; SEMIDEY, 2015; SEIFI et al., 2017). Fatores psicol6gicos como ansiedade,
depressdo e estresse também tém grande correlacdo (ZOTELLI et al., 2017). O envolvimento
de alteracoes sistémicas relacionadas com doencas reumatoldgicas, como esclerose sistémica,
ldpus eritematoso sistémico, fibromialgia e artrite reumatoide devem ser investigadas
(FREDRIKSSON et al., 2003).

Associagdo Americana de Dor Orofacial recomenda que o tratamento da DTM
seja realizado quando existem indicagdes especificas e justificadas. Portanto, o tratamento
inicial das DTM deve ser baseado no uso de modalidades terapéuticas conservadoras,
reversiveis e baseadas em evidéncia (GREENE, 2010; SEIFI et al., 2017).

As modalidades de tratamento existentes incluem terapias com placas oclusais,
terapias fisicas (termoterapia, laser, ultrassom, estimulagcdo elétrica neural transcutanea-
TENS), fisioterapia, terapia com exercicios, farmacoterapia, terapia cognitiva, acupuntura,
agulhamento seco, viscossuplementagdo da ATM e procedimentos cirdrgicos como
artroscopia, artrocentese, reposicionamento de disco e regularizacdo das superficies

articulares (BOUSNAKI et al., 2017; SEIFI et al., 2017; BARRETTO et al., 2013).
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Trabalhos tém relatado que a inflamacdo articular exerce o papel de sensibilizar
nociceptores, causando hiperalgesia e aumentando a excitabilidade dos neurdnios aferentes
primérios. A dor articular pode, ainda, causar hiperatividade dos musculos mastigatorios, o

que perpetua a condicao da dor facial (TAKEUCHI et al., 2004; TAKEDA et al., 2006).

1.4 Mediadores Envolvidos na Hipernocicepcao Inflamatéria da ATM

Estudos desenvolvidos nos tltimos anos relatam a participacdo de diversos
mediadores inflamatoérios na fisiopatologia das DTMs. Além disso, a inflamacao na regido da
ATM tem sido considerada como a principal causa de dor relatada pelos pacientes portadores
de DTM (YAMASAKI et al., 2008). Essa inflamacdo pode ocorrer na membrana sinovial
(sinovite) e/ou na capsula (capsulite), podendo resultar de trauma local, infec¢do ou
degeneracdo, ou ser parte de uma alteragdo na formacdo de coldgeno ou poliartrite sistémica,
como por exemplo, a artrite reumatoide (LUND et al., 2002; KRISTENSEN et al., 2014).

Em modelos experimentais de inflamacdo articular, verificou-se que as primeiras
células que migram para a articulacido sdo os neutrofilos (ROCHA; ANDRADE; JANCAR,
1996). Essas células ativadas fagocitam os imunocomplexos formados nas fases iniciais e
liberam espécies reativas de oxigénio, eicosanoides e fator de ativacdo plaquetaria (PAF) no
local da inflamacdo (ROCHA et al., 1997). Esses mediadores ativam células residentes e
infiltradas na articulacdo que interagem entre si, liberando citocinas, assim como sistemas
sinalizadores da resposta imune-inflamatéria (VENKATESHA et al., 2011).

As citocinas estdo diretamente relacionadas com muitos processos imunes
associados com a patogénese na ATM. Numerosas citocinas sdo expressas e ativas
funcionalmente em tecidos sinoviais e, quando ocorre um desarranjo interno na ATM, TNF-a,
IL-1pB, IL-6 e IL-8 sdo as citocinas presentes em concentragdes mais elevadas no liquido.
Essas citocinas promovem a degradacdo da cartilagem e do osso através da ativacdo de
condrocitos, células do disco articular, sinovidcitos tipo B (fibroblastos-simile) e fibroblastos
da cartilagem articular a produzirem metaloproteinases de matriz (MMP), enzima que degrada
irreversivelmente componentes da matriz extracelular (KOSTRZEWA-JANICKA et al.,
2012; LIU et al., 2017).

O TNF-a ¢ uma importante citocina pro-inflamatéria mediadora do processo
inflamatério agudo e cronico, presente nos estagios iniciais de desenvolvimento da doenca
articular degenerativa, produzida principalmente por macrofagos (VASSALLI, 1992).

Apresenta papel crucial por ativar uma cascata de liberacdo de citocinas, induzindo a
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liberacdo de IL-8, que leva a hipernocicep¢do mediada por agentes simpatomiméticos e a
liberagdo de IL-1B e IL-6, que levam a hipernocicep¢do mediada por prostaglandinas
(CUNHA et al., 1992; 2005). O efeito hiperalgésico do TNF-o em doengas articulares tem
sido demonstrado em modelos experimentais e em estudos clinicos (LEE; CHO; SONG,
2010; VALE et al., 2006).

A IL-1B ¢ uma citocina pleiotropica, possuindo um amplo espectro de atividades
imunoldgicas e inflamatérias. Pode ser produzida por macréfagos da membrana sinovial,
como também por condrdcitos ou fibroblastos a partir de cartilagem articular. Estudos
sugerem que IL-1p sensibiliza nociceptores e causa hiperalgesia, atuando na fisiopatologia da
dor articular advinda da ATM em pacientes com DTM (KOSTRZEWA-JANICKA et al.,
2012; KEVILIJ et al., 2007; ALSTERGREN et al., 2003). Além disso, IL-1 também contribui
para a hipernocicep¢do inflamatéria da ATM, aumentando a expressdo de outras citocinas
catabolicas, reduz a expressdao de colageno tipo II, induz a apoptose de condrdcitos, via
superproducdo de NO, estimula a producdo de PGE,, e moléculas de adesdo (KIM et al.,
2012; GE et al., 2009; LIU et al., 2017).

O papel da cascata de citocinas na liberacdo de prostaglandinas e aminas
simpaticas foi confirmado em ratos e camundongos (CUNHA er al., 2005; 2010). A
prostaglandina (PGE;) € um mediador inflamatério de marcante atuacio na DTM, e
provavelmente a enzima COX-2 € a principal responsavel pelo seu aumento local durante o
processo inflamatorio de tecidos sinoviais devido a produgdo e atuagdo no controle de sintese
dos eicosanoides. A PGE; encontra-se em elevadas concentragdes nas articulacdes inflamadas
e podem contribuir para a deplecao da matriz extracelular causando erosao na cartilagem e no
osso subcondral, vasodilatacdo, aumento da percepcdo de dor, desmineralizacdo Ossea e
promocdo da secrecdo de ativadores de plasminogénio (MCINNES; SCHETT, 2011). O uso
de inibidores seletivos da COX-2 reduz a inflamacdo e a dor na ATM de ratos (KERINS ez
al., 2004).

Serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € outro importante mediador
inflamatorio encontrado em niveis elevados no liquido sinovial da ATM de pacientes com dor
inflamatéria (ALSTERGREN et al., 1999). E uma amina derivada do aminoécido triptofano,
encontrada no SNC e em todos os tecidos periféricos, armazenada em mastécitos e plaquetas,
liberada por estimulos como substancia P e neuropeptideo Y. Estudo realizado por Oliveira-
Fusaro et al. (2012) mostrou que a 5-HT induz nocicepcdo na ATM pela ativagdo de

receptores adrenérgicos Bl e B2 localizados na regido da ATM e pela liberagdo local de
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aminas simpaticas e prostaglandinas, que podem sensibilizar e/ou ativar os neur0nios
aferentes primarios.

Os sistemas bioldgicos dispdem de vias contra regulatérias que também modulam
a resposta inflamatoéria, ativando mecanismos de defesa em células expostas ao estresse,
promovendo um feedback negativo na ativacdo celular e geracdao de mediadores inflamatodrios.
Neste contexto, a via opioide, canabinoide e do 6xido nitrico (NO/GMPc) mostram sua
relevancia, assim como a via hemeoxigenase (HO) (CHAVES et al., 2011; VENKATESHA
etal., 2011).

O sistema canabinoide é conhecido por desempenhar um papel importante na
modulacdo da dor aguda e cronica (KANO et al, 2009; SAGAR et al, 2012). Atualmente sao
conhecidos dois subtipos de receptores canabinoides (CB1 e CB2) pertencentes a superfamilia
dos receptores de membrana ligados a proteina G (GPCR) (HOWLETT, 2002; VEMURI et
al., 2015), cuja ativacdo inibe a adenilato-ciclase e ativa quinases como a MAPK, e no caso
dos receptores CB1, hd ainda uma modulacio de canais i0nicos, especialmente com
fechamento dos canais de Ca®* dependentes de voltagem e abertura dos canais de K*
(PERTWEE, 2010; MCDONOUGH et al., 2014).

Estudos tém mostrado que a ativagdo dos receptores CB1 no SNC na medula
espinal e tecido periférico inibe respostas nociceptivas (HAMMA; SAGEN, 2011) e
inflamatérias (RICHARDSON e al., 2008). Enquanto que, agonistas do receptor CB2
apresentam significativos efeitos antinociceptivos em varios modelos animais através de
mecanismos supraespinhais e periféricos (PERTWEE, 2010; HOHMANN, 2002), tais como
os modelos de dor articular (LA PORTA et al., 2013), cronica (BURSTON et al., 2013) e
inflamatéria (QUARTILHO ef al., 2003). Além disso, alguns estudos sugerem que oS
canabinoides alteram o equilibrio da producdo de citocinas, promovendo uma mudanc¢a na
resposta pro para anti-inflamatéria (CROXFORD; YAMAMURA, 2005; NAGARKATTI ez
al., 2009).

A ativacdo dos receptores CB1 inibe a hipernocicep¢do inflamatdria induzida por
Formalina na ATM de ratos (BURGOS et al., 2010). Além disso, Gondim et al. (2012)
mostraram que os receptores canabinoides medeiam o efeito antinociceptivo e anti-
inflamatério da eletroacupuntura na ATM de ratos com artrite. Esses dados sugerem que o
sistema canabinoide pode ser um importante alvo terapéutico para o tratamento da dor e
inflamacao associada a ATM (MCDONOUGH et al., 2014).

Outro importante mediador da resposta imune-inflamatéria é o Oxido nitrico

(NO), envolvido em vérios processos fisiologicos, desempenha um papel complexo e dual na
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modulacdo da dor e inflamacdo, podendo induzir ou inibir a dor dependendo da concentracao
e local de acdo (CURY ef al., 2011). O NO ¢é produzido pelas células residentes articulares,
sinovidcitos e condrdcitos, assim como, por osteoblastos e osteoclastos, e também por células
inflamatérias presentes durante patologias, de forma constitutiva ou induzida por mediadores
como IL-1 e TNF-a (MCINNES ez al., 1996; EVANS; RALSTON, 1996).

Em relagdo ao efeito antinociceptivo do NO, estudos tem demonstrado que
doadores de NO ou substincias que aumentam sua concentragdo neuronal bloqueiam de
forma direta a hiperalgesia inflamatéria (CURY et al., 2011). Em neurdnios nociceptivos, o
NO ativa a enzima guanilil ciclase, resultando em um aumento acentuado do GMPc
(GRIFFITHS et al., 2003), que, por sua vez, ativa a proteinoquinase dependente do GMPc
(PKG), a qual parece ser responsavel pela fosforilagio dos canais da K* sensiveis ao ATP. A
ativacdo desta via causa uma hiperpolarizacdo dos neurdnios nociceptivos diminuindo a
excitabilidade neuronal durante o processo inflamatério (CUNHA et al., 2010).

Os opioides endogenos diminuem a excitabilidade neuronal, provocam analgesia e
antinocicepc¢do através da ativagdo dos receptores Mu (n), Delta (8) e Kappa (x), os quais
pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Dentre os efeitos dos opioides
estd o efeito analgésico na dor de carater inflamatério. A ativagdo dos opioides também inibe
producdo de AMPc, promovendo o fechamento dos canais de Ca** e a abertura de canais de
K. Esses eventos atenuam a excitabilidade do neurdnio sensorial aferente e isso leva a uma
diminui¢do da liberacdo de neuropeptideos pré-inflamatérios (substancia P) com a produgdo
de antinocicepg¢ao e acdo anti-inflamatéria (BUSCH-DIENSTFERTIG et al., 2010).

E sabido que no sistema nervoso periférico, os opioides produzem um efeito
analgésico mediado pela ativagdo de receptores opioides em neurdnios aferentes primarios
nociceptivos (CLEMENTE-NAPIMOGA et al., 2009), que ativam a via intracelular
(NO/GMPc), resultando em hiperpolarizacdo de membrana (FERREIRA et al., 1991). Além
disso, recentemente foi demonstrado que a antinocicepcao periférica induzida por agonistas
de receptores opioides p e k € devido a fosforilacdo das enzimas PI3Ky / Proteina quinase B,
que € acompanhada por ativagdo da NOSn e produgdo de NO, o que induz um aumento nas
correntes do canal K stp causando hiperpolarizacdo dos neurdnios nociceptivos (CUNHA et
al., 2012; LAMANA et al., 2017).

Ja a hemeoxigenase (HO) é uma enzima microssomal que catalisa a degradacdo
do grupo heme em mondxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro (ABRAHAM,;
KAPPAS, 2008). O grupo heme em sua forma livre € potencialmente toxico para a célula, por

estimular a producdo de radicais livres, aumento da permeabilidade vascular, expressao de
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moléculas de adesdo e a infiltracdo de neutréfilos para o sitio inflamatério, HO exerce sua
acdo citoprotetora degradando-o e gerando seus produtos finais (ALCARAZ et al., 2003;
SOARES; BACH, 2009).

A ativacdo de HO-1 (forma induzida) reduz o dano oxidativo e apoptose, 0s
eventos inflamatérios como edema, migracdo celular e produ¢do de citocinas pro-
inflamatérias (ALCARAZ et al., 2003). Em estudos sobre a hipernocicep¢do inflamatdria na
ATM induzida por Zymosan (Zy), foi observado que a via da HO-1, ao ser estimulada foi
capaz de reduzir a dor facial, o influxo leucocitéario e a atividade da enzima mieloperoxidase,

assim como todos os parametros histologicos (CHAVES, 2012).

1.5 Farmacos Utilizados no Tratamento das Disfuncées Temporomandibulares

O tratamento inicial das DTM, mesmo tendo uma etiologia multifatorial, tem
como objetivo o emprego de métodos conservadores para aliviar a dor, reduzir o processo
inflamatorio, quando presente, evitar ou diminuir os danos nas articulagdes, prevenir
manifestacdes extra-articulares e melhorar a funcdo e o bem-estar do paciente (HERSH et al.,
2008; CAIRNS, 2010).

O controle farmacolégico da dor inflamatéria relacionada as DTMs é baseado em
duas estratégicas: a primeira envolve o uso de firmacos que inibem a sensibilizacdo periférica
do nociceptor diminuindo os mediadores inflamatorios, tal como drogas anti-inflamatorias
ndo-estereoidais (AINEs) e glicocorticoides (HERSH et al., 2008; CAIRNS, 2010); a segunda
estratégia envolve o uso de drogas que bloqueiam diretamente a dor como os anestésicos e
opioides (CAIRNS, 2010). Ansioliticos, relaxantes musculares, antidepressivos,
anticonvulsivantes e benzodiazepinicos também podem ser utilizados, principalmente em
situagcOes de dor cronica (GAUER; SEMIDEY, 2015; RAJAN; SUN, 2017).

Os AINE:s constituem a classe de farmacos mais prescritos e utilizados no mundo,
sdo os medicamentos de escolha para o controle da dor aguda e inflamatéria na maioria das
DTM, particularmente indicados nos casos de artralgias, artrite e dores musculares
(HEAGGMAN-HENRIKSON et al., 2017; GREMEAUX et al., 2013). Sua atividade anti-

inflamatéria ocorre, principalmente, pela inibicdo da sintese de PG, efetuada mediante a

[¢N

inibicdo das ciclo-oxigenases constitutiva (COX-1) e induzivel (COX-2). A primeira
responsavel pelos efeitos fisioldgicos das PG em sitios gastricos e renais. A enzima COX-2 é
a isoforma induzida localmente na presenca de dano tecidual por estimulos inflamatorios e

citocinas (SOSTRES et al., 2010; KIM et al., 2013).
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Os efeitos adversos relacionados a toxicidade gastrointestinal e renal sdo os
relatos mais comuns de pacientes que utilizam AINEs convencionais, e representam risco de
vida para os que fazem uso cronico (AYGUN et al., 2012). Os sintomas variam muito em
severidade, e incluem nauseas, dispepsia e ulceragdo. Esses efeitos estdo associados com a
inibicdo da COX-1, responsavel por formar PG homeostiticas (PG, e PGlI,), consideradas
protetoras da mucosa géstrica e também presentes nos rins (SOSTRES er al., 2010).
Entretanto, a inibicdlo da COX-2 também provoca efeitos adversos relacionados
principalmente a eventos trombdticos cardiovasculares, renais e aterosclerose (ANWAR;
ANWAR; DELAFONTAINE, 2015).

Meloxicam e nimesulida s@o considerados inibidores preferenciais da COX-2,
sendo a nimesulida muito utilizada no tratamento de osteoartrite (LEES et al., 2004). Com
relacdo a indometacina, derivada do acido indolacético, faz parte dos AINEs ndo seletivos
para COX-2. Apresenta propriedades anti-inflamatdria, analgésicas e antipiréticas e seu
mecanismo de acdo abrange a inibi¢ao da sintese de todas as PGs, por bloqueio reversivel da
via mediada pelas ciclo-oxigenases (RAFFIN et al., 2003; SCHOLZ et al., 2012).

Os glicocorticoides sdo agentes anti-inflamatorios potentes indicados como
coadjuvantes no tratamento de dores agudas e cronicas, amplamente utilizados nos pacientes
que sofrem de sinovite e osteoartrite/artrite reumatoide na ATM, podem ser administrados
oralmente ou injetados diretamente na articulacdio (COELHO et al., 2015; HERSH et al.,
2008). Os glicocorticoides inibem o gene da COX-2 e induzem a producdo da proteina
lipocortina, que inibe a enzima fosfolipase A, Além disso, reduzem a produgdo de citocinas
pré-inflamatérias (TNF- a e IL-1B), modulam o fator de transcricio NF-xB e também
desencadeiam a apoptose em diversos tipos de células (ZAMAN et al., 2014; SATO et al.,
2010). A dexametasona € um potente glicocorticoide sintético largamente utilizado, possui
propriedades imunossupresora € anti-inflamatéria (RHODUS, 2006).

No entanto, o uso de glicocorticoides orais deve ser limitado devido aos riscos
causados como a diminui¢do da resisténcia a infec¢do, hiperglicemia, osteoporose, distirbios
cardiovasculares (hipercoagulabilidade) e psiquiatricos (COELHO et al., 2015).

Os analgésicos opioides sdo substancias com efeito analgésico atuando
potencialmente no SNC, alterando a percep¢ao do individuo, levando a diminui¢do da dor.
Opiaceos, como a mofina, representam atualmente a melhor op¢do para o controle da dor
moderada a grave em trauma induzidos, pOs-operatério € na dor oncoldgica. O uso de
opioides na dor cronica ndo oncoldgica permanece controverso, pois a mofina ocasiona alguns

efeitos indesejaveis, como: euforia, nduseas, vOmitos, depressdo respiratria, dependéncia
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fisica e psicoldgica, constipacdo e algumas vezes espasmo biliar e uretral (SILVA; SAKATA;
ISSY, 2004). A administracdo prolongada de opioides pode desenvolver no individuo uma
tolerancia antinociceptiva, além de dependéncia (O’NEIL et al., 2012; GAUER; SEMIDEY,
2015).

A naloxona antagoniza as acdes analgésicas, assim como outros efeitos da
morfina tais como a depressdo respiratoria. Além disso, bloqueia a acdo dos farmacos
semelhantes a morfina e tem sido amplamente usada como padrdo para determinar se a
analgesia é mediada por um mecanismo opioide, particularmente na transmissdo da dor. A
naloxona foi o primeiro antagonista puro de opioides, tendo afinidade por todos os trés
receptores de opioides: p, 6 e k (PICOLO, GIORGI, CURY, 2000; MADENOGLU et al.,
2010).

O uso de opidceos para as DTM deve ser recomendado apenas para pacientes que
tenham comprovado alguma disfungdo intrativel ou em procedimentos cirdrgicos ou
implantes que tenham sido realizados sem sucesso. Em procedimentos operatorios ou no
tratamento de disturbios intracapsular, a morfina tem sido administrada intra-articularmente.
Alguns relatos sugerem a existéncia de receptores periféricos opidceos nos tecidos da ATM, o
que pode explicar os beneficios deste tratamento (HERSH ef al., 2008).

Apesar do curso extremamente incapacitante das DTM, todos os farmacos
supracitados utilizados para o controle da dor s@o limitados, aliviando apenas os sinais e
sintomas da doenca. Cairns (2010) relata que interven¢des farmacoldgicas no controle de
dores orofaciais cronicas normalmente sdo consideradas terapias adjuntas a tratamentos
definitivos, ndo trazendo necessariamente a cura. Assim, o desenvolvimento de novas drogas
ou a utilizagdo de diferentes estratégias farmacoldgicas para o tratamento de doengas
inflamatorias cronicas continua sendo de extrema importincia, e a busca por novos compostos
mais efetivos e com baixa toxicidade, possuindo efeitos adversos minimos, vem sendo alvo de
muitas pesquisas.

Nesse contexto, as algas marinhas sdo consideradas uma fonte potencial na
bioprospeccdo de novos farmacos, pois sdo ricas em diversos compostos quimicos
biologicamente ativos, como as lectinas, que possuem capacidade anti-inflamatoria,
antinociceptiva e imunoestimulatéria (SINGH; THAKUR; BANSAL, 2013; ABREU et al.,
2016a).
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1.6 Algas Marinhas

O termo “alga” ndo possui significado taxondmico formal, mas ¢é geralmente
usado para indicar um grupo polifilético (eucariotos fotossintetizantes), que inclui organismos
que ndao compartilham uma origem comum. Possui representantes nos Dominios Eubacteria e
Eukarya, estando distribuida nos quatros reinos: Bacteria, Plantae, Chromista e Protozoa
(RAVEN; GIORDANO, 2014; GUIRY, 2012).

As algas estdo distribuidas em 15 filos e 54 classes segundo critérios quimicos,
citologicos e morfologicos. Existem cerca de 72500 espécies de algas validamente descritas.
A maioria das algas marinhas € fotossintética e vive em habitats aquéticos, embora algumas
crescam em solos imidos. Contribuem para os ciclos biogeoquimicos sendo responsaveis por
cerca da metade da produtividade primaria global de assimilacdo de dioxido de carbono e
producdo de oxigénio (DE CARVALHO; ROQUE, 2000; GUIRY, 2012).

Além disso, sendo produtores primaérios, as algas possuem semelhantes funcdes
biologicas e ecoldgicas as plantas, mas ndo compartilham uma histdria evolutiva comum, e
sua bioquimica difere significativamente em relacdo aos pigmentos acessOrios,
polissacarideos de reserva, glicoproteinas e compostos fendlicos (BARSANTI; GUALTIER]I,
2006; STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

As algas tém uma grande variedade de formas e tamanhos, de células esféricas
com 0,5 um de didmetro, como as algas unicelulares (microalgas), a longos talos
multicelulares com até mais de 60 m de comprimento, como as kelps (macroalgas) (RAVEN;
GIORDANO, 2014; EL GAMAL, 2010).

As macroalgas marinhas ndo sdo vascularizadas, contém clorofila “a” e
apresentam estruturas reprodutivas simples. Sua classificacio botanica é dada de acordo com
a genealogia de seus plastidios, estrutura fisica, funcdo e ciclo reprodutivo em: Chlorophyta
(algas verdes), principalmente pela predominancia das clorofilas a e b; Ochrophyta (algas
pardas), principalmente pela presenca dos pigmentos xantofila e fucoxantina, e Rhodophyta
(algas vermelhas), devido a predominancia dos pigmentos ficoeritrina e ficocianina (DAHMS;
DOBRETSOV, 2017; BONANNO; ORLANDO-BONACA, 2017).

De acordo com os seis reinos propostos por Cavalier-Smith (2004) e aplicados por
Alga e Base (2017), Rhodophyta e Chlorophyta estdo incluidos no Reino Plantae, enquanto
Ochrophyta estd no Reino Chromista (BONANNO; ORLANDO-BONACA, 2017).

O grupo das algas verdes, objetivo deste trabalho, possui cerca de 4.500 espécies,

que ocorre principalmente em habitats marinhos tropicais e subtropicais. Os principais
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géneros desse filo incluem Ulva, Codium, Enteromorpha, Chaetomorpha e Cladophora
(GUIRY, 2012).

As algas marinhas t€m sido bastante utilizadas como fontes de alimento, pois
apresentam em sua composicdo fibras, minerais, antioxidantes, vitaminas, pigmentos,
polissacarideos, proteinas e acidos graxos (TORRES et al., 2014). Além disso, a diversidade
bioquimica das algas marinhas faz com que esses organismos representem uma valiosa fonte
de novos compostos quimicos, os quais tém revelado importantes resultados nas mais
variadas aplicacdes industriais, biotecnoldgicas e farmacéuticas (FARVIN; JACOBSEN,
2012). Recentes avangos na pesquisa de novos farmacos, a partir de fontes naturais, apontam
as macroalgas marinhas como um grupo promissor no fornecimento de compostos
bioquimicamente ativas (DAHMS; DOBRETSOV, 2017). Podemos destacar dentre esses

compostos as lectinas.

1.6.1 Lectinas

A palavra lectina € proveniente do latim Legere, que significa selecionar ou
escolher, e foi utilizada para definir uma classe de aglutininas de plantas superiores. Esse
termo foi usado pela primeira vez por Boyd e Shapleigh (1954), os quais as definiram como
proteinas que se ligam reversivelmente a carboidratos, aglutinando células e/ou precipitando
polissacarideos e glicoproteinas (JUAN et al., 2017).

Ao longo dos anos, muitas definicdes foram dadas. A mais utilizada na
comunidade cientifica foi proposta por Peumans e Van Damme (1995), na qual lectinas sdao
proteinas ou glicoproteinas de origem nio imune contendo pelo menos um dominio ndo
catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos. Essa ligacdo a
residuos de carboidratos pode ser de alta especificidade, mas ndo altera a estrutura quimica
dos ligantes.

Posteriormente, Gabius et al. (2011) definiram as lectinas como proteinas ligantes
a carboidratos que nao possuem atividade enzimatica sobre seus ligantes. Além disso, diferem
dos anticorpos e de proteinas de transporte para mono ou oligossacarideos livres (COELHO et
al., 2017).

As lectinas possuem ampla distribuicdo na natureza e ja foram isoladas em virus,
bactérias, fungos, algas, plantas superiores e animais (HAMSHOU et al., 2013; COELHO et

al., 2017). De acordo com suas caracteristicas estruturais, as lectinas sdo subdivididas em
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quatro grupos (Figura 4): merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas

(PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Figura 4- Classificacao estrutural das lectinas

MEROLECTINA HOLOLECTINA QUIMEROLECTINA
@-LCovoiaato  cavoiciato_elLCarvoicrato Carboidito el oy
g Dominio Ribfffmo Carboidrato
% inativarte ":e?" Carboidrato
8

Carboidrato Carboidrato

SUPERLECTINA

Carboidr Carboidrato 1

Carboidrato 1 idrato 2

Carboidrato

Fonte: Togashi, 2010. Representacdo esquemadtica de merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e
superlectinas.

As merolectinas sdo proteinas que possuem apenas um sitio de ligacdo a
carboidratos e, por conta dessa natureza monovalente, ndo sio capazes de aglutinar células ou
precipitar glicoconjugados (PARIIS et al., 1991).

Com relacdo as hololectinas, essas apresentam dois ou mais dominios idénticos ou
bastante homologos, que se ligam ao mesmo carboidrato ou a aguicares de estrutura similar e,
portanto, sdo capazes de promover a aglutinacao de células e/ou precipitar glicoconjugados. A
maioria das lectinas conhecidas como hemaglutininas pertence a esse grupo, como a lectina
da Canavalia braziliensis (ConBr) (CAVADA et al., 2001).

Ja as quimerolectinas possuem um ou mais dominios ligantes a carboidratos e um
dominio ndo relacionado, que podem apresentar atividade catalitica ou qualquer outra
atividade biologica, atuando independentemente dos dominios ligantes a carboidratos. A
ricina, toxina da mamona, que € uma proteina inativadora do ribossomo (RIP), € um exemplo
de quimerolectina, pois possui dois dominios de liga¢do para carboidratos e um dominio para

a inativagao do ribossomo (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).
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Por dltimo, as superlectinas apresentam carboidratos, os quais sdo estruturalmente
distintos e reconhecem carboidratos diferentes (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Os mecanismos utilizados pelas lectinas para gerar especificidade por carboidratos
incluem a formacdo de pontes de hidrogénio natureza quimérica que consistem de, no
minimo, dois dominios ligantes a com moléculas de &gua, interacdes hidrofdbicas,
modificagdes pds-traducionais e oligomerizacdes (COELHO et al., 2017; VIJAYAN;
CHANDRA, 1999). Devido ao potencial de intera¢des proteina—carboidrato (Figura SA),
essas moléculas sdao ferramentas valiosas em diversos processos bioldgicos e biotecnoldgicos,
incluindo diagndéstico, aplicacdes terapéuticas e farmacoldgicas, interagdes patdgeno-
hospedeiro, reconhecimento celular, comunica¢do célula-célula, bioadesdo de farmacos,
inducdo de apoptose, metéstases e diferenciagio celular (ZIOLKOWSKA; WLODAWER,
2006; JUAN et al., 2017).

Adicionalmente, como as lectinas também reconhecem carboidratos de fluidos
biologicos, podem se ligar a certos componentes da membrana das células sanguineas,
provocando aglutinacdo (Figura 5B). Essa funcdo de aglutinacdo representa a principal

maneira de deteccao, purificacdo e caracterizacao dessas moléculas (LIS; SHARON, 1998).

Figura 5 - Representacao esquematica da interacao lectina-carboidratos: (A) tecido
qualquer e (B) eritrécitos
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Fonte: Coelho ef al., 2017 (adaptado) (A); Bezerra, 2009 (B).

1.6.1.1 Lectinas de Algas Marinhas

No geral, as lectinas de algas marinhas apresentam baixo peso molecular, ndao

possuem afinidade para monossacarideos, t€ém forte especificidade para oligossacarideos e/ou
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glicoproteinas complexas, sdo termoestaveis € ndo requerem cations divalentes para a sua
atividade biologica (ROGERS; HORI, 1993; AINOUZ et al., 1995). Além disso, ocorrem
principalmente na forma monomérica, t€m uma alta propor¢do de aminoacidos &acidos e
apresentam pontos isoelétricos entre 4 e 6 (PEREZ; FALQUE; DOMINGUEZ, 2016). No
entanto, existem alguns relatos mostrando que algumas lectinas podem ser inibidas por
acucares simples, como as do género Enteromorpha, Ulva e Codium (ALVAREZ-
HERNANDEZ et al., 1999; AMBROSIO et al., 2003; WANG et al., 2004), bem como
podem ser dependentes de cations divalentes, como é o caso da lectina da alga marinha
vermelha Ptilota filicina (SAMPAIO; ROGERS; BARWELL, 1998).

As lectinas sdo encontradas nos corpos proteicos das células, que sdo ricos em
proteinas sintetizadas no reticulo endoplasmético e transportadas via Golgi (CARDOZO et
al., 2007). Nao existem muitos relatos sobre a localizacdo intracelular especifica das lectinas
nas algas. No entanto, um estudo com as algas vermelhas Hypnea musciformis e H.
cervicornis mostrou que essas algas possuem uma maior concentragdo de lectinas na parede
celular e no citoplasma, e que essas proteinas estdo ausentes nos vacuolos (MIGUEL et al.,
2014).

Nos vegetais superiores, as lectinas estdo envolvidas no processo de defesa contra
bactérias e fungos patogénicos (LIAO et al., 2003) ou atuam como reserva de nutrientes
(CAVADA et al., 1990). No entanto, pouco se sabe sobre o papel fisiologico das lectinas das
algas. Estudo realizado com a lectina da alga Antithamnion sparsum mostrou que essa
proteina estd envolvida no reconhecimento célula-célula, durante a fertilizacdo (KIM et al.,
1996). Trabalhos com as lectinas das algas Bryopsis hypnoides e Codium fragile sugerem que
elas podem estar envolvidas na regeneragdo e reorganizacao do protoplastos, respectivamente
(NIU et al., 2009; LI et al., 2008). Adicionalmente, nas algas H. musciformis e H. cervicornis,
as lectinas podem estar envolvidas na agregacdo do citoplasma e no reconhecimento de
carboidratos da parede celular (MIGUEL et al., 2014).

Boyd et al. (1966) fizeram o primeiro relato de atividade hemaglutinante em 24
extratos de algas marinhas. Posteriormente, outros estudos que descrevem a presenca e/ou
purificacdo de lectinas de algas foram relatados por grupos da Inglaterra (BLUNDEN et al.,
1975), Japao (KAMIYA et al., 1982), Espanha (FABREGAS et al., 1984) e Estados Unidos
(CHILES et al., 1989). No Brasil, as pesquisas de lectinas de algas marinhas iniciaram apenas
no ano de 1991 com Ainouz e Sampaio.

Comparando os estudos de lectinas isoladas de plantas com as de algas, ainda sdo

poucos os trabalhos de deteccdo e isolamento de lectinas de algas. Estima-se que existam
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menos de 100 publicagdes na qual descrevem a presenca de lectinas de algas marinhas
(TEIXEIRA et al., 2012). Isso se deve, principalmente, ao baixo rendimento lectinico que as
algas possuem (NAGANO et al., 2005). Portanto, em relagcdo as lectinas caracterizadas de
fontes animais e de plantas, pouco é conhecido sobre as propriedades bioquimicas e
estruturais das lectinas macroalgais (HARNEDY; FITZGERALD, 2011).

Os métodos cléssicos utilizados para isolar lectinas de algas marinhas incluem
métodos de extracdo das proteinas soliveis em solugdes salinas tamponantes. Para sua
purificagdo, o extrato total obtido pode ser submetido a precipitagdes de proteinas (sal ou
etanol), a procedimentos cromatograficos (sequenciais ou ndo) e depois a eletroforese. Dentre
esses procedimentos estdo as cromatografias gasosas, de troca iOnica, de interacao
hidrofobica, de filtracdo em gel e de afinidade. A cromatografia de troca idnica € muito
eficiente na separacdo e na eliminacdo de pigmentos, principalmente nas fases iniciais das
etapas de purificacio (HARNEDY; FITZGERALD, 2011; TEIXEIRA et al., 2012).

A primeira lectina de alga marinha a ser purificada e caracterizada parcialmente
foi a da alga vermelha Ptilota plumosa (ROGERS; BLUNDEN; EVANS, 1977). As lectinas
isoladas podem ser caracterizadas estruturalmente por meio de diversas técnicas, tais como:
espectroscopia de dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia, cristalografia e difracao
de raios X, ressonincia magnética nuclear e espectrometria de massas (NEHIRA et al., 2012).
O estudo da estrutura quimica dessas proteinas € importante para tentar correlacionar alguns
detalhes estruturais com as atividades biologicas e, assim, entender as diferentes atividades
das lectinas, ou propriedades fisico-quimicas apresentadas pelas mesmas (NAGANO et al.,
2005a).

Apesar do aumento no nimero de trabalhos referentes as lectinas de macroalgas
marinhas, as informag¢des bioquimicas e estruturais sdo escassas. Mesmo com poucos dados
sobre a estrutura priméria dessas proteinas, as informacdes disponiveis, at¢é o momento,
apontam para a existéncia de uma grande variedade de familias de lectinas nas diferentes

espécies de macroalgas marinhas (TEIXEIRA et al., 2012; CALVETE et al., 2000).

1.6.1.2 Aplicacoes e Atividades Biologicas de Lectinas de Algas Marinhas

A capacidade de interagir com carboidratos faz das lectinas uma molécula valiosa
que pode ser usada em diversos processos bioldgicos e biotecnoldgicos (HAMSHOU et al.,
2013; COELHO et al., 2017). Por conta disso, as pesquisas com lectinas vém crescendo em

todo o mundo. Segundo Rogers e Hori (1993), as lectinas de algas marinhas seriam mais
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apropriadas para o uso como ferramentas biologicas, pois possuem uma massa molecular
menor quando comparadas com as lectinas de plantas, reduzindo as chances de uma reacao
antigénica. Ademais, essas lectinas apresentam grande estabilidade, devido as pontes
dissulfeto presentes em sua estrutura, € mostram uma alta especificidade por glicoconjugados
complexos, como os presentes na superficie das células (PINTO et al., 2009).

Nesse sentindo, as lectinas de algas marinhas foram usadas com eficiéncia para
estimular e/ou inibir divisdo celular (HORI ef al., 1988; HARNEDY; FITZGERALD, 2011),
reconhecer células leucémicas e tumorais (CHAVES et al., 2017; HAYASHI et al., 2012),
induzir a apoptose celular de células humanas cancerosas e derivadas de camundongos
BALB/c (OMOKAWA et al., 2010), estimular e/ou inibir o crescimento de micro-organismos
(HOLANDA et al., 2005), induzir a cicatrizacio (NASCIMENTO-NETO et al., 2012),
combater virus (MU et al., 2017; SATO et al., 2015), dentre outros.

As lectinas de algas também podem ter acdo no sistema nervoso central. Um
estudo realizado recentemente mostrou que a lectina da alga marinha vermelha S. filiformis,
apresentou efeito antidepressivo-simile, com um mecanismo de ac¢do, provavelmente,
relacionado a interacdo dessa lectina com o sistema dopaminérgico e a sua capacidade
antioxidante em 4reas cerebrais relacionadas a depressao (ABREU, 2016b).

Alguns trabalhos relatam que essas proteinas t€ém a capacidade de modular a
resposta imune, podendo ser pr6 ou anti-inflamatérias (NEVES et al., 2001; VANDERLEI et
al., 2010).

As lectinas isoladas das algas marinhas vermelhas Bryothamnion seaforthii,
Bryothamnion triquetrum, Amansia multifida e Gracilaria caudata apresentaram efeitos pro-
inflamatorios, induzindo a migracdo de neutr6filos em modelos de peritonite e de bolsa de ar
em ratos e camundongos, os mecanismos de acdo envolvidos nesse efeito sdo desconhecidos
(NEVES et al., 2001). Posteriormente, foi mostrado que as lectinas das algas B. triquetrum e
B. seaforthii possuem também efeitos nociceptivos periféricos e centrais revertidos por
naloxona, um antagonista da morfina, sugerindo a participagdo do sistema opioide na
atividade antinociceptiva observada (VIANA et al., 2002)

Ja as lectinas das algas Pterocladiella capillacea, Hypnea cervicornis e Solieria
filiformis apresentaram tanto efeito anti-inflamatério como antinociceptivo (SILVA et al.,
2010; FIGUEIREDO et al., 2010; ABREU et al., 2016a). Além disso, Abreu et al. (2012)
mostraram que as lectinas das algas S. filiformis, P. capillacea e C. cupressoides apresentam
propriedades imunoestimulatérias sem provocar citotoxicidade, quando em contato com

esplendcitos de camundongos BALB/c.
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1.6.1.3 Lectina da Alga Marinha Verde Caulerpa cupressoides

Caulerpa cupressoides var. lycopodium C. Agardh € uma espécie de alga verde,
pertencente a familia Caulerpaceae amplamente encontrada na costa do Nordeste do Brasil. A
lectina da alga C. cupressoides (LCc) foi isolada por Benevides et al. (2001), através de
cromatografia de afinidade em gel de a-lactose-agarose, seguida de filtragao em gel (Bio Gel
P-100). A atividade hemaglutinante da LCc ndo é dependente de cations divalentes, € inibida
por lactose e alguns dos seus derivados e € fortemente inibida pela glicoproteina mucina.
Quando submetida ao tratamento térmico, foi estavel a 70 °C, durante 60 minutos, e ainda
manteve 25% de sua atividade original, mesmo depois de 60 min a 90 °C. O peso molecular
aparente (PM) de LCc, determinado pela cromatografia de filtracdo em gel, foi de 44,700 Da.
Nesse mesmo estudo, foi realizado uma eletroforese SDS-PAGE, na qual a lectina exibiu uma
tnica banda de proteina com um PM de 23,158 Da, sugerindo que LCc seja uma proteina
dimérica.

Posteriormente, Rivanor et al. (2014) purificaram a mesma lectina, utilizando a
metodologia supracitada, com algumas modificacdes. A lectina foi purificada através de
extracdo com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e cromatografia de troca idnica em DEAE-
celulose.

Pouco se sabe sobre sua caracterizacdo, quanto a composi¢do de aminodacidos,
porém, LCc apresentou uma maior presenca dos aminoacidos glicina, acido aspartico, acido
glutamico, serina e uma baixa presenca de aminoacidos basicos (BENEVIDES et al., 2001).
Além disso, possui na sua sequéncia NHj-terminal 31 residuos de aminodacidos:
KGTCALDDRLEPGFARAGEAFRQTTAKDATS, apresentando 43% de identidade com
a proteina da microalga verde Chlamydomonas reinhardtii apés o alinhamento dessa
extremidade NH2-terminal com sequéncias proteicas ndo redundantes através do algoritmo
BLASTp (QUEIROZ, 2013).

Com relag@o ao potencial biotecnoldgico de LCc, estudos realizados pelo nosso
grupo mostraram que a referida proteina apresenta atividade imunoestimulante in vitro
(ABREU et al., 2012), efeito antinociceptivo e anti-inflamatério em modelos cladssicos de
nocicepc¢ao e inflamacdo in vivo, quando administrada sistemicamente (VANDERLEI et al.,
2010; DE QUEIROZ et al., 2015), efeito pro-inflamatério, quando administrada localmente
(edema de pata) (DE QUEIROZ et al., 2015), e reduz a hipernocicep¢do mecanica e o
infiltrado celular inflamatorio na artrite induzida por Zy na articulacdo tempormandibular

(ATM) de ratos. Esses dados indicam que a LCc é uma molécula promissora para o
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tratamento das condi¢des inflamatdrias associadas as disfuncdes tempomandibulares (DTM)
(RIVANOR et al., 2014).

Além disso, a avaliacdo preliminar das propriedades téxicas da LCc foi realizada
através do teste de toxicidade subcronica, quando administrada em camundongos por via
intravenosa durante 7 dias, evidenciando que essa lectina ndo apresentou toxicidade nos
parametros analisados (VANDERLEI et al., 2010).

Embasados na demonstracdo prévia dos efeitos anti-inflamatério e antinociceptivo
da lectina isolada da alga marinha verde Caulerpa cupressoides, esse trabalho tem o intuito de
contribuir com informacoes relacionadas a estrutura dessa molécula, bem como contribuir
com informacdes relacionadas ao seu mecanismo de agdo sobre a hipernocicepcao
inflamatoria na ATM, podendo, assim, abrir novas fronteiras de conhecimento sobre a acdo

moduladora dessa molécula, no intuito de identificar futuramente uma nova abordagem

terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar parcialmente a estrutura da lectina da alga marinha verde Caulerpa
cupressoides, investigando sua eficicia e possiveis mecanismos envolvidos na

hipernocicep¢ao inflamatéria da articulagdo temporomandibular de ratos.

2.2 Especificos

v' Caracterizar parcialmente a estrutura da lectina isolada da alga C. cupressoides (LCc);

v’ Investigar a eficicia antinociceptiva e anti-inflamatéria da LCc sobre a
hipernocicep¢do inflamatéria induzida por Formalina, Carragenana, Serotonina e
Capsaicina na ATM de ratos;

v’ Avaliar a participa¢do de mastdcitos na eficécia da LCc;

v" Determinar as concentragdes de TNF-o ¢ IL-1B no tecido periarticular de ratos
tratados com LCc;

v’ Auvaliar a eficdcia da LCc sobre a permeabilidade vascular no tecido periarticular de
ratos submetidos hipernocicep¢ao inflamatoria induzida por Formalina;

v'Avaliar a participagdo da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e do fator de
aceleracdo do decaimento (CD 55) na possivel eficicia da LCc;

v" Investigar o envolvimento de COX-2 na possivel eficicia da LCc;

<

Avaliar a participacio dos receptores canabinoides na possivel eficicia da LCc;
v' Investigar o envolvimento das vias do NO/GMPc/PKG/K"srp, opioide e HO-1 na
possivel eficacia da LCc;

v" Investigar a eficdcia da LCc sobre a coordenagdo motora de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Alga Marinha

A alga marinha verde Caulerpa cupressoides var. lycopodium foi coletada em
rochas do meso-litoral, durante maré baixa (-0,2 a 0,2 m) na praia do Pacheco, localizada no
municipio de Caucaia-Ceara. Posteriormente, a alga foi acondicionada em sacos plésticos e
transportada em recipientes isotérmicos para o Laboratorio de Carboidratos e Lectinas
(CarboLec) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal
do Ceard (UFC). No laboratério, as algas foram lavadas para retirada de epifitas e/ou
organismos incrustantes e estocada a -20 °C, para posterior utilizagdo. Um exemplar da
espécie foi identificado, e uma exsicata depositada no Herbério Prisco Bezerra sob o nimero

4977, na UFC (Figura 6).

Figura 6- Classificacao taxonomica da alga marinha verde Caulerpa cupressoides

Filo: Chlorophyta (alga verde)

Classe: Caulerphyceae

Ordem: Caulerpales

Familia: Caulerpaceae

Género: Caulerpa (KAWL-er-puh) M. (Vahl) C. Agardh,
1817.

Epiteto especifico: cupressoides

Nome botanico: Caulerpa cupressoides (Vahl) C. gardh

Fonte: Renata Line da C. Rivanor. Fonte: JOLY, 1965.

3.1.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-240 g; n=6/grupo) fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal do Cear4, mantidos em sala com a temperatura
ambiente controlada (24 °C), em um ciclo claro e escuro (12h/12h). Racdo padrdo e 4gua

foram disponibilizadas aos animais ad [libitum. Para a determinacdo da atividade
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hemaglutinante foram utilizados coelhos albinos (n=2) adultos e sadios. Todos os esfor¢os
foram feitos para minimizar o nimero e o sofrimento dos animais utilizados. Os ensaios com
os animais receberam a aprovacio da Comissio de Etica em Pesquisa Animal da UFC (CEPA
n° 69/15) e seguiram os padrdes exigidos de ética e biosseguranca, respeitando o principio

dos 3 Rs da experimentagdo animal (“reduction, replacement and refinement”).

3.1.3 Células Sanguineas

Amostras de sangue (3-5 mL) foram obtidas de coelho albino através da via

marginal do pavilhao auricular.

3.1.4 Solugoes, Drogas e Reagentes

Todos os reagentes que foram utilizados apresentavam grau de pureza e
propriedades analiticas adequadas. As drogas e reagentes que foram utilizadas para a
realizacdo deste trabalho foram:

Para o isolamento e caracterizagdo estrutural da LCc: tris (hidroximetil)
aminometano e cloreto de s6dio P.A., que foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
DEAE-Celulose, tripsina, heparina e mucina, que foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, U.S.A)).

Para a avaliacdo da LCc na hipernocicepc¢do inflamatoria na ATM de ratos:
Albumina sérica bovina (BSA), Coomassie Brilliant Blue G-250. Alcool comercial,
hematoxilina, eosina, violeta de genciana (Reagen), acido cloridrico P.A (HCI), &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), hidroxido de sd6dio (NaOH), acido fosférico P.A.
(Synth, Brasil), acido acético P.A, formaldeido P.A, Carbonato de S6dio (MERCK), cloreto
de sddio (NaCl), acetato de sddio, isoflurano, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Tampao
carbonato de s6dio (Na,COs3); naloxona (Narcan®, Rhodia; Sao Paulo, SP, Brasil); cloridrato
de morfina (Dimorf®, Cristilia, Itapira, SP, Brasil); anticorpo TNF-a, IL-18, COX-2 e
ICAM-1 (abcam discover more); KIT ABC IgG de cabra (VECTASTAIN); zinco
protoporfirina-IX (ZnPP-1X) (Sigma); Formalina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
serotonina, capsaicina, carragenana; WIN 55, 212-2, AM281 e AM630 (caym- interprise
comercio e servicos tecnologicos Ltda); Aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintetase
induzida (NOSi1); ODQ, inibidor da guanilil sintase (GC); KT5823, inibidor da proteina

quinase G (PKG); Glibenclamida, bloqueador de canais de K'arp dependente. Composto
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48/80. As drogas e reagentes foram solubilizados em salina estéril (0,9%, NaCl) ou agua

destilada ou em DMSO 4%.

3.2 Métodos

3.2.1 Isolamento e Caracterizacdo Parcial da Lectina da Alga Marinha Verde C.

cupressoides

3.2.1.1 Extragdo e Purificacdo da Lectina

A lectina utilizada neste estudo foi obtida da alga marinha verde C. cupressoides
(LCc), através da metodologia descrita por Benevides et al. (2001) com modificacdes
realizadas por Rivanor et al. (2014).

Inicialmente, a alga estocada a -20 °C foi parcialmente seca e macerada em
nitrogénio liquido. Em seguida, foi colocada em contato com tampao Tris-HCl 25 mM, pH
7,5 (TB), na propor¢do de 1:4 (m/v). Ap0s agitacdo constante por 4 horas, o homogenato foi
filtrado em tecido de nylon e em seguida centrifugado a 6.000 x g por 30min a 4 °C. O
precipitado foi, entdo, descartado e o sobrenadante, dialisado exaustivamente contra dgua
destilada e liofilizado, sendo denominado extrato total.

O extrato total obtido foi submetido a cromatografia de troca i0nica em coluna de
DEAE-Celulose, previamente equilibrada com TB. Apds a completa eluicdo da fracdo nao
retida na coluna com TB, foi realizada a eluicdo da fracdo adsorvida na matriz por adi¢do de
NaCl 0,5 M ao tampao de equilibrio. Durante o procedimento cromatografico foi mantido um
fluxo constante de 3 mL/tubo/min. A absorbincia a 280 nm e a atividade hemaglutinante
foram determinadas para cada tubo. A fracdo ativa (Pico II) foi reunida, dialisada contra 4gua
destilada, liofilizada e denominada de LCc (Figura 7).

Para a estimativa das concentracdes de proteinas nos eluatos das cromatografias,
foi utilizada a leitura de absorbancia a 280 nm em espectrofotometro (Armersham

Biosciences Ultrospec 1100 pro).
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Figura 7- Esquema de extracao e purificacido da lectina da alga marinha verde C.

cupressoides (LL.Cc)

| Alga fresca macerada (300 g) |

| Homogeneizacio |
l -T. Tns=-HC125mM. pH 7.5 (1:4dm/v);4h

| Filtracio |
!
¥

| Filtrado/Centrifugado | | Residuo (Descartado)

l - 6000x g 30 min_ a4 °C
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Sobrenadante Precipitado
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| Easaios Bitigicss |

3.2.1.2 Determinacdo da Atividade Hemaglutinante

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os ensaios de atividade hemaglutinante das fracdes proteicas obtidas por DEAE-
celulose foram realizados através de dilui¢des seriadas em tubos de ensaio. Em cada tubo
foram adicionados 100 uL. de NaCl 0,15 M. No primeiro tubo, foram adicionados 100 pL da
amostra e uma série de dilui¢cdes duplas foram realizadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.),
sempre homogeneizando antes de cada transferéncia. A cada dilui¢do foram adicionados 100
pL de uma suspensdo de eritrocitos de coelho a 2% tratados com tripsina, a reacdo foi
incubada a temperatura ambiente por 60min, conforme descrito por Ainouz et al. (1992).
Posteriormente, os tubos foram centrifugados (2.000 x g, por 30s), e os resultados lidos
macroscopicamente, sendo o titulo expresso em unidades de hemaglutinacao (UH/mL), que é

o inverso da maior diluicdo da amostra que apresentar nitida aglutinacdo.

3.2.1.3 Espectro de Dicroismo Circular (DC)

O espectro de DC foi realizado, principalmente, para a obtencdo de dados da

estrutura secundaria da LCc, uma vez que, através dessa técnica, pode-se ter o conteudo de a-
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hélices e folhas f de uma proteina. Além disso, a espectroscopia de DC € bastante utilizada
para acompanhar a estabilidade de uma proteina submetida a diferentes temperaturas e pHs,
pois os espectros da proteina enovelada e desnaturada sdo bem diferentes (NEHIRA et al.,
2012).

Todas as medidas de DC foram realizadas em espectropolarimetro Chirascan
(Applied Photophysics, Reino Unido), em cubetas cilindricas de quartzo com caminho 6ptico
de 0,1 cm. Os espectros foram observados no intervalo de 190-260 nm, sob N2 constante, e
recuperados empregando-se médias de 3 varreduras.

Os espectros originais foram tratados com Filtro de Fourier, preservando as
bandas tipicas de cada espectro e, em todos os casos, 0s espectros foram transformados em
elipticidade molar ([0]).

Para as andlises de DC, a LCc foi diluida em tampao tris 25 mM (pH 7.5), em
uma concentracao final de 10 uM. A contribui¢do do tampao utilizado foi subtraida, a fim de
eliminar qualquer influéncia no resultado.

Para estimar a porcentagem de cada estrutura secundaria da LCc (a-hélice, folhas-
B, dobras e regides desordenadas), os dados obtidos por DC, a 20 °C, foram analisados
utilizando um servidor online K2D3 (LOUIS-JEUNE; ANDRADE-NAVARRO; PEREZ-
IRATXETA, 2012).

Para avaliar a estabilidade térmica da L.Cc, a proteina foi submetida, por 10min, a

diferentes temperaturas entre 20 e 100 °C, com intervalos de 10 °C.

3.2.2 Investigacao da Eficdcia da LCc sobre a Hipernocicepcdo Inflamatoria na ATM de
Ratos

3.2.3 Desenho Experimental

A avaliacdo da eficicia da lectina na hipernocicep¢do inflamatéria na ATM de
ratos foi realizada através do tratamento dos animais com a LCc nas doses 0,1; 1 ou 10 mg/kg
(i.v.), 30min antes dos agentes nociceptivos e inflamatorios. Os animais controle (Sham)
foram tratados com soluc¢ao salina estéril (0,9%). Morfina (5 mg/kg; s.c.) ou Indometacina (5

mg/kg; s.c.) foram utilizados como controle positivo.
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3.2.4 Injecoes Intra-articulares

Os animais foram anestesiados com isoflurano e receberam uma injecao do agente
inflamatério (Formalina 1,5%/50 uL, Serotonina (5-HT) 225 ug/50 uL, Capsaicina 1,5%/
20 uL. ou Carragenana 100 pg/25 pL + 5-HT 75 pg/25 pL) (ROVERONI et al., 2001;
OLIVEIRA-FUSARO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2006). Para administracdo desses
agentes supracitados na ATM, uma agulha calibre 30G, conectada a uma seringa de microlitro
Hamilton (50 pL) por um tubo de polietileno P50, foi inserida na por¢do inferior da borda
postero-inferior do arco zigomatico da ATM esquerda, sendo avancada em direcdo anterior

até contactar a regido postero-lateral do condilo.

3.2.5 Teste Comportamental

As andlises comportamentais foram realizadas durante a fase clara, entre 6h e 17h
em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25 °C (ROSLAND, 1991). Durante o
teste, os animais ndo tiveram acesso a agua ou a comida. Cada animal foi previamente
manipulado pelo o pesquisador por um periodo de 7 dias para habituar-se a manipulagdo
experimental. Para a realizacdo das analises comportamentais uma caixa de observacao
medindo 30x30x30 cm com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro foi utilizada. Cada
animal foi inicialmente colocado e mantido na caixa por 10min para habituar-se ao ambiente
de experimenta¢@o e minimizar o estresse (ABBOTT et al,. 1986). Em seguida, o animal foi
retirado da caixa de observacdo e previamente anestesiado por inalacdo de isoflurano para
permitir as inje¢cdes na ATM dos agentes inflamatorios.

Os animais acordaram completamente 30s apds a remocdo do isoflurano e foram
recolocados na camara de observacdo, e as respostas comportamentais caracterizadas pelo ato
de cocar a regido injetada com a pata dianteira ou traseira e pelo ato de levantar reflexamente
a cabeca foram quantificadas. O tempo em segundos que o animal permaneceu cocando a
regido orofacial foi quantificado através da utilizacdo de um crondmetro, € o nimero de vezes
que o animal levantou reflexamente a cabe¢a foi quantificado por um contador de células.
Considerando que o ato de levantar reflexamente a cabeca segue um padrdo uniforme de 1s de
duracdo, a intensidade da resposta nociceptiva foi quantificada somando-se esse
comportamento ao ato de cocar a regido da ATM, como previamente padronizado

(ROVERONI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005).
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Imediatamente apoOs as andlises comportamentais, os animais foram anestesiados
com tribromoetanol (1 mL/100 g; i.p.) e eutanasiados por decapitacdo, e realizada a remog¢ao

do tecido periarticular.

3.2.5.1 Teste Formalina

Os animais foram brevemente anestesiados por inalagdo com isoflurano e, em
seguida, receberam uma injecdo intra-articular de Formalina (1,5%, 50 uL) ou salina estéril
0,9% (50 uL) na ATM e entdo foram submetidos a analise comportamental durante 45min,
divididos em 15 blocos de 3min para avaliar a resposta nociceptiva (ROVERONI et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2005). Imediatamente apds os testes comportamentais os animais foram
anestesiados e eutanasiados.

Um grupo de animal recebeu morfina (5 mg/kg; s.c.) como controle positivo.

Além disso, participacdo do dominio lectinico foi avaliada pela incubagdo da
lectina, por 12h a 37 °C (BENEVIDES et al., 2001), associada ao agticar ligante mucina (100
mg/kg) para garantir a ocupacdo do dominio lectinico, antes da administracdo i.v. nos
animais. No grupo controle, o acgucar ligante foi incubado isoladamente nas mesmas
condigdes.

A melhor dose da LCc obtida no teste da Formalina foi utilizada nos testes

posteriores visando minimizar o nimero de animais utilizados.

3.2.5.2 Andlise da Permeabilidade Vascular por Azul de Evans

Ap6s 30min do pré-tratamento com LCc os animais receberam tribromo (1%; 1.p.,
0,1 mL/100 g) (Hu et al., 1990) e, em seguida, injecdo intrarticular de Formalina (1,5%, 50
pL) na ATM. Todos os animais receberam uma dose de 50 mg/kg do corante Azul de Evans
(1% i.v.) (TORRES-CHAVEZ et al., 2011), imediatamente apés a aplicagio da Formalina na
ATM, e apOs 45min os animais foram eutanasiados. Como o corante Azul de Evans se liga as
proteinas plasmaéticas, o local da injecdo foi identificado visualmente, de acordo com a
aparéncia do corante extravasado (HAAS et al., 1992), permitindo assim a remog¢ao adequada
dos tecidos periarticulares para andlise do extravasamento plasmético através de técnicas
espectrofotométricas.

Para a extracdo do corante, o tecido periarticular de cada animal foi pesado e

imerso em diferentes microtubos contendo 1 mL de formamida mantidos a 60 °C por 24h
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(FIORENTINO et al., 1999). Apéds a extragdo, a quantidade de corante extravasada no tecido
foi determinada em um leitor de microplacas que mediu a absorbancia das diferentes solu¢des
de formamida (620 nm) simultaneamente. Os resultados dessas leituras foram comparados
com os resultados de leituras correspondentes a solugdes com quantidades conhecidas do
corante Azul de Evans (curva de calibragdo com 4 ng, 2 ug, 1 pg e 0,5 pg de corante por mL
de formamida). Finalmente, a quantidade de corante extravasada (ug) em cada solucdo foi
dividida pelo peso (g) do respectivo tecido incubado. Dessa forma, o extravasamento foi

calculado em micrograma de corante por grama de tecido dissecado.

3.2.5.3 Participacdo de Granulos Mastocitdrios na Eficdcia da LCc

E descrito na literatura que a Formalina induz a degranulacdo de mastdcitos
quando injetada na regido orofacial, sendo uma das primeiras alteracdes histoldgicas
observadas (CLAVELOU et al., 1995). Dessa forma decidimos avaliar a participagdo dos
granulos mastocitarios no efeito da LCc.

Para isso utilizamos o composto 48/80 que € responsavel pela degranulacdo de
mastocitos e consequente liberacdo de histamina e serotonina presente em seus granulos
(BRITO et al., 2007). Para induzir deplecdo de mastocitos, o composto 48/80 foi
administrado durante quatro dias (0,6 mg/kg nos trés primeiros dias e 1,2 mg/kg no 4° dia) por
via intraperitoneal (i.p.) (FEITOSA et al., 2002). No 5° dia, a hipernocicep¢ao inflamatdria foi
induzida por Formalina (1,5%/50 pL) na ATM dos animais tratados ou ndo-tratados com
composto 48/80. A LCc (10 mg/kg; i.v.) foi administrada 30 min antes da inje¢do de

Formalina.

3.2.5.4 Dosagem das Citocinas TNFo. e IL-1§

Amostras do tecido periarticular foram obtidas e homogeneizadas em solucdo
RIPA (Santa Cruz USA). Apds a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas (10.000
RPM/10min/4 °C), e o sobrenadante utilizado para quantificar as citocinas pro-inflamatdrias
TNFa e IL-1B, realizada pelo método de ELISA, usando o Kit (R&D Systems®, Kit
Quantikine_rat TNFa e IL-1p immunoassay), seguindo o protocolo do fabricante.
Resumidamente, a placa de 96 pocos foi incubada por 2h a temperatura ambiente com 50
puL/poco com as solugdes padrdo, amostra e controle e com o diluente de ensaio RD1-54 para

TNFa, e IL-1P. Posteriormente, a placa foi lavada quatro vezes com 400 pL de tampao de
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lavagem e incubada novamente por mais 2h com 100 uL. de conjugado de IL-1P por pogo.
Ap6s esse periodo, a placa foi novamente lavada e incubada por mais 30min com 100 pL da
solucao substrato, sendo a placa protegida da luz. Em seguida, 100 puL da solug¢dao de parada
foram adicionados em cada poco e a absorbancia medida a 450 nm. O resultado foi expresso

em pg/mL.

3.2.5.5 Detecgdo Proteica de ICAM-1, CD55 e COX-2

3.2.5.5.1 Extracao de Proteinas

Os tecidos periarticulares foram macerados com auxilio de cadinho e pistilo em
nitrogénio liquido. O produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 200 pL de
tampao RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-
X-100; 1% deoxicolato de sédio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA, 1
pL de inibidor de protease: 100 uL. de RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas por
30s, a cada 10min por 30min, e centrifugadas (17min, 4 °C, 13000 rpm). O pellet foi
desprezado e o sobrenadante (por¢do que contém as proteinas) foi transferido para um novo

microtubo.

3.2.5.5.2 Dosagem de Proteina

As proteinas foram dosadas pelo método do 4cido bicinconinico, e foi realizado
conforme descrito pelo fabricante (Thermo Scientific, Estados Unidos, EUA). De acordo com
este método, as proteinas presentes nas amostras reduzem o cobre da sua forma cuprica (Cu™)
para a cuprosa (Cu'"). Este se liga a duas moléculas de acido bicinconinico, resultando na cor
purpura visualizada no final da reacdo. Inicialmente, a proteina foi diluida (1 pL de proteina:
20 uL de RIPA) e preparado 75 pL de proteina diluida. Em seguida, misturou-se o reagente A
(contém 4acido bicinconinico) e B (contém cobre), respectivamente na propor¢do de 50:1.
Posteriormente, colocaram-se em duplicata 25 pL. de cada amostra diluida e 200 pul da mistura
final do reagente A e B em placa de 96 pocos. Posteriormente, a placa foi incubada por 30min
a 37 °C em estufa. Por fim, efetuou-se a leitura da reacdo em leitor de Elisa a 562 nm. Para a
curva, foram utilizadas concentragdes conhecidas de Albumina sérica bovina (BSA): 2000,

1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ¢ 0 pg/mL.
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3.2.5.5.3 Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 20 pug de proteina referente a cada amostra, adicionando
tampao da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCL, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS;
0,01% azul de bromofenol) e p-mercaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10s,
aquecendo no banho maria (95°C, Smin) e centrifugando (10000 rpm, 4 °C, 30s). Em seguida,
realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a
60 v nos primeiros 15min para deposi¢do das amostras no fundo do poco e 120 v para o
restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% ICAM-1; CD55 e COX-2 e tampao de
corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). Apés a corrida, efetuou-se a transferéncia
por eletroforese das proteinas do gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de
polivinilideno) a 100 v por duas horas em tampao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM
glicina; 20% metanol). Apds esta etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora em
agitacdo constante, para reduzir as ligagdes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich,
EUA) diluido em tampao salina Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris
pH 7.,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20). Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas
com TBST, sendo trés lavagens por 10min cada. Na etapa seguinte, as membranas foram
incubadas, overnight a 4 °C sob agitacdo constante, com os anticorpos anti-ICAM-1 (Abcam,
1:100), anti-CD55 (Santa Cruz Biotechnology, 1:100), anti-COX-2 (Abcam, 1:500) ou anti-a-
tubulin (Millipore, EP1123Y, 1:500) diluidos em 1% de BSA em TBST. Apds esta etapa,
realizaram-se trés lavagens de 10min cada com TBST. As membranas foram incubadas com
os anticorpos secundarios HRP-goat anti-rabbit (Invitrogen, 656120, 1:1000) ou HRP-rabbit
anti-goat (Invitrogen, A16142, 1:1000) por duas horas em temperatura ambiente. Decorrido
este tempo, as membranas foram lavadas trés vezes, duracdo de 10min cada, com TBST.
Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western ECL
blotting substrate) e as membranas foram agitadas por Smin. As imagens das bandas foram
capturadas por um sistema de ChemiDoc XRS (BioRad, EUA) ou expostas a filme

radiografico.

3.2.5.6 Teste da Carragenana

Para confirmar que LCc exerce um papel anti-inflamatério na ATM, os animais

receberam uma injecdo intra-articular de Carragenana (100 pg/25 pL), um recrutador de

neutrdfilos, 30min antes do tratamento com LCc (10 mg/kg, i.v.). A hipernocicep¢ao
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inflamatéria induzida por Carragenana foi avaliada através das respostas comportamentais
nociceptivas induzidas pela aplicacdo intra-articular de uma baixa dose de 5-hidroxitriptamina
(5-HT, 75 pg/25 upL) 1h apdés a injecdo de Carragenana (OLIVEIRA et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2006).

Todos os animais receberam um volume total de 50 uL. de solu¢des em sua ATM.
Depois da injecdo de 5-HT na ATM, o comportamento nociceptivo foi avaliado durante
30min (RODRIGUES er al., 2006). Posteriormente, os animais foram eutanasiados, e
realizado a remocdo do tecido periarticular para deteccdo de COX-2 através de western

blotting.

3.2.5.7 Teste da Serotonina (5-HT)

Grupos de animais receberam por via (i.v.), 30min antes da induc¢do da
hipernocicepcio, LCc (10 mg/kg), salina estéril (0,9%) ou indometacina (5 mg/kg; s.c.).

Para verificar se o efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo de LCc na ATM ¢é
mediada pela inibicdo de prostanoides e liberacdo de aminas simpdticas, os animais foram
anestesiados por inalagdo com Isoflurano e, em seguida, receberam uma injecdo intra-articular
de 5-HT (225 pg/art.; 50 uL) na ATM esquerda (OLIVEIRA-FUSARO et al., 2012). O grupo
Sham recebeu solugao salina estéril 0,9% no mesmo volume na ATM esquerda.

Ap6s a injecdo intra-articular de 5-HT, o comportamento nociceptivo foi
mensurado durante 30min, dividido em 10 blocos de 3min (ROVERONI er al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2005). Em seguida, os animais foram eutanasiados, e o tecido periarticular

coletado e armazenado em freezer a —80 °C para posteriores anélises.

3.2.5.8 Teste da Capsaicina

Para testar se LCc induz antinocicep¢do na ATM via inibi¢do de fibras C
primarias, grupos de animais receberam uma injecdo intra-articular de Capsaicina (1,5%,
20 pL) 30min apds o tratamento com LCc (10 mg/kg, i.v.) ou salina estéril (0,9%). O grupo
Sham recebeu solucdo salina estéril 0,9% no mesmo volume na ATM esquerda.

Apo6s a injecdo de Capsaicina as respostas comportamentais foram quantificadas
durante 30min, dividido em 10 blocos de 3min (ROVERONI et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2005). Imediatamente apds as analises comportamentais, os animais foram eutanasiados, € o

tecido periarticular coletado e armazenado em freezer a —80 °C para posteriores analises.
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3.2.6 Avaliacdo do Envolvimento da Via dos Canabinoides

Para avaliar se os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatério de LCc estdo
envolvidos na ativacdo da via dos canabinoides, um grupo de animais foram pré-tratados com
os antagonistas seletivos dos receptores CB1 e CB2.

AM 281 (antagonista CB1; 3 mg/kg, i.p.) ou AM 630 (antagonista CB2; 3 mg/kg,
i.p.), assim como o veiculo (DMSO 4%), foram administrados 10 min antes da inje¢ao
intravenosa da LCc (10 mg/kg), e, apds 30min, houve administracdo intra-articular de
Formalina (1,5%/50 pL). Outro grupo de animais foram tratados com WIN 55, 212-2 (1
mg/kg, 1.p.), agonista dos receptores canabinoides, 30min antes da inducdo da

hipernocicepg¢ao inflamatéria (BURGOS et al., 2010; GONDIM et al., 2012).

3.2.7 Andlise do Envolvimento da Via Opioide no Efeito Antinociceptivo da LCc

No intuito de avaliar se o efeito antinociceptivo da LCc (10 mg/kg; 1.v.) estd
envolvido na ativacdo do sistema opioide central, foi realizada a injecao intratecal (i.t.) do
antagonista opioide naloxona (15 pg/i.t.; 10 uL) 15min antes da injecdo da LCc (10 mg/kg)
ou morfina (5 mg/kg; s.c.).

O animal foi previamente anestesiado por inalacdo de isoflurano para permitir a
injecdo (i.t.). Sob anestesia, os animais ficaram posicionados em decubito ventral, de forma
que o espaco suboccipital foi facilmente encontrado. Uma agulha de calibre 30, conectada a
uma seringa Hamilton de 50 pL através de uma canula de polietileno foi utilizada na injecdo.
Primeiramente a agulha foi inserida logo abaixo do osso occipital penetrando a pele sobre o
espaco suboccipital até quatro milimetros de profundidade e em seguida foi levemente
inclinada em direcdo cranial. A agulha foi entdo avancada mais dois milimetros para perfurar
a membrana atlanto-occipital e atingir o espago subaraquinoide bulbar. Esta técnica permitiu a
administracio direta da naloxona no liquido cerebrospinal nos arredores do subnicleo caudal
trigeminal. O volume total da injecdo intratecal foi de 10 uL e administrada a uma velocidade
de 1 pL/s, como previamente padronizado (FISCHER et. al., 2005).

Apo6s o periodo de 45min, os grupos de animais tratados receberam uma injecao
intra-articular de Formalina (1,5%, 50 puL) e, em seguida, as respostas comportamentais foram

mensuradas (ROVERONI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005).
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3.2.8 Avaliacdo do Envolvimento da Via NO/GMP/PKG/K" s7p dependente sobre o Efeito

Antinociceptivo da LCc

Para determinar se os efeitos da LCc sobre a hipernocicepcao inflamatéria
induzida por Formalina na ATM depende da via NO/GMPc/PKG/K* orp, foram utilizadas

drogas que atuam na via, previamente a administracdo da lectina.

3.2.8.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em onze grupos, sendo cada um composto por seis
animais:

Grupo Sham: O grupo recebeu (i.v.) o veiculo (salina 0,9%), seguido 30min apos
da injecao (i.art.) de salina estéril 0,9% (50 pL);

Grupo Formalina: O grupo recebeu (i.v.) o veiculo (salina 0,9%), seguido 30min
apds da injecdo (i.art) Formalina (1,5%/50 pL);

Grupos LCc: Os grupos receberam (i.v.) LCc (10 mg/kg), seguido 30min apds da
injecdo (i.art.) Formalina (1,5%/50 pL);

Grupo Aminoguanidina + LCc: O grupo recebeu (i.p.) Aminoguanidina (30
mg/kg), inibidor seletivo da NO sintetase induzida (NOSi), diluido em solu¢do salina estéril
(0,9%), ap6s 30 min receberam (i.v.) LCc (10 mg/kg), seguido 30min apds da injecdo (i.art.)
Formalina (1,5%/50 pL);

Grupo Aminoguanidina: O grupo recebeu (i.p.) Aminoguanidina (30 mg/kg)
diluido em solucdo salina estéril (0,9%), apds 30min receberam inje¢do (i.art.) Formalina
(1,5%/ 50uL);

Grupo ODQ + LCc: O grupo recebeu (s.c.) ODQ (5 mg/kg) inibidor da guanilil
sintase (GC) - enzima que catalisa reacdo para formagcdao de GMPc, diluido em DMSO 3% e
solucdo salina estéril (0,9%) apds 30min receberam (i.v.) LCc (10 mg/kg), seguido 30min
apds da injecao (i.art.) Formalina (1,5%/50 pL);

Grupo ODQ: O grupo recebeu (s.c.) ODQ (5 mg/kg) diluido em DMSO 3% e
solucdo salina estéril (0,9%) apds 30min receberam a injecao (i.art.) Formalina (1,5%/50 uL);

Grupo KT5823 + LCc: O grupo recebeu (s.c.) KT5823 (4 pug/mL) inibidor da
proteina quinase G (PKGQG), diluido em solugdo salina estéril (0,9%); ap6s 30min receberam

(1.v.) LCc (10 mg/kg), seguido 30min apds da injecdo (i.art.) Formalina (1,5%/50 pL);



59

Grupo KT5823: O grupo recebeu (s.c.) KT5823 (4 pg/mL) diluido em solucdo
salina estéril (0,9%); apds 30min receberam a injecao (i.art.) Formalina (1,5%/50 pL);

Grupo Glibenclamida + LCc: O grupo recebeu (i.p.) Glibenclamida (10 mg/kg)
bloqueador de canais de K atp - dependente, diluido em solucdo salina estéril (0,9%), apds
30min receberam LCc (10 mg/kg), seguido 30min apds da injecdo (i.art.) Formalina (1,5%/50
uL).

Grupo Glibenclamida: O grupo recebeu (i.p.) Glibenclamida (10 mg/kg) diluido
em solugdo salina estéril (0,9%), ap6s 30min receberam a injecdo (i.art.) Formalina (1,5%/50
uL).

Ap6s a injecdo (i.art.) de Formalina as respostas comportamentais foram
quantificadas durante 45min. (ROVERONI ef al., 2001; OLIVEIRA et al, 2005).

Imediatamente, apds esse periodo os animais foram eutanasiados.

3.2.9 Participagao da Via da HO-1

Para avaliar o possivel envolvimento da Via da HO-1 no efeito antinociceptivo e
anti-inflamatério de LCc, um grupo de animais foram pré-tratados com zinco protoporfirina
(ZnPP IX) (3 mg/kg; s.c.), inibidor seletivo da HO-1, diluido em solucdo tampao carbonato de
sddio (Na,CO3) 50 mM, 30min antes da injecdo intravenosa da LCc (10 mg/kg).

Ap6s 30min da injecdo de LCc, os grupos de animais tratados receberam uma
injecdo intra-articular de Formalina (1,5%/50 pL) e, em seguida, as respostas

comportamentais foram quantificadas (ROVERONI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005).

3.2.10 Determinacdo da Eficdcia da LCc na Coordenagdo Motora de Ratos atrdves do Teste

do Rota rod

O teste do Rota Rod mesura o efeito do relaxamento muscular ou desordem da
coordenacdo motora ocasionada pela acdo de drogas em animais (CARLINI; BURGOS,
1979). Os animais foram selecionados 24h antes do experimento, sendo eliminados aqueles
que nao permaneceram no aparelho de rota rod durante, pelo menos, dois periodos
consecutivos de 60s cada. Ratos foram colocados com as quatro patas sobre uma barra
giratdria (4 a 40 rpm) separada por amplas abas que possibilitam a analise comportamental de
cada animal. Os ratos foram tratados i.v. com LCc ou salina estéril (0,9%), 30min antes da

injecdo intra-articular de Formalina (1,5%/50 pL) ou salina estéril (0,9%). Apds 45min o
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tempo de permanéncia do animal foi registrado no aparelho por um periodo de Smin

(DUNHAM; MIYA, 1957; PIEL, 2014).

3.2.11 Anadlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = E.P.M. (erro padrdao da média). Para
a verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada Andlise de Variancia
(ANOVA) e, quando observado diferengas significativas entre as médias, foi aplicado o pds-

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

4.1 Espectro de Dicroismo Circular

A técnica de dicroismo circular (DC) € uma ferramenta importante utilizada na
caracterizacdo de proteinas e especificamente para determinacdo de estruturas secundarias
(GONDIM et al., 2017). Baseia-se na absorcao diferenciada da luz circularmente polarizada a
direita e a esquerda por cromoéforos que, ou possuem quiralidade intrinseca, ou sdo colocados
em ambientes quirais. Estruturas secundarias, como a-hélice, folhas-§ e estruturas helicoidais
aleatOrias apresentam sinais na regido do ultravioleta distante (180 a 250 nm), que
correspondem a absorcdo da ligacdo peptidica, assim o espectro de DC pode ser analisado
para fornecer informacdes dessas estruturas (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

O formato da curva do espectro e os comprimentos de onda maximo e minimo de
emissdo fornecem informagdes estruturais da proteina. Dessa forma, os picos presentes na
faixa de comprimento de onda de 200-250 nm sdo geralmente caracteristicos de um espectro
em forma de “W”, com picos em torno de 222 e 208 nm, sendo indicativo da presenca de
estruturas em o-hélice. Ja um espectro em forma de “V”, com pico em torno de 217-220 nm,
indica a presenca de estruturas em folha-B (RANJBAR; GILL, 2009).

O espectro da estrutura secundéria da lectina da C. cupressoides, em condi¢des
nativas (20 °C), mostrou uma curva em forma de “V”, com pico em torno de 220 nm,
sugerindo uma predomindncia de conformacdo  em sua estrutura secundaria. A andlise
através do servidor online K2D3, mostrou que a referida lectina € composta por 4% de a-
hélice, 38% de folhas-f e 58% de regides desordenadas (Figura 8).

Estudos de estrutura secundaria, por DC, de lectinas de algas marinhas
apresentaram resultados semelhantes ao observado para a LCc. A lectina da alga A. multifida
(Rhodophyta), quando analisada por DC, também mostrou um perfil espectroscopico
caracteristico de folhas-f (MESQUITA, 2010). Recentemente, mostrou-se, por espectroscopia
de DC, que a lectina da S. filiformis (Rhodophyta) ¢ composta por 9% de a-hélice, 39% de
folhas-B, 22% de dobras e 30% de regides desordenadas, demonstrando também, nessa
estrutura, uma predominancia de folhas-p, em detrimento de a-hélices (ABREU, 2016b). Ja
ensaios de DC para BTL-2, uma das isoformas da lectina da alga B. triqguetrum, revelaram a
presenca majoritaria de estruturas aleatérias e um baixo contetido de a-hélice e folhas-f

(OLIVEIRA et al., 2008).
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Figura 8- Espectro da estrutura secundaria da L.Cc em condicdes nativas
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Fonte: Elaborado pelo autor.
As medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Chirascan, com célula de 0,1 cm
de caminho 6ptico. A LCc foi diluida em tampao Tris 25 mM, pH 7,5, para uma concentragdo final de 10 uM. A
analise foi realizada a 20 °C.

A técnica de DC também € bastante utilizada para acompanhar a
termoestabilidade de proteinas, visto que os espectros das proteinas enoveladas e desnaturadas
sdao bem diferentes (NEHIRA et al., 2012).

Na avaliacdo da estabilidade térmica, LCc foi aquecida em diferentes
temperaturas (20 a 100 °C), monitorada pelo sinal DC no comprimento de onda 260 nm. O
DC mostra que a LCc € uma proteina resistente ao aquecimento, € mesmo sendo submetida a
altas temperaturas (100 °C), ndo houve altera¢do na forma da curva do seu espectro (Figura
9A). Esses dados foram confirmados pelo grafico de desnaturacao térmica ilustrado na Figura
9B, no qual pode-se observar que ndo ocorreu desnaturacdo das moléculas de proteinas

presentes na solucao.
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Figura 9- Efeito da temperatura sobre a estrutura secundaria da LCc
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Fonte: Elaborado pelo autor.
As medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Chirascan, com célula de 0,1 cm
de caminho 6ptico, em tampdo Tris 25 mM, pH 7,5, para uma concentragdo final de 10 uM. A estabilidade

térmica da lectina foi avaliada através de espectros coletados a cada 10 °C, de 20 a 100 °C, com uma aquisi¢do a
cada temperatura.

Além disso, apOs a andlise da estabilidade térmica, realizamos uma nova leitura
do espectro da estrutura da LCc (20 °C) e comparamos com o espectro obtido em condigdes

nativas (Figura 10). Ao analisar os dados de DC no servidor online K2D3, nenhuma

mudancga significativa na conformacio secundaria dessa lectina foi observada, confirmando
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que LCc preserva sua estrutura e ndo adquire conformagdo tipica de proteinas desenoveladas

pelo efeito da temperatura (Tabela 1).

Figura 10- Espectro da estrutura secundaria da LCc em condicdes nativas e apos o

aquecimento
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Chirascan, com célula de 0,1 cm
de caminho 6ptico. A LCc foi diluida em tampao Tris 25 mM, pH 7,5, para uma concentragdo final de 10 uM. A
analise foi realizada a 20 °C ( __ ) e ap0s ser submetida a altas temperaturas ( __ ).

Tabela 1. Elementos de estrutura secundaria da Lectina da C. cupressoides

Estrutura Secundaria (%) Estruturas niao
Amostra
a-hélice folhas-f3 ordenadas (%)
LCc (Nativo) 4,0 38,0 58,0
LCc 3,3 38,0 58,7

Fonte: Elaborado pelo autor.

Esses dados corroboram com os obtidos por Benevides er al. (2001). Neste
trabalho, os autores avaliaram o efeito da temperatura na atividade hemaglutinante da lectina
da C. cupressoides. A atividade hemaglutinante manteve-se estivel quando a lectina foi
submetido até 70 °C, decrescendo 50% a 80 °C e, mesmo com uma temperatura de 90 °C,
LCc conseguiu apresentar 25% de sua atividade. Portanto, LCc revelou-se uma proteina
termoestavel que retém a sua estrututa, bem como sua atividade de hemaglutinacao.

Lectinas de algas marinhas, em geral, apresentam moderada termoestabilidade, e

essa caracteristica as tornam proteinas atraentes para fins biotecnologicos (ROGERS; HORI,
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1993; GODIM et al., 2017). Como por exemplo, as lectinas das algas marinhas vermelhas
Vidalia obtusiloba e Pterocladiella capillacea que, quando submetidas a elevadas
temperaturas, permaneceram estaveis até as temperaturas de 70 e 60 °C, respectivamente
(MELO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2002).

Além disso, a predominancia da estrutura em folhas-f e a alta estabilidade térmica
observada para LCc, sugerem semelhancas entre as lectinas de leguminosas, principalmente
com as do género Dioclea, como a Dioclea sclerocarpa e Dioclea lasiocarpa (GONDIM et
al., 2017; NASCIMENTO et al., 2012).

Conhecer a estrutura das lectinas € importante para tentar compreender as
diferentes atividades biologicas relacionadas a essas proteinas. No entanto, em contraste com
as lectinas de plantas terrestres superiores, as lectinas de algas marinhas sdo isoladas e
caracterizadas a um ritmo mais lento desde o primeiro relato de atividade hemaglutinante
(NASCIMENTO-NETO et al., 2012).

Assim, embora alguns estudos sobre lectinas de algas marinhas tenham sido
relatados, poucas lectinas foram caracterizadas em detalhes (WANG et al., 2004; NAGANO
et al., 2002), especialmente no campo estrutural e molecular. Algumas lectinas de algas
tiveram a sequéncia de aminodcidos estudada, as primeiras estruturas primdrias elucidadas
foram as lectinas das algas marinhas vermelhas B. triquetrum e Hypnea japonica (CALVETE
et al., 2000; HORI; MATSUBARA; MIYAZAWA, 2000), posteriormente a estrutura
primadria da lectina da alga verde Ulva pertusa também foi identificada (WANG et al., 2004).
Nagano et al. (2005a) caracterizaram a estrutura primdria de duas lectinas isoladas das algas
marinhas vermelhas H. cervicornis e H. musciformis e, identificaram que essas lectinas sdao
proteinas homdlogas que pertencem a uma nova familia de proteinas.

A caracterizacdo desses genes de lectina pode ajudar os pesquisadores a
compreender melhor a diferenca entre as lectinas de plantas terrestres e as lectinas de algas
marinhas. Vdérias evidéncias indicam que a grande maioria das lectinas de plantas terrestres
conhecidas podem ser classificadas dentro de quatro grandes e trés pequenas familias de
proteinas estruturalmente e evolutivamente relacionadas (AMBROSIO et al., 2003).
Curiosamente, as estruturas primarias de lectinas de algas estudadas até o momento ndo
mostram similaridade de sequéncia com qualquer outra lectina de plantas conhecida,
indicando que essas lectinas pertencem a uma nova familia de proteinas (NAGANO et al.,
2005a).

Como podemos observar mesmo o numero de trabalhos de caracterizacio

estrutural de lectinas de macroalgas tenha aumentado, ainda hé dificuldades na classificacao
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destas proteinas, pois as informagdes existentes estdo restritas a poucas espécies sendo mais

concentradas nas algas vermelhas (ZIOLKOWSKA; WLODAWER, 2006).

4.2 Eficacia da LCc sobre a Hipernocicepcao Inflamatéria na ATM de Ratos

4.2.1 Eficdcia da LCc na Hipernocicep¢do Inflamatéria Induzida por Formalina na ATM
de Ratos

A injecdo intra-articular (50 pL/art.) de Formalina 1,5% na ATM de ratos
aumentou significativamente [241 + 17s] o comportamento nociceptivo, caracterizado pelo o
ato de cocar a regido injetada com a pata dianteira ou traseira e pelo ato de levantar
reflexamente a cabeca, comparado ao grupo salina [48,4 + 2,3s].

Os grupos de animais que receberam o pré-tratamento com LCc (0,1; 1 e 10
mg/kg; i.v.), administrada 30min antes da injecdo de Formalina, reduziram significativamente
0 comportamento nociceptivo, apresentando percentuais de reducdo em 63,5 [88 + Os], 82 [44
+ 5s] e 90% [24 £ 5s], respectivamente, quando comparados ao grupo Formalina [241 + 17s].
O grupo controle positivo, morfina (5 mg/kg; s.c.), também reduziu significativamente [5 *
3s] o ato de cocar a regido da ATM e levantar reflexamente a cabeca durante o teste (Figura
11).

Embora as doses de 1 e 10 mg/kg ndo tenham apresentado diferenca significativa
entre si, optamos por trabalhar com a dose de 10 mg/kg, tendo em vista que essa dose
apresentou uma potente a¢ao anti-inflamatdria em estudo anterior realizado por nosso grupo
de pesquisa, praticamente zerando o influxo celular no lavado sinovial em 98,5% (295,5 +
155,6 células/mm3) na artrite induzida por Zy (19494 + 241 células/mm3) na ATM de ratos.

Com relagdo ao efeito inflamatorio, a aplicacdo de Formalina (1,5%/ 50 pL) na
ATM promoveu um aumento significativo na permeabilidade vascular [70 + 8 pg de azul de
Evans/mg de tecido/mL] em relagdo ao grupo salina [15 * 2 pg de azul de Evans/mg de
tecido/mL]. O pré-tratamento (30min) com LCc (10 mg/kg) reduziu (p<0,05) a
permeabilidade vascular em 67% [23 £ 2 ug de azul de Evans/mg de tecido] quando

comparado ao grupo Formalina (Figura 12).
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Figura 11- Eficicia da LCc no comportamento nociceptivo induzido por Formalina na

ATM de ratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Formalina (1,5%/ 50 uL) ou solu¢do salina foi injetada i.art. na ATM esquerda dos ratos. Morfina (MOR) (5
mg/kg) foi administrado s.c. 30min antes do estimulo. Os animais receberam solucao salina 0,9% (i.v.) ou LCc
(0,1, 1 e 10 mg/kg; i.v.). Os dados estdo expressos como média = E.P.M. de seis animais por grupo. # p<0.05
indica diferenca estatistica em relac@o ao grupo Sham. * p<0.05 indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo
Formalina. + p<0,05 indica diferenca estatistica em relacao ao grupo LCc 0,1. (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Figura 12- Avaliacdo da eficicia da LCc na permeabilidade vascular sobre a

hipernocicep¢ao inflamatéria induzida por Formalina

Sham LCc (10 mg/kg)

Formalina 1,5% (50 pl/art.)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os animais foram tratados com LCc (10 mg/kg; i.v.) ou Salina estéril 0,9% 30min antes da injecdo intra-
articular de Formalina a 1,5% (50 pL/art.). Todos os animais receberam uma dose de 50 mg/kg do corante Azul
de Evans (1%; i.v.) imediatamente apds a aplicacdo da Formalina. Apds 45min o tecido periarticular de cada
animal foi coletado. As barras representam a média + E.P.M. de seis animais por grupo. ~ p < 0,05 indica
diferenca significativa em relacio ao grupo Sham. * p < 0,05 indica diferenca significativa em relacio ao grupo
Formalina. (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Uma das caracteristicas do teste da Formalina € o seu padrao bifasico. A primeira
fase (neurogénica) é gerada na periferia por ativacdo de neurdnios nociceptivos por acio
direta da Formalina no receptor de potential transiente de canal de cation, subfamilia A,
membro 1 (TRPA1) (MCNAMARA et al., 2007; FISCHER; TAMBELI; PARADA, 2008),
que € altamente expressado por um subconjunto de nociceptores de fibras-C (KOBAYASHI
et al., 2005), enquanto que a segunda fase (inflamatdria) ocorre mais tardiamente devido a
inflamagdo decorrente da liberacdo de mediadores inflamatérios como a serotonina e
histamina dos mastécitos , no qual estimula sinergicamente os neurdnios aferentes priméarios
nociceptivos via receptor de Serotonina tipo 3 e receptor de histamina tipo 1, respectivamente
(TING et al., 2007; FISCHER; TAMBELI; PARADA, 2008).

Com relagdo a regido orofacial, o teste da Formalina é um dos testes pré-clinicos
mais bem estabelecidos para investigar a eficicia de compostos analgésicos (LUCCARINI et
al., 2006). Roveroni et al. (2001) propuseram o teste da Formalina na ATM, entretanto, nesse
modelo s6 € possivel observar a fase inflamatéria, devido a necessidade de induzir a anestesia
no animal para permitir a injecdo intra-articular. No entanto, sabe-se que a resposta tardia
melhor caracteriza a dor (evidente) e tem mais semelhanca com dor clinica do que a
provocada por um estimulo transiente (ROVERONI et al., 2001).

Além disso, a injecdo de Formalina na regido orofacial libera diferentes
mediadores como a bradicinina, citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8),
aminas simpaticas e prostaglandinas (PG), contribuindo de forma significativa para a dor
inflamatéria (PADI et al., 2006; CHICHORRO et al., 2004). Provoca também danos nos
tecidos através da degranulacdo de mastécitos, liberando serotonina e histamina, uma das
primeiras alteracdes histoldgicas, assim como extravasamento granuldcito (CLAVELOU et
al., 1995).

Existem alguns trabalhos com polissacarideos sulfatados obtidos de algas
marinhas com ac¢do anti-inflamatéria e antinociceptiva na regiao orofacial (COURA et al.,
2017; ARAUIJO et al., 2017). Entretanto, o presente estudo é o primeiro a relatar a eficicia e
mecanismo de acdo de uma lectina de alga marinha na hipernocip¢ao inflamatéria induzida
por Formalina na ATM de ratos. Além disso, essa lectina foi a primeira investigada nas
DTMs.

Esses resultados corroboram com estudos encontrados na literatura para LCc,
Rivanor et al. (2014) mostraram que essa lectina reduz a hipernocicep¢do mecanica, o influxo
celular e a atividade da mieloperoxidase (MPO) no lavado sinovial da ATM de ratos com

artrite induzida por Zy. Além disso, ja foram reportados os efeitos antinociceptivo e anti-
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inflamatério dessa lectina em modelos cldssicos de nocicep¢do em camundongos (teste de
contorcdo, teste de Formalina e placa quente) e inflama¢do aguda em ratos (edema de pata)
(VANDERLEI et al., 2010; DE QUEIROZ et al., 2015).

Estudo realizado por De Queiroz et al. (2015) mostrou que o efeito anti-
inflamatério da LCc pode estar relacionado com os eventos vasculares da inflamagao,
envolvendo possivelmente a supressdo da liberacdo de alguns mediadores pelos mastdcitos,
tais como histamina, uma vez que o tratamento com essa proteina (0,1, 1,0 ou 10,0 mg/kg)
inibiu significativamente, ao longo de todo periodo avaliado (30min, 1, 2, 3 e 4h), o edema
osmotico induzido por dextrana na pata de ratos. Esses dados corroboram com os resultados
obtidos nesse estudo, no qual LCc foi capaz de reduzir o aumento da permeabilidade vascular.

A literatura descreve que as lectinas das algas vermelhas P. capillacea, H.
cervicornis e S. filiformis também possuem efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério em
modelos classicos de dor e inflamacdo (SILVA et al., 2010; BITENCOURT et al., 2008;
ABREU et al., 2016a). Figueiredo et al. (2010) demonstraram que a lectina da alga marinha
vermelha H. musciformis possui efeito anti-hipernociceptivo em modelos de hipernocicep¢ao
inflamatoria induzida por carragenana, ovalbumina e prostaglandinas E, na pata de ratos, e
que esse efeito foi associado a inibi¢do da migracdo neutrofilica observado através da
diminui¢do da atividade da mieloperoxidase e ao aumento da producao de 6xido nitrico.

Dados semelhantes aos nossos resultados foram obtidos para uma fracdo
polissulfatada (1, 3, ou 9 mg/kg; s.c.) da alga marinha vermelha, Gracilaria cornea (Ge-FI), a
qual foi capaz de reduzir a hipernocicepc¢do inflamatoria induzida por Formalina na ATM de
ratos (COURA et al., 2017). Em concordancia com esses resultados, Aratjo et al., (2017),
utilizando o mesmo modelo supracitado, verificaram uma diminui¢do do comportamento
nociceptivo dos animais tratados com a fracdo polissacaridica FII (0,03, 0,3 ou 3,0 mg/kg;
s.c.) obtida da alga marinha vermelha S. filiformis.

Além disso, avaliou-se a importancia do sitio lectinico da LCc no seu efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério. Como observado na Figura 13, a LCc [35 * 7s], quando
combinada com seu acucar inibidor mucina, ndo perdeu a capacidade de reduzir o
comportamento nociceptivo induzido por Formalina [190 + 28s]. Vale salientar que a
administracdo de mucina (100 mg/kg; i.v.) [148 * 10s], como um controle negativo, ndo foi

capaz de reduzir o comportamento nociceptivo dos ratos.
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Figura 13- Efeito da LCc associado a mucina na hipernocicepc¢io inflamatéria induzida

por Formalina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os animais receberam solu¢do salina 0,9% (i.v.), LCc (10 mg/kg; i.v.), LCc (10 mg/kg; i.v.) associado & mucina
(100 mg/kg; i.v.) ou mucina (100 mg/kg; i.v.) 30min antes da injecd@o intrarticular de Formalina a 1,5% (50
pL/art.). Os dados estdo expressos como média = E.P.M. de seis animais por grupo * p<0,05 indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo sham. * p<0,05 indica diferenca significativa em relagio ao grupo Formalina e
" p<0,05 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo mucina. (ANOVA, Teste de Bonferroni).

E possivel sugerir algumas hipéteses para esses resultados, a primeira seria que o
sitio da LCc responséavel pelos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério seja diferente do
sitio de ligacdo ao agucar. Assim, LCc poderia ser classificada como uma quimerolectina, que
possui, além do dominio de ligacdo a carboidratos um outro dominio ndo relacionado, o qual
pode apresentar qualquer outra atividade bioldgica, atuando independentemente do dominio
de ligacdo ao acicar (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Podemos também sugerir que a
ligacdo da LCc com seu hapteno mucina in vivo tenha sido desfeita devido a interagdes com
outras moléculas do organismo, as membranas bioldgicas, por exemplo, podem ter acucares
de maior afinidade (RIVANOR, 2014).

Mais recentemente, DE QUEIROZ et al. (2015) mostraram que o dominio
lectinico de LCc ndo esta envolvido na sua acdo anti-inflamatéria no edema de pata induzida
por carragenana. Entretanto, nesse mesmo estudo, a mucina foi capaz de reverter o efeito de
LCc no edema de pata induzido por dextrana e histamina, mas somente nos primeiros 30min
de experimento. Com base nesses achados, os autores sugeriram que o efeito da ligacdo da

mucina a LCc est ativa apenas na primeira hora apds o tratamento.
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4.2.2 Avaliacdo da Participagdo de Granulos Mastocitdrios no Efeito Anti-inflamatoério da
LCc

O pré-tratamento com o composto 48/80, que provoca a degranulacdo dos
mastocitos, ndo conseguiu reverter o efeito de LCc (10 mg/kg, i.v.) [25 £ 5] (p < 0,05) sobre a
hipernocicep¢do inflamatdéria induzida por Formalina [252 + 26] (Figura 14). Esses
resultados sugerem que o efeito anti-inflamatorio de LCc € independente da estabilizacdo da

membrana de mastocitos.

Figura 14- Participacao de granulos mastocitarios no efeito anti-inflamatério da L.Cc
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Fonte: Elaborado pelo autor.

LCc (10 mg/kg; i.v.) foi administrada 30min antes da injecdo intra-articular de Formalina (1,5%/ 50 pL.) apds
tratamento com composto 48/80 para deplecdo de mastdcitos durante 4 dias (0,6 mg/kg nos 3 primeiros dias e
1,2 mg/kg no quarto dia). O controle negativo recebeu salina 0,9% (s.c.). O controle positivo recebeu Formalina.
As barras representam a média + E.P.M. de seis animais por grupo. ~p < 0,05 indica diferenca significativa em
relagio ao grupo Sham. * p < 0,05 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Formalina. (ANOVA,
Teste de Bonferroni).

E sabido que os mastdcitos estido envolvidos em processos inflamatérios devido a
grande variedade de mediadores liberados, tais como histamina e serotonina (5-HT), que sao
mediadores pré-formados, armazenados em granulos celulares, e, sdo essenciais para o
desenvolvimento dos eventos vasculares e celulares da resposta inflamatéria (MARONE et
al., 2002; KUMAR et al., 2010). Além disso, a histamina ¢ um mediador que pode ativar
células endoteliais, levando a expressdo de moléculas de adesao (WALZOG; GAEHTGENS,
2000). Ja a 5-HT possui acdes semelhantes as da histamina, sendo responséavel pela sensacao
de dor na inflamacdo, através de sua acdo sobre neurdnios sensoriais (DRAY, 1995).

Ademais, os mastocitos sdo responsdveis pela liberagdo de outros mediadores como o fator de
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ativacdo plaquetéria, leucotrienos e uma variedade de citocinas (FEITOSA et al., 2002;
DATTI et al., 2002).

Relatos na literatura mostraram que animais pré-tratados sistemicamente com o
composto 48/80 apresentaram uma reducdo do nimero de mastdcitos granulados devido a
degranulacdo aumentada (PEREIRA et al., 2012). Coura et al. (2015), avaliando o efeito anti-
inflamatério de uma fracao polissacaridica sulfatada da alga Gracilaria cornea, relataram que
a referida fracdo (9 mg/kg; s.c.) inibiu de maneira significativa o edema de pata induzido por
Cg em animais com mastdcitos intactos, em todos os intervalos de tempo analisados, mas
mostrou-se ineficiente em reduzir o edema quando comparado aos animais com mastdcitos
degranulados depletados pelo 48/80. Em conclusdo, os autores sugeriram que a referida fracao
estaria estabilizando a membrana dos mastocitos.

Foi observado que extratos de algas com o Enteromorpha linza, Chlorella
vulgaris, Fucus vesiculosus e Spirulina platensis, possuem a capacidade de impedir a
liberacdo de histamina a partir dos mastécitos (PRICE; SANNY; SHEVLIN, 2002).

Nossos resultados mostram que LCc manteve seus efeitos mesmo nos animais
com mastOcitos depletados, sugerindo que LCc ndo atua estabilizando a membrana de
mastdcitos, mas, provavelmente, age atenuando o efeito dos mediadores liberados por essas
células. Nesse contexto, De Queiroz et al. (2015) demonstraram que a referida lectina reduz o
edema de pata induzido por histamina através da inibi¢do dos receptores H1. Os autores
consideraram a histamina como o principal alvo do efeito anti-inflamatério de LCc, além de

caracterizar o seu envolvimento na dor inflamatoria.

4.2.3 Avaliacdo das Dosagens das Citocinas TNF-a e IL-1f

A injecdo de Formalina na ATM induziu um aumento significativo dos niveis de
TNF-a (6,4 £ 0,3 pg/mL) e IL-1B (19,4 = 1,6 pg/mL) no tecido periarticular em relacdo aos
grupos Sham (3 £ 0,2 pg/mL; 7 £ 0,4 pg/mL, respectivamente). O tratamento com LCc (10
mg/kg) reduziu significativamente (p<0,001) os niveis de TNF-a em 43% (3,6 = 0,2 pg/mL) e
IL-1B em 49% (8,2 £ 1,4), com relagdo ao grupo Formalina 1,5% (Figura 15).
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Figura 15- Efeito da LCc nos niveis de TNF-a (A) e IL-1p (B) no tecido periarticular
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os animais foram tratados com LCc (10 mg/kg; i.v.) ou Salina estéril 0,9% 30min antes da injecdo intrarticular
de Formalina a 1,5% (50 pL/art.). Apés 45min o tecido periarticular de cada animal foi coletado para
quantificagdo de TNF-a e IL-1p. * p<0,001 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo sham. # p<0,001
indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Formalina. (ANOV A, Teste de Bonferroni).

O desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria envolve o aumento de citocinas
pro-inflamatoérias, incluindo TNF-a e IL-18. O TNF-o possui um papel chave na
hipernocicep¢do, pois ativa uma cascata de mediadores secundarios envolvidos no
recrutamento de células inflamatdrias, com a indugdo da liberagdao de IL-1B, IL-6 e IL-8,
estimulando ainda a producdo de mediadores simpatomiméticos (CUNHA et al., 1992;
CUNHA et al., 2005). Além disso, o TNF-o tem um potencial patogé€nico no
desenvolvimento da sinovite, na formagao do pannus reumatoide e no processo de destruicdo
da articulacio, uma vez que aumenta a proliferacdo de sinovidcitos no processo de destruicdo
da articulacio (CAMUSSI; LUPIA, 1998). Estudos anteriores demonstraram que a inibicao
da producdo de TNF-a em animais com artrite produz efeito antinociceptivo (FREITAS et al.,
2016).

A IL-1B, por sua vez, € um agente hipernociceptivo extremamente potente e atua
perifericamente (FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 2005). E considerada um dos
elementos centrais no desenvolvimento da artrite reumatoide, especialmente por promover o
aumento na secrecdo de citocinas e producdo de metaloproteinases (MMPs) que sdo
responsaveis pelo processo inflamatorio e destrui¢do da cartilagem articular (KOSTRZEW A-
JANICKA et al., 2012). Rodrigues (2012) demonstrou em seu estudo, que a IL-1P
desempenha papel mais relevante na fase inicial da artrite reumatoide. Essa informacao torna-

se importante ao indicar uma introdug@o precoce de tratamentos terapéuticos direcionados as
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vias reguladoras de IL-1P. Desta forma, nossos resultados ganham relevancia, ja que a LCc
mostrou efeito inibitdrio sobre essa citocina para o tecido periarticular na fase inicial da DTM.

Virios autores relataram que as concentracdes de mediadores pré-inflamatorios,
como TNF-a e IL-1p, sdo elevadas no fluido sinovial de pacientes com DTM, sugerindo que
estas citocinas podem estar envolvidas na patogénese destas desordens (KIM et al., 2012
KANEYAMA et al., 2002; LIU et al., 2017). Portanto, TNF-a ¢ IL-1p s3o consideradas
citocinas importantes por estarem envolvidas em algumas patologias da ATM (KE et al.,
2007), induzindo a producdo de metaloproteinases que degradam irreversivelmente
componentes da matriz extracelular, incluindo a cartilagem articular, além de atuar na
destruicao dssea e na proliferacdo celular (KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012; SUZUKI et
al., 2002).

Pesquisas revelam o importante papel de TNF-a e IL-1p no processo de migragao
neutrofilica através do aumento das moléculas de adesdo na superficie endotelial, sendo estas
citocinas necessarias para o correto enderecamento dos neutréfilos (KELLY; HWANG;
KUBES, 2007; SAUNDERS et al., 2005).

Esses dados estdo de acordo com os observados anteriormente em ensaios de
imunohistoquimica, no qual LCc foi capaz de inibir a imunoexpressdao dessas citocinas na
membrana sinovial de ratos com artrite induzida por Zy (RIVANOR et al., 2014). Além disso,
também em concordancia com os nossos resultados, DE Queiroz et al. (2015) demonstraram
que a referida lectina foi capaz de reduzir a expressdo de TNF-a e IL-1P no edema de pata
induzido por carragenana, promovendo uma fraca marcacdo em fibrocito, neutréfilo e
ceratindcito, evidenciando, assim, sua ac¢do anti-inflamatdria. Esses dados nos faz inferir que
os efeitos anti-inflamatério e antinociceptivo da LCc podem estar atrelados a inibi¢do da
liberacao de agentes pro-inflamatorios.

Ademais, o efeito anti-inflamatério dessa lectina foi analisado em um estudo
realizado por Abreu et al. (2012), no qual LCc induziu em cultura de células esplénicas de
camundongo BALBc (in vitro) niveis elevados da IL-10, principal citocina reguladora na
resposta anti-inflamatdria.

Em estudo realizado por Freitas ef al. (2016) com a lectina obtida de sementes da
planta Abelmoschus esculentus (AEL), foi verificado que ela apresenta atividade anti-
inflamatéria e antinociceptiva na hipernocicep¢ao inflamatéria induzida por zymosan na
ATM de ratos, com mecanismos dependentes da inibi¢do dos niveis de TNF-a e IL-1p e da

integridade da via HO-1.
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Damasceno et al. (2016) relataram o potencial farmacoldgico da Frutalina (FTL),
uma lectina isolada das sementes de Artocarpus incisa, na dor orofacial. FTL inibe o
comportamento nociceptivo induzido por Formalina na ATM e no labio superior direito de
ratos.

Diferente dos nossos achados, Figueiredo et al. (2010) demonstraram que o efeito
anti-hipernociceptivo da lectina da alga marinha vermelha H. cervicornis, na hipernocicep¢ao
inflamatéria induzida por carragenana, ovalbumina e prostaglandinas E, na pata de ratos, ndo
esta relacionado com a supressdo da producao de citocinas pro-inflamatérias IL-1p ¢ TNF-q,
estando associado a reducdo da migragdo neutrofilica e também ao aumento da produgdo de

NO.

4.2.4 Envolvimento de ICAM-1 e CD55 no Efeito Anti-inflamatoério de LCc

Tendo em vista que LCc reduz o infiltrado celular e neutrofilico no lavado
sinovial de ratos com artrite induzida por Zy (RIVANOR et al., 2014) e reduz o
extravasamento plasméatico e os niveis de TNF-a e IL-1B, mostrados nesse trabalho,
decidimos investigar se LCc estd interferindo na interagdo leucdcito-endotélio. Para isso
realizamos a quantificacdo da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e do fator de
aceleracdo do decaimento (CD 55).

A andlise de Western blotting demonstrou que o pré-tratamento com LCc (10
mg/kg) diminui significativamente a producdo dos niveis de ICAM-1 em 63% [0,9 = 0,2]
quando comparado ao grupo Formalina [2,3 + 0,=3] no tecido periarticular (Figura 16A).

Com relacdo aos niveis de CD55, LCc ndo afetou (P> 0,05) [1,4 + 0,2] a produgdo
dessa proteina no tecido periarticular quando comparado aos grupos Formalina [1,6 £ 0,2] e

Sham [1,4 +0,2] (Figura 16B).
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Figura 16- Efeito da LCc nos niveis de ICAM-I (A) e CD55 (B) no tecido periarticular
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os tecidos periarticulares foram coletados e processados para realizar Western Blotting com o objetivo de
mensurar os niveis de [CAM-1 e CD55. Observa-se que LCc reduz a expressdo proteica de ICAM-1 quando
comparado ao grupo Formalina e ndo altera os niveis de CD55. Os valores foram apresentados como média+
EPM dos niveis de ICAM-1 e CD55 que resultou da relagdo da densidade dessas proteinas e de a-tubulina (n =
5). *p < 0,05 em relacio ao grupo Sham; *p < 0,05 em relagio ao grupo Formalina. (ANOVA, Bonferroni).

A liberagdo de mediadores inflamatérios ocorre durante a resposta inflamatoria,
induzindo adesdo de neutréfilos a células endoteliais e transmigracdo para o espaco
extravascular que ¢ mediado pela interagdo entre B2 integrinas presentes nos leucdcitos com
ICAM-1, presente principalmente em células endoteliais (DAL SECCO et al., 2006; KUMAR
et al., 2010). Ja o fator de aceleracdo de decaimento (CD55), embora decrita inicialmente
como um inibidor da lise dos tecidos pelo sistema complemento, estudos subsequentes
sugeriram que esse fator parece funcionar como glicoproteina de superficie anti-adesiva que
regula a taxa de migracdo de polimorfonucleares (PMN) através da membrana epitelial
(QUINTEIRO et al., 2014; LAWRENCE et al., 2003).

Esses resultados sugerem que a LCc inibe o recrutamento de células por um
mecanismo direto, com a diminui¢do da expressdo das ICAM-1, inibindo a fase de adesdo
forte dos leucdcitos ao endotélio. Além disso, LCc também pode estar inibindo a migracao
por um mecanismo indireto, atuando sobre células residentes evitando, assim, o recrutamento
de leucdcitos provocado pelo estimulo inflamatério. Ademais, a reducdo da quimiotaxia
inflamatoria € independente dos niveis de CDS55 nos tecidos periarticulares.

A fase inicial de adesdo € fraca sendo mediada por selectinas enddgenas presentes
na membrana de leucécitos e/ou no endotélio, e seus residuos de acucares ligantes ou

glicoconjugados sdo importantes para que as fases subsequentes de adesdo firme e
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transmigragao ocorram normalmente (LASKY, 1992). Algumas lectinas vegetais j4 foram
sugeridas como sendo moléculas capazes de bloquear essa ligagcdo e, assim, inibir a migra¢ao
celular in vivo por microscopia intravital (PIRES et al., 2016; ALENCAR et al., 2010).

Com relacdo as lectinas de algas marinhas, Bitencourt et al. (2008) mostraram que
a lectina da alga marinha vermelha H. cervicornis (HCA), uma ligadora de mucina assim
como a LCc, inibe a migracdo de neutr6filos em modelo de peritonite. Os autores sugeriram
que o efeito anti-inflamatério de HCA ocorre através da competicao entre as selectinas com a
mucina das glicoproteinas celulares, diminuindo a migracdo de neutr6filos para o foco
inflamatorio.

As glicoproteinas semelhantes 4 mucina parecem desempenhar um papel
fundamental no processo de interacdo leucocitario-endotélio, provavelmente pela presenca de
selectinas de ligacdo de carboidratos (PANES; PERRY; GRANGER, 1999; LEY, 2002).

Recentemente, Val (2017) estudando um composto semissintético derivado da
planta Tephrosia toxicaria (5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3”:7,8]-flavanona- PHO)
demonstrou que o mesmo apresenta efeito anti-inflamatério e antinociceptivo na
hipernocicepc¢ao inflamatoéria induzida por Formalina na ATM de ratos reduzindo os niveis de
expressao de ICAM-1.

15-desoxi-*'*"*-prostaglandina J, (15d-PGJ»), produto final da via da COX-2, foi
capaz de inibir a extravasamento plasmatico, migra¢dao de leucdcitos e liberacao de citocinas
inflamatorias IL-6, 1L-12, IL-18 e quimiocinas CINC-1 nos tecidos da ATM com artrite
induzida por albumina. Além disso, 15d-PGJ, aumentou a expressao da molécula anti-adesiva
CD55 e da IL-10 citocina anti-inflamatéria. Nesse contexto, os autores sugeriram que 15d-
PGJ; inibe a infiltracdo de leucdcitos e posteriormente o processo inflamatdrio, através de
uma mudancga no equilibrio das propriedades pr6 e anti-adesivas, podendo ser usado como um
potencial farmaco anti-inflamatorio para tratar a inflamacdo induzida pela artrite ATM
(QUINTEIRO et al., 2014).

O potencial terapéutico de drogas que atuam como alvo da interacdo leucdcitos-
endotélio ou que visam especificamente inibir as citocinas pro-inflamatdrias consiste na
intervencdo farmacoldgica mais promissora para o controle de perda ossea articular e tem sido
muito bem sucedido no tratamento de doencas inflamatérias como artrite (GUNSON et al.,
2012). O desenvolvimento de drogas seguras e efetivas que possuam como alvo esses
componentes moleculares envolvidos no rolamento e adesdo dos leucdcitos na resposta
inflamatéria pode gerar um novo campo, com terapias melhoradas para as desordens

associadas a inflamacao (PANES; PERRY; GRANGER, 1999). Assim, drogas que inibem a
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producdo de citocinas ou atenuam diretamente a interacao leucocito-endotélio sdo importantes

ferramentas anti-inflamatoérias e, consequentemente, analgésicas.
4.2.5 Participagdo da COX-2 no Efeito Anti-inflamatério de LCc

A anédlise de Western blotting demonstrou que o pré-tratamento com LCc (10
mg/kg) diminui significativamente a producdo dos niveis de COX-2 em 44% [0,9 + 0,5]

quando comparado ao grupo Formalina [1,6 + 0,2] no tecido periarticular (Figura 17).

Figura 17- Efeito da LCc nos niveis de COX-2 no tecido periarticular
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os tecidos periarticulares foram coletados e processados para realizar Western Blotting com o objetivo de
mensurar os niveis de COX-2. Observa-se que LCc reduz os niveis proteicos de COX-2 quando comparado ao
grupo Formalina. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de COX-2 que resultou da
relacdo da densidade dessa proteina e de p38. Os dados representam a média = E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em
relagiio ao grupo Sham; *p < 0,05 em relacio ao grupo Formalina. (ANOV A, Bonferroni).

Sabe-se que a liberacdo de IL-1P no tecido periférico estimula a sintese de PGs,
especialmente, da PGE; induzindo a hiperalgesia inflamatéria. A IL-1PB também ¢ liberada no
ganglio da raiz dorsal, estrutura andloga ao ganglio trigeminal, entretanto a fun¢do que essa
citocina desempenha nessas estruturas para o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria
ainda ndo estd bem esclarecida. Estudos sugerem que a sensibilizacdo dos neurdnios
nociceptivos primarios pelas prostaglandinas depende da ativacdo de receptores neuronais de
IL-1P nos terminais periféricos os quais, por sua vez, induzem a liberacao de IL-1B no ganglio
da raiz dorsal, atuando como neuromodulador da via de liberacdo de PGs pelas células

neuronais (LAZAROV, 2002; ARALDI, 2012).
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Além disso, foi demonstrado que a IL-1p ativa os neuronios e as células gliais
satélites no ganglio trigeminal levando a uma expressdo elevada da enzima COX-2 nestas
células e, consequentemente, um aumento na producdo de PGE, que, por sua vez, ativa os
neurdnios trigeminais para liberacido de peptideo relacionado ao gene da calcitocina (CGRP)
causando a dor (TAKEDA et al., 2007; NEEB et al., 2011).

A sensibilizagdo dos nociceptores periféricos por PGE, ocorre por meio dos
receptores prostanoides E (EP) com subtipos designados EP1, EP2, EP3, e EP4. Entre estes
subtipos, EP2 desempenha um papel chave na hiperalgesia inflamatéria espinhal (REINOLD
et al., 2005). Recentemente, foi mostrado que PGE, contribui para a dor inflamatéria na ATM
por aumentar a expressdo do canal de sodio voltagem dependente (Navl.7) no ganglio
trigeminal através do seu receptor EP2 (ZHANG; GAN, 2017). Esses estudos ajudam a
melhor compreender a hiperalgesia inflamatdria periférica, além de fornecer informacdes para
desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento da dor inflamatéria na ATM.

Neste contexto, nossos resultados sugerem que LCc inibe a producdo de
prostaglandinas, via inibi¢do da expressdo da COX-2, reforcando, desta maneira, o efeito anti-
inflamatorio da LCc na hipernocicep¢do inflamatéria induzida por Formalina. Além disso,
esses dados corroboram com o efeito anti-edematogénico de LCc na fase tardia do edema de
pata induzido por Carragenana porque, nesta fase, o edema também ¢é sustentado por PGE,

liberado via COX-2 (DE QUEIROZ et al., 2015).

4.2.6 Avaliacdo da Eficdcia da LCc na Inflamacdo Induzida por Carragenana na ATM

O pré-tratamento (30min) com LCc (10 mg/kg; i.v.) reduziu significativamente
em 88% [9 + 1s] a hipernocicep¢do inflamatoria induzida por Carragenana [76 = 9s] na ATM
de ratos (Figura 18).

Carragenana é um agente inflamatério que induz a hipernocicep¢do na ATM
através da migracdo de neutr6filos (PENA-DOS-SANTOS et al., 2009), sintese de COX e de
seus produtos como as prostaglandinas. Além disso, a hipernocicep¢ao quimica induzida por
Carragenana na ATM induz a liberacdo de aminas simpaticomiméticas, como a norepinefrina,
contribuindo para a hiperalgesia inflamatoria através da ativacdo de B,.adrenoceptores locais

(RODRIGUES et al., 2006).
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Figura 18-Eficdcia da LCc na inflamacao induzida por Carragenana na ATM de ratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Carragenana (Cg; 100 pg) ou solucdo salina foi injetada i.art. na ATM esquerda dos ratos. Para induzir o
estimulo nociceptivo, uma dose baixa de 5-HT (75 pg) foi injetada na ATM 1h depois da a injegdo de
Carragenana. Grupos de animais foram pré-tratados com LCc (10 mg/kg; i.v.) 30min. antes do estimulo. Dados
sdo expressos como média + E.P.M de 6 animais para cada grupo. *p <0,05 indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo sham e # p <0,05 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Carragenana. (ANOVA,
teste de Bonferroni).

E sabido que a dor inflamatéria apresenta um componente simpatico que pode ser
predominante, sabemos também que a ATM possui uma rica inervacao simpética (KIDO et
al., 2001; RODRIGUES et al., 2006), o que pode justificar o fato de alguns pacientes com
DTM néo responder ao efeito analgésico dos AINEs, somado a isso, existem pessoas que sao
intolerantes ao uso prolongado de AINEs e, dessa forma, é de fundamental importancia a
busca por novos farmacos com efeitos mais amplos representando uma alternativa para o
tratamento da dor na ATM.

Adicionalmente, a analise de western blotting demonstrou que o tratamento com
LCc (10 mg/kg) diminui significativamente [0,8 = 0,05] os niveis de COX-2 [1,1 + 0,05] no

tecido periarticular (Figura 19).
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Figura 19- Efeito da L.Cc nos niveis de COX-2 na hipernocicepcao inflamatéria induzida

por Carragenana
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os tecidos periarticulares foram coletados e processados para realizar Western Blotting com o objetivo de
mensurar os niveis de COX-2. Observa-se que LCc reduz os niveis proteicos de COX-2 quando comparado ao
grupo Carragenana. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de COX-2 que resultou da
relacdo da densidade dessa proteina e de p38. Os dados representam a média = E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em
relacio ao grupo Sham; *p < 0,05 em relacdo ao grupo Carragenana. (ANOV A, Bonferroni).

Como ja mencionado, LCc possui efeito anti-edematogénico no edema de pata
induzido por Carragenana, reduzindo todas as fases do edema. Além disso, esse efeito pode
estar relacionado a eventos inflamatorios que envolvem migracdo de neutrofilos
(VANDERLEI et al., 2010; DE QUEIROZ et al., 2015).

Esses dados reforcam os efeitos da LCc na inibicdo de COX-2 e consequentemnte
das PGs. Diversos estudos t€m confirmado que a resposta inflamatoria € mediada por varias
moléculas de sinalizacdo, por vias enziméticas, pela regulacdo dos genes das citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL1-B, TNFa e por COX-2, e a supressdo da ativagao dos fatores de
transcricdo, como o NF-kB, podem desempenhar um papel-chave no tratamento de doengas
de cunho inflamatério (JEAN et al, 2008; EL-SHITANY et al, 2010).

Coura et al. (2015) mostraram que uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga
vermelha Gracilaria cornea apresenta acdo anti-inflamatéria através da modulagdo do
processo inflamatério agudo por inibi¢do de histamina, permeabilidade vascular e migragcao
de neutrdfilos. A sua a¢do também esta relacionada a modulacdo descendente de IL-1f3, TNF-

oe COX-2.
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4.2.7 Avaliacdo da Eficicia da LCc na Hipernocicepcdo Inflamatéria Induzida por
Serotonina (5-HT)

A inje¢do intra-articular de 5-HT (225 pg) na ATM de ratos aumentou
significativamente [106 * 3s] o comportamento nociceptivo comparado ao grupo salina [28 +
5s].

O pré-tratamento com LCc (10 mg/kg; i.v.), administrada 30min antes da injecao
de 5-HT, promoveu uma reducio significativa do comportamento nociceptivo em 84% [17 %
5s] (p < 0.05), quando comparado ao grupo 5-HT. O efeito de LCc foi semelhante ao da
Indometacina (5 mg/kg; s.c.), um inibidor da sintese de prostaglandinas, que também reduziu
significativamente [72%; 29 + 2s] a hipernocicep¢ao inflamatoria induzida por 5-HT (Figura

20).

Figura 20- Eficacia da LCc na hipernocicep¢ao inflamatéria induzida por Serotonina na

ATM de ratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a inducdo da nocicep¢do, os animais foram anestesiados com isoflurano para proceder a injecdo intra-
articular (i.art.) de 5-HT (225 pg/art.; 50 puL/art.). O grupo controle recebeu salina estéril 0,9% (50 pL; i.art.).
Grupos de animais foram pre-tratados com LCc (10 mg/kg; i.v.) 30min antes do estimulo. Um grupo de animais
recebeu uma injecdo (s.c.) de indometacina (5 mg/kg) como controle positivo. Dados sdo expressos como média
+ E.P.M de 6 animais para cada grupo. * p <0,05 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Sham e # p
<0,05 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo 5-HT. (ANOVA, teste de Bonferroni).

A serotonina (5-HT) € um importante mediador inflamatorio encontrado em niveis
elevados em liquido sinovial da ATM de pacientes com dor inflamatéria (ALSTERGREN;
KOPP, 1999).
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Oliveira-Fusaro et al. (2012) mostraram em seu estudo que a 5-HT induz
nocicep¢do na ATM de ratos através de mecanismos envolvidos na inflamacdo, incluindo a
liberacdo de aminas simpaticas locais e prostaglandinas e a ativag¢do local de adrenoceptores
B1 e B2. Desta forma, sabendo da existéncia de adrenoceptores funcionais f1 e B2 na regido
da ATM, uso de moléculas bloqueadoras desses receptores pode ser um tratamento alternativo
para reduzir a dor, especialmente em pacientes que ndo respondem bem o efeito de drogas
anti-inflamatdrias ndo esteroides.

A nocicep¢ao induzida por 5-HT € mediada por a liberagdo periférica de
norepineprina, mas o mecanismo de liberacdo ainda é desconhecido. No entanto, é bem
demonstrado que a ATM ¢é densamente inervada por fibras simpaticas que surgem de células
do ganglio cervical superior (RODRIGUES et al., 2006; KIDO et al., 2001) que expressam os
receptores de serotonina 5-HT3 (MORALES; WANG, 2002). Além disso, a ativacdo dos
receptores 5-HT3 expressados nos terminais simpaticos localizados na ATM podem resultar
na liberag¢do vesicular de norepinefrina que pode atuar nos adrenoceptores f1 e f2-da ATM
contribuindo para nocicepg¢ao inducida pela 5-HT. A densa inervagdo simpatica da ATM pode
explicar por que a 5-HT provoca nocicepc¢do no tecido articular na regido da ATM, mas ndo
em tecidos subcutaneos (TAMBELI et al., 2006).

Nesse contexto, nossos resultados ganham relevancia, uma vez que a LCc foi
capaz de reduzir a hipernocicepcao inflamatdria induzida por 5-HT na ATM de ratos. Embora
ndo saibamos por quais mecanismos a referida lectina apresenta seu efeito, podemos sugerir
que a mesma pode estar atuando no bloqueio dos adrenoceptores locais e/ou inibindo a
liberac@o de aminas simpaticas (norepinefrina) e PGs. J4 mostramos aqui nesse estudo que a
LCc reduz a expressao de COX-2 e, consequentemente, a de prostaglandinas.

Além disso, esses resultados comprovam a especulacdo levantada anteriormente
nesse estudo na qual mostramos que LCc ndo perdeu seu efeito quando testada em animais
com mastocidos depletados, sugerindo que a mesma ndo atua estabilizando a membrana de
mastdcitos, mas, provavelmente, age atenuando o efeito dos mediadores liberados por essas
células, nesse caso a serotonina.

Curiosamente, essa mesma lectina foi ineficaz na redug¢do do edema de pata
induzido por serotonina, o que nos faz deduzir que, provavelmente, esse agente inflamatdrio
ative outras vias quando aplicado na pata. J4 que a caracteristica fisiopatologica do estado
hiperalgésico pode diferir dependendo do local da inflamac@o ou do estimulo hiperalgésico

(DE QUEIROZ et al., 2015; RODRIGUES et al., 2006). Outra hipdtese seria que,
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provavelmente, a regido intraplantar, diferente da ATM, ndo seja ricamente inervada por
fibras simpéticas.

Dados semelhantes aos nossos resultados foram obtidos para composto
semissintético derivado da planta T. foxicaria (5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3:7,8]-
flavanona-PHO) no qual reduziu significativamente as respostas nociceptivas induzidas pela
Serotonina na ATM de ratos (VAL, 2017).

Em contraste com os nossos resultados, a fracdo polissacaridica da alga marinha
vermelha G. cornea (Gce-FI) ndo foi capaz de inibir a nocicep¢do induzida por 5-HT na ATM

(COURA et al., 2017).

4.2.8 Avaliacdo da Eficdcia da LCc na Nocicepgcdo Induzida por Capsaicina

A injecdo intra-articular de Capsaicina (1,5%; 20 uL) na ATM de ratos aumentou
significativamente [182 + 13s] o comportamento nociceptivo comparado ao grupo salina [48
* 3s]. Nos ratos tratados com LCc (10 mg/kg), administrada 30min antes da Capsaicina,

houve diminuic¢ao (p < 0.05) do comportamento nociceptivo em 89,6% (Figura 21).

Figura 21- Eicacia da LCc no comportamento nociceptivo induzido por Capsaicina na
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a induc@o da nocicep¢do, os animais foram anestesiados com isoflurano para proceder a injecdo intra-
articular (i.art.) de capsaicina (2,5 pg; 20 pL/art). O grupo controle recebeu salina estéril 0,9% (20 pL; i.art.).
Grupos de animais foram pré-tratados com LCc (10 mg/kg; i.v.) 30min. antes do estimulo. Dados sdo expressos
como média + E.P.M de 6 animais para cada grupo. * p <0,05 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
sham e # p <0,05 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Capsaicina, respectivaente. (ANOVA, teste
de Bonferroni).
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A capsaicina € uma substancia 4lgica que possui um papel importante no estudo
das fibras sensoriais C e Ad. A nocicepgao induzida pela capsaicina ocorre através da ativagao
do receptor TRPV1, canal catidnico nao-seletivo, expresso principalmente, em fibras do tipo
C (PIETROVSKI et al., 2006). A ativacdo de TRPV1 resulta em despolarizacdo dos
neurdnios aferentes sensoriais que provocam dor (VERONESI; OORTGIESEN, 2006).

Capsaicina, agonista de TRPV1, foi usada para investigar o mecanismo envolvido
na antinocicep¢do induzida por LCc. Considerando que a nocicep¢do induzida por esse
estimulo é de origem neurogénica e que a LCc reduziu o comportamento nociceptivo
produzido pela capsaicina, esse dado obtido sugere que a LCc também exerce papel na dor
dessa origem. Além disso, podemos sugerir que LCc seja um antagonista dos receptores
vaniloides.

Frutalina (FTL), uma lectina isolada das sementes de A. incisa, reduziu a
nocicep¢do orofacial induzida por Capsaicina em todas as doses estudadas, sugerindo que
FTL seja um antagonista dos receptores TRPV1 (DAMASCENO et al., 2016).

Melo-Junior et al. (2017) investigaram o envolvimento dos receptores TRPV1 no
efeito antinociceptivo do Eucalipto na dor orofacial induzida por Formalina e Capsaicina. Os
resultados mostraram que o efeito antinociceptivo do eucalipto foi significativamente inibido
pelo pré-tratamento com capsazepina (um antagonista competitivo do canal TRPV 1), mas nao
com vermelho de ruténio (um antagonista TRPV1 ndo competitivo), sugerindo que o

eucalipto interage diretamente com um canal TRPV1.

4.2.9 Andlise da Participacdo dos Receptores Canabinoides CB1 e CB2 nos Efeitos Anti-

inflamatorio e Antinociceptivo da LCc

Para avaliar se os efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo da LCc estdo
envolvidos na ativagdo da via dos canabinoides, animais foram pré-tratados com os
antagonistas dos receptores CB1-AM281 (3 mg/kg, i.p.) e CB2- AM630 (3 mg/kg, i.p.). A
presenca de AM281 [28 + 2s] e AM630 [33 £ 6s] ndo reverteu os efeitos de LCc (10 mg/kg)
[24 £ 5s] na hipernocicepcdo inflamatdria induzida por Formalina 1,5% [241 £ 17s]. O
tratamento com WIN 55, 212-2 (1 mg/kg, i.p.) [78 % 8s], agonista dos receptores
canabinoides, reduziu significativamente (p< 0,05) as respostas comportamentais nociceptivas

induzidas por Formalina (Figura 22).
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Figura 22 — Avaliaciao do envolvimento da via dos canabinoides no efeito antinociceptivo

e anti-inflamatorio da LCc
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os ratos foram tratados com LCc (10 mg / kg, iv), salina 0,9% (iv), WIN 55, 212-2 (1 mg / kg, ip) ou DMSO-
4% 30min antes da injecdo intra-articular de Formalina (1,5%; 50 ulL/art.). O antagonista de CB1 (AM281; 3
mg / kg) e o antagonista de CB2 (AM630; 3 mg / kg) foram administrados 10min antes do tratamento com LCec.
Os dados estao expressos como média = E.P.M. de seis animais por grupo *p <0,05 indica diferenca significativa
em relacdo ao grupo sham, #p <0,05 indica diferenc¢a significativa em relacdo ao grupo Formalina e +p <0,05
indica diferenca significativa em relagcdo ao grupo DMSO. (ANOVA, Teste de Bonferroni).

O sistema canabinoide é conhecido por desempenhar um papel importante na
modulacdo da dor aguda e cronica (KANO et al, 2009; SAGAR et al, 2012). No entanto, a
descoberta de expressdo do receptor nas células do sistema imunolégico (FACCI et al., 1995)
e células gliais (PERTWEE, 2004) aumentou o interesse da comunidade cientifica em
compreender o efeito dos canabinoides no processo inflamatoério.

Esses resultados revelam que as agdes antinociceptiva e anti-inflamatéria da LCc
nao sdo mediados pela ativacdo dos receptores canabinoides, uma vez que seus efeitos ndo
foram revertidos com administragdo dos antagonitas AM281 e AM630. Diferente dos nossos
achados, o estudo realizado por Gondim et al. (2012) mostrou que os receptores canabinoides
medeiam o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério da eletroacupuntura na ATM de ratos
com artrite induzida por Zy.

Burgos et al. (2010) avaliaram o papel dos receptores canabinoides na dor
orofacial através do teste de Formalina na ATM de ratos. Nesse estudo foi demonstrado que o
tratamento com WIN 55,212-2, um agonista canabinoide sintético, reduziu significativamente

as respostas comportamentais nociceptivas induzidas por Formalina, além disso, o antagonista
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seletivo do receptor CB1 inibiu o efeito do WIN 55,212-2. Portanto, a ativacdo de receptores
CBI1 possui efeito importante na regulacdo da dor sobre a hipernocicepcao inflamatéria
induzida por Formalina na ATM de ratos.

Ahn et al. (2007) investigaram a participag@o das vias da COX na modulagdo dos
efeitos antinociceptivos dos canabinoides na nocicep¢do induzida por Formalina (5%) na
ATM de ratos e demonstraram que a inibi¢do das vias de COX centrais, presumivelmente
através da inibi¢ao da COX-2, reduz a dor inflamatéria, aumentando o efeito antinociceptivo
induzido por canabinoides. Com base nessas observagdes, os autores sugeriram que a
administracio combinada de canabinoides com inibidores de COX € uma promessa
terapéutica no tratamento da dor inflamatéria da ATM. Porém, nossos resultados nao
corroboram com esses achados, por isso, na tentativa de identificar o mecanismo de acdo pelo

qual a LCc atua, avaliamos a participacdo da via do NO/GMPc/PKG/K " otp dependente.

4.2.10 Envolvimento da Via NO/GMPc/PKG/K s1p dependente no Efeito Antinociceptivo
da LCc

No intuito de avaliar se o efeito antinociceptivo da LCc esta envolvido na ativagao
da via NO/GMPC/PKG/K" atp dependente, animais foram pré-tratados com aminoguanidina
(30 mg/kg; 1.p.) [186 = 9s], ODQ (5 mg/kg; s.c.) [185 = 8s], KT5823 (4 ug/mL; s.c.) [160 £
9s] ou Glibenclamida (10 mg/kg; 1.p.) [208 %= 5s] 30min antes do tratamento com LCc (10
mg/kg) [24 + 5s]. A presenca desses inibidores, entretanto, ndo reverteu significativamente a
resposta antinociceptiva da LCc na hipernocicepcdo inflamatéria induzida por Formalina
1,5% [242 + 17s] (Figura 23).

A descoberta de que o NO, produzido pela ativacdo da enzima Oxido nitrico
sintase (NOS), ativava a enzima guanilato ciclase (Gc) com consequente producao de GMPc
permitiu demonstrar que o NO induzia antinocicepcdo periférica via estimulacdo do GMPc.
Desde entdo varios estudos tém determinado que a via NO/GMPc/PKG/K " Atp desempenha
um importante papel na antinocicep¢ao periférica induzida por aceltilcolina (DUARTE et al.,
1990), morfina (RODRIGUES; DUARTE, 2000), dipirona (ALVES; DUARTE, 2002),
diclofenaco (ALVES et al., 2004), recoxibe (DECIGA-CAMPOS; LOPEZ-MUNOZ, 2004) e
xilazina (ROMERO; DUARTE, 2009).

Nossos resultados mostraram que a via NO/GMPc/PKG/K " o1p dependente ndo

interferiu na resposta antinociceptiva da LCc, uma vez que a inibi¢do da 6xido nitrico sintase,
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da guanil-sintase, da proteina quinase G ou do bloqueador de canais de potassio dependente

de ATP nao reverteram o efeito de LCc.

Figura 23- Participacio da via NO/GMPc/PKG/K'srp dependente no efeito

antinociceptivo da LCc
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os ratos foram tratados com LCc (10 mg/kg, iv) ou salina 0,9% (iv) 30min antes da inje¢do intra-articular de
Formalina (1,5%; 50 pL/art.). (A) aminoguanidina (30 mg/kg; i.p.), (B) ODQ (5 mg/kg; s.c.), (C) KT5823 (4
ug/mL; s.c.), e (D) glibenclamida (10 mg/kg; i.p.) foram administrados 30min antes do tratamento com LCc. Os
dados estdo expressos como média = E.P.M. de seis animais por grupo * p <0,05 indica diferenca significativa
em relacdo ao grupo sham, # p <0,05 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Formalina. (ANOVA,
Teste de Bonferroni).
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Em concordincia com os nossos resultados, Silveira (2017) estudando o efeito
antinociceptivo do composto semissintético (MC-H) obtido a partir de flores da moringa
oleifera sobre a hipernocicepcdo inflamatéria induzida por Formalina na ATM de ratos,
mostrou que a via NO/GMPc/PKG/K " atp pareceu ndo regular a capacidade de MC-H na
diminui¢do da sensibilizacdo neuronal periférica, uma vez que a inibi¢do da 6xido nitrico
sintase, da guanil-sintase e da proteina quinase G ndo afetou a antinocicep¢do desse
composto.

Junior et al. (2012) demonstraram que o polissacarideo sulfatado total extraido da
alga marinha Gracilaria caudata apresentou efeito antinociceptivo sobre a hipernocicepgao
mecanica induzida por carragenana na pata de camundongos. No trabalho destes autores, esse
efeito € mediado pela ativacdo da via NO/cGMP/PKG seguida da abertura dos canais de
K" atp e dependente da a¢do dos opioides endégenos periféricos.

A inibicdo com aminoguanidina e glibenclamida reverteu o efeito antinociceptivo
do composto semissintético-PHO sobre a hipernocicepcido inflamatéria induzida por
Formalina, relevando que o mecanismo de acdo dessa molécula depende da ativacdo de
NO/K* arp dependente (VAL, 2017).

Os canais K s1p dependentes, uma vez bloqueados, sdo impedidos de liberar o
potassio para o meio extracelular causando hiperpolarizacdo celular neuronal, ndo ocorrendo a
despolarizacdo necessaria para desencadear a conducdo do impulso doloroso
(HAJHASHEMI; AMIN, 2011). Dependendo da localizacdo, esses canais podem agir direta
ou indiretamente nos sinais de transmissdo da dor. Atualmente, varios anestésicos utilizados
na clinica agem pela interacdo com os canais de K" (McCURDY; SUCULLY, 2005).

NO tem um papel dual na regulacdo dos processos de dor e inflamacio, ou seja,
ele pode mediar nocicep¢ao e inflamagdo ou induzir um efeito analgésico e anti-inflamatorio.
Este efeito dual ocorre tanto a nivel central como periférico. Muitos estudos tém sido
realizados a fim de entender o efeito dual do NO. Além disso, Rocha er al. (2002)
demonstraram que o NO enddgeno € um mediador importante envolvido no desenvolvimento
da artrite induzida por Zy, enquanto que a administracdo farmacologica de NO exdgeno pode

inibir o curso dos fenomenos nociceptivos (CURY et al., 2011; VIVANCOS et al., 2003).

4.2.11 Avaliacao do Envolvimento do Sistema Opioide no Efeito Antinociceptivo da LCc

Para investigar se o efeito antinociceptivo da LCc (10 mg/kg; i.v.) na resposta

nociceptiva induzida por Formalina [242 + 17s] na ATM ocorre por meio da ativacdo dos
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receptores opioides centrais, os animais foram pré-tratados com naloxona. Os resultados
mostraram que a aplicagdo intratecal de naloxona (15 pg) nao interferiu (Figura 24) no efeito
antinociceptivo da LCc (10 mg/kg) [24 + 5s]. No entanto, como esperado, a naloxona

bloqueou [147 + 5s] a a¢do antinociceptiva (p<0,05) da morfina (5 mg/kg, s.c.) [7 + 3s].

Figura 24- Envolvimento do sistema opioide no efeito antinociceptivo da LCc
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Formalina (1,5% (50 pL/art.) ou salina 0.9% foram injetados i.art. na ATM esquerda de ratos. Naloxona (15
pg/10 pL) ou salina foram administrados (intratecal) 15min antes da inje¢@o (i.v.) da LCc (10 mg/kg). Animais
receberam salina ou LCc (10 mg/kg, i.v.) com ou sem naloxona (10 pg/art., 15 uL) e morfina (5 mg/kg, s.c.) com
ou sem naloxona. Dados sdo expressos como média + E.P.M de 6 animais para cada grupo *, #, + e & indicam
diferenca significativa (p <0,05) dos grupos Sham, Formalina, Morfina e Morfina + Naloxona, respectivamente.
(ANOVA, teste de Bonferroni).

Diversos mecanismos parecem contribuir para a analgesia dos opioides durante o
processo inflamatoério, incluindo ativacdo da proteina G (ZOLLNER et al., 2003), abertura de
canais de K, com consequente hiperpolarizagdio da membrana celular e/ou inibicdo do
sistema de adenilciclase, diminuindo a producdo AMPc (SCHULTZ; GROSS, 2001), e
inibindo canais de Ca’ voltagem dependentes. A reducdo de influxo de célcio nas fibras
nervosas acarreta a inibicdo de liberacdo de neurotransmissores, contribuindo para a
diminui¢do de transmissdo sinaptica do impulso nervoso (DICKENSON; SULLIVAN, 1987;
LAW et al., 2000). Todos esses eventos atenuam a excitabilidade do neurdnio sensorial
aferente e diminuem a liberacio de neuropeptideos pré-inflamatérios (BUSCH-

DIENSTFERTIG et al., 2010).
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Além disso, foi demonstrado que os receptores opioides induzem antinocicep¢ao
periférica pela ativacdo intracelular da via L-arginina/NO/cGMP, e drogas especificas que
estimulam diretamente esta via representa um alvo importante para o desenvolvimento de
analgésicos periféricos (FERREIRA er al, 1990; VADIVELU et al, 2011).

No presente estudo, foi demonstrado que a resposta antinociceptiva da LCc ndo
foi revertida por naloxona, antagonista nao seletivo dos receptores opioides, sugerindo que o
efeito antinociceptivo de LCc nao ocorre pelo sistema opioide. Esses dados corroboram com
resultados obtidos por Rivanor ef al. (2014), no qual foi mostrado que LCc ndo atua através
dos receptores opioides periféricos na artrite induzida por Zy na ATM de ratos.

De acordo com Vanderlei ef al. (2010), a resposta antinociceptiva da LCc, em
modelos classicos de nocicep¢do em camundongos, ocorreu predominantemente através do
mecanismo periférico, embora nio tenha sido descartado uma possivel atuacdo central. Nesse
sentido, podemos sugerir, com base nesses dados, que a LCc atua perifericamente, mas nio
através dos receptores opioides.

Em concordiancia com os nossos resultados, Favaro-Moreira et al. (2009)
mostraram que o antagonista de receptores opioides naloxona ndo afeta o efeito
antinociceptivo do estradiol, sugerindo que esse efeito € independente do mecanismo opioide
periférico, no modelo de dor induzida por Formalina na ATM de ratos.

Ao contrario dos nossos achados, o efeito antinociceptivo de FI-Gc, uma fracdo
polissacaridica da alga G. cornea, na resposta nociceptiva induzida pela Formalina na ATM
de ratos € medido pelos receptores opioides u, 6 € k, por ativagdo da via de sinalizacdo
intracelular NO/GMP¢/PKG/K" o1p dependente e pela integridade da via da HO-1 (COURA et
al., 2017).

Recentemente, Aradjo et al. (2017) mostraram que potencial antinociceptivo e
anti-inflamatério da frag@o polissacaridica F II da alga marinha S. filiformis é mediado pela
ativacdo de receptores de opioides no subntcleo caudal e inibi¢do da liberacdo de mediadores
inflamatérios no tecido periarticular da ATM de ratos.

Macedo et al. (2016) mostraram que o efeito protetor da testosterona endégena no
desenvolvimento da hipernocicepcio na ATM de ratos é mediado por coativagdo dos

receptores opioides p e k.
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4.2.12 Avaliacdo do Envolvimento da Via da HO-1 nos efeitos Antinociceptivo e Anti-

inflamatorio da LCc

Para avaliar a participacdo da via da HO-1 nos efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatério da LCc (10 mg/kg, i.v.), os ratos foram pré-tratados (s.c.) com ZnPP-IX (3
mg/kg), um inibidor especifico da HO-1, resultando na inibicdo desta via [193 + 8s]. No
entanto, ZnPP IX ndo inibiu os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatéria da LCc (10 mg/kg,
i.v.) [45 £ 12s]sobre a hipernocicepc¢ao inflamatéria induzida por Formalina [241 * 17s] na

ATM de ratos (Figura 25).

Figura 25- Envolvimento da via HO-1 no efeito antinociceptivo e anti-inflamatério da

LCc
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a induc@o da nocicep¢@o, os animais foram anestesiados com isoflurano para proceder a injecdo intra-
articular (i.art.) e Formalina a 1,5% (50 pL/art.). ZnPP IX ou solugdo salina foram administrados (s.c.)
previamente (30min) a LCc (10 mg/kg, i.v.). *p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado
ao grupo Sham; *p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo Formalina
(ANOVA; Bonferroni).

Esses resultados mostram que os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios da
LCc ndo depende da integridade da via da HO-1, tendo em vista que seus efeitos ndo foram
bloqueados pelo ZnPP-IX. Portanto, LCc ndo atua ativando HO-1. Esses dados estdo de
acordo com os obtidos anteriormente por Rivanor et al., (2014), no qual foi mostrado que essa

proteina nao depende da via da HO-1 para reduzir a artrite induzida por Zy na ATM de ratos.
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A hemoxigenase-1 é uma proteina sensivel ao estresse produzido por véarios
agentes oxidantes. A sua expressdo, em resposta a diferentes mediadores inflamatérios, pode
contribuir para reduzir a inflamagao, assim como seus eventos classicos, além de possuir
efeitos protetores contra injurias oxidativas em vérios 6rgdos (GRANGEIRO et al., 2011;
ALCARAZ; FERNANDEZ; GUILLEN, 2003). Diversos estudos demonstraram que a HO-1 e
seus metabolitos monoxido de carbono (CO) e biliverdina (BVD) sdo capazes de modular o
processo inflamatério (YACHIE et al., 2003).

Diferente dos nossos achados, alguns estudos t€ém demonstrado a participacdo da
via da HO-1 na acdo antinociceptiva e anti-inflamatdria de alguns compostos (GRANGEIRO
et al., 2011; VANDERLEI et al., 2011; VICENTE et al., 2003). Nesse sentido, o efeito
antinociceptivo e anti-inflamatdrio da lectina da planta A. esculentus (AEL) foi inibido pela
administracao ZnPP-IX, no modelo de artrite induzida por Zy na ATM de ratos (FREITAS et
al., 2016).

O composto semissintético-PHO apresenta atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva na hipernocicep¢do inflamatéria induzida por Formalina na ATM de ratos,
com mecanismo dependente da inibi¢do da integridade da via HO-1 (VAL, 2017).

Abreu et al. (2016a) mostraram que a lectina da alga marinha vermelha S.
filiformis teve sua capacidade anti-inflamatdria reduzida quando os animais foram tratados
com ZnPP- IX, no edema de pata induzido por carragenana. Em concordancia, Vanderlei et
al. (2011) demonstraram que o pré-tratamento com ZnPP-IX reverteu a atividade anti-
inflamatdria do polissacarideo sulfatado da alga Gracilaria birdiae.

O controle farmacolégico da dor inflamatéria baseia-se em duas estratégias
principais: 1) uso de farmacos que previnem a sensibilizagdo dos nociceptores, ou seja,
inibem a liberacdo ou a acdo de substincias que os sensibilizam, como os inibidores de COX,
simpatoliticos e bloqueadores de citocinas; 2) farmacos que revertem a sensibilizacdo dos
nociceptores ja instalada, como dipirona e principalmente os opioides (VERRI-JUNIOR et
al., 2006; CLEMENTE-NAPIMOGA et al., 2009). Com base nos nossos achados, podemos

sugerir que LCc atua, mais precisamente, na prevencao da sensibilizacdo dos nociceptores.

4.2.13 Efeito de LCc no Teste do Rota Rod

LCc (10 mg/kg) ndo alterou o tempo de permanéncia dos animais [97 £ 11s] em

relacdo ao grupo Sham [93 % 6s]. Observamos uma baixa redu¢do [75 + 10s] no tempo de
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permanéncia dos ratos tratados com Formalina (1,5%), no entanto essa redu¢cdo ndo foi

significativa, quando compara ao grupo sham (p>0,05) (Figura 26).

Figura 26- Eficacia da LCc no teste do rota rod
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Fonte: Elaborado pelo autor.

LCc (10 mg/Kg; i.v.) ou salina estéril foi aplicada 30min antes da aplicacdo intra-articular de Formalina (1,5%).
O grupo controle recebeu salina. Dados sdo expressos como média + E.P.M de 8 animais para cada grupo
(ANOVA, teste de Bonferroni).

E sabido que a acdo depressora de vérios firmacos analgésicos sobre o sistema
nervoso central e muscular pode reduzir a coordenacdo motora do animal bem como sua
expressdo do comportamento nociceptivo (SOUZA et al., 2002; AMORIM et al., 2016).
Semelhante a lectinas de plantas (DAMASCENO et al, 2016; PIRESD et al., 2013), os dados
obtidos nesse estudo demonstraram que o tratamento com LCc nao afetou a coordenacdo
motora dos animais e e o relaxamento muscular, confirmando nossos achados nos testes de
nocicep¢ao.

Com relacdo a lectina de algas, Abreu (2016b) mostrou que a lectina da alga
marinha vermelha S. filifomis (LSf) atua no sistema nervoso central apresentando um efeito
antidepressivo-simile sem alterar o padrao de locomocdo espontanea dos camundongos no

teste do campo aberto.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A anélise por dicroismo circular da lectina obtida da alga marinha verde Caulerpa
cupressoides (LCc), uma lectina ligante a mucina, mostrou que a referida proteina é composta
por 4% de a-hélice, 38% de folhas-B e 58% de regides desordenadas. Essa anédlise revelou
ainda que, mesmo sendo submetida a altas temperaturas, a conformac¢do secundéria de LCc
ndo sofreu mudangas significativas mostrando-se uma proteina termoestavel.

A LCc apresenta efeito antinociceptivo sobre a hipernocicep¢ao induzida por
Formalina e Capsaicina na ATM de ratos reduzindo o comportamento nociceptivo o que nos
faz sugerir que LCc atue na dor neurogénica.

A LCc apresenta efeito anti-inflamatorio sobre a hipernocicep¢do inflamatoria
induzida por Formalina na ATM de ratos, reduzindo o extravasamento plasmatico, os niveis
das citocinas TNF-a e IL-1pB, da molécula de adesao ICAM-1 e da enzima COX-2. Podemos
sugerir que LCc estd interferindo diretamente na interagdo leucdcito-endotélio, através da
diminui¢do de moléculas de adesdo e quimiotaxia inflamatdria, e reducdo da sensibilizagdo
direta dos nociceptores, via inibicdo da producdo de COX-2, reduzindo a sintese de
prostaglandinas. Além disso, LCc reduz a hipernocicep¢do inflamatéria induzida por
Carragenana confirmando o seu efeito anti-inflamatorio.

Ademais, LCc apresenta efeito anti-inflamatério sobre a hipernocicepcao
inflamatoria induzida por Serotonina, podendo seu efeito estar relacionado ao bloqueio dos
adrenoceptores locais e/ou inibindo a PGs.

Além disso, o efeito da LCc € independente do CD55, dos sistemas canabinoide e
opioide e das vias HO-1 e NO/GMPc/PKG/K atp. O efeito da LCc também ndo afeta a

coordenagio motora e o relaxamento muscular dos animais.
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6 CONCLUSAO

A lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides var. lycopodium C.
Agardh, uma proteina composta, predominantemente, por folhas-f, apresentou efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério sobre hipernocicepcao inflamatéria na ATM de ratos, com
um mecanismo de ag¢do, relacionado com a redu¢do da producdo das citocinas pro-

inflamatérias TNF-a e IL-1p, da molécula de adesao ICAM-1 e da enzima COX-2.
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