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RESUMO

ALTERAGOES RENAIS CAUSADAS PELA LECTINA DE SEMENTES DE Vatairea
macrocarpa — ANA MARIA DE OLIVEIRA MONTEIRO. Departamento de
Fiosiologia e Farmacologia — Faculdade de Medicina — UFC. Dissertagao
apresentada para obtencdo do titulo de Mestre. Orientadora: Helena Serra Azul
Monteiro, 2004.

Lectinas sao glicoporteinas que interagem de forma reversivel e
especificamente com carboidratos. A lectina Vatairea macrocarpa (VML) € uma
lectina ligadora de galactose pertencente a familia de leguminosas da tribo
Dalbergiae. No presente estudo, nds investigamos os efeitos da lectina Vatairea
macrocarpa (VML) no modelo de rim isolado de rato, bem como as alteragbes
histolégicas. O rim isolado a partir de ratos Wistar, pesando entre 240 e 280g foram
perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit contendo 6% de albumina bovina
sérica. Os parametros estudados incluem: pressdao de perfusdo (PP), resisténcia
vascular renal (RVR), ritmo de filtragdo glomerular (RFG), fluxo urinario (FU),
percentual de transporte tubular de sodio (%TNa), percentual de transporte tubular
de potassio (%TK), e percentual de transporte tubular de cloro (%TCI). A lectina
Vatairea macrocarpa (10 ug/ml) aumentou a pressdo de perfusdo, a resisténcia
vascular renal, o fluxo urinario e o ritmo de filtragdo glomerular. Por outro lado, a
Vatairea macrocarpa (VML) n&o alterou o percentual de transporte dos ions sodio,
potassio e cloro. O complexo Galactose-Lectina (Gal-VML) quando utilizado nao
causou qualquer alteragdo nos parametros avaliados, ou seja, bloqueou
significativamente o aumento dos parametros PP, RVR, UF e RFG, observados pela
acao da lectina Vatareia macrocarpa (VML). No grupo controle a histologia
apresentou um pequeno aumento de material proteinaceo nos espacos urinarios, no
entanto, ndo foram detectadas alteracdes a nivel de tubulos renais. A administragao
de galactose sozinha ndo modificou os parametros funcionais renais. Os rins pré-
tratados com Gal-VML teve apenas um pequeno acumulo de material proteinaceo
nos espacgos urinarios, mas nenhuma anormalidade foi nos tubulos renais. Estes
resultados sugerem que a lectina obtida a partir de semestres de Vatairea
macrocarpa apresenta importante efeito sobre o sistema renal relacionado com o

sitio carboidrato-ligante, tendo em vista observamos reversdo dos efeitos renais



viii

quando se utilizou o inibidor especifico. O presente trabalho € a primeira
demonstragdo de atividade biolégica da VML em rim isolado de rato.



ABSTRACT

RENAL ALTERATIONS INDUCED BY THE LETIN FROM Vatairea macrocarpa
SEEDS.

Lectins are glycoproteins that interact reversibly and specifically with
carbohydrates. The Vatairea macrocapa lectin (VML) is a galactose-binding lectin
present in the family leguminosae and in the tribe Dalbergieae. In the present study,
we investigated the effect of Vatairea macrocarpa lectin (VML) in the isolated rat
kidneys, as well as histological changes. Isolated kidneys from Wistar rats, weighing
240 to 280g, were perfused with Krebs-Henseleit solution containing 6% of bovine
serum albumin. The parameters studied included perfusion pressure (PP), renal
vascular resistance (RVR), glomerular filtration rate (GPR), urinary flow (UF), percent
of sodium tubular transport (%TNa"), percent of potassium tubular transport (%TK")
and percent of chloride tubular transport (%TCI’). The latairea macrocarpa lectin (10
pMg/mL) increased the PP, RVR, UF and GPR. On the other hand, VML did not
change the %TNa*, %TK" and % TCI". The lectin plus galactose complex (Gal-VML)
signihcantly blocked the increase in the PP, RVR, UF and RFG. In the control group
showed a small amount of a proteinaceous material in the urinary space, although no
alteration in the renal tubules was detected. The administrated of galactose alone did
not modify the functional kidney parameters. The kidneys perfused with /ML showed
moderate deposit of proteinaceous material in the tubules and urinary space. In the
kidneys pretreated with Gal-VML had only small amount of a proteinaceous material
in the urinary space. But no abnormalities were seen in renal tubules. These results
suggest that lectin from Vatairea macrocarpa seeds presents important effect on
renal system reported carbohydrate-binding site, taken into account that showed the
reversion of renal effects using the inhibitor specific. The current experiments are first
demonstration of biological action of VML in the isolated kidney.
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I. INTRODUGAO

1. Lectinas

Lectinas sao proteinas existentes na natureza em todas as classes de seres
vivos que possuem afinidade por carboidratos e um vasto potencial para codificar
informagdes bioldégicas. As mensagens codificadas nas estruturas destes
carboidratos complexes podem ser decifradas através de dominios de
reconhecimento. Estes dominios se encontram presentes naquelas proteinas que
apresentam esta capacidade de ligagdo como os anticorpos e lectinas.

O estudo destas substancias se justifica pela importancia dos carboidratos
nos processos bioquimicos na medida em que se esclarece 0os mecanismos
envolvidos na interagcdo entre células, deixando de ser vistos apenas como
moléculas ricas em energia para participarem de uma grande variedade de

processos bioldgicos.

1.1 - Definigoes e Classificagao

A definicdo mais aceita atualmente para estas proteinas esta descrita da
seguinte maneira: LECTINAS - constituem uma classe de proteinas estruturalmente
muito distintas de origem nao imune, que possuem pelo menos um sitio de ligagao a
carboidratos e a capacidade de ligar-se de forma reversivel e com alta
especificidade a mono e ou oligossacarideos, sendo estas ligagcdes estabelecidas
através de sitios de ligagdo denominados dominios lectinicos (GOLDSTEIN et al.,
1980; PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Lectinologia é a terminologia utilizada para se referir a area de estudos que se
destina a pesquisas cientificas envolvendo esta classe especial de proteinas
denominadas lectinas Por definigdo o termo Lectina do latim legere - capaz de
escolher, selecionar - € utilizado por lembrar o aspecto seletivo de ligacédo dessas
proteinas aos eritrocitos humanos. Estes autores observaram em seus estudos que
extratos de sementes de Phaseolus vulgaris aglutinavam eritrocitos de apenas
algumas espécies (POTAPQOV, 1968, BOYD & SHAPLEIGH, 1954).

Um dos primeiros estudos descritos sobre lectinas teve inicio em 1888,

quando Hermann Stillmark utilizando extrato de sementes de Ricinus communis na



sua tese de mestrado realizada em Dorpat - Estoncia, faz referéncia a estas
proteinas biologicamente ativas, hoje citadas como lectinas, utilizando o termo
“fitohemaglutininas, referindo-se apenas as de origem vegetal, por ter observado que
ao misturar o extrato destas sementes com o sangue causavam aglutinagado de
eritrocitos. A partir deste estudo seguiram-se varias definicbes na intengdo de
melhor identifica-las”.

Em 1972, Sharon e Lis realizaram importante revisao definindo lectinas como
proteinas aglutinadoras de células com especificidade por moléculas de
carboidratos. Sua definigdo trazia a tona uma nova abordagem para estas proteinas,
as lectinas poderiam aglutinar outras células e ndo somente eritrocitos, além de
precipitar glicoconjugados em solugao.

Em 1980, Goldstein e colaboradores propuseram que o termo lectina deveria
ser usado para proteinas ou glicoproteinas ligantes de carboidratos, de origem n&o
imune, que aglutinam células e ou glicooonjugados, no entanto esta definicdo exclui
proteinas monovalentes ligantes de carboidratos como a haveina, lectina do latex da
Hévea brasilienses.

Em 1983, Kocourek e Horejsi continuaram as discussdes quando descreviam
lectinas como proteinas ligantes de carboidratos, mas expuseram que
imunoglobulinas ligantes de carboidratos e enzimas com especificidade aos
carboidratos ndo poderiam ser classificadas como lectinas.

Muitos pesquisadores defendiam que a expressao "de origem n&do imune" nao
poderia ser utilizada tendo em vista que uma grande vertente de estudiosos sobre o
assunto identificava que a possivel fungdo destas proteinas em animais e plantas
envolvia a defesa imunoldgica contra antigenos de forma direta ou indireta, contudo
as lectinas ndo se assemelhavam estruturalmente a anticorpos embora muitas
imunoglobulinas se ligassem a agucares (BIRD & ROY, 1980).

A descricdo da existéncia de um novo sitio de ligagdo n&o especifico para
carboidratos, representado pela cavidade hidrofébica presente na estrutura das
lectinas com grande influéncia na manutencao da estrutura nativa destas proteinas,
permitindo sua ligagdo a moléculas diversas e ndo exclusivamente a carboidratos,
além de excluir a exigéncia minima de dois sitios de ligagdo a carboidratos por
molécula protéica possibilitou ao autor definir lectinas como proteinas com afinidade

por carboidratos, excluindo enzimas e anticorpos (BARONDES, 1988).



No entanto Kilpatrik em 2002, considerando que ainda em 1860, S. Weir
Mirchel ja estudava e descreveu a atividade hemaglutinante de venenos de
serpentes, o que hoje se encontra ja estabelecido serem atividades biologicas de
lectinas animals, sugeriu que o mesmo deveria ser reconhecido como o verdadeiro
"Pai das lectinas", muito embora nesta época o autor n&o relacionasse os achados
com o termo lectinas.

A comunidade cientifica somente a partir da década de 80 manifestou
empenho no estudo destas proteinas Varias pesquisas foram realizadas e hoje as
lectinas sao consideradas como insumos extremamente importantes para a
deteccdo e isolamento de glicoproteinas, bem como na caracterizagao parcial de
seus carboidratos e detecgdo de mudancgas na superficie celular em processos
celulares. Existem evidéncias de que elas atuam como mediadoras do
reconhecimento celular numa variedade de sistemas bioldgicos, tais como: adesao
de virus, bactérias e protozoarios as células do hospedeiro e de leucécitos ao
endotélio vascular, eventos de extrema importancia na resposta de defesa do
organismo contra hospedeiros (SHARON & LIS, 1989).

As lectinas exibem especificidade por diferentes sacarideos ou reconhecem
diferentes determinantes da estrutura do carboidrato complexo e também sao
citadas como responsaveis por um grande numero de processos bioldgicos; fungao
de linfécitos, transdugdao de sinais, comunicagcao celular, desenvolvimento,
diferenciagdo e transformacdo neoplasica bem como fertilizagdo e defesa do
organismo contra hospedeiro (KOCOUREK e HOREAJI, 1983; CALVETE et al.,
1998).

Estudos recentes, utilizando tecnologia de ultima geragado proporcionaram a
identificacao, isolamento e caracterizagao bioquimica de inumeras destas proteinas
classificadas como lectinas. Descobertas em feijdes ha centenas de anos atras e
desde entdo estudadas, mostraram-se amplamente distribuidas na natureza por
terem sido isoladas de todas as classes e familia de seres vivos a partir de plantas,
animais, fungos, algas, bactérias e virus, apresentando uma grande variedade de
formas e tamanhos podendo ser agrupadas em familias distintas que exibem
similaridades quanto as suas propriedades estruturais e de sequéncia de
aminoacidos em suas cadeias polipeptidicas. No reino vegetal onde s&o

encontradas em maior diversidade foram descritas lectinas com alto grau de



homologia de sequéncia evidenciando assim, uma taxonomia bem definida
(CAVADA et al., 1993; SHARON & L1S, 1995).
As lectinas, principalmente as de plantas superiores, em geral, s&o
classificadas de acordo com a estrutura gerai e suas especificidades por
carboidratos (monossacarideos, oligossacarideos e derivados). O estabelecimento
desta especificidade através da técnica de inibicdo da atividade hemaglutinante ou
precipitacdo de glicoconjugados por haptenos tem sido de grande importancia para
os estudos bioquimicos e imunohistoquimicos até entdo realizados com estas
proteinas (LANDSTEINER, 1962).
Esta classe de proteinas foi classificada inicialmente em grupos pela sua
especificidade por monossacarideos por Makela em 1957 da seguinte maneira:
Grupo | - reune as lectinas inibidas por L-Frutose; Grupo Il - engloba as lectinas
com especificidade por galactose/N-Acetilgalactosamina; Grupo lll - encerra as
lectinas com afinidade por Glicose e Xilose; Grupo IV - lectinas especificas por N-
acetilgalactosamina e Grupo V - lectinas com especificidade por acido sialico.
No entanto, a classificagdo mais recente utilizada para as lectinas baseada na
estrutura gerai destas proteinas e suas especificidades por carboidrato as distribuem
em quatro grande grupos: Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e Super-
lectinas (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).
¢ Merolectinas - inclui lectinas que possuem apenas um sitio de ligacdo a
carboidratos, consistem de um unico dominio lectinico ndo apresentando a
propriedade de aglutinar células e precipitar glicoconjugados. Podemos citar as
lectinas de orquideas, proteinas monoméricas que sao especificas por manose e
a haveina - proteina do latex da seringueira (VAN PARIJS et al., 1997).

¢ Hololectinas - compreende lectinas que- tem multiplos sitios de ligacdo a
carboidratos, possuem no minimo dois dominios lectinicos, podem aglutinar
células e dlicoconjugados, s&o chamados “hemaglutininas” ou
“fitohemaglutininas” estao representadas pelas lectinas de plantas.

¢ Quimeroiectinas - possuem um ou mais sitios de ligagdo a carboidrato, contém
além dos dominios lectinicos, um dominio com atividade catalitica ou outra
atividade bioldgica ligada a um outro dominio molecular ndo dependente dos
sitios de ligacao a agucares. Dependendo do numero dos sitios de ligagao a

agucares, as quimerolectinas se comportam como holo ou merolectinas, sendo



as proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIPS - 2 - abrina e ricina) e as
quinases de plantas classe | representantes deste grupo.

Super-lectinas - Apresentam dois ou mais dominios carboidratos ligantes,
porém, com especificidades diferentes, ou seja, possuem dois dominios
estruturalmente e funcionalmente distintos com capacidade de ligacdo a

agucares de estruturas diversas. A lectina de tulipa ilustra bem esta classe.
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1.2 - Lectinas Vegetais

As lectinas sao largamente distribuidas na natureza, em varias classes de
organismos Vvivos, mas e nos vegetais que sao encontradas em maior abundancia e
tem sido extensivamente estudadas tendo em vista a importancia econémica e
nutricional de suas espécies bem como pela facilidade de seu isolamento.

Esta classe de proteinas apresenta propriedades interessantes sendo
largamente utilizadas no campo da fisiologia, bioquimica e ciéncias biomédicas,
entretanto, nenhum destes estudos conseguiu responder a intrigante pergunta: Qual
o papel fisioldgico das lectinas? - Varias respostas foram formuladas, especialmente
em relagao as lectinas de vegetais superiores.

As lectinas sdo amplamente utilizadas como ferramentas e como proteinas
bioativas em pesquisas biolégicas e biomédicas gracas a sua atividade carboidrato-
ligante, ou seja, a sua capacidade de ligacéo a residuos de carboidratos, no entanto,
até o presente momento, ndo esta completamente clara qual a sua finalidade nos
organismos onde sédo encontrados. Cada vez mais evidéncias tém sido descobertas
indicando um papel de defesa das plantas, ja que sua especificidade em muitas
delas é voltada para glicoconjugados néo vegetais (PEUMANS & VAN DAMME,
1995).

Estas proteinas sdo encontradas de forma abundante nas sementes e nos
bulbos de muitas plantas e algumas fungbes ja foram propostas, tais como:
transporte e estoque de carboidratos nas sementes, ligagdo de bactérias fixadoras
de nitrogénio a raiz, inibicdo do crescimento de fungos e protegcédo contra ataque de
insetos. Além disto, a presenga de sitios hidrofébicos na estrutura das lectinas
vegetais, os quais interagem com fitohormonios, sugere um possivel papel na
regulagdo hormonal do crescimento e desenvolvimento da planta (SANZ-APARYCIO
et al., 1997).

Os estudos reveladores de especificidade por carboidrato, assim como os
estudos de atividade bioldgica, vém contribuindo também para uma maior
compreensao da funcdo destas proteinas para as plantas. Nos seus trabalhos
Peumans e Van Damme (1995 a, b) evidenciaram que a especificidade da maioria
das lectinas vegetais ndo esta direcionada para glicanos vegetais e sim para

glicoconjugados externos, muito comuns em vertebrados e insetos.



Estas evidéncias vém corroborar com a idéia de que as lectinas teriam um
papel de defesa contra herbivoros e invertebrados fitofagos. Estes dados tém
incentivado o uso destas proteinas como ferramentas de defesa contra pestes em
plantas transgénicas (GATEHOUSE et al., 1995; PUSZTAI e BARDOCZ, 1996).

Uma vasta quantidade de trabalhos tem também se dedicado aos estudos
dos efeitos bioldgicos destas lectinas vegetais, porém, grande parte destes estudos
se concentra num pequeno grupo de lectinas, apesar disto, este pequeno grupo tem
influenciado inUmeras areas biomédicas com a utilizagdo destas proteinas como
ferramentas bioldgicas com possiveis fung¢des terapéuticas.

Durante as duas ultimas décadas os estudos da moderna bioquimica no
campo das lectinas, especialmente o uso de técnicas mais apuradas de purificagao,
facilitaram o isolamento e a caracterizagdo de inumeras lectinas vegetais. Cerca de
300 tipos de lectinas de plantas foram identificadas sendo estudadas podendo se
obter a purificagdo e caracterizagdo no tocante a suas estruturas moleculares,
propriedades bioquimicas e especificidade por carboidratos (VAN DAMME et al.,
1998).

Diversas tentativas foram, feitas para consolidar uma classificacdo entre as
lectinas vegetais. O uso de classificagdes relacionadas com a especificidade por
carboidrato auxiliou aqueles que trabalhavam com lectinas como ferramentas
biolégicas, mas dificultou os estudos entre a relagdo evolutiva das mesmas.
Felizmente, o rapido progresso das anélises estruturals e a clonagem molecular tem
desvendado a sequéncia detalhada de pelo menos 100 tipos de lectinas.

Os pesquisadores Peumans e Van Damme em 1998, analisando os dados
levantados a partir do progresso no estudo da estrutura destas proteinas e na
clonagem molecular de lectinas propuseram uma classificagdo das lectinas vegetais
em familias observando suas relagdes evolutivas agrupando-as em sete familias: (1)
lectinas de leguminosas; (2) lectinas compostas de dominios que se ligam a quitina,
semelhantes aos da proteina da Heveina; (3) lectinas relacionadas com a estrutura
das proteinas inativadoras de ribossomos tipo Il (RIP tipo Il); (4) lectinas de
monocotiledéneas que se ligam a manose; (5) lectinas de floema Cucurbitaceae; (6)
lectinas relacionadas com a jacalina e (7) lectinas relacionadas a amarantina. Outras
lectinas como a lectina de sementes de Parkia platycephala (leguminosae,
mimodoideae) ja4 estdo em estudo e deverdo constituir um novo grupo de
leguminosas (CALVETE et al., 2001).
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1.2.1- Lectinas de leguminosas

Lectinas de leguminosas compreendem uma ampla familia de proteinas
intimamente relacionadas que ocorrem exclusivamente em espécies da familia de
plantas Leguminoseae (Fabaceae) (SHARON 8; LIS, 1990). Aproximadamente uma
centena de lectinas de leguminosas ja foram caracterizadas em 70 espécies
diferentes, pertencentes a varios grupos taxondmicos desta familia. Muitas lectinas
de leguminosas foram isoladas de sementes quiescentes, sendo que em algumas
especies, pode ser visto mais de uma lectina na mesma semente, entretanto, a
concentracdo destas e muito baixa nas folhas, no caule e na raiz, sendo abundante
na casca de muitas arvores. As lectinas de sementes de leguminosas sao
predominantemente estocadas no parénquima celular dos cotilédones e
armazenadas em vacuolos protéicos encontradas em diferentes tipos vegetativos
(ETZLER, 1986), no entanto ja foram identificadas lectinas de leguminosas
presentes em outros tecidos vegetais como folhas, raizes e cascas do caule (BABA
et al., 1991).

As lectinas de leguminosas assemelham-se em suas propriedades
bioquimicas e estruturais embora se diferenciem em suas especificidades a
carboidratos. S&o constituidas de protdmeros (produto maduro da translagéo
primaria do RNAm da lectina) com peso molecular de 30 kDa. A maioria dos
protdmeros consiste em uma unica cadeia polipeptidica de 250 aminoacidos,
denominados de lectinas de leguminosas de uma s6 cadeia, no entanto em algumas
circunstancias, os protdmeros podem ser clivados em dois pequenos polipeptidios
que, dependendo da posi¢ao de clivagem, podem ter tamanhos semelhantes ou nao
sendo entdo chamados de lectinas de leguminosas de duas cadeias (CAVADA,
1985).

As lectinas de leguminosas s&o, muitas vezes, metaloproteinas, apresentam
sitios especificos para metais divalentes, e sua atividade de ligacdo a carboidrato
depende simultaneamente da presencga destes ions, em geral, calcio e magnésio.
Cada subunidade contém sitios de ligagdo a metais os quais necessitam estar
ocupados para que as lectinas exercam suas atividades biologicas. Uma
caracteristica comum e a alta conservacdo de aminoacidos ligados ao sitio de

acoplamento dos ions de metais divalentes. Ambos os cations divalentes séo
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requeridos para a estabilizacdo da conformac&o funcional do sitio de ligagdo a
monossacarideos (BOURNE et al., 1990).

Algumas lectinas de leguminosas sdo N-glicosiladas e os protdmeros podem
conter uma ou duas cadeias glicanas que costumam ser classificadas de cadeias
tipo manose ou cadeias do tipo complexa (SHARON e LIS, 1990). As lectinas de
leguminosas séo formadas por dois ou quatro protdmeros que se conectam atraves
de interacbes ndo covalentes. A formacido de dimeros ou tetrameros, combinada
com a ocorréncia de protdbmeros de uma ou duas cadeias glicosiladas ou néao,
permite que as lectinas de leguminosas possam se apresentar em oito formas
diferentes (VAN DAMME et al., 1998).

As lectinas de leguminosas apresentam um alto grau de diversificagdo na
especificidade por carboidrato, mas suas sequéncias primarias sado amplamente
homologas. Relatos recentes afirmam que minimas substituicbes dentre os
aminoacidos de cada lectina e modificagbes no comprimento de voltas (loops)
podem modificar profundamente a estrutura do sitio de ligagdo para carboidrato
sem, contudo, alterar a estrutura tridimensional do protdmero (CAVADA et al., 2001).

As lectinas de leguminosas na forma nativa sdo formadas de dois ou quatro
protdbmeros. A formacao de dimeros ou tetrameros combinados com a ocorréncia ou
nao de glicosilagdo, implica na existéncia de diferentes formas moleculares para
estas proteinas. A heterodimerizagdo € comum nas lectinas desta familia, originando
assim, estruturas tetraméricas com quatro sitios de ligacdo a carboidratos. Dados
estruturais tém demonstrado que uma unidade monomérica conservada pode
oligomerizar de maneiras variadas, e desta forma, serem usadas no estudo

detalhado da interagao proteina - proteina (LORIS et al., 1998).

1.3 - Lectinas Animais

Ao longo do século vinte, a atividade hemaglutinante e somente ela continuou
a ser utilizada para identificar lectinas de moluscos, crustaceos, répteis, anfibios e
peixes. Contudo muitas lectinas animais nao foram consideradas lectinas por algum
tempo visto que foram descobertas através de outras atividades. Podemos citar a
Conglutinina bovina, primeira Lectina isolada de mamiferos, identificada nos
trabalhos de Bordet e Gay em 1906 e a Proteina C reativa descrita inicialmente em

1930, desde entdo muitas outras lectinas ja foram identificadas e estudadas.
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Entre as décadas de 1930 e 1960 foram descobertas lectinas que tinham a
capacidade de identificar tipos sanguineos especificos, inicialmente identificadas em
enguias e, posteriormente, a lectina de ostra Saxidomus giganteus foi caracterizada
e mostrou-se como identificadora do tipo sanguineo A (JOHNSON, 1964).

No entanto, no decorrer das duas ultimas décadas, algumas lectinas animais
tém sido identificadas e clonadas, utilizando técnicas de biologia molecular o que
possibilitou a partir do conhecimento das suas estruturas primarias uma classificagao
em cinco categorias: lectinas tipo-C ou calcio-dependentes (DRIKAMER, 1988), séo
incluidas neste grupo as lectinas: proteina ligante de manose (TAYLOR et al., 1990),
as selectinas (SPRINGER, 1991), as calnexinas chaperonas (WARE et al., 1995) e
as lectinas da superficie das células natural “killer” (BEZOUSKA et al., 1994).

Lectinas tipo C - Embora o termo tipo C seja referente a dependéncia do ion
calcio para exercer suas atividades, algumas lectinas dependentes de calcio ndo sao
incluidas neste grupo; sendo esta expressdo relacionada com as lectinas que
apresentam homologia estrutural com o dominio de reconhecimento para
carboidratos tipo C (CRD), cujo dominio apresenta de 100 a 130 residuos de
aminoacidos dos quais 30 residuos sio altamente conservados e catorze destes sao
invariaveis, envolvidos de forma direta com o sitio de ligacdo a carboidrato (DAY,
1994). As lectinas tipo C sdo amplamente variaveis, com grandes diferengas de
peso molecular, mesmo dentro de cada subunidade, com uma larga diversidade de
especificidade aos carboidratos e sao distribuidas por todo o reino animal.

As lectinas tipo C s&o divididas em sete grupos:

Proteoglicanos ou hialectans; Receptores endociticos tipo II; Colectinas; Selectinas;
Receptores de leucécitos; Receptores de manose em macréfagos e Lectinas
primitivas.

As lectinas tipo S que apresentam ligagbes dependentes de tiois, sendo
denominadas galectinas e mostram especificidade por B-galactosideos (RINI &
LOBSANQV, 1999).

Lectinas tipo S (galectinas) - De acordo com suas caracteristicas bioquimicas
estas lectinas requerem condigbes redutoras para exercerem suas atividades,
podem ser inibidas por lactose e usualmente apresentam subunidades com peso
molecular em torno de 14 kDa (HARRISON, 1991). O termo S foi adotado
inicialmente por Drickamer, 1988 quando propds a segunda familia de lectinas

animais como um grupo estruturalmente homologo de lectinas calcio-independentes,
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extraidas com solugbes de lactose, cujo dominio de reconhecimento para
carboidratos é composto de 130 residuos de aminoacidos formando uma estrutura
terciaria semelhante a encontrada nas lectinas de legumes e composto por duas
alcas B (RINI, 1995).

As lectinas tipo | que apresentam o dominio N-terminal semelhante ao
dominio varidvel das imunoglobulinas incluidas neste grupo estdo as sialoadesinas
que apresentam especificidade de ligagdo por acido sialico, sdo encontradas em
macrofagos e tem sido proposto para estas proteinas um papel na adesédo de
linfocitos e desenvolvimento de células mieldides (KELM et al., 1996). As lectinas do
tipo P que apresentam receptores para manose-6-fosfato dependentes ou nao de
cations (DRICKAMER & TAYLOR, 1993) e as lectinas tipo L que apresentam
semelhanga com as lectinas de leguminosas (WEIS & DRICKAMER, 1996).

1.4 - Lectina de sementes de Vatairea Macrocarpa — VML

Os nossos experimentos foram realizados analisando os efeitos bioldgicos
sobre a fungéao renal da lectina obtida a partir de sementes de Vatairea macrocarpa
(VML) identificada como uma leguminosa pertencente a tribo Dalbergieae, em
relacdo a estrutura apresenta-se na forma de um tetrdmero formado por quatro
subunidades idénticas de 25 kDa cada, independente do pH. Esta proteina
classificada como lectina desencadeia aglutinagdo de hemacias de coelho e de
humanos, sendo esta atividade inibida pela galactose, N-acetilgalactosamina e
outros agucares relacionados (CALVETE et al., 1998).

Investigagbes anteriores em relagdo a especificidade de ligagcdo a
carboidratos da VML através da inibigdo da hemaglutinagdo por sacarideos e
glicoproteinas, bem como por ressonancia plasménica de superficie, tém
demonstrado que a VML é uma tipica lectina ligadora de Gal/Gal/Nac (RAMOS et
a.l., 1999). Entretanto, estudando a especificidade fina desta lectina através de
cromatografia de afinidade de oligossacarideos e glicoproteinas de estruturas
conhecidas em coluna imobilizada de VML, os autores demonstraram que esta
lectina reconhece sequéncias de N-Acetilgalactosamina ndo reduzidas. Esta
interacdo parece ser dependente do numero de sequéncias em cada estrutura
glicidica, bem como do pH. Estes achados sao importantes e credenciam a VML

como uma importante ferramenta para o fracionamento e analise estrutural de
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oligossacarideos e glicoproteinas de diversas origens e que contém N-
Acetllgalactosamina (RAMOS et al., 2000).

A lectina utilizada em nossos experimentos foi fornecida pelo BIOMOLAB
(Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas), através de colaboragdo com o
Professor Benildo Cavada do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal
do Ceara.

1.5- Interagao lectina-carboidrato e elicitagao de atividades biolégicas

Dentre suas fungdes fisiologicas, os estudos com lectinas deram importante
contribuicdo para o entendimento da interacdo proteina-carboidrato e sé&o
largamente utilizadas para purificagdo e caracterizagdo de glicoconjugados como
reagentes especificos para pesquisas biomédicas.

As lectinas sao responsaveis pelo reconhecimento de agucares na superficie
de células de bactérias, animais e plantas. Como exemplos, estdo algumas toxinas
bacterianas, receptores que medeiam a interagdo célula-célula em animais,
neutralizagdo de patogenos, toxinas de plantas e mitdogenos. O estudo do
reconhecimento de carboidrato pelas lectinas esta bem dcoumentado e a base
molecular destas interagcdes tem sido estudada com uma variedade de técnicas
biofisicas, incluindo cristalografia em ralo-X, ressonancia nuclear magnética (RNM) e
microcalorimetria, e mais recentemente, ressonéncia plasmoénica de superficie
(RPS), além de novas técnicas de Bioldégia Molecular que estudam a importancia
dos aminoacidos envolvidos na ligagdo lectina-carboidrato (NAGAHORA et al.,
1995). Estas interagdes sdo importantes para elucidar as atividades bioldégicas
relacionadas e estabelecer com clareza suas fungbes dentro dos organismos,
podendo acontecer com agucares simples bem como com agucares complexos.

Nos ultimos anos estudos foram direcionados no sentido de esclarecer as
bases do reconhecimento celular, levantando a forte possibilidade de que varios
eventos envolvidos sejam mediados através de interagdes entre carboidratos e
lectinas. Em consequéncia da enorme diversidade das lectinas dois aspectos da sua
organizagdo devem ser esclarecidos. Primelro - a atividade de ligagdo ao agucar é
atribuida a uma porcdo limitada da molécula de lectina - o dominio de

reconhecimento de carboidrato (“carbohydrate-recognition domain” - CRD). Segundo
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- a semelhanga entre CRDs em relacdo a sequéncia de aminoacidos, possibilita
organizar as lectinas em grupos (DRICKAMER, 1988).

A ligacao das lectinas com estruturas complexas, como os oligossacarideos
de glicoproteinas, é responsavel pela especificidade fina das lectinas. Esta ligagao é
muito mais especifica e discrimina lectinas similares em relagdo a especificidade por
monossacarideos (DEBRAY et al.,, 1981). A ligacdo de lectinas multivalentes aos
agucares presentes na superficie das células sempre leva a mudangas em
receptores lipidicos e glicoproteicos, elicitando assim uma variedade de respostas
bioldgicas.

Estudos mostraram que na interagdo lectina-estruturas glicanas complexas,
existente nas glicoproteinas, o sitio de reconhecimento a monossacarideos tem um
papel chave na ligagao destas estruturas. Uma unica unidade de monossacarideo é
reconhecida pelo sitio de ligagdo da lectina, enquanto que outras interagées nao
covalentes sdo estabelecidas (interagcdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio
mediadas por molécula de agua) e desta forma estabilizam o complexo lectina-
ligante (RAMOS et al., 1996; BOURNE et al., 1992).

Foi demonstrado que mesmo com especificidade semelhante por
carboidratos, a afinidade de cada proteina pelo mesmo ligante pode ser
consideravelmente diferente, sugerindo que diferenga estrutural entre as lectinas
pode ocasionar diferengas de afinidade em cada complexo estabelecido lectina-
ligante (CAVADA et al., 2001).

Dentre as classes de proteinas estudadas, muitos outros tipos interagem com
acucares, entre estas estdo as enzimas que tém acgucares como substrates,
anticorpos especificos por carboidratos e proteinas transportadoras de membranas.
Estas proteinas foram classificadas como proteinas ligadoras de carboidrato tipo I,
nas quais os sitios de ligacdo a agucares estdo em lugares profundos e a interagao
desta com o ligante € de alta afinidade. Em contraste, os sitios de ligacdo das
proteinas ligadoras de acgucar tipo Il, incluindo as lectinas, estao expostos na
superficie da proteina e a afinidade de ligacédo € menor em relagao as do tipo |.
(WEIS & DRICKANIER, 1996).

E importante ressaltar que, independente de suas especificidades por
monossacarideos as lectinas geralmente apresentam diferengas nas suas estruturas
quaternarias. As diferengas espaciais entre os sitios de ligacdo aos carboidratos de

diferentes lectinas, combinado com as diferengas nas suas epitopos em ligantes
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multivalentes sao, provavelmente, as razbes pelas quais lectinas com
especificidades similares por monossacarideos, exergam diferentes atividades
bioldgicas. Além disto, estudos de analise estrutural com lectinas tem revelado a
importancia da multivaléncia das subunidades como determinantes da atividade
bioldgica destas proteinas, visto que caracteristicas da ligagdo podem mudar devido
a alteracdes nos residuos de monossacarideos ou na orientegdo espacial destes
(SANZ-APARIC|O et al., 1997).

Algumas lectinas exibem especificidade por estruturas complexas tais como
glicoproteinas. A afinidade das lectinas por monossacarideos é usualmente fraca,
mas frequentemente a especificidade é bem definida.

As lectinas por apresentarem propriedades particularmente interessantes, tem
sido empregadas largamente no campo da fisiologia, bioquimica e ciéncias
biomédicas, no entanto, a propriedade mais amplamente conhecida das lectinas é a
sua capacidade de aglutinar eritrocitos de diferentes espécies, relacionando-as com
diferentes atividades biolégicas em geral, ligadas a interagdo célula-célula
dependente da presencga de glicoproteinas presentes nas superficies celulares. Nao
apenas eritrécitos, mas outras células, também podem ser aglutinadas por lectinas,
como leucécitos e células tumorais (BEUTH et al., 1995) possibilitando o
desenvolvimento de variados trabalhos nos campos da oncologia e imunologia;
Desta forma, levando em consideracdo suas atividades frente ao sistema
imunoldgico, as mesmas incrementam fungdes imunogénicas, mitogénicas,
antiinflamatorias, pro-inflamatorias e citotoxicas dentro dos seres vivos.

A determinacdo da mitogenicidade de lectinas se realiza através de ensaios
onde suspensdes celulares sao inoculadas com lectinas de varias concentragdes
diferentes, determinando-se o aumento da incorporagao da timidina tricidare no DNA
apos 48 a 72 horas. Esta descoberta desencadeou um grande numero de pesquisas
nas quais lectinas vegetais que apresentam especificidade a diferentes tipos de
carboidratos foram utilizadas em diversos sistemas celulares a fim de estudar sua
acgao bioldgica (BARRAL et al., 1992).

A capacidade mitogénioa foi inicialmente identificada pela lectina de
Phaseolus wvulgaris (PHA). Posteriormente, a capacidade de ativar liofétos foi
conferida a outras lectinas e atualmente a concanavafina-A (Con-A), purificada de
sementes de Canavalia ensisormis (HAVT et al.,, 2001), o mitogeno “pokeweed”

(Pokeureed mitogen, PWM), isolado de phytolacca americana, e a WGA, extraida do
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germe de trigo, sdo amplamente utilizadas em diversos ensaios imunoldgicos,
induzindo diferentes efeitos bioldgicos sobre populagdes de linfocitos (PEACOCK, ef
al., 1990). Além da atividade estimuladora de linfocitos, as lectinas sado capazes de
mediar fagocitose em células alvo (NORIN & PINHO, 1986) e ainda induzir atividade
citotoxica pelos macrofagos em célutas tumorais (MacDERMONT et al., 1986) bem
como apresentar atividade pré-inflamatoria nos modelos de peritonite, edema de
pata (ALENCAR et al., 1999).

O reconhecimento celular € o primeiro passo para numerosos pProcessos
(vegetais e animais) baseados nas interagdes célula-célula incluindo fertilizag&o,
embriogénese, migragcédo celular, formagdo de o6rgéos, defesa imune e infecgéo
microbiana. Atém disso, o reconhecimento de células anormais esta por tras do
crescimento descontrolado de células que caracterizam a transformacgao neoplasica
e a metastase. A natureza das moléculas envolvidas em tal reconhecimento ainda
nao esta totalmente elucidada.

O poténcial dos agucares como moléculas de informagao € muito grande, pois
enquanto um peptideo ou um oligonucleotideo tem sua informagdo baseada
somente no numero de unidades monoméricas e sua sequéncia, 0os acucares
veiculam a informagéo codificada na posi¢cao e configuragao estereoquimica relativa
de todos os seus carbonos assimétricos das unidades glicosidicas e na ocorréncia
de pontos de ramificagdo. No entanto, duas moléculas de um unico aminoacido ou
nucleotideo sé podem formar um UuUnico peptideo ou um unico dinucleotideo
(SHARON & LIS, 1989).

Pelo fato das lectinas muitas vezes detectarem estas diferencas de
configuragcédo dos carboidratos, elas seriam instrumentos poderosos para esta troca
de informacdes entre células.

Aub e colaboradores em 1963 relataram que a lectina de trigo era capaz de
distinguir células normais de outras malignas dentro de um mesmo tecido, através
de aglutinagao especifica das células transformadas.

Como atividades biolégicas das lectinas citam-se ainda: (1) Indugdo da
produgéo de Oxido Nitrico in vivo e in vitro (ANDRADE et al., 1999); (2) Inducdo de
migragdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal (ALENCAR ef al., 1999); (3)
Indugado de liberagdo de histamina (GOMES et al., 1994); (4) Atividades biolégicas
de lectinas leguminosas, correlacionando estas atividades com aspectos estruturais
e em rins de ratos (TEIXEIRA et al., 2001).
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2. O Sistema Renal

Pesquisas desenvolvidas nas ultimas décadas focalizam atengdo sobre as
possibilidades de que o reconhecimento celular seja mediado por carboidratos e
lectinas, levando em conta ja ser bem estabeleciclo que quase todas as células tém
sobre suas superficies carboidratos na forma de glicoproteinas, glicopeptideos e
polissacarideos, as lectinas ganham espaco e tornam-se credenciadas como
potentes ferramentas para diferentes estudos de atividades bioldgicas.

O interesse crescente da comunidade cientifica levando muitos grupos de
pesquisa a investigar exaustivamente esta classe de proteinas se deve ao fato de
que o reconhecimento celular seja realmente mediado por carboidratos e lectinas
expandindo assim o leque para suas aplicagdes, possibilitando o incremento da sua
utilizagdo nas pesquisas, visto que sdo largamente encontradas na natureza.

A intencdo de utilizar o sistema renal para o estudo configura-se pela
importancia deste na homeostasia e manutengdo do volume sanguineo circulante,
bem como na filtragdo e eliminagdo de substancias exdgenas que permeiam a
corrente sanguinea.

As principais fungbes do rim consistem, na excregdo de produtos de
degradagao; na manutengcdo da homeostasia, regulando o conteudo de sais e
eletrélitos, bem como do volume do liquido extracelular e na regulagdo do equilibrio
acido-basico.

Os rins recebem 25% do débito cardiaco, que fluem através dos capilares
glomerulares possibilitando que estes filtrem uma quantidade equivalente a 15 vezes
o volume do liquido extracelular. Esse filtrado assemelha-se ao plasma na sua
composic¢ao, e a principal diferenca reside na quantidade muito pequena de proteina
ou de substéncias ligadas as proteinas. Ao passar pelo tubulo renal, cerca de 99%
desse filtrado sdo reabsorvidos, enquanto algumas substancias s&o secretadas, e
por fim 1% do filtrado é eliminado na forma de urina.

A dindmica da troca de fluidos entre os meios interno e externo é fundamental
para a existéncia dos seres vivos. Em seres cujo nivel de organizagao celular é
complexo, as trocas de fluidos entre compartimentos do préprio corpo também sao
de fundamental importéncia para a manutencdo da vida (POWELL et al., 1995;
CTGRADY ef al., 1987).
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A vida das células depende da homeostase do meio intracelular. No processo
evolutivo, houve crescente especializacdo das membranas celulares. S&o os canais
protéicos, as proteinas carreadoras implantadas na bicamada lipidica, que conferem
seletividade as membranes celulares; Principalmente pela manutencdo dos
gradientes de concentracdo de eletrolitos e/ou proteinas, as membranas celulares
vivas e seletivas sédo responsaveis por fendbmenos de osmose e consequentemente
controle de fluxo de fluidos. Em seres pluricelulares, a seletividade da membrana
plasmatica das células que compdéem os epitalios € de importancia primordial,
através destes epitélios se faz a absorgdo de agua, eletrolitos, aminoacidos e
carboidratos, além da excrecdo e eliminagdo de subprodutos do metabolismo. A
natureza seletiva da membrana celular nos ajuda a compreender a vida (POWELL et
al., 1995; CTGRADY, et al., 1987; GUYTON, 1997; BORK et al., 1993).

3. Justiticativa:

O presente trabalho se propde a estudar as alteragcbes causadas pela lectina
obtida a partir de sementes de Vatairea macrocarpa (VML) sobre a fungdo renal,
utilizando o sistema de rim isolado de rato, que oferece excelentes condicaes como
modelo experimental, para elucidar atividades biolégicas sobre a fungao renal sem
interferéncias sistémicas, vislumbrando abrir perspectivas para utilizagdo desta
substancia como ferramenta farmacoldgica e possivelmente instrumento terapéutico
na pratica clinica.

A escolha da substancia para o nosso estudo, foi baseada em relatos da
literatura sobre a acdo de outras classes de lectinas sobre o sistema renal. O
reconhecimento celular é o evento central para desencadear uma variedade de
fendmenos biolégicos e o0 primeiro passo em numerosos processos baseados na
interacao célula-célula.

Demonstrou-se na algumas décadas que existe na superficie de todas as
células carboidratos na forma de glicoproteinas, glicopeptideos e polissacarideos
sendo evidenciado também que os carboidratos tém sido indicados como moléculas
que possuem um enorme potencial para codificar informagdes biolégicas (SHARON
& LIS. 1989).
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Tendo em vista, apds resultados de numerosos estudos, que as lectinas sao
capazes de se ligarem de forma especifica a residuos de agucares e, somados a
possibilidade de purificagdo e caracterizagéo da suas estruturas moleculares através
de tecnologia de ultima geragdo, estas tornam-se credenciadas como insumos
importantes dentro do arsenal farmacoterapéutico.

Além disto, o incremento de métodos analiticos refinados tem revelado uma
grande diversidade de estruturas de carboidratos associados com glicoconjugados
soluveis ou ligados a superficie. Existem também fortes indicagbes de que esta
diversidade €& biologicamente significante. Assim em muitos casos, carboidratos
modificam a atividade de proteinas com as quais estao ligados.

4. Objetivos

4.1 Geral

Estudar o sistema renal investigando a acao biolégica da lectina de sementes
de Vatairea Macrocarpa (VML), na perspectiva da sua utilizagdo como ferramenta
farmacologica, bem como possivel aplicabilidade terapéutica.

4.2 Especificos

-> Avaliar efeitos biolégicos da lectina Vatairea Macrocarpa no modelo de rim
isolado de rato através de estudos de paréametros funcionais pré-estabelecidos,
excluindo interferéncias sistemicas;

> Avaliar alteragbes histolégicas em rins perfundidos com a lectina de Vatairea
Macrocarpa;

> Caracterizar a agao biolégica da lectina Vatairea Macrocarpa, bem como o
envolvimento do dominio lectinico, através do bloqueio farmacoldégico com o agucar

especifico.



Il. MATERIAL E METODOS



22

Il. MATERIAL E METODOS

1 - Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar, adultos, sexo masculino, com variagao de peso
entre 240 e 280 gramas, provenientes do biotério do Instituto de Biomedicina
(IBIMED) da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara.
Todos os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno em temperatura
ambiente e mantidos em jejum alimentar nas 24 horas que antecederam os

experimentos com fornecimento de agua “ad libitum”.

2 - Isolamento das Lectinas de Origem Vegetal

A lectina utilizada foi obtida a partir de sementes de Vatairea macrocarpa
(VML) que foi isolada e purificada no Laboratério de Moléculas Biologicamente
Ativas (BioMoLab) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC),
respectivamente, através de cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-
50 e goma de guar conforme metodologia anteriormente estabelecida por
(CALVETE et al., 1998). A pureza das amostras foi avaliada em SDS-PAGE.

O isolamento da lectina vegetal a partir das sementes de Vatairea Macrocarpa
(VML) foi realizado de acordo com os métodos descritos por Vasconcelos e
colaboradores (1991); Oliveira e colaboradores (1991); e Sumner e Howell (1936),
respectivamente. As sementes foram trituradas e o p6 foi diluido em uma solugao de
NaCl 0,15 M (1:10 p/v). O material aquoso foi agitado por 3 horas e centrifugado
com 16.000 x g durante 20 minutos, numa temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
aplicado em coluna de Sephadex G-50. A coluna foi equilibrada com a solucédo de
NaCl 0,15 M contendo 5 mM de CaCl, e 5 mM de MnCl,. O pico nao retido foi eluido
com o tampéao de equilibrio de NaCl 0,15 M e o pico retido na coluna foi extraido na
presenga do mesmo tampao de equilibrio na presenca de glicose 0,1 M. A seguir, 0
pico retido foi dializado contra acido acético 0,1 M por 1 hora, com o objetivo de
deslocar a lectina do sitio de ligagdo com seu agucar inibidor e, em seguida,
dializado exaustivamente contra agua destilada. As amostras finais foram liofilizadas

e estocadas a 4° C até serem utilizadas.
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2.1- Purificagao da Lectina (VML)

Inicialmente a lectina foi purificacla por cromatografia de exclusdo molecular
em HPLC (Superdex 75) seguida por cromatografia de afinidade em coluna
imobilizada com lactose. A massa molecular e homogeneidade foram analisadas em

HPLC de fase reversa e eletroforese SDS-PAGE com tricina 12%.
2. 2 - Caracterizagao Molecular
2.2.1 - Reducgao e S-Carboximetilagao da Lectina de VML

Uma amostra de 2 mg da lectina de VML foi dissolvida em 200 uL de cloreto
de guanidina (6 mol/L) (Merck, Darmstadt, Alemanha), contendo 0,4 mol/L cle Tris-
HCl e 2 mmol/L de EDTA e, a seguir, o pH foi ajustaclo em 8,15. O nitrogénio foi
retirado da amostra e, em seguida, ela foi reduzida com DTT (ditiotreitol 6M, 200uL)
e carboximetilada com 'C-acido iodoacético e acido iodoacético refrigerado. O
nitrogénio foi novamente retirado da superficie da solugdo e a reagdo no tubo foi
escalonada. A solugédo foi incubada no escuro em 37 °C e a dessalificacdo foi
realizada numa coluna cle Sephadex G 25 (0,7 x 1,2 cm) com 1 mol/L de tampé&o de
acido acético. A proteina-RC eluida foi entao liofilizada e estocada. BPL-RC (600ug)
foi digerida por protease V8 de Staphylococcus aureus num periodo de 16 horas a
37 °C usando uma enzima para o substrato molar na razédo de 1:30. A reacao foi
interrompida por liofilizagdo. Em seguida, duas aliquotas de BPL-RC foram digeridas
com tripsina (8 horas, 37 °C), e clostripaina (8 horas, 37 °C) e liofilizadas (TOYAMA
et al., 2000).

O material digerido nos trés processos foi fracionado por HPLC de fase
reversa usando sistema Waters PDA 991 e uma coluna y-Bondapack C18. A elui¢cao
dos picos de proteina foi realizada usando gradiente linear 0-100% de acetonitrila
em 0,1 % de acido trifluoroacético (v/v). BPL-RC (500 pg) foi clivado com excesso
molar (150 x) de brometo de cianogénio (CNBr) sobre os residuos de metionina de
BPL em 4 mL de acido férmico (70%), na presenga de nitrogénio, por 24 horas, em
temperatura ambiente. A mistura da reagédo foi diluida com 40 mL de agua e

liolilizada O excesso dos reagentes foi removido por filtragdo em coluna de gel
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Sephadex G25 (1,0 x 20 cm) e equilibrada com acido acético (10%). Os fragmentos

peptidicos CNBr foram separados por HPLC de fase reversa.

2.2.2 - Determinagao da Composicao e Sequéncia de Aminoacidos

A composigdo de aminoacidos da lectina VML foi determinada por hidrdlise
fasica a vapor usando 6 N de HCL em temperatura de 106 °C por 24 horas, seguido
por um analisador automatico de aminoacidos PICO-TAG (Waters), utilizando e

metodologia de Henrikson e Meredith (1984).

2.2.3 - Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi realizada para assegurar que o material isolado
mantinha sua capacidade hemaglutinente mesmo apdés a purificagdo (De
CARVALHO, 1997).

2.2.4 - Inibicao da Atividade Hemaglutinante por Agucares

Este método teve a finelidede de identificar o agucar ou acgucares que tem
maior afinidade pela lectina testada utilizando metodologia anteriormente descrita na
literatura (De CARVALHO, 1997). A lectina vegetal isolada das sementes de
Vatairea Macrocarpa (VML), apresenta afinidade por galactose e N-
acetilgalactosamina.

Inicialmente, a amostra teste (1mg/mL) foi diluida em um tampao de Tris de
HCI (0,1M) com NaCi (0,5M) seguido pelo ajuste do pH em 7,6. Uma aliquota de 25
ML desta amostra foi pipetada na placa de pocos e acrescida de 25 uL de todos os
agucares: d-lactose; d-galactose; d-rafinose; d-glicose; d-sucrose; d-maltose, d-
manose; d-frutose e d-trealose. Em seguida, foi executada a diluicdo progressiva até
o ultimo pogo. Cada agucar foi testado em dois grupos de pogos. Um grupo de
pocos foi utilizado como controle, onde nenhum acucar foi adicionado. A placa foi
leveda a estufa em temperatura de 37 °C, onde permaneceu por 30 minutos. Trinta
minutos apos a retirada da placa de pogos da estufa, foi acrescentado 50 pL de
sangue humano tipo O em todos os pogos, com excegao dos ultimos pogos de cada

grupo. Apos o acréscimo do sangue, a placa foi levada novamente para a estufa,
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onde permaneceu na mesma temperatura e tempo acima descritos. A leitura final foi

realizada trinta minutos apos a retirada da placa de pocos da estufa.

2.2.5 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

O método de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e -
mercaptoetanol teve como objetivo analisar a pureza do material isolado ou ainda
detectar, aproximadamente, o peso molecular do material testado.

Este método foi descrito por Laemmli (1970), adaptado para uso de géis de
separacédo em placas. O gel de aplicagéo (3,5% de poliacrilamida) continha: 0,625
mL de acrilamida-bisacrilamida; 1,25mL de tampé&o tris-HCL 0,5 M pH 6,8; 50 uL de
SDS 10%; 2,82 mL de agua destilada; 250 pL de persulfato de aménio 1,5%; e 5 uL
de TEMED. O gel de separacgéo (12,5% de poliacrilamida) foi preparado com; 1,25
mL de tris-HCI 3 M pH 8,8, 100 yL SDS 10%, 3,98 de agua destilada, 500 pL de
persulfato de amoénio 1,5%, e 5 yL de TEMED.

As aliquotas testadas continham 1mg das lectina vegetal isolada das
sementes de Vatairea Macrocarpa (VML) diluidas em 1 mL de tamp&o de amostra
contendo tris-HCI (0,0625M pHG6,8), 2% de SDS, 10% cde glicerol e 5% de -
mercaptoetanol. A mistura foi aquecida em temperatura de 100°C durante 10
minutos. A solugédo aquecida foi adicionado o corante azul de bromofenol 0,02%. Os
pocos com material teste foram comparados ao pogo controle contendo amostras de
proteinas com pesos moleculares ja conhecidos.

A corrida eletroforética teve uma corrente constante de 90 mA, 250 volts e 10
wats com uma duragao de trés horas. Ao final da corrida eletroforética o gel foi
fixado em TCA 12,5% por uma hora e em seguida foi corado com Cromassie Brilliant
Blue R-250 0,05%, que continna uma solugdo de metanol, acido acético e agua (1:3,
5:8). O excesso de corante foi retirado com a mesma solugdo, na auséncia do

corante, permitindo a visualizacdo das bandas protéicas.
3 - Substancias Utilizadas
Para realizacdo do nosso trabalho as seguintes substancias se fizeram

necessarias:
= NaHCOj; (Synth)
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= NaH,PO4 H,0O (Synth)

= NaCl (Synth)

=2 MgSS0,4.7H,0 (Reagem)

= CaCl,. 2H,0 (Reagem)

=» Manitol (Reagem)

=» Uréia (Reagem)

= KCI (IVlerk)

=>» Glicose (Squibb)

=» Penicilina G Potassica Cristalina (Squibb)

=» Heparina (CEME)

=> Inulina (Sigma) A

=>» Albumina Bovina - Fragao V (Sigma)

=» Pentobarbital Sodico (Cristalia)

=» Lectina Vatairea Macrocarpa (Bioquimica, UFC)
=>» Lectina-Galactose - P6 liofilizado (Bioquimica, UFC)
=>» Galactose (Squibb)

4 - Protocolo Experimental

Para avaliar as alteragbes na funcao renal decorrentes da atividade bioldgica
da lectina de sementes de Vatairea macrocarpa, utilizamos o modelo de perfusédo
renal em rim isolado de rato, conforme técnica descrita anteriormente.

O tempo total de perfusédo renal avaliado teve duragédo pré-estabelecida de
120 minutos computados somente apds adaptacdo do rim ao sistema de perfusao
por 20 minutos, quando entao iniciou-se a observagao experimental.

Durante este periodo registramos a cada 5 minutos a medida do fluxémetro e
a pressao de perfusdo e de forma intercalada a urina e o perfusato foram coletados
a cada 10 minutos. Os frascos com urina foram pesados e juntamente com os de
perfusato mantidos em temperatura de -20°C para realizagdo das dosagens de sédio
e potassio por fotometria de chama (Flame Photometer — modelo 443 IL); dosagem
de cloreto através de kit LabTest; inulina, através de hidrolise direta, seguindo o
método descrito por Fonteles e Lelbach (1982); e a medida da osmolaridade, através
e osmbmetro (Vapor pressure osmometer - modelo 5100c ESCOR). Todas as

dosagens bioquimicas foram realizadas na Unidade de pesquisas clinicas e
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assessoradas pelo Farmacéutico bioquimico Domingos Barreto e a técnica de
laboratério Silvia Helena Freire de Francga.

Aos 30 minutos da observacdao foi introduzida ao sistema a substancia
testada: lectina VML na dose de 1mg diluida aos 100ml de perfusato. Com o rim
direito montado no sistema, foi retirado o rim esquerdo para controle submetido a
pesagem, tendo um fragmento sido separado para exame histopatoldgico. Ao final a
avallagcdo procedemos de maneira semelhante com o rim direito para analise

comparativa.

4.1 - Divisao Dos Grupos De Animals

Para executar nosso protocolo experimental dividimos os animais

configurando quatro grupos com n=6 dispostos da seguinte maneira:

Grupo controle - Os rins foram perfundidos com solugdo de Krebs-Henselelt
(100ml) modificada contendo 6% de albumina bovina durante os 120 minutos da

observacgao.

Grupo Lectina - VML - Apos a estabilizagdo do sistema a perfus&o foi estabelecida
com solucédo de Krebs-Henseleit (100ml) contendo 6% de albumina bovina durante
um periodo de 30 minutos, quando entao foi adicionado a lectina VML na dose de
1oug estabelecendo concentragdo de 1% na solugédo perfusora, que durante os 90

minutos subsequentes permitiu registro dos parametros a serem analisados.

Grupo Galactose - Apds establizagcdo do sistema e controle inicial por 30 min com
solugdo de Krebs-Henseleit (100ml) modificada, os rins foram perfundidos com
solugdo de galactose na concentragdo de 6,25mM/mL durante 90 minutos com

registro dos parametros a serem analisados.

Grupo Complexo Lectinico (Gai-VML) - Os rins foram perfundidos com solugao de
Krebs-Henseieit modificada durante os 30 minutos iniciais apds estabilizagdo do
sistema, conforme descrito anteriormente e em seguida colocado o complexo

Lectinat+Acguicar especifico na solugao perfusora na dose de 10 pg/ml, os
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parametros foram coletados para posterior anélise do bloqueio da sua agao bioiogica
ligada ao dominio lectinico.

4.2 - O Sistema De Perfusiao Renal

Motivados por entender melhor os mecanismos de controle da fungao renal
pesquisadores iniciaram o desenvolvimento da técnica de perfusdo de rim isolado de
rato. Os primeiros relatos de perfusao renal datam de 1849, realizadas por Lobeli.

Outros autores utilizaram o método, no entanto apenas nas duas ultimas
décadas configurou-se avangos marcantes na técnica original, possibilitando melhor
aproveitamento da mesma somando-se as seguintes alteragdes:
= A adig¢ao da fragdo V de albumina bovina pura a solugéo perfusora (BOWMAN,
1972; BOWMAN Sr MACK, 1974; LITTLE 8 COHEN, 1974; DE MELLO & MAAK,
1976);
=>» A utilizagdo da solugéo de Krebs-Henseieit (SCHUREK, 1980);
=>» O uso de substancias como glicose, aminoacido, lactato e piruvato (BAHLMAN et
al., 1987; TRIMBLE & BOWMAN, 1973; DE MELO & MACK, 1976);
=>» A adaptacgdo do sistema para uso de um filtro de milipore no sistema (ROSS et al,
1973; COHEN et al., 1977; FONTELES et al., 1980 e 1982).

Atualmente existem dois sistemas de perfusdo de rim isolados: O sistema
aberto, no qual o perfusato nao recircula pelo rim onde apesar de manter constante
0s parametros renais eleva o custo pelo gasto aumentado de albumina dificultando a
realizacao dos projetos e o sistema fechado no qual o perfusato recircula pelao rim e
apresenta vantagens sobre o primeiro, a saber - utilizagdo de menores doses de
albumina; manter as solugdes dializadas na solugdo e a oxigenagado pode ser
adaptada ao préprio dializadr (MONTEIRO, 1990).

O sistema fechado utilizado em nossos experimentos foi baseado nos estudos
de Bowman & Mack (1974) e Ross (1978), modificado por Fonteles (1980) e Moreira
Lima (1983) adaptando a oxigenacéo pelo modelo de Hamilton et al., 1974.

4.2.1 - Componentes do Sistema de Perfusao Renal
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A montagem do sistema esta esquematizada na figura e descreveremos

detalhadamente a funcao especifica de cada componente do mesmo;

= Condensador - responsavel pelo aquecimento do cilindro reto que comporta a
solugéo do experimento.

= Coletor de urina - recipiente que permite a coleta da diurese ocorrida pelo rim
montado no sistema a intervelo pre-estabeiecido.

= Seringa coletora do perfusato - Retire perfusato para analise laboratorial
sequenciada no decurso da observagao experimental.

= Bomba de perfusdo (Watson) - Impulsiona a solugdo de perfusdo através do
sistema, permite controle em cinco velocidades diferentes.

=>» Filtro de milipore - Retire impurezas da solugdo de perfusdo por processo de
filtragem simples.

=» Banho-maria - Mantém o oxigenador equecido a temperatura entre 36 e 37°C.

= Fluxéometro - Permite o controle do fluxo da solugao no sistema.

= Manémetro de mercurio - Mensura a pressao de perfusao do sistema

=>» Catabolhas - Capta bolhas de ar do sistema evitando embolia.

= Oxigenador ou pulméo artificial - fornece concentragcdo de oxigénio para
promover as trocas gasosas (95% 02 e 5% CO2).

=» Bomba aquecedora com termostato - aquece todo o sistema de perfusdo a uma

temperatura constante de 37°C.
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Figura 2- Desenho esquemdtico do sistema de perfusio de rim isolado de rato.

30



31

4.2.2 - Solugao Perfusora e Seu Preparo

Foi empregada como solugdo perfusora a Solugdo de Krebs — Henseleit
modificada, concentrada a 20% com a composi¢do: NaCl - (138g), KCI - (79),
NaH,PO4H,0 - (3,2g), MgSo04.7H,0 (5,8) e Uréia (10g). Foi retirado 100 ml desta
solucéo, adicionado: NaHCO3; (4,2g), CaCl,.2H,0 (O,749), Glicoee (2,0g), Penicilina
(50 mg) e o volume foi completado para 2000 ml com agua bidestilada, sendo
retirados 300 ml e adicionado albumina bovina a 6% que foram submetidos a didlise
com o auxilio de um homogeinizador. Os 1700ml restantes foram utilizados como
solucdo para dialise, trocada apdés 24 horas; apdés 48 horas de didlise
acrescentamos 0,15g de inulina e o pH foi ajustado entre os valores de 7,3 e 7,4.

Esta dialise tem como objetivo retirar substancias contaminantes tais como:
piruvato, citrato e lactato, segundo (HANSON & BALLARD, 1968; COHEN et al.,
1977; SCHUREK, 1980; ROSS, 1978).

4.2.3 - Calibragao do Sistema de Perfusao de Rim Isolado de Rato

O prepare do sistema foi feito com assepsia criteriosa e montagem adequada
para em seguida ser calibraclo devidamente, mantido em funcionamento na
presenca de salina 0,9% aquecida entre 38 e 37°C.

A calibragao consistia da coleta das medidas da pressao de perfusao (fig 3), e
do fluxdbmetro (fig 4) mensurados pelos equipamentos conectados ao sistema e do
volume de salina para cada unidade da bomba de perfuséo (1, 2, 3, 4 e 5) (fig 5).

O fluxo de salina foi colhido por um minuto em proveta milimetrada (fluxo da
ponta da candula artesanal). Para uma melhor adaptac¢ao do sistema as unidades de

bomba esperamos 3 minutos entre cada coleta de dados.
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Figura 3 — Calibragao do sistema. Velocidade da bomba versus pressao.
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Figura 4 — calibragao do sistema. Velocidade da bomba versus medida do

fluxémetro.
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Figura 5 - Calibracéo do sistema. Velocidade da bomba versus fluxo na ponta da

cénula.

4.3 - Técnica Cirurgica

Inicialmente, cada animal foi submetido a anestesia intraperitoneal com
pentobarbital sédico na dose de 50mg/kg de peso vivo, a seguir foi injetado na veia
femural direita 3ml de manitol a 20% com a finalidade de facilitar o acesso cirurgico
ao ureter.

Foram realizadas a limpeza da parede abdominal e uma incisao longitudinal
seguindo a linha alba, sendo em seguida alargada por duas incisdes transversais
melhorando a exposi¢gado das visceras intracavitarias, que foram rebatidas para o
lado esquerdo expondo o rim direito, entdo dissecado convenientemente. Neste
ponto o ureter foi isolado e canulado com tubo de polietiieno (PE50), a glandula
adrenal direita foi identificada, isolada e seccionada, evitando sua interferéncia
fisiolégica no experimento e a capsula renal foi removida completamente.

A artéria mesentérica superior foi identificada, dissecada e isolada com fio de
algodao para permitir a introdugado da canula que progrediu até a artéria renal onde
foi fixada e mantida canulada, sem a interrupgéo do fluxo sanguineo para possibilitar
a perfuséo e sequencial acoplamento ao sistema.

A liberagao do rim direito foi procedida pela secg¢ao dos pediculos com ureter
e artéria devidamente canulados sendo interpostos ao sistema de perfusdo para

estabilizacao inicial in vitro (fig 6).



Figura 6 — Técnica cirtrgica: A — veia femural; B — ureter direito canulado;

C — artéria renal / artéria mesentérica
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4.4 - Calculo dos parametros renais

Foram utilizadas as seguintes formulas para determinacdo dos parémetros

funcionais renais (FONTELES, 1980);

X/
L X4

X/
L X4

X/
A X4

PP - pressao de perfusdo (mm.Hg) - obtido do mandémetro de mercurio
FU - fluxo urinario (mL.g™".min™") =
» FU = peso do volume urinario/ peso do rim esquerdo x 10
FPR - fluxo plasmatico renal (mL.g™.min™") =
» FPR = Fluxo registrado a cada 10 min. / intervalo de tempo x peso do
rim
RVR - resisténcia vascular renal (mm.Hg/mL.g™".min™") =
» RVR=PP/FPR
RFG - ritmo de filtragéo glomerular (ml.g”".min™") =
» RFG =DOUin / DOPin x FU, onde:
e DOUin = densidade o6tica da inulina na urina
¢ DOPIin = densidade ética da inulina no perfusato
FNa* - sédio filtrado (WEq.g™".min™") =
> FNa"=RFG x PNa", onde
e PNa" = concentracéo de sddio no perfusato
ENa’ - sédio excretado (MEq.g™.min™") =
> ENa®=FUx Uma", onde:
e Uma" = concentracdo de sodio na urina
TNa" - sodio transportado (MEqg™".min™") =
> TNa'=FNa'-ENa’
%TNa" - percentual de sddio transportado =
> %TNa® =TNa" x 100/ FNa*

% Cosm - clearance osmético (mL.g™".min™") =

» Cosm = (Uosm / Posm) x FU, onde
e Uosm = osmolaridade urinaria

e Posm = osmolariclade do perfusato

% CH.O0 - clearance de agua livre (ml.Q".min"") =

» CH>0 =FU - Cosm

< d TNa" - transporte distal de sédio (ml.g™".min™") =

> dTNa" = CH,O x PNa*
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< Ad Na+ - aporte distal de sédio (UEq.g™.min™") =
> AdNa'=dTNa®+ ENa*

< pTNa" - transporte proximal de sédio (WEq.g™".min™") =
> pTNa® =FNa" x AdNa"

< pTNa" - percentual de transporte proximal de sodio
> pTNa" =pTNa* x 100 / FNa®

Todos os caélculos realizados para a determinagdo dos parametros do sodio

foram repetidos para o potassio e cloreto.
4.5 - Analise histolégica

Fragmentos dos rins direito (perfundidos) e esquerdo (controle externo) foram
retirados ao fim de cada experimento, e acondicionados em frascos contendo formol
10%. Os fragmentos foram desidratados, diafanizados e, a seguir, cortados numa
espessura de 5 um. O material foi corado por hematoxilina-eosina e as laminas
avaliadas por microscopia optica (CORMACK, 1991). Todas as laminas foram
confeccionadas no Laboratério de Patologia - BIOPSE, e analisadas no
Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC pelo professor Dalgimar

Beserra de Menezes.
4.6 — Estatistica

Foi usado um computador PC - Pentium (300 Hz) e programa GraphPrism
para analise dos dados, expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.).
Todas as tabelas e graficos que avaliaram os parametros renais foram estudados de
acordo com a variavel tempo, compilados em quatro grupos de 30 minutos
denominados: 30, 60, 90 e 120 minutos. Os dados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni, como comparatlvo entre os grupos, com

significancia de 5%.



lll. RESULTADOS
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Grupo 1 - Rins perfundidos com perfusato, sem Vatairea macrocarpa

Os parametros selecionados foram avaliados apds perfusdo renal com
solucao de Krebs-Henseleit durante o tempo total do experimento - 120 minutos,
sem adicionar a lectina. Os resultados apresentados mostraram S.E.M para os
quatro periodos observados 30, 60, 90 e 120 minutos. Os primeiros 30 min foram

considerados controle inferno.

Grupo 2 - Rins perfundidos com sementes de Vatairea macrocarpa

A administragdo da lectina obtida a partir de sementes de Vatairea
macrocarpa (10 ug/ml) causou um significante aumento da pressao de perfusao
(PP), na resisténcia vascular renal (RVR), no fluxo urinario (UF), e no ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) com um efeito maximo aos 120 min (fig 7, 8, 9, 10). A
adicdo de VML ndo alterou o percentual do transporte tubular de sédio (%TNa), o
percentual do transporte tubular de potassio (%TK) e o percentual do transporte
tubular de cloro (%TCI) durante o tempo total de perfusdo (fig 11, 13, 15). O
percentual do transporte tubular proximal, da mesma forma ndo foi alterado de
maneira estatisticamente significativa (fig 12, 14, 16). Por outro lado a excregdo dos
ions sddio, potassio e cloro foram aumentadas, bem como a osmolaridade (fig 17,
18, 19, 20).

Grupo 3 - Rins perfundidos com galactose - agucar especifico VML

Para investigar o efeito renal da VML uma lectina ligadora especifica de
galactose, nés avaliamos a capacidacle da galactose sozinna causar alteragdes nos
parametros renais a serem investigados e que teriam sido diretamente alterados
pela VML dependente do sitio de ligagdo a carboidratos. Os resultados encontrados
foram compativeis com auséncia de interferéncia na fungdo renal, quando
comparado com o grupo controle, podendo-se supor que a galactose nesta dosagem

nao altera a fungao renal.
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Grupo 4 - Rins perfundidos com o complexo VML - Gal

O complexo lectina conjugada com o agucar especifico (Gal-VML) bloqueou o
incremento nos parametros avaliados observados apdés a aplicagdo da VML
relacionados com a (PP) e (RVR). O tratamento com (Gal-VML) também reverteu o

efeito observado com no (FU) e (RFG) fig. 1 e 2.

Figura 07 A lectina Vatairea macrocarpa (VML) induz aumento da pressao de
perfusdo com diferenga estatisticamente significativa nos periodos de
60, 90 e 120 minutos.

Figura 08 A lectina Vatairea macrocarpa (VML) interferiu na resisténola vascular
renal nos periodos de 60, 90 e 120 minutos, causando aumento com
significancia estatistica.

Figura 09 A lectina Vatairea macrocarpa (VML) leva a incremento do fluxo
urinario com aumento do volume de forma que evidéncia diferenca
com significancia estatistica, nos periodos de 60, 90 e 120 minutos.

Figura 10 A lectina Vatairea macrocarpa (VML) aumentou o ritmo de filtragédo
glomerular numa dimensao importante, levando a representatividade
estatistica nos periodos de 60, 90 e 120 minutos.

Figura 11 O percentual de transporte tubular de sédio n&o foi alterado apds a
administragdo da lectina Vatairea macrocarpa (VML) ao sistema,
mantendo-se todos os pardmetros analisados sem alteragdo de
significancia estatistica, nos periodos de 60, 90 e 120 minutos.

Figura 12 O percentual de transporte tubular proximal de sédio nao foi alterado
pela adicdo da lectina Vatairea macrocarpa (VML).

Figura 13 O percentual de transporte tubular de potassio nido apresentou
modificagao apos a inclusédo da lectina Vatairea macrocarpa (VML) ao
sistema.

Figura 14 O percentual de transporte tubular proximal de potassio néao
apresentou modificacdo apdés a inclusdo da lectina Vatairea
macrocarpa (VML) ao sistema.

Figura 15 O percentual de transporte tubular de cloro ndo apresentou
modificagdo apos a inclusdo da lectina Vatairea macrocarpa (VML) ao

sistema.



Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20
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O percentual de transporte tubular proximal de cloro ndo apresentou
modificacdo apods a inclusdo da lectina Vatairea macrocarpa (VML)
ao sistema.

A excregao de sddio apresentou aumento apdés a inclusao da lectina
Vatairea macrocarpa (VML) ao sistema, nos periodos de 60, 90 e 120
minutos.

A excregao de potassio mostra-se aumentada apds a administragéao
da lectina Vatairea macrocarpa (VML), nos periodos de 60, 90 e 120
minutos.

A excrecao de cloro mostra-se aumentada apos a administracao da
lectina Vafairea macrocarpa (VML), nos periodos de 60, 90 e 120
minutos.

O clearance osmdtico mostra-se aumentado apos a administragéo da
lectina Vatairea maorocarpa (VML), nos periodos de 60, 90 e 120

minutos.
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Figura 7 — Efeitos na pressao de perfusdo renal (PP) na auséncia (controle) e
presenca da lectina de sementes de Vafairea macrocarpa — VML (10ug/mL),
Galactose (6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa — Gal-VML
(10ug/mL). Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferroni
t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle

Variaveis 30 min 60 min 90 min 120 min
{(mmHg)

Controle 110 11 £3.7 108,27 + 4,9 108,69 + 5,1 110,28 + 3,7
VML 1M2.1+27 121,5+3,9 1355+ 5,8* 1616 + 10,6*
Galactose 108,9 - 2,1 1159+49 118,4 £6,2 1176£76
Gal-VML 109,1 - 1,1 109:4 £ 1,5 109,9+1,9 1110+24

TABELA 1: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), gaiactose
e complexo galactose-lectina (Gal-VML) na pressao de perfusao renal (PP).

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t
teste) com p< 0,05.*= diferenga estatistica entre os grupos tratados e o grupo

controle.
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Figura 8 — Efeitos na resisténcia vascular renal (RVR) na auséncia (controle) e
presenca da lectina de sementes de Vatairea macrocarpa — VML (10ug/mL),
Galactose (6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa — Gal-VML
(10pg/mL). Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferroni
t teste) com p< 0,05. * = diferenga estatistica entre os grupos tratados e o controle.
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Variaveis 30 80 90 120
(mm.Hg/mL.g " .min')

Controle 539 + 0,48 5,57 + 0,49 532+0,57  548+0,53
VML 512 028 556033 6,23 + 045" 7,47 +0,68*
Galactose 518 +£0,20 545 + 0,20 555+ 0,26 5,56 + 0,41
Gal-VML 548+0.11 519+0,14 5234017 529+0,19

TABELA 2: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), galactose
e complexo galactose-lectina (Gal-VML) na resisténcia vascular renal (RVR)
Dados expressos como média + EPM (n=6) e anailisado por ANOVA (Bonferroni t

teste) com p< 0,05.*= diferenga estatistica entre 0s grupos tratados e o grupe
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Figura 9 — Efeitos no fiuxo urindrio (FU) na auséncia (controle) e presenca da lectina
de sementes de Vatairea macrocarpa — VML (10pg/mL), Galactose (6,25mM/mL) e
Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa — Gal-VML (10ug/mL). Dados expressos
por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferroni t teste) com p< 0,05. * =
diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle.
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Variaveis 30 60 218, 120
(ml.g™*.min™)

Controle 0139 0009 0158 0015  0164+0024 0,160 + 0,020
VML 0.153 - 0,007 0,218 +0,018* 0,281 + 0,026 0,445 + 0,050*
Galactose 0126 +0015 012240014  0132+0019  0,118+0,015
Gal-vML 350,001 032 L0012 0,128 + 0,009 0,135+ 0,014

TABELA 3: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), galactose

e complexo galactose-lectina (Gal-VML) no fluxo urinario (FU).

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t

teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos ftratados ¢

contfole.

O grupo
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Figura 10 — Efeitos no ritmo de filtragéo glomerular (RFG) na auséncia (controle) e
presenca da lectina de sementes de Vafairea macrocarpa - VML (10ugfmt),
Galactose (6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa — Gal-VML
{10ug/mL). Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferroni
t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle;.

Variaveis 30 80 90 120
{(mt.g " min™)

" Controle B B0. . 0,707 - 0.051 0,633 £+0,051 0,697 - 0,084
VML 0,770 - 0,059 0,978 + 0,076 1287 50 102 2121 +0.249*
Galactose 0,663 + 0,091 0,551 + 0,056 0,552 + 0,075 0,530 - 0,051
Gal-VML 0,661+ 0,074 0,617 + 0,043 0,542 + 0,031 0,639 - 0,053

TABELA 4: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), galactose
e complexc galactose-lectina (Gal-VML) no ritmo de filtragdo glomerular (RFG).

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t

teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados

controle.

0 grupo
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Figura 11 — Efeitos no percentual de transporte tubular de sédio (%TNa®) na
ausencia (controle) e presenca da lectina de sementes de Vafairea macrocarpa -

VML  (10pg/mL),

Galactose

(6,25mM/imL) e

Complexo Galactose-Vatairea

macrocarpa — Gal-VML (10ug/mL). Dados expressos por média + EPM e analisados
por ANOVA (Bonferroni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos
tratados e o controle.

45

Variaveis % 30 60 90 120

Controle 78,36 - 1,48 78,04 + 1,33 78,38 £ 1,22 79,54 £ 1,07
VML 79,87 +1,18 79,28 + 1,16 78,68 + 0,63 79,18 + 0,92
Galactose 81,38+ 1,26 80,27 + 1,39 78,77 £1,79 79,74 +2,16
Gal-VML 79,31 £ 1,51 78,76 £ 1,66 76,92 + 1,06 79,18 + 1,53

TABELA 5: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), galactose

€ complexo galactose-lectina (Gal-VML) no percentual do transporte tubular de sédio

(TNa"). Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA

(Bonferroni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o

grupo controle.
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Figura 12 — Efeitos no percentual de transporte tubular proximal de sodio {%pTNa’)
na auséncia (controle) e da lectina de sementes de Vatairea macrocarpa - VML
(10ug/mL), Galactose (6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa —
Gal-VML (10pg/mL). Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA
(Bonferroni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e
o controle;.
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Variaveis % 30 60 90 120

Controle 7565 =142 74,69 + 0,99 73,84 +2 64 74,94 + 3,02
VML 75,46 + 1,82 15,33 £ 1ieh 7524 -0 82 7542 1105
Galactose 78,69 + 1,46 76,97 + 1,65 75,11 - 2,15 75,96 + 2,43
Gal-VML - 75,62 + 1,96 75,78 + 1 89 73,22 - 1,31 76,28 + 1,85

TABELA 6: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML ), galactose

e compiexo galactose-lectina (Gal-VML) no percentual transporte tubular proximal de

sodio (%pTNa'"). Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por

ANOVA (Bonferroni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos

tratados e o grupo controle.
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Figura 13 — Efeitos no percentual de transporte tubular de potassio (%TK') na
ausencia (controle) e presenca da lectina de sementes de Vafairea macrocarpa -
VML (10ug/mL), Galactose (6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea
macrocarpa — Gal-VML (10ug/mL). Dados expressos por média + EPM e analisados
por ANOVA (Bonferroni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos

tratados e o controle:

Variaveis % 30 60 90 120

Controle 72,00 - 2,75 7147 +3,76 72,97 +4.15 71,66 + 5,53
VLM 73,98 +1,22 74,141+ 1,43 75,28 + 1,22 78,25 + 0,89
Galactose 76,33 +2,03 70,86 + 2,91 67,14 + 3,21 67,55 + 5,04%%
Gal-VLM 71,46 + 2,80 72,62 + 2,28 68,28 - 2,07 72,73 - 1,86

TABELA 7: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (MML), galactose

e complexc galactose-lectina (Gal-VML) no percentual do transporte tubular de

potassio (% TK"). Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por

ANOVA (Bonferroni t teste) com p< 0,05.*= diferenga estatistica entre os grupos

tratados e o grupo controle.
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Figura 15 — Efeitos no percentual de transporte fubular de cloro (% TCI') na auséncia
{controle) e presenca da lectina de sementes de Vatairea macrocarpa - VML
(10pg/mL), Galactose (6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa —
Gal-VML(10pg/mL). Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA
(Bonferroni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica enire os grupos tratados e

o controle.

~

48

Variaveis % 30 60 90 120

Controle 79,90 £ 1,03 81,25+ 2,44 {32t 0D 785842228
VML 76,38 +2,84 74,21+ 3,30 73.61+1 74 76,20 + 2,61
Galactose 79,58 +2,16 79,84 + 3,75 77,07 + 3,42 79,66 + 3,33
Gal-VML 80,63 +2,82 81,16 + 3,84 78,88 - 307 79,82 - 3,16

TABELA 9: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), galactose

e complexo galactose-lectina (Gal-VML) no percentual do transporte tubular de cloro

(%TCI). Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA

(Bonferroni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados € 0

grupo controle.
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Figura 16 — Efeitos no percentual de transporte tubular proximal de cloro (%pTCI) na
auséncia (controle) e presenga da lectina de sementes de Vatairea macrocarpa -

VML  (10ug/mL),

Galactose

(6,25mM/mL)

e Complexo Galactose-Vatairea

macrocarpa — Gal-VML (10ug/mL). Dados expressos por média + EPM e analisados
por ANOVA (Bonferroni t teste) com p< 0,05. * = diferenga estatistica entre os grupos
tratados e o controle;.
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Varidveis % 30 80 90 120

Controle 69,92 + 4,09 70,13 + 3,69 70,18 + 4,86 69,17 + 5,64
VML 71,97 + 4,02 70,26 + 4,11 70,14 + 2,06 72,45 + 2,81
Galactose . 76,90 + 2,50 76,54 + 4,14 73,41 + 4,05 75,89 + 3,85
Gal-VML 76,94 + 3,51 78,17 £ 4,20 75,18 + 3,51 76,91 + 3,69

TABELA 10: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), galactose

e complexo galactose-lectina (Gal-VML) no percentual do Transporte tubular

proximal de cloro (%pTCI'). Dados expressos como media + EPM (n=6) e analisado

por ANOVA (Bonferroni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos

tratados € o grupo controle.
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Figura 17 — Efeitos na excregdo de sodio (ENa®) na auséncia (controle) e presenca
da lectina de sementes de Vatairea macrocarpa — VML (10ug/mL), Galactose
(6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa — Gal-VML (10ug/mL).
Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferroni t teste)

com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle.

Variaveis 30 80 g0 120
(Eq/g/min)

Controle 17,81+ 1,43 17,74 + 1,51 18,76 + 1,31 19,74 £ 1,48
VML 19,68 + 1,69 26 GlEA 07 36,26 +6,14* 58,80 + 11,58"
Galactose 15,37 +2,82 14,70 + 2,83 16,60 + 4,02 14,32 + 3,05
Gal-VML : 16,86 £ 2 37 16,99 + 2,49 16 .53 2.0 17,23 £2,89

TABELA 11: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), galactose

e complexo galactose-lectina (Gal-VML) na excregdo de sodio (ENa')Dados

expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste)

com p< 0,05.*= diferencga estatistica entre os grupos tratados e o grupo controie.
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Figura 18 — Efeitos na excregdo de potassio (EK") na auséncia (controle) e presenga
da lectina de sementes de Vafairea macrocarpa — VML (10pg/mL), Galactose
(6,25mM/mL) e Complexa Galactose-Vatairea macrocarpa — Gal-VML (10ug/mL).
Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferroni t teste)
com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle;.

Variaveis 30 60 90 120

(nEg/g/min)

Controle 0,90 + 0,067 0,98 + 0,06 0,90+ 0,05 0,84 + 0,06

VML 0,94 + 0,08 1,224 0,19'* 1,51 £ 0 27" 2,20 +0,43* .
Galactose 1,00 £ 0,21 0,94 + 0,17 0,97 £ 0.17 0,88 +0,12 |
Gal-VML 0,80+0,10 0,81+013 0,81 £ 0,11 0,81+0,15 |

TABELA 12: Efeito da lectina de sementes da Vafairea macrocarpa (VML), galactose
e complexo galactose-lectina (Gal-VML) na excregdo de potassio (EK"). Dados
expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste)

com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 19 — Efeitos na excregéo de cloro (ECI') na auséncia (controle) e presenca da

lectina de sementes de Vatairea macrocarpa VML

(10ug/mL),

Galactose

(6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa — Gal-VML (10ug/mL).
Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferroni t teste)

com p< 0,05. * = diferencga estatistica entre os grupos tratados e o controle.

Variaveis 30 60 90 120
(LEg/g/min)

Controle 15,38 + 2,87 1862+ 287 16,71 + 2,70 18,17 £3.42
VML 18,27 + 2,05 25,90 + 4,95 34,27 8,50 * 5212 £13,55"
Galactose 17.89 £ 2,33 1570 £ 2,67 18,03 + 3,62 16256 272
Gal- VML ‘ 18,63 +2,19 17,951 2,56 17,98 +2 14 13,06 +2,85

TABELA 13: Efeito da lectina de sementes da Vatairea macrocarpa (VML), galactose

& complexo galactose-lectina (Gal-VML) na excrecéo do cloro (ECI). Dados

expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste)

com p< 0,05.%= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo coniroie.
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Figura 20 — Efeitos no clearance osmatico (Cosm) na auséncia (controle) e presenca
da lectina de sementes de Vatairea macrocarpa - VML (10ug/mL), Galactose
(6,25mM/mL) e Complexo Galactose-Vatairea macrocarpa - Gal-VML (10ug/mL).
Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferroni t teste)

com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle.

Variaveis 30 60 90 120
(ml.g”.min™

Controle 0.12+0.02 0,12 + 0,02 0,12 + 0,01 0,13 +0,02
VML 0,13 +0,02 0,17 £0,02* 0,24 +0,04* 0,36 +0,07*
Gaiactose‘ 0,11 +0,02 0,11 + 0,02 0,11 +0,03 0,10 + 0,02
Gal-VML 0,11 +0,02 0,11 + 0,02 0,11 £ 0,01 0,12 +0,02

TABELA 14: Efeito da lectina de semenies da Vatairea macrocarpa (VML), galactose

e complexo galactose-lectina (Gal-VML) no clearance osmotico (Cosm). Dados

expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste)

com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.
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IV. DISCUSSAO

O objetlivo geral deste trabalho foi investigar alteragdes sobre a fungao renal
decorrentes de uma possivel atividade biolégica da lectina Vatairea macrocarpa
(VML), levando em consideracao modificagdes vasculares, glomerulares e tubulares,
na perspectiva do entendimento dos mecanismos farmacoldgicos envolvidos nesta
resposta, através do bloqueio com o agucar especifico para esta lectina, a galactose.

O rim é um orgao de extrema importancia no metabolismo dos seres vivos,
tendo em vista o alto fluxo sanguineo e a capacidade de concentrar substancias a
serem eliminadas através da urina, utilizando para tanto, suas funcdes de filtragcao e
depuragdo (BURDMANN, 1993).

A perfusdo em rim isolado de rato tem sido largamente utilizada como modelo
de estudo para investigacdo de efeitos vasculares de substancias biologicamente
ativas excluindo a interferéncia sobre a funcdo renal de hormdnios, substancias
vasoativas enddgenas e outros fatores carreados através da corrente sanguinea
(FONTELES, 1980; MONTEIRO, 1999).

As lectinas isoladas a partir de sementes vegetais exercem uma grande
variedade de efeitos biologicos e numerosas evidéncias apontam o envolvimento
desta classe de proteinas ligadoras de carboidratos mediando o reconhecimento
celular em uma grande variedade de fendmenos biolégicos: adesdo de virus,
bactérias e protozoarios as células do hospedeiro (SHARON & LIS, 1989);
alteracdes de parametros funcionais renais (TEIXEIRA et al., 2001); alteragcbes de
natureza inflamatoria (ALENCAR et al., 2001).

A investigagdo dos mecanismos envolvidos na interagao célula-célula passou
a ressaltar a importancia dos carboidratos nos processos bioquimicos, até entédo
vistos apenas como moléculas ricas em energia ou meros elementos prostéticos.

Nos ultimos anos, tem havido um numero crescente de evidéncias
favorecendo o conceito de que os carboidratos sdo elementos determinantes de
reconhecimento em uma grande variedade de processos biolégicos, tanto
fisiolégicos quanto patologicos. Tendo sido bem estabelecido, a importédncia dos
carboidratos nos mecanismos envolvidos na interagdo célula-célula relacionados
com atividades bioldgicas, sendo assim, esta capacidade presente em algumas
classes de lectinas que reagem de forma especifica e com afinidade variavel por

carboidratos as transformam em valiosos insumos nas pesquisas e podem ser
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utilizadas como ferramentas farmacolodgicas, justificando o aumento crescente no
seu campo de estudo e alargando as possibilidades de aplicabilidade terapéutica
(TEIXEIRA et al., 2001; ALENCAR et al., 2001; HAVT et al., 2003).

A evolugédo deste conceito baseou-se no fato de que estas moléculas, em
funcdo de seus multiplos monémeros de ligagdo e de suas estruturas ramificadas,
apresentam um enorme potencial para codificar informagbdes biologicas. As
mensagens codificadas nas estruturas de carboidratos complexos séo decifradas
por dominios de reconhecimento de carboidratos. Estes dominios esta presentes em
proteinas com capacidade de ligacdo a estes tais como glicosidases,
glicosiltranferases, anticorpos e lectinas.

Estas proteinas estdo amplamente distribudas na natureza, sendo
encontradas nos cinco grandes grupos da classificagdo geral dos seres vivos. No
reino vegetal, os grupos mais estudados sdo as algas marinhas e os vegetais
superiores. Entre as plantas superiores, as sementes quiescentes da familia de
leguminosas constituem uma das principais fontes de lectinas.

O isolamento de substancias vegetais com possiveis aplicabilidades
terapéuticas pode ser uma opcao para diminuir os custos financeiros na condugao
dos tratamentos a longo prazo. No que diz respeito as lectinas de plantas, mais
especificamente a utilizada no nosso trabalho, trata-se de proteinas que podem ser
isoladas e purificadas de sementes de leguminosas abundantes em nosso estado,
através de técnicas simples, de baixo custo e com possibilidades de excelente
rendimento, podendo ser alvo de producédo através de técnicas de biologia
molecular.

Em 1997, Engel e colaboradores realizaram um estudo comparativo entre
lectinas de distintas especificidades por carboidratos Neste estudo, diversas pegas
de tecido renal foram expostas a diferentes lectinas, ao final do trabalho foi
observado que as lectinas se ligavam em diferentes tipos de células renais,
dependendo do agucar pelo qual cada uma tinha especificidade. Ficou demonstrado
que Jacalina, uma lectina especifica para o0 monossacarideo D-galactose ligava-se
fortemente a células renais dos tubulos contorcidos distais e ductos coletores, no
entanto, ndo se fixava a células dos tubulos contorcidos proximais. A lectina PHA,
oriunda das sementes de Phaseolus vulgaris, uma lectina especifica para estruturas

glicanas, ligava-se em 50% aos tubulos contorcidos proximais.
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Desta forma, seguindo-se nos estudos relacionando a classe de lectinas e
afinidade por diferentes tecidos em diferentes espécies, pode-se observar que
algumas lectinas podem se ligar particularmente ao mesmo tipo de células renais
independente da espécie estudada, no entanto outras lectinas ligam diferentes
células renais em diferentes espécies.

Os mesmos autores observaram também que a lectina de Canavalia
ensiformes (ConA) em 30% dos experimentos, podia se fixar as células renais da
alca de Henle, configurando a existéncia de afinidacle por tecido renal distinta entre
as diversas classes de lectinas estudadas, de intensidade variavel, provavelmente
relacionada com a especificidade das mesmas. Entretanto, ndo se fez nenhum
relato, neste estudo, que justificasse a interferéncia destas proteinas sobre a
fisiologia renal.

Em 2001, Teixeira e colaboradores demonstraram que a lectina de Canavalia
brasilienses (ConBr) causava aumento da pressédo de perfusdo (PP) e resisténcia
vascular renal (RVR), bem como do fluxo urinario (FU) e ritmo de filtragdo glomerular
(RFG), no entanto , desencadeava redugéo dos peroentuais de transportes tubulares
dos ions sodio, potassio e cloro. Este foi o primeiro relato na literatura descrevendo
interferéncias na fisiologia renal pela agao biolégica de lectinas, tendo sido realizado
em sistema de perfusdo renal pelo nosso grupo de pesquisa.

Os mesmos autores, dando seguimento aos experimentos, a partir da
observacao de resultados de trabalhos anteriores demonstraram que semelnangas
estruturais entre as lectinas de Canavalia brasilienses (ConBr), Canavalia
ensiformes (ConA), Dioclea guianenses (Dguil) e Cratylia floribunda (CFL)
resultaram em diferentes alteragdes da fisiologia renal, modificando por vezes o
transporte tubular de ions, associado ou nao a alteragcbes dos parametros
vasculares.

Na investigacdo do mecanismo de acdo destas lectinas vegetais sobre a
fisiologia renal, analisando os parametros vasculares e transportes tubulares de
ions, foi sugerido que a origem destas agdes se relacionasse com mecanismos
distintos, agindo de forma direta sobre o leito vascular renal ou através da liberagcéo
de fatores vasoativos. De alguma forma estas proteinas estariam promovendo a de
substancias pelos rins com acédo no endotélio e nos tubulos renais. Especula-se a

presencga de eicosandides renais no decorrer do processo (HAVT et al., 2003).
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Anteriormente outros autores, em trabalhos relacionando substéncias
derivadas do acido aracdbnico com a fung¢ao renal, descreveram a importancia dos
prostandides produzidos no rim, estabelecendo que estas substancias quando
secretadas podem interferir tanto na hemodinamica quanto no controle renal de sal e
agua (FOEGH et al., 1998). Encontra-se ainda descrito na literatura que as células
mesangeais glomerulares sdo macréfagos e estes quando ativados podem liberar
eicosandides, com repercussao de intensidade variavel na fisiologia renal (KOEPEN
& STANTON, 1997).

A partir destes dados da literatura correlacionando a acdo desta classe de
proteinas com a fungado renal, na intengdo de investigar a possivel existéncia de
mecanismos que possam ser estabelecidos como causadores de agdes bioldgicas
desta lectina sobre a fisiologia renal, e entdo configurar sua utilizagdo no arsenal
farmacoterapéutico decidimos estudar uma lectina ligadora de galactose, Vatairea
macrocarpa (VML), cuja estrutura foi identificada recentemente.

Estudando uma lectina de especificidade diferente objetivamos configurar
efeitos distintos.

Nos estudos relativos a fungdo renal, as lectinas especificas para glicose e
manose causaram menor intensidade de efeito que as lectinas com afinidade para
galactose. Uma nova otica desta investigacdo foi a busca do entendimento dos
mecanismos bioquimicos envolvidos nos efeitos induzidos pela Vatairea macrocarpa
(VML), observando estes achados ja estabelecidos, somados ao conjunto de dados
encontrados, pode-se supor que decorrem de mecanismos distintos ainda nao
completamente esclarecidos.

Utilizando um modelo de perfusdo renal em rim isolado de rato, semelnante
ao descrito anteriormente, ficou estabelecido que a lectina a partir de sementes de
Vatairea macrocarpa (VML) produz alteragdes na fisiologia renal, modificando dentre
os parametros estudados: a presséo de perfusao (PP), a resisténcia vascular renal
(RVR), o ritmo de filtragdo glomerular (RFG) e o fluxo urinario (FU), entretanto esta
lectina ndo alterou, de forma estatisticamente significativa, os percentuais de
transporte tubulares dos ions cloro, sédio e potassio. Por outro lado a excrecédo dos
ions estudados sddio, potassio e cloro, apds a adicdo da Vatairea macrocarpa
(VML), foram aumentadas, bem como a osmolaridade.

A partir dos resultados encontrados, demonstrou-se que a Vatairea

macrocarpa (VML) apresenta acdo sobre os parametros vasculares e/ou
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glomerulares renais, podendo configurar agdo direta ou indireta sobre a funcéo
renal, no entanto, apresentou pouco efeito sobre a filtragdo e reabsorcdo tubular
renal mantendo os parametros de transporte tubular analisados sem alteragdo com
representacdo estatistica significativa, porém, foi observado um aumento da
excregao renal de todos os ions estudados.

Para configurar o efeito renal da Vatairea macrocarpa (VML) uma lectina
ligadora especifica de galactose, nos avaliamos a capacidade da galactose sozinha
causar alteragdes nos parametros renais a serem investigados e que poderiam ter
sido diretamente alterados pela Vatairea macrocarpa (VML) dependente do sitio de
ligagéo a carboidratos.

Os resultados encontrados foram compativeis com auséncia de interferéncia
na funcao renal pela galactose em quase todos os parametros estudados quando
comparados com o grupo controle, no entanto, o percentual de transporte tubular
proximal de potassio (%pTK) aos 60, 90 e 120 minutos encontra-se ligeiramente
reduzido, sendo de alguma forma compensado, visto que, o percentual de transporte
tubular de potassio (%TK) encontra-se mantido, podendo-se supor que a galactose
nesta dosagem pouco altera os parédmetros renais, talvez por algum tipo de
compensacgao na fungao renal.

Portanto, o efeito renal observado, pode ser analisado como atividade
bioldgica da Vatairea macrocarpa /ML, em decorréncia de sua acgao direta sobre as
células glomerulares ou indiretamente a partir do estimulo a liberacdo de
mediadores renais, que venham a desencadear tais alteragdes.

A consideravel diferenga encontrada no efeito renal pode estar relacionada a
atividade carboidrato-ligante, ligada a especificidade da lectina estudada. Tendo em
vista que a ConBr é uma lectina glicose-manose especifica e a VML é uma lectina
ligadora de galactose, que representaria uma maior poténcia de sua atividade
bioldgica. Isto reforca a teoria de que diferengas estruturais, mesmo pequenas
alteragdes nos residuos de aminoacidos, podem interferir na atividade bioldgica.

O complexo lectina conjugada com o agucar especifico (Gal-VML) bloqueou o
incremento nos parametros avaliados observados apdés a aplicacdo da lectina
Vatairea macrocarpa (VML) relacionados com pressao de perfusédo (PP), resisténcia
vascular renal (RVR), fluxo urinario (FU) e ritmo de filtragcdo glomerular (RFG),

configurando efeito relacionado com o sitio carboidrato ligante.
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Em 2001, Cavada e colaboradores afirmaram que caracteristicas fisico-
quimicas como especificidade aos complexos carboidratados, o equilibrio dimero-
tetramero dependente do pH e a orientacdo relativa dos sitios ligantes de
carboidrato podem interferir na posi¢do dos aminoaciclos na estrutura primaria e,
consequentemente, na atividade biologica das lectinas.

Foi demonstrado ainda que a especificidade pelo carboidrato reflete
diretamente a intensidade do efeito bioldgico e ndo sua estrutura primaria, visto que
lectinas com 98% de homologia estrutural causam efeitos de intensidade diferente
na fisiologia renal (HAVT et al., 2001).

Algumas evidéncias indicam ainda que mediadores endogenos podem
contribuir para os diferentes efeitos bioldgicos exercidos por esta classe de lectinas
estudada.

A perfusdo com o complexo lectina-agucar (Gal-VML) n&do apresentou
qualquer alteragdo nos parametros estudados, demonstrando que o efeito
observado é relacionado com a lectina em si e tem relagdo com o dominio lectinico,
portanto, a VML apresenta importante efeito sobre o sistema renal relacionado ao
sitio carboidrato ligante, tendo em vista que demonstramos a reversdo do efeito
renal utilizando um inibidor especifico.

Finalmente ressaltamos que o presente trabalno € pioneiro na demonstracéo

da atividade da VML sobre o sistema renal.



V. CONCLUSOES



V. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados neste trabalho podemos concluir que;
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A lectina proveniente de sementes de Vatairea macrocarpa (VML),
apresenta atividacle bioldgica sobre o sistema renal.

A pressao de perfusdao (PP) e a resisténcia vascular renal (RVR)
apresentaram aumento significativo apds a adigdo da lectina de sementes
de Vatairea macrocarpa (VML) no sistema renal, podendo significar um
reflexo da acdo da substancia diretamente sobre os vasos ou
indiretamente por liberagdo de mediadores endogenos que contribuam
para este resultado.

O fluxo wurinario (FU) e o ritmo de filtragcdo glomerular (RFG)
apresentaram aumento importante, podendo-se supor um efeito diurético
da substancia ou agao sobre a filtragdo em decorréncia da elevacao da
pressdo de perfusdo (PP) sobre os glomérulos com aceleragdao do
processo de filtragem.

A nivel de tubulos renais as alteracbes observadas denotam acéo
compensada pela fungdo tubular, ou seja, pouco efeito a nivel de
transporte no tubulo proximal, mantendo o percentual de transporte de
ions como um todo sem significado estatistico.

A exorecdo dos eletrolitos sodio, potassio e cloro, bem como a
osmolaridade estdo aumentadas, levando em conta que o percentual de
transporte tubular foi mantido, sugerimos um mecanismo compensatorio,
ainda nao esclarecido, ter sido desencadeado para justificar tal alteragao.
Os efeitos observados relacionados com a substancia sdo dependentes
dos dominios lectinicos, sitios de ligagdo a aguoar, visto que, foram
revertidos quando se bloqueou os sitios carboidratos ligantes da VML,

utilizando o complexo (Gal-VML) para configurar o bloqueio eficaz.
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