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RESUMO

EFEITO VASODILATADOR DAS LECTINAS DE Diocleinae Canavalia gladiata e
Canavalia brasiliensis — SABRINA RODRIGUES FONTENELE. Dissertacdo apresentada ao
Mestrado Académico em Ciéncias Fisiolégicas, UECE, como pré-requisito parcial para
obtencéo do grau de Mestre.

Lectinas s&o (glico)proteinas de origem n&do imune, que tém sido utilizadas no estudo da

inflamacao, devido ao reconhecimento de residuos de carboidratos presentes nas
membranas das células inflamatodrias, através de seus dominios lectinicos. Lectinas da
subtribo Diocleinae apresentam alta similaridade estrutural. O papel da lectina de C.
brasiliensis (ConBr) na inflamacao ja tem sido bastante explorado, mas pouco se sabe
sobre outras lectinas pertencentes ao mesmo género. Neste trabalho, foram investigados
efeitos vasculares in vivo e in vitro das lectinas de Diocleinae C. brasilienses e C. gladiata
(CgL) em modelos de edema de pata e contratilidade do musculo liso vascular utilizando
ratos Wistar (150-250g). Para investigagéo da atividade pro-edematogénica, as lectinas
foram injetadas (0,01; 0,1 e 1 mg/kg) por via s.c. intraplantar como estimulo. Em ambos, a
participagao do dominio lectinico foi avaliada pela incubagao da lectina, a 37° durante 30
min., com seu agucar ligante maltose (0,1M). Para a avaliagdo do aumento de
permeabilidade vascular induzido pelas lectinas de ConBr e CgL, os animais receberam as
lectinas (1mg/kg; s.c.) 30 min apos a injecado de azul de Evans (25 mg/kg; e.v.), sendo
sacrificados 30 min apds. A quantificagcdo do extravasamento protéico foi feita por
espectrofotometria (A600 nm). No estudo do mecanismo da agdo edematogénica das
lectinas, os animais foram tratados 2 ou 1h antes da lectina (1mg/kg; s.c.) com: L-NAME
(30mg/kg; e.v.), indometacina (5 mg/kg; s.c.), acido niflumico (30mg/kg; i.p.). Resultados
expressos como Média + E.P.M. e analisados por ANOVA (p<0,05 fixado para indicar
significancia estatistica). In vivo, as lectinas induziram edema de pata com extravasamento
de proteina. O edema da CgL e da ConBr, significante 32h apés o estimulo, envolve a
participagcao de prostaglandinas, canais de cloreto e 6xido nitrico (NO). A associagdo das
lectinas com seus agucares ligantes revertem parcialmente seus efeitos. In vitro, a CgL
promoveu relaxamento em aorta com participacdo de NO, prostaciclina e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio, enquanto no efeito da ConBr participam somente
prostaciclinas e NO. A participacao da prostaciclinas e fator hiperpolarizante derivado de
endotélio em respostas relaxantes de lectinas € inédita. Embora lectinas de Canavalia
apresentem similaridade estrutural, nés distinguimos diferencas na poténcia e nos
mecanismos da resposta inflamatéria e relaxante, que poderia ser atribuida a alteragdes
discretas na estrutura primaria das lectinas.

Palavras-chave: Lectina, Canavalia, inflamacéo, contratilidade, efeitos vasculares.
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ABSTRACT

VASODILATOR EFFECTS OF DIOCLEINAE LECTINS Canavalia gladiata and Canavalia
brasiliensis — SABRINA RODRIGUES FONTENELE. Dissertation submitted to the Mestrado
Académico em Ciéncias Fisiolégicas-UECE, as partial requirement to achieve the degree
of Master in Physiology

Lectins from the Diocleinae subtribe exhibit high structural similarity. The role of C.
brasiliensis lectin (ConBr) in the inflammation have being exploited, but little is known
about other lectins belonging to the same genus, such as C. gladiata (CgL). Here, vascular
activities of ConBr and CgL were investigated in vivo and in vitro in models of paw edema
and contractility of smooth muscle using aorta of Wistar rats. In vivo, the lectins induced
paw edema with protein leakage. The edema elicited by CgL and ConBr, the most
inflammatory one, lasted 32h, involving prostaglandins, chloride channels and nitric oxide
(NO). The lectins association with their specific sugar prevent their effects with different
potentials for each lectin, differentiated prevented its effects. In vitro, CgL elicited aorta
relaxation with NO, prostacyclin and EDHF participation, while the ConBr effect, only
prostaglandins and NO participated. Participation of prostacyclin and EDHF in lectin
relaxant responses is inedited. Although the structural similarity of Canavalia lectins, we
distinguished different degrees and mechanisms in inflammatory and relaxant responses,

which could be attributed to discrete alterations in the lectins primary structures.

Keywords: Canavalia lectins, inflammation, contractily, vascular effects.
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1 INTRODUGAO

1.1 Lectinas

Lectinas sao proteinas amplamente distribuidas nos seis grandes grupos
da classificagdo geral dos seres vivos: Archeobacteria, Eubactéria, Protista, Plantae,
Fungi, e Animalia, assim como nos virus (SHARON e LIS, 1997). Foram inicialmente
definidas como proteinas aglutinadoras de células com especificidade de
reconhecimento por carboidratos (SHARON e LIS, 1972). Mais tarde, esse conceito
foi ampliado por Goldstein e cols. (1980), definindo lectinas como
proteinas/glicoproteinas de origem n&o imune com especificidade de ligacédo a
carboidratos, e capazes de aglutinar células e/ ou precipitar glicoconjugados. Em
1995, Beuth e cols atualizaram esta definicdo para “lectinas sao proteinas que
apresentam pelo menos um sitio de ligagdo nao catalitico, o qual se liga de forma
reversivel e especifica a mono ou oligossacarideos, sendo este dominio
denominado dominio lectinico”. Em geral as lectinas s&do oligoméricas e suas
ligacbes a carboidratos s&o fracas, do tipo pontes de hidrogénio, interagbes
hidrofdbicas e for¢cas de Van der Walls (SHARON e LIS, 1995).

Peumans e Van Damme (1995) classificaram as lectinas de acordo com
seus sitios de atividade biolégica em trés grupos: Merolectinas, Hololectinas e

Quimerolectinas (Fig. 1).

As merolectinas sdo biomoléculas que apresentam apenas um dominio
lectinico, sendo assim incapazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados.
Como representantes dessa classe tém-se as lectinas de orquidea, especificas para
manose e as lectinas de haveina, uma proteina do latex da seringueira (VAN
PARIJS et al., 1991).

As hololectinas sao proteinas que apresentam mais de um sitio de ligagao
para carboidratos, sendo capazes de aglutinar células ou precipitar conjugados,

tendo como representante a maioria das lectinas vegetais.
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MEROLECTINAS HOLOLECTINAS QUIMEROLECTINAS SUPERLECTINAS
OE IHeeE: RO EHeeE
QUITINASES TIPO1
RIPs TIPO 2

@ = =  Domiiio de ligagio a carboidratos
F19< = Domiio cataltico

—® = Domihio inativador de ribossomo

Fonte: Adaptado de Peumans e Van Damme, 1995, 1998.

Figura 1 - Tipos de lectinas, de acordo com seus sitios de atividade biolégica

As quimerolectinas sao lectinas que possuem um ou mais sitios de ligacéo
a carboidratos, além de possuir outro sitio n&o lectinico com atividade bioldgica.
Como exemplos dessa classe citam-se as proteinas inativadoras de ribossomos tipo
2 (RIPs). Posteriormente, Peumans e Van Damme em 1998, adicionaram a essa
classificagdo as Superlectinas, que se referem a proteinas que apresentam dois ou
mais sitios lectinicos, porém com especificidades a carboidratos diferentes. E o caso
da jacalina (lectina de sementes Artocarpus integrifolia - MOREIRA e AINOUZ,
1978) e da frutalina (lectina de sementes de Artocarpus incisa - MOREIRA et al.,

1998), que se ligam tanto a D-galactose como a D-manose.

Nos ultimos anos, tém-se mostrado uma variedade de efeitos biolégicos
de lectinas e seu envolvimento em processos de infecgao por virus, bactérias e
protozoarios as células do hospedeiro (SHARON e LIS, 2001). Nos animais e
microorganismos, elas podem servir para mediar diversos eventos relacionados ao
controle da biossintese de glicoproteinas, a comunicagéo celular, a regulagdo do
crescimento, da apoptose e do ciclo celular, a marcagado de alvos para enzimas

lisossomais, a defesa, a metastase tumoral, a inflamacdo, a reproducao, etc.
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(CAVADA et al.,, 2001; revisado por SHARON e LIS, 2004). Além disso, foi
comprovada a participagao dessas moléculas na adesio de leucécitos ao endotélio
vascular, evento importante na migracdo celular e conseqlientemente no
recrutamento de células que vao promover a resposta de defesa do organismo

contra agentes agressores (revisado por SHARON e LIS, 2001).

A propriedade mais amplamente conhecida de lectinas é a capacidade de
aglutinar eritrécitos de diferentes espécies. Além de eritrécitos, outras células como
leucdcitos, fibroblastos e células tumorais também podem ser aglutinadas por estas
proteinas (BEUTH et al., 1995; GOLDSTEIN e AMOS, 1990).

O melhor entendimento acerca dessas proteinas também levou a um
grande avango no campo da oncologia, uma vez que ja foi comprovado que lectinas
promovem adesdo de células tumorais a tecidos alvos e favorecem metastases
(SHLYAKHOVENKO et al., 1995). Mostrou-se ainda que a circulagdo de células
cancerigenas no sangue pode formar émbolos devido a acgodes lectinicas (LOTAN e
RAZ, 1988). Alguns autores tém demonstrado atividade anti-tumoral (ANDRADE et
al., 2004) e inducdao de apoptose em células tumorais por lectinas vegetais
(HOSTANSKA et al., 2003). Baseado nessas informagdes foi demonstrado a perda
da habilidade de colonizacdo de certas células tumorais a seus respectivos tecidos
alvos, através de modificacbes de oligossacarideos dos gliconjugados existentes
nas superficies das células estudadas (SCHAAF-LAFONTAINE et al., 1985).
Destacam-se ainda a vantagem da associacédo de farmacos quimioterapicos a
lectinas ligantes de gliconjugados presentes na superficie de células tumorais, o que
possibilita a diminuicdo da dose terapéutica dos quimioterapicos (GOLDSTEIN et al.,
1980).

A descoberta da patogénese de algumas doencgas infectocontagiosas
como a pneumonia, abriu horizontes para o desenvolvimento de terapéuticas
alternativas, baseadas no conhecimento da interacédo lectinica. A exemplo disso,
Beuth e cols. (1995) inibiram a adesao de Streptococcus pneumoniae em pulméo de

camundongos pela administragao traqueal de N-acetilglicosamina.

Tém sido demonstrados efeitos importantes sobre a contratilidade do

musculo liso. As lectinas da alga vermelha Bryothamnion triquetrum (LIMA et al.,
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2004) e da leguminosa Canavalia maritma (GADELHA et al., 2005) relaxam anéis de
aorta endotelizada via aumento da atividade da enzima 6xido 6xido nitrico sintase
endotelial, responsavel pela sintese de 6xido nitrico; O tratamento de coelhos com
ricina (lectina extraida da planta Ricinus communis, conhecida vulgarmente como
mamona) potencializa a contragédo induzida por serotonina e histamina em artérias
coronarias (ZHANG et al., 1994). Também foi demonstrado que a concanavalina A
(ConA) e a lectina do germe do trigo (WGA) produzem relaxamento dependente de
endotélio em aorta de coelho (KLEHA et al., 1991).

No processo inflamatério, foi descrito que a lectina animal PSP-I/PSP-
II, uma espermadesina presente no plasma seminal de suinos apresentava efeito
pro-inflamatério, induzindo edema de pata e migragao de neutréfilos em modelos in
vivo e in vitro. A atividade quimiotatica induzida por esta lectina ocorre via liberagao
de TNF-a (ASSREUY et al., 2002; 2003). Nestes modelos, também foram descritos
efeitos pré- e antiinflamatérios para a lectina da Gymnosperma Araucaria
angustifolia por interferéncia com os mecanismos de liberagdo de histamina (MOTA
et al., 2006; SANTI-GADELHA et al., 2007). As microalgas marinhas Chlorella
stigmatophora, Phaeodactylum tricornutum (GUZMAN et al., 2001) e Amansia
multifida (NEVES et al., 2007), por outro lado, mostraram significantes efeitos

antiinflamatorios.

Muitas destas atividades bioldgicas estdo relacionadas a interacdo da
lectina com acucares presentes nas superficies celulares. A comprovacdo da
participacdo do dominio lectinico nos diferentes processos de reconhecimento
celular é possivel pela inibicdo do efeito da lectina através da ligacao da mesma ao
seu acucar/glicoconjugado especifico, por modificacdo quimica dos carboidratos de
superficie celulares, ou pelo uso de células mutantes (YUEN et al, 1994).
Entretanto, lectinas podem apresentar outros sitios ligantes especificos para

moléculas de natureza nao glicidica.

1.2 Lectinas de plantas superiores

O papel fisiolégico de lectinas de origem vegetal € muito discutido entre os

pesquisadores. Essas biomoléculas parecem estar envolvidas com a defesa do
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vegetal contra insetos e fungos, com a regulagédo de fitohormdnios que controlam o
crescimento e o desenvolvimento da planta e com a associagdo do vegetal a
simbiontes (SANZ-APARICIO et al., 1997).

Van Damme e cols., 1998 dividiram as lectinas vegetais em sete
diferentes familias: lectinas de leguminosas; lectinas de monocotiledéneas ligadoras
de manose; lectinas ligadoras de quitina; lectinas RIPs tipo 2; lectinas semelhantes

a jacalina; lectinas semelhantes a amarantina e lectinas de floema de cucurbitacea.

No reino vegetal os grupos mais estudados sao as lectinas de plantas
superiores pertencentes a divisdo Angiospermae (SHARON e LIS, 1990),
principalmente aquelas de sementes de leguminosas. Estas plantas merecem
destaque principal, devido a elevada concentragcao protéica de lectinas em suas

sementes maduras (mais de 10%) e a facilidade de obtengdo das mesmas.

As lectinas de leguminosas, normalmente s&o constituidas de duas ou
quatro subunidades de 25 a 30KDa, e a interagéo entre a proteina e o carboidrato se
torna estavel na presenca de ions Ca™ e Mn™" ligados a lectina. Além disso, essas
lectinas embora com diferentes afinidades de reconhecimento a carboidratos,
possuem propriedades bioquimicas e fisico-quimicas semelhantes, apresentando
um grau de homologia consideravel entre as suas sequéncias de aminoacidos.
Apesar das semelhancas estruturais, estas proteinas elicitam diferentes atividades
biolégicas, ou ainda para uma dada atividade, diferentes perfis de resposta
(CAVADA et al., 1993; 2001).

1.3 Efeitos de lectinas de leguminosas na inflamagao

No tocante a resposta inflamatoria e imune, tém-se evidenciado o papel
destas lectinas em eventos vasculares e celulares, tanto em experimentos in vivo
quanto in vitro. Demonstrou-se inducado da proliferagcao de linfocitos e producao de
interferon-y (BARRAL-NETO et al., 1992); ativagdo de macréfagos e liberagcdo de
peréxido de hidrogénio (RODRIGUEZ et al., 1992); formacdo de edema de pata
(BENTO et al., 1993); estimulacdo da migragcdo de neutrdfilos para cavidade
peritoneal (BENTO et al., 1993; COELHO et al.,, 2006); inducdo da liberagcdo de
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histamina por mastocitos (GOMES et al., 1994); protegao parcial in vivo em animais
infectados com Leishmania amazonensis (BARRAL-NETO et al., 1996); produgéo de
oxido nitrico (ANDRADE et al., 1999) e indugdo de apoptose (BARBOSA et al,,
2001).

Nota-se que a maioria dos efeitos descritos na literatura sobre lectinas
vegetais na inflamagéao se refere as suas agdes pro-inflamatoérias. No entanto, nosso
grupo vem demonstrando que, estas lectinas podem produzir respostas anti- ou pro-
inflamatdrias, dependendo da via de administragcédo utilizada. Quando administradas
sistemicamente, provocam respostas inibitérias: lectinas ligadoras de glicose-
manose inibiram a migragao de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal e o edema de
pata em ratos, bem como a cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida em
camundongos (ASSREUY et al.,, 1997; 1999; ALENCAR et al., 1999); a lectina
ligadora de N-acetil-glicosamina, isolada de Lonchocarpus sericeus, inibiu a
peritonite infecciosa em ratos (ALENCAR et al., 2005) e a peritonite n&o infecciosa
induzida por ovoalbumina em camundongos via inibigdo da produg¢ao de citocinas e
quimiocinas, bem como pela diminuicdo do rolamento e adesao dos leucécitos ao
endotélio vascular (NAPIMOGA et al., 2007). Por outro lado, quando administradas
localmente, provocam respostas estimulatorias: a lectina de Vatairea macrocarpa in
vivo induziu migragdo de neutrofilos para cavidade peritoneal e edema de pata em
ratos (ALENCAR et al., 2003; 2004) e in vitro induziu quimiotaxia de neutréfilos via
liberagcdo de substancias quimiotaticas por macrofagos (ALENCAR et al., 2007) e
que a lectina de Pisum arvense estimula a quimiotaxia de neutrdfilos in vivo e in vitro
(ALENCAR ET AL., 2005a ).

Efeitos vasculares também foram descritos em microvasculatura in vitro
para uma lectina ligadora de N-acetil-D-glicosamina, cuja resposta estimulante sobre
a permeabilidade foi revertida por seu acucar ligante (NORTHOVER e
NORTHOVER, 1994). Sobre o musculo liso vascular, foram observadas respostas
opostas. In vivo, a lectina do Ricinus communis potencializou as respostas
contracturantes elicitadas por serotonina e histamina (ZHANG et al., 1994),
enquanto que in vitro, respostas relaxantes foram observadas para a ConA e lectina
do germe de trigo (WGA) em coelhos (KLEHA et al.,, 1991) e para a leguminosa
Canavalia maritma em aortas de ratos (GADELHA et al., 2005).
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1.4 Canavalia gladiata e Canavalia brasiliensis

A Canavalia gladiata (Fig. 2) também é uma planta pertencente a familia
Leguminosae, Tribo Phaseoleae e Subtribo Diocleinae (DAM et al., 1998). Esta
planta é conhecida popularmente como feijao espada, sendo uma fonte de proteinas
e calorias para a populagao de areas pobres do Nordeste brasileiro. Possui cerca de
35% de proteinas e um baixo teor de aminoacidos sulfurados. Apresenta
caracteristicas agronémicas favoraveis para o cultivo nos tropicos, sendo
considerada de alta durabilidade entre as leguminosas. Fatores anti-nutricionais

como acidos fendlicos, taninos, saponinas, inibidores da alfa-amilase e lectinas

também estao presentes no feijao espada (MORENO et al., 2004).

Figura 2 - Leguminosa Canavalia gladiata

A Canavalia brasiliensis MART. (Fig. 3) € uma planta angiosperma,
conhecida popularmente como feijdo bravo do Ceara. Pertence a familia
Leguminosae, Tribo Diocleae e subtribo Diocleinae (DAM et al., 1998). Trata-se de
uma planta nativa do continente americano, onde se encontra amplamente
distribuida. No Brasil, € encontrada nas regides Sudeste e Nordeste, adaptando-se

muito bem a solos de baixa fertilidade (CRUZ et al., 1995). Devido ao seu sistema
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de raiz amplo e profundo, a espécie pode contribuir a melhora da estrutura do solo, a
estabilizacdo de locais propicios a erosao e a ciclagem de nutrientes, sendo, assim,
muito utilizada como adubo, no controle da desertificagdo e da erosdo (CARVALHO
& SODRE FILHO, 2000; COBO et al., 2002). Em regides pobres do Nordeste
brasileiro, a semente € utilizada como nutriente em épocas de baixa disponibilidade

de alimento.

Figura 3 - Leguminosa Canavalia brasiliensis MART

1.5 Lectinas das sementes de Canavalia gladiata e Canavalia brasiliensis

A lectina de Canavalia gladiata € uma hololectina composta de duas
subunidades idénticas de 30-kDa e mostrou 95% de identidade relacionada a
sequéncia de aminoacidos quando comparada com a ConA. Foi purificada e descrita
por Moreno e cols. (2004), e apresenta especificidade por residuos de a-D-manose e
a-D-glicose, bem como por oligossacarideos e polissacarideos que contenham
esses monossacarideos. Pouco se sabe sobre os efeitos biolégicos da lectina de C.
gladiata. No entanto, Wong e Ng (2005) demonstraram uma agao inibitéria sobre a
proliferagdo de células leucémicas e auséncia de propriedades antifungicas para

esta lectina.
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A lectina isolada das sementes da leguminosa Canavalia brasiliensis
(ConBr) é uma hololectina e apresenta 99% de homologia na sequéncia de
aminoacidos com a lectina de Canavalia ensiformis (ConA) de mesma especificidade
a glicose/manose (BARBOSA et al., 2001; SANZ-APARICIO et al., 1997) . Consiste
de uma banda maior de 30KDa de pequenos fragmentos de 16KDa e 12KDa
(GRANJEIRO et al., 1997).

Lectinas da subtribo de Diocleinae tém estruturas primarias muito
semelhantes, mas uma pequena diferenga na sequéncia de aminoacidos da
estrutura primaria, podem levar a uma mudanga na conformagdo da estrutura
quaternaria e resultar em diferentes atividades biolégicas (GADELHA et al., 2005).
Quando comparada com a ConBr, a CgL apresentou diferengas nos aminoacidos

nas posi¢des 21, 151, 155 e 192, respectivamente (Fig.4).

Ja foram demonstrados diversos efeitos bioldgicos envolvendo a ConBr,
como: indugédo de edema de pata (BENTO et al., 1993), estimulagdo de macréfagos
peritoneais e liberagado de perdéxido de hidrogénio em camundongos (RODRIGUEZ
et al., 1992), liberacdo de histamina por mastocitos de hamster e ratos
(WYCZOLKOWSKA et al., 1988; GOMES et al., 1994; FERREIRA et al., 1996;
LOPES et al., 2005) e estimulacdo de linfocitos humanos in vitro (BARRAL-NETTO
et al., 1992). Também foi descrito que a ConBr pode induzir ativagdo de linfocitos e
apoptose (BARBOSA et al., 2001), indugao da produgao de 6xido nitrico in vivo e in
vitro por células peritoneais murinas e por macrofagos (ANDRADE et al., 1999) e
protecdo parcial in vivo em animais infectados com Leishmania amazonensis
(BARRAL-NETO et al., 1996). Quando administrada centralmente, a ConBr possui
efeito antidepressivo, que depende da sua interagdo com as vias serotoninérgica,
noradrenérgica e dopaminérgica (BARAUNA et al., 2006). Em modelo de peritonite,
esta lectina administrada intraperitonealmente estimulou a migracdo de neutrdfilos
(BENTO et al., 1993), mas por via endovenosa ndo demonstrou eficacia em inibir a

migracao neutrofilica induzida por carragenina (ASSREUY et al., 1997).
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ConBr ADTIVAVELDTYFNTDIGD f PHIGIDIESYRSKKTAKWNMONCKVCTAHIIVNSYCGER 60
CGL ADTIVAVELDTYPHTDIGDENKPHIGIDIKSYVRSKETAKUNHONGEVGTARIIVNSVGER 60
ConBr LSAVYEYPNCGDSATVSVDVDLDNVLPEUVEVCLSASTCLYEETHTILSWSF TSELKSHET 120
CGL LEAVVSYPHGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETHTILSUSFTSELESHST 120
ConBr HETHALHFMFHOFSEDOKDLILOGDATTG a’H ' TRVSSHGSPOGSSYGRALEYAPYH 180
CGL HETHALHFHFHOFSKDOKDLILOGDATTGIDGHIELTRYSSHGSPOGSSYGRALEYAPYH 180
ConEr IVESSAVYAS =E* TETEFLIKSPDSHPADCIAFFISHIDSSIPSGETGRLLGLFPDAN 237
CGL IVESSAVVASHDETFTFLIKSFDSHPADCIAFFISHIDSSIPSCGSTGRLLGLEFPDAN 237

Figura 4 — Estrutura primaria das lectinas de Canavalia gladiata e Canavalia brasiliensis.
Aminoacidos mudados: 21 — CGL (Asparagina) ConBr (Serina); 151 — CGL (acido aspartico)
ConBr (acido glutamico); 155 — CGL (acido glutdmico) ConBr (arginina); 192 - CGL (acido

aspartico) ConBr (acido glutamico).

1.6 Resposta inflamatoéria

A inflamagéao é uma resposta complexa de defesa de um tecido vivo em
especial de tecidos vascularizados contra estimulos agressores, na tentativa de
destruir, imobilizar ou diluir o agente lesivo. Essa reagdo envolve varias alteragdes
locais, como por exemplo: dilatagdo de arteriolas, capilares e vénulas, aumento do
fluxo sanguineo acompanhado de alteragdbes na permeabilidade vascular,
exsudacgao de liquidos e proteinas plasmaticas para o espago extravascular (eventos
vasculares) e migracado de leucécitos para o foco inflamatério (eventos celulares)
(ROCHA e SILVA, 1978; SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985).

O processo inflamatério ocorre em duas fases. A primeira que é
desencadeada logo apds a infecgao (inflamagéo aguda), caracterizada por infiltrado
predominantemente neutrofilico; e outra que depende ou ndo da resolugcdo do
processo na fase aguda (inflamagao crbénica), caracterizada pela presenga de
macrofagos e linfécitos, além de angiogénese e proliferagdo de tecido conjuntivo.
Clinicamente, a inflamacdo aguda apresenta algumas caracteristicas especificas
resultantes das alteracbes vasculares e celulares que o tecido sofre. Essas
alteracdes foram inicialmente descritas por Cornelius Celsus, no inicio da era crista
como o0s quatro sinais cardinais da inflamagao: dor, calor, tumor e rubor.
Posteriormente, no século XIX, Virchow introduziu a perda de fungdo do 6rgao
lesionado como sendo o quinto sinal cardinal (SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985).
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As respostas vasculares e celulares na fase aguda ou crbénica s&o
mediadas por fatores quimicos derivados do plasma (fatores do complemento e
bradicinina) ou de células (histamina, serotonina, prostaglandinas, fator ativador de
plaquetas, leucotrienos e citocinas). Esta substancias denominadas mediadores da
inflamacao, sao formadas concomitantemente ou sequencialmente a resposta
inflamatdria no local da injuria, e atuam amplificando e influenciando a evolugao
desta resposta (BAUHMANN e GAULDIE, 1994). O processo inflamatdrio fica entéo
resolvido quando o estimulo agressor é removido e os mediadores se dissipam ou

sao inibidos.
1.6.1 Eventos vasculares da resposta inflamatéria

Os eventos vasculares ocorrem na microcirculacéo. Inicialmente, ha uma
vasoconstricdo transitoria seguida de vasodilatagdo, que € responsavel pelo
aumento do fluxo sanguineo, o que provoca calor e eritema. Posteriormente, ocorre
a estase sanguinea decorrente do aumento de permeabilidade da microvasculatura,
uma vez que o extravasamento de liquidos e proteinas para o intersticio provoca
hemoconcentagdo aumentando a viscosidade sanguinea e reduzindo a velocidade
da circulacdo. Esses eventos sao causados pela ligacdo dos mediadores a
receptores especificos localizados nas células alvo, e consequente indu¢cdo de uma
resposta (BHANDARI et al., 2005).

A vasodilatacdo pode ocorrer por acdo dos mediadores inflamatoérios
produzidos no plasma e/ou pela interagdo do microorganismo com células teciduais
que sao sintetizados e liberados principalmente ao nivel das arteriolas. Dentre os
mediadores envolvidos estdo aqueles de origem plasmatica, como a bradicinina, e
substancias de origem tecidual, como a histamina, serotonina (5-HT), as
prostaglandinas da série E (PGE) e a prostaciclina (PGl,;) (PALMER et al., 1987).

Alguns desses mediadores, como a bradicinina, causam dilatacao
induzindo a liberacdo de fatores de relaxamento vascular derivados do endotélio
(EDRFs). Ja foi demonstrado que o 6xido nitrico (NO) é um dos EDRFs liberados
pelas células endoteliais (PALMER et al., 1987; MONCADA et al., 1991), que

participa do controle do fluxo sanguineo (FORTES et al.,, 1994), da expressao de
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moléculas de adesdo e da permeabilidade vascular induzida pelo fator ativador de
plaquetas (PAF) e pela propria bradicinina (MAYHAN, 1992).

A resposta inflamatéria possui caracteristicas diferentes de acordo com o
tipo de estimulo. Por exemplo, a dextrana provoca numa fase inicial a liberacdo de
mediadores vasoativos, como histamina, serotonina e numa fase tardia
prostaglandinas e NO. Esse estimulo caracteriza-se por produzir um edema
osmotico sem infiltrado celular. Ja a carragenina promove a liberagdo de uma série
de mediadores quimicos, como histamina, serotonina, bradicinina também numa
fase inicial, e 6xido nitrico (NO), prostaglandinas (PGE), interleucina 1 (IL-1), fator de
necrose tumoral (TNF-a) numa fase tardia, induzindo um edema rico em infiltrado
celular (SALVEMINI et al., 1999; KATZ et al., 1984).

1.6.2 Mediadores inflamatoérios

Os eventos inflamatérios, em qualquer fase do processo, podem sofrer
influéncia de substancias do plasma sanguineo ou de células que se encontram no
foco inflamatorio, sejam elas residentes ou n&o. Essas substancias quando inibidas
ou estimuladas podem modular negativamente ou positivamente a inflamagéo. Em
alguns casos isso se torna necessario, pois quando o processo inflamatoério persiste,

pode ocorrer um estado patologico com lesao de células normais do hospedeiro.

Histamina e serotonina sdo mediadores essenciais para o
desenvolvimento dos eventos vasculares (vasodilatagdo e aumento de
permeabilidade vascular) e celulares (migracdo de leucécitos) da resposta
inflamatoria (MARONE et al, 2002). A Histamina é estocada nos granulos
citoplasmaticos de mastocitos, basofilos e plaquetas, sendo liberada como resposta
a varios estimulos, como: choques traumaticos e térmicos; reagdes imunes, que
envolvam a ligacdo de anticorpos aos mastdcitos; fragmentos de complementos;
proteinas liberadoras de histamina derivadas de leucdcitos; neuro peptideos e
citocinas (SERAFIN e AUSTEN, 1987)

A histamina é uma amina formada pela descarboxilacdo do aminoacido
histidina, que se encontra complexada com heparina e proteinas acidas no interior
granular, sendo suas atividades bioldgicas atribuidas a ativagado dos receptores Hy,
H,, Hz e Hy (MARONE et al,, 2002). Dentre seus efeitos estdo dilatagdo das
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arteriolas, aumento da permeabilidade vascular e vasoconstrigdo venular (ROBBINS
etal., 1994).

A serotonina (5-HT) € um neuromediador encontrado no sistema nervoso
central, onde desempenha varias fungdes relacionadas com humor, sono, apetite,
percepcgao da dor, reflexo de vémito, regulacéo da temperatura e da pressao arterial.
Fora do sistema nervoso central, a serotonina esta presente em plaquetas, linfécitos,
mondcitos, células neuroenddcrinas pulmonares e células enterocromafins. Ja foram
identificados mais de 16 diferentes sub-tipos de receptores para a serotonina,
relacionados com as mais diferentes fungoes (MOSSNER e LESCH, 1998). Dentre
estas, destaca-se sua atuagao no sistema imune e na resposta inflamatéria. A 5-HT
em altas concentragdes (superiores a 3 uM) parece atuar nos receptores 5-HT4 e 5-
HT, facilitando a ativagdo de macréfagos, bem como a consequente proliferagcao de
células T (YOUNG et al., 1993; YOUNG e MATTHEWS, 1995).

O fator ativador plaquetario (PAF) € um outro mediador derivado dos
fosfolipidios de membranas por ativagao das fosfolipases (PLAz) e é sintetizado por
uma variedade de células, como: mastocitos, basdfilos, neutrofilos e plaquetas. Além
de estimular as plaquetas, o PAF causa aumento da permeabilidade vascular,
agregacao e adesao de leucadcitos, quimiotaxia e estimulacdo de outros mediadores
(BRAQUET et al., 1987).

As citocinas sao polipeptidios envolvidos nas respostas imunoldgicas e
que desempenham papéis importantes na resposta inflamatéria. Sado produzidas por
varios tipos celulares, como os linfocitos e macréfagos ativados. As principais
citocinas mediadoras de inflamagao séo a IL-1, o TNF-alfa, a interleucina 6 (IL-6) e a
interleucina 8 (IL-8). Dentre as muitas propriedades bioldgicas da IL-1, a sintese de
prostaglandinas é a mais importante. Contribuindo efetivamente para a indugéo dos
efeitos sistémicos desta citocina, tais como: febre, aumento da sintese e liberacao
de PGE2, aumento da sintese e secrecao de proteinas da fase aguda e aumento da
expressao de moléculas de adesdo nas células aumentando o acumulo de
neutrofilos nos sitios de inflamacédo, causando edema e induzindo secrecdo de
outras citocinas, como TNF-alfa, IL-6 e IL-8 (MIZEL, 1989).
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Assim como IL-1 e TNF-alfa, a IL-6 € um excelente exemplo de uma
citocina multifuncional capaz de mediar diferentes respostas do hospedeiro por acao
em multiplos tipos celulares. Uma série de evidéncias tem indicado que a IL-6
desempenha um importante papel na indugao e propagagao da resposta inflamatéria
(MIZEL, 1989).

A IL-8 é secretada por mondcitos, macréfagos, células endoteliais,
linfocitos T e fibroblastos. A IL-8 tem sido indicada por diversos pesquisadores como
um importante mediador pro-inflamatério, desencadeando eventos tais como
liberagcdo de histamina e degranulagdo de neutroéfilos (LINDLEY et al., 1988). Além
de seus efeitos pro-inflamatoérios, tem-se atribuido a IL-8 atividades antiinflamatorias.
Foi demonstrado que a IL-8 age como inibidor da adesdo de neutréfilos a

monocamadas de endotélio humano ativadas por citocinas (GIMBRONE et al., 1989)

PGE e PGI2 sdo importantes mediadores da vasodilatagdo inflamatéria.
Sao metabdlitos do acido araquiddnico formados através da ativagdo da via das
ciclooxigenases. As prostaglandinas causam vasodilatagdo e potencializam a
formacao de edema (SPRINGER-, 1994) . A PGE causa contragdo do musculo liso
brénquico e gastrointestinal (via EP4); relaxamento do musculo liso brénquico,
vascular e gastrointestinal (via EP5); e contragdo do musculo liso intestinal (via EP3)
(RANG, et al., 1995). A PGl, é um potente vasodilatador e inibidor da agregacéo
plaquetaria, que contribui para a manutencédo da homeostase vascular (MONCADA
etal., 1976).

Em 1980, Furchgott e Zawadzki, realizaram os primeiros experimentos
que contribuiram para elucidar o papel fisioldgico do endotélio. Estes pesquisadores
notaram que aortas isoladas de coelho apresentavam relaxamento quando expostas
a acetilcolina, apenas na presenca de endotélio. Com isto ficou ébvio que a resposta
dependente do endotélio era mediada pela liberagdo de varias substancias que se
difundiam, denominadas posteriormente de fatores relaxantes derivados de
endotélio (EDRFs) (FELETOU e VANHOUTT, 1988; MONCADA et al.,, 1991;
SHIMOKAWA, 1999).

O primeiro EDRF identificado foi o NO, responsavel por desempenhar

papel importante na regulagdo do tonus vasomotor (MONCADA et al., 1991). O NO
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funciona como um anti-aterogénico, inibe a agregagcao plaquetaria, adeséo de
plaquetas e leucdécitos ao endotélio, proliferacdo de células do musculo liso vascular
e apoptose de células endoteliaias (KARAKI et al., 1997). O NO é sintetizado a partir
da combinagdo da L-arginina e do oxigénio molecular pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), tendo como principais cofatores o NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo associado ao grupo fosfato e ion hidrogénio) e o BH, (tetrabiopterina).
Ha trés diferentes isoformas de NOS, a endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS), que
sao formas constitutivas e dependentes de calcio para suas atividades, e a forma
induzivel (iINOS), que nédo depende de calcio e é induzida por macréfagos ativados
por citocinas pro-inflamatérias ou por endotoxinas (NATHAN, 1997; THIEMERMAN,
1997).

A bradicinina € um nonapeptideo vasoativo liberado pelo sistema cinina,
que aumenta a permeabilidade vascular, gera contragdo da musculatura lisa, induz
relaxamento dependente de endotélio, causa hiperpolarizagdo dependente de
endotélio e relaxamento que é devido a difusdo do EDHF, diferente do NO e da PGl,
(FELETOU e VANHOUTTE, 1988).

1.7 Contratilidade

O mecanismo contratil do musculo liso vascular é de grande importancia
para o conhecimento dos papéis funcionais, fisioldgicos e fisiopatoldgicos do
mesmo. Nesse contexto, € essencial a utilizacdo de ferramentas farmacoldgicas

mais seletivas para estudos de seus mecanismos regulatérios.

O musculo liso vascular, geralmente, opera em um estado de tensdo
devido a pressdo que o sangue exerce sobre a parede dos vasos. Este estado é
conhecido como tonus, a partir do qual ele pode contrair ou relaxar, induzindo desta
forma um aumento ou diminuicdo da pressao no interior do vaso, dependendo do
estimulo ou da fungéo fisiolégica. O equilibrio do tébnus basal é regulado pela
concentracdo de calcio intracelular ([Ca+2]i). A [Ca*?; é modulada por mecanismos
intrinsecos ou miogénicos, assim como por estimulos neurohormonais, excitatérios

ou inibitérios. Entre as substancias que modulam o estado contratil do vaso, estao
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as secretadas pelas células endoteliais (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980;
MONCADA et al., 1991; KNOT et al., 1996).

A contragdo do musculo liso é, geralmente, iniciada por uma elevagéo da
concentracdo do calcio (Ca*?) livre no citoplasma da célula. Quando a célula é
estimulada a concentracdo de Ca*® no citosol varia de 140nM para 500-700nM
(WILLIAMS e FAY, 1986). O aumento na [Ca*?], induz a ativagdo da calmodulina
CaM, que ao ser ativada pelo Ca*?, interage com a miosina quinase de cadeia leve
(MCLK). Este complexo Ca*2-CaM-MCLK é o primeiro estimulo para a contragdo,
sendo responsavel pela fosforilagado da miosina de cadeia leve (MCL20), permitindo
sua fixagdo ao filamento de actina e consequente contragdo muscular (ALLEN e
WALSH, 1994; KARAKI et al., 1997).

No entanto, a contragdo pode ocorrer sem que haja uma elevagéo na
[Ca*?].. O processo contratil pode ser deflagrado tanto pelo aumento da sensibilidade
da maquinaria contrati ao Ca'? quanto pela ativagdo direta das proteinas
responsaveis pela contracdo por proteinas quinase. Apesar do mecanismo mais
amplamente aceito em termos de regulagdo da contragdo do musculo liso ser o da
ativacdo da MCLK dependente da [Ca*?], evidéncias sugerem que esta relagdo é
varidvel e que alguns estimulos podem ativar a MCLK independente da [Ca*?);
(FENG et al., 1999).

A sensibilidade ao ion Ca* pode ser alterada por dois mecanismos. O
primeiro é a diminuicdo da sensibilidade ao Ca*?, no qual, a dessensibilizacdo a este
ion parece proteger a célula dos efeitos adversos resultantes do aumento
prolongado na [Ca*?]. O segundo mecanismo propde que ha um aumento na
sensibilidade ao Ca*?, dependente de agonista, ativando proteinas ligadas a guanina
trifosfato, estando a proteina quinase C (PKC) envolvida neste aumento de
sensibilidade. A PKC estaria envolvida na inibicao da atividade da miosina fosfatase
de cadeia leve (MCLP) e no aumento da atividade da MCLK (IKEBE e BROZOVICK,
1996; NISHIMURA et al., 1991).

A reversdo da contracdo ocorre com a diminuigdo na [Ca*?;, deste modo
levando a dissociagao entre a calmodulina e a MCLK. Assim como através da

atividade da MCLP, que ao ser ativada, desfosforila a molécula de miosina de cadeia
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leve, pois miosina fosforilada € responsavel pela manutencédo da contragao, levando
ao relaxamento muscular. Deste modo podemos afirmar que a modulacdo da
contracdo ocorre por uma série de fatores, sendo que os mais importantes sdo os
que controlam a [Ca*?]; e os que modificam a relagdo MLCK/MLCP independente da
[Ca*?]i (ALESSI et al., 1992; KARAKI et al., 1997).

Esta demonstrado que na superficie das células existem glicoproteinas,
inclusive nas células endoteliais (SHARON e LIS, 2001). Como referidas
anteriormente muitas lectinas induzem a atividade mitogénica de células, sendo que
neste processo ocorre a ativagao de varias proteinas quinase (MAPK, MEK) (ADAM,
1995) que também atuam na modulagao do processo contratil do musculo liso.

Muitos compostos vasoativos endoégenos cruciais como prostaciclina,
tromboxano, 6xido nitrico, endotelina, angiotensina, fator hiperpolarizante derivado
do endotélio, radicais livres e bradicinina modulam as fungbes das células
endoteliais, que influenciam o ténus do musculo liso vascular e as células
sanguineas circulantes. Estas substancias fazem parte um complexo e equilibrado
sistema de interagéo entre células, mediadores inflamatdrios e musculo liso vascular
(VAPAATALO e MERVAALA, 2001).

1.7.1. Fatores Relaxantes Derivados do Endotélio

Os varios fatores que sédo produzidos pelas células endoteliais difundem-
se ou sao liberadas, tanto para o sangue como para as outras camadas do vaso.
Dessa forma, eles podem controlar fungdes das células musculares lisas e das
células circulantes que participam das fungdes regulatérias atribuidas ao endotélio
(SILVA, 2006).

Uma dessas fungdes consiste no controle do ténus da musculatura lisa
vascular pela producdo de mediadores que podem produzir vasodilatagdo ou
vasoconstricdo. Os principais fatores relaxantes derivados do endotélio (FRDE) s&o
o0 Oxido nitrico (NO), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e a
prostaciclina (CARVALHO et al., 2001).
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O endotélio produz o 6xido nitrico a partir da acdo da enzima NO-
sintetase (NOS) sobre o substrato L-arginina, com formagédo de NO e L-citrulina. O
NO difunde-se para o interior das células musculares lisas, onde interage com o
atomo de ferro do grupo heme da molécula de guanilato ciclase, levando a ativagao
dessa enzima; essa enzima ativada, por sua vez, atua sobre o trifosfato de
guanosina (GTP), transformando-o no composto ativado monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc). O aumento da concentragdo de GMPc nas células musculares
leva a diminui¢cdo do calcio intracelular e ao consequente relaxamento do vaso. Sob
condicdes basais, o NO ¢é continuamente liberado pelas células endoteliais
saudaveis (SILVA, 2006).

A participagao da prostaciclina no fendbmeno de vasodilatagdo dependente
do endotélio depende da presenga de receptores prostandides na parede das
células musculares lisas vasculares. A estimulacéo de tais receptores ativa a adenil-
ciclase, produzindo aumento do AMP-ciclico, que ativa a proteina quinase
dependente do AMP no musculo liso. Tal ativacdo estimula os canais de potassio
sensiveis ao ATP, induzindo hiperpolarizacdo celular e maior saida de calcio do
citosol, inibindo, dessa forma, a contratilidade celular AMODEO, HEIMANN, 2003).

O EDHF produz hiperpolarizagdo no musculo liso vascular, resistente a
inibidores da ciclooxigenase e da NOS. Esse tipo de relaxamento dependente do
endotélio & observado sem nenhum aumento nos niveis intracelulares de
nucleotideos ciclicos (GMPc e AMPc) nas células musculares lisas (MOMBOULI,
VANHOUTTE, 1997). Seu efeito vasodilatador é mediado pela ativagéo de canais de
K+ na musculatura lisa vascular que hiperpolariza a membrana e diminui a
concentracao de Ca2+ no interior da célula muscular lisa do vaso. O tipo de canal de
potassio ativado ainda nao esta complemente elucidado, mas canais de K+ ativados
por Ca2+ parecem estar envolvidos (FELETOU; VANHOUTTE, 1999).
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2 JUSTIFICATIVA

A proposta deste trabalho visa investigar as atividades de duas lectinas
pertencentes a subtribo Dicleinae sobre eventos vasculares da inflamagao in vivo
(edema e permeabilidade vascular) e sobre a contratilidade do musculo liso vascular
in vitro. Além disso, estabelecer comparagcdbes entre as mesmas e possiveis
diferencas ou semelhangas de interagbes com a liberagdo de mediadores
inflamatdrios e residuos de acucares. A fundamentagcdo da proposta € baseada em
dois principais aspectos claramente descritos pela literatura. O primeiro é funcional e
diz respeito a demonstragdo do papel de lectinas de leguminosas no processo
inflamatorio via interagdo com estruturas glicanas e ativagao/inibicdo de mediadores
infamatérios. O segundo aspecto € estrutural e se refere a demonstragao de que
lectinas de Diocleinae, embora com diferentes afinidades de reconhecimento a
carboidratos, apresentam elevado grau de homologia entre as suas sequéncias de
aminoacidos, e que a despeito dessas semelhancas, elicitam diferentes atividades

bioldgicas, ou ainda para uma dada atividade, diferentes perfis de resposta.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar experimentalmente em ratos a atividade de duas lectinas obtidas
de sementes das leguminosas Canavalia Brasilienses e Canavalia gladiata sobre
aspectos vasculares da inflamagao aguda in vivo e sobre a atividade relaxante do

musculo liso vascular in vitro, analisando e comparando seus mecanismos de acao.

3.2 Especificos

3.2.1 Avaliagao dos efeitos das lectinas in vivo:

¢ Estudar a capacidade de indugao de edema de pata;

e Estudar o efeito inibitério sobre o edema de pata induzido por estimulos

inflamatorios dependentes (Cg) ou néo de leucdcitos (dextrana);
e Estudar a capacidade de induzir o aumento de permeabilidade vascular;

e Estudar o envolvimento de mediadores inflamatérios no efeito das lectinas,

através do bloqueio farmacolégico dos principais mediadores envolvidos;

e Investigar a participagdo de residuos de carboidratos no efeito das lectinas

através da associagao destas a seus agucares ligantes;
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3.2.2 Avaliagao do efeito das lectinas in vitro:

e Determinar a atividade sobre o musculo liso vascular de aorta isolada no
tbnus basal ou no estado contraido por agonistas na presenga ou auséncia

do endotélio;

e Estudar o envolvimento de fatores relaxantes derivados do endotélio e/ou de

canais idnicos no efeito das lectinas, através de bloqueio farmacolégico;

e Investigar a participagdo de residuos de carboidratos no efeito das lectinas

através da associagado destas com seus agucares ligantes e ndo ligantes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (150 e 300g) procedentes do
Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC) e
mantidos no Biotério do Laboratério de Fisio-Farmacologia da Inflamagdo (LAFFIN)
da Universidade Estadual do Ceara (UECE). Estes animais receberam racéo e agua
ad libitum, sob condicbes adequadas de luz e temperatura, os quais foram
manipulados de acordo com os padrdes éticos estabelecidos pelo comité de ética da
Universidade Estadual do Ceara (UECE).

4.2 Lectinas utilizadas

As lectinas foram isoladas das espécies de plantas superiores
pertencentes a familia Leguminosae, subfamilia Papiloneidae, Tribo Phaseoleae,

Subtribo Diocleinea:
Canavalia brasilienses MART- feijao bravo do Cear3§;
Canavalia gladiata DC (Jacq.) — feijao espada.

O isolamento e purificagdo foram realizados no Laboratério de Moléculas

Biologicamente Ativas do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC).

4.3 Drogas e reagentes
Azul de Evans — Sigma Chemical
Fenilefrina — Sigma Chemical
Indometacina (capsulas, 25mg; Indocid) — Prodome

L-nitro-arginina metil ester za— Sigma Chemical
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Manose — Sigma Chemical

Serotonina — Sigma Chemical
Tetraetilamdnio — Sigma Chemical
Acido Niflamico (NFA) - Sigma Chemical

N-acetilglicosamina — Sigma Chemical

4.4 Caracterizagcdo das atividades biolégicas das lectinas de Canavalia

brasilienses e Canavalia gladiata em modelos experimentais de inflamagao

4.4.1 Descricao do Modelo de Edema de Pata em ratos

Este modelo foi utilizado para avaliar a capacidade das lectinas em induzir
o0 edema de pata e o0 aumento de permeabilidade vascular, bem como para o estudo
do envolvimento de mediadores inflamatérios e residuos de carboidratos no efeito

das lectinas.

a) Parametro Edema

Os volumes de liquidos deslocados pelas patas direitas de cada animal
foram medidos pletismograficamente antes da injecdo dos estimulos inflamatorios
(tempo zero) e 30 min e 1, 2, 3 e 4 h apds a injecao dos estimulos inflamatdrios. O
edema foi calculado como a diferenca entre o volume das patas em um determinado
tempo apds o estimulo e antes do estimulo (tempo zero). As areas sob as curvas
(ASC) foram calculadas usando o método do trapézio (LANDUCCI et al., 1995). Os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias e comparados aqueles obtidos

das patas dos animais injetados somente com os estimulos inflamatérios.
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Para a avaliagdo da atividade edematogénica, os animais receberam as
lectinas como estimulo por via s.c. intraplantar nas doses de 0,01; 0,1 e 1 mg/kg. O

grupo controle negativo de edema foi administrado apenas com salina s.c.

b) Parametro Permeabilidade Vascular

Para avaliar o efeito das lectinas sobre o aumento da permeabilidade
vascular foi utilizado o protocolo sugerido por GARCIA-LEME e WILHELM (1975).

Os animais foram administrados com Azul de Evans (25 mg/Kg) por via
intrapeniana. Apés 30 min cada animal recebeu o estimulo inflamatério CgL ou
ConBr (1 mg/Kg) ou salina estéril (0,01 mL/100g de peso corporal) por via s.c.
intraplantar. Passados 30 min da administracao destes foi realizado o sacrificio dos
animais por deslocamento cervical, sendo entao as patas seccionadas logo abaixo
do maléolo, pesadas e incubadas em 1mL de formamida concentrada, a temperatura
de 36°C por 72h.

Em seguida, para se quantificar o Azul de Evans extraido dos tecidos foi
realizada a leitura das densidades Opticas (por espectrofotometria, A 600nm) do
sobrenadante da solugéo previamente incubada. Os dados obtidos em absorbancia
foram convertidos em ug do azul de Evans, através da regressao linear baseado em

uma curva padrao. Os resultados foram calculados em ug de azul de Evans/g pata.

c) Estudo da participagcao de mediadores inflamatérios

Na investigacéo da participagdo de mediadores inflamatorios no edema de
pata induzido pelas lectinas de CgL e ConBr, foram utilizados os antagonistas,
listados abaixo, tendo sido os mesmos administrados 30 ou 60 minutos antes da
administracao das lectinas (1mg/Kg) contidos em 0,01 mL/Kg de peso corporal de

salina estéril.
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» indometacina (INDO; 5 mg/kg;s.c.), inibidor de prostaglandinas
(LEMOS et al., 2002);

= acido niflumico (NFA; 30mg/kg i.p.), inibidor de canais de cloreto
(FEITOSA e cols., 2002; DI ROSA e cols., 1971);

» L-nitro-arginina metil ester (L-NAME; 30 mg/kg; e.v.), inibidor da
sintese de 6xido nitrico (CUZZOCREA et al., 1997);

4.4.2 Investigacdo da participagdo de residuos de carboidratos nas ag¢des das

lectinas na inflamacéao

Os animais receberam a solugéo das lectinas (1 mg/Kg) juntamente com
seu agucar ligante. As solug¢des de lectina foram pré incubadas com seu agucar
ligante manose (0,1M) a 37°C 1h antes de sua administracdo. Esse procedimento

garante a ocupagao do dominio lectinico pelo seu agucar conjugado.

Os grupos controles receberam a CgL (1 mg/Kg) ou ConBr (1mg/Kg) ou

manose (0,1M) isoladamente.

4.4.3 Modelo de contratilidade: anéis isolados de aorta

1) Descricdo do modelo:

Os animais foram sacrificados por concussao cerebral. A seguir, a regiao
toracica foi aberta cirurgicamente para exposi¢ao, retirada e dissecagédo da artéria
aorta. A mesma foi preparada como anéis de 2-3mm, apds a remogao de gordura e
tecido conectivo. O tecido foi mantido em solugao fisioldgica de Tyrode, a 37°C e pH
7.4 até o momento de sua utilizacdo. Em seguida, os anéis foram colocados
verticalmente em uma camara muscular com capacidade de 10 mL, contendo
solugao nutritiva aerada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% CO,) e mantidos
a 37°C e pH 7.4. Uma das extremidades da preparagao foi presa a uma base fixa e a

outra a um transdutor de forgca isométrico ligado ao sistema computadorizado
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(Powerlab, AD Instruments) de aquisicdo de dados. Os registros e analises das

contragdes foram realizados utilizando o programa Chart®(versao 4.1).

Nos experimentos realizados com auséncia de endotélio, a superficie
intima dos anéis de aorta foi friccionada (ZHENG e cols.,1994). Para avaliacéo da
preservacdo do endotélio foi adicionado ACh [10°M] (FURCHGOTT e ZAWADZKI,
1980) sobre os tecidos contraidos por fenilefrina [0,1uM], sendo a auséncia de
relaxamento interpretada como auséncia de endotélio, mas s6 foram considerados

endotelizados aqueles que apresentaram relaxamento maior que 75% .

O tecido foi submetido a uma tenséo passiva de 2g e estabilizado por um
periodo de aproximadamente 1 hora (h) (MATEO e ARTINANO, 2001).

2) Protocolo experimental

Efeito no estado contraido: Apds 40 minutos de estabilizagdo, a CgL e a
ConBr foram adicionadas sobre aortas endotelizadas pré contraidas com fenilefrina
[0,1uM] em concentragbes cumulativas (1-100ug/mL) em intervalos de 10 minutos.
No inicio e ao final de cada experimento foi adicionado KCI [60mM] para avaliar a
responsividade dos tecidos. Este protocolo foi realizado com tecidos endotelizados e

nao endotelizados.

Efeito sobre o ténus: Ap6s 40 minutos de estabilizacado, foram adicionadas
concentragbes cumulativas (1-100ug/mL) da CgL e ConBr em aortas endotelizadas.
Antes e apdés o experimento foi adicionado KCI [60mM] para verificar a

responsividade do tecido.

Avaliagdo da participagdo dos mediadores: Para o estudo do mecanismo
dos efeitos vasoativos das lectinas, anéis de aorta endotelizada foram incubados por
30 min com bloqueadores farmacoldgicos indometacina [10uM], L-NAME [100uM] e
TEA [1mM] dos principais agentes vasodilatadores endoteliais (prostaciclina, éxido

nitrico e fator hiperpolarizante derivado do endotélio).

Avaliagdo da participagdo do dominio lectinico: Nos experimentos para

avaliar se a atividade das lectinas € mediada via interagdo de seu dominio lectinico
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com carboidratos presentes na célula endotelial, estas foram incubadas com seu
agucar ligante especifico ou ndo ligante na proporgéo 1/10 durante 1h antes de ser
adicionada ao banho, neste protocolo foram utilizadas concentragdes de 1-100ug/ml

das lectinas.

4.5 Analise Estatistica

De todos os experimentos foram calculadas as médias + E.PM. de um
certo numero de eventos (n) por grupo. As diferengas estatisticas entre os grupos
foram obtidas através da analise de variancia (ANOVA) e teste de Ducan para

multiplas comparagdes, onde P < 0,05 foi fixado para indicar significancia estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1Efeito edematogénico das lectinas de Canavalia gladiata e Canavalia

brasiliensis

As lectinas de C. gladiata (CgL) e C. brasiliensis (ConBr), administradas
por via subcutanea intraplantar, induziram edema de pata nas trés doses testadas
(0,01; 0,1 e Tmg/Kg) de maneira dose-dependente (Fig. 5). A CgL provocou um
aumento de 1,8X (0,36+0,05), 2,5X (0,46+0,06) e 4X (0,64+0,05) respectivamente,
quando comparado com o grupo controle (Salina; 20,68+3,24). J4 a ConBr provocou
um aumento de 1,5X (0,31+0,04); 1,8X (0,37+0,05) e 6X (0,92+0,09),
respectivamente, em relagédo ao controle (21,20+£3,20) (Figs. 5a-d). A dose mais
efetiva para ambas as lectinas foi a de 1 mg/Kg, tendo sido a dose escolhida para
realizar os experimentos posteriores.

As lectinas em estudo apresentaram um curso temporal de desenvolvimento
de edema similar até 8h, com pico inicial aos 30 minutos apds sua administragéo
seguido de um decréscimo na atividade. Entretanto, 24 horas apds, o efeito

edematogénico das duas lectinas ainda era significante (Fig. 5e).

5.2 As lectinas de Canavalia gladiata e Canavalia brasiliensis induzem aumento

de permeabilidade vascular

Ainjecao s.c. intraplantar de CgL (1mg/Kg) e ConBr (1mg/Kg) induziu, no pico
da acdo edematogénica destas, ou seja, 30 minutos apds sua administracdo, um
aumento significativo da permeabilidade vascular, de 3X (11,75%1,65) e 7X
(24,09+5,24), respectivamente (p<0,05) quando comparado aos animais controle

(2,99+0,72), que receberam o mesmo volume de salina (Fig. 6).

Este dado confirma a capacidade pro-inflamatéria das lectinas utilizadas
através da quantidade de proteina plasmatica extravasada para os tecidos da pata,

como indicador indireto de aumento de permeabilidade vascular.
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Figura 5. As lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis induzem edema de pata. As lectinas foram
administradas (0,01; 0,1 e 1 mg/Kg; s.c.) na pata traseira direita de ratos. O controle negativo recebeu
salina (0,01 mL/Kg; s.c.) na pata contralateral. O edema foi medido antes (tempo zero) e 30, 60, 120,
180 e 240 min apods a injegdo das lectinas e calculado pela variagdo dos volumes das patas (mL)
entre os varios tempos e o tempo zero (Figs. 3a, 3c e 3e). As areas sob as curvas (ASC) foram
determinadas pelo método do trapézio (Figs. 3b e 3d). Resultados expressos como Média +E.P.M.
(n=6) (Figs. 3a, 3c e 3e). * p<0,05 comparado ao grupo Salina. CgL e ConBr: lectinas de C. gladiata e

C. brasiliensis.
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Figura 5. As lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis induzem aumento de permeabilidade
vascular em pata de ratos. Os animais receberam CgL(n=6) ou ConBr (n=6) na dose de 1 mg/Kg
s.c. ou salina (n=6) (controle negativo) (0,1 mL/Kg). Trinta minutos apds, os animais receberam azul
de Evans (25 mg/Kg, e.v.) e foram sacrificados apds 1h. Resultados expressos como média + E.P.M
(n=6) de ug de azul de Evans/g/ pata. *p<0,05 em relagdo a Salina. CgL e ConBr: lectinas de C.
gladiata e C. brasiliensis.
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5.3 Participagao do dominio lectinico no efeito edematogénico das lectinas de
C. gladiata e C. brasiliensis

A administragdo subcutanea de CgL ou ConBr, ambas na dose de
1mg/Kg, associadas com seu agucar ligante glicose (0,1M) preveniu o efeito
edematogénico produzido pela administracdo isolada das lectinas (Fig. 7a e 7c). O
efeito inibitério da CgL (0,58+0,02) foi cerca de 81% (0,10+0,02) e o da ConBr
(0,62+0,01) em torno de 79% (0,14+0,026), ambos na 42 hora. Por outro lado, a
administragdo subcutédnea de CgL ou ConBr, ambas na dose de 1mg/Kg,
associadas com o agucar nao ligante GlicNac (0,1M) n&o inibiu o efeito
edematogénico produzido pela administracdo isolada das lectinas (Fig 7b e 7d).
Estes achados confirmam as informagdes obtidas na literatura que mostram
inumeras atividades bioldgicas de lectinas através da interagdo com outros sistemas

via sitios de ligagao a carboidratos.
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Figura 7. A atividade edematogénica das lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis é inibida pela
ocupacido do sitio lectinico com glicose. As lectinas foram administradas sozinhas (controle
positivo) ou em associagao com 0,1M de glicose (a, c) ou GlicNac (b, d) nas patas dos animais. Os
controles negativos receberam salina (0,01 mL/Kg; s.c.) ou glicose ou GlicNac. O edema foi medido
antes (tempo zero) e 30, 60, 120, 180 e 240 min apds a inje¢éo das lectinas e calculado pela variagao
dos volumes das patas (mL) entre os varios tempos e o tempo zero. Resultados expressos como
MédiazE.P.M. (n= 6) *p<0,05 em relacdo a Salina. CgL e ConBr: lectinas de C. gladiata e C.

brasiliensis; GlicNac: N-acetilglicosamina.
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5.4 Participagdao de mediadores inflamatérios no efeito edematogénico das
lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis

Na investigacdo do tipo de mediador inflamatério envolvido no efeito
edematogénico da CgL e da ConBr, os animais foram pré-tratados com trés
bloqueadores farmacoldgicos de importantes mediadores inflamatérios, 1 hora antes
da administracdo das lectinas (1mg/kg; s.c.), de acordo com protocolos
estabelecidos na literatura: indometacina (5 mg/kg; s.c.), inibidor de prostaglandinas;
e acido niflumico (30mg/kg i.p.), inibidor de canais de cloreto; L-NAME (30 mg/kg;
e.v.), inibidor da sintese de 6xido nitrico.

Observou-se que o edema produzido pelas lectinas ocorre com a
participagédo de prostaglandinas (Fig. 8), canais de cloreto (Fig. 9), além de incluir o

envolvimento do oxido nitrico (Fig.10).

A participagdo de prostaglandinas pdde ser comprovada através da
reversdo do efeito edematogénico apés 30 min. do tratamento dos animais com
indometacina (5mg/kg s.c). O edema induzido pela CgL (0,42+0,01) foi reduzido em
48% (0,23+0,03) na 32 hora e, enquanto o edema produzido pela ConBr (0,64+0,04)
foi reduzido em até 47% (0,36+0,04) na 12 hora (Figs. 8a, b).

O envolvimento de canais de cloreto foi observado visto a reversdo do
efeito edematogénico das lectinas apdés 30 min. do tratamento dos animais com
acido niflumico (30mg/kg i.p.). A reversdo do edema provocado pela CgL
(0,47+0,02)) chegou a 47% (0,231£0,03) na 22 hora, enquanto o edema da ConBr
(0,6940,07) foi revertido em até 64% (0,29+0,06) na 32 hora (Fig. 9a,b).

O pré-tratamento dos animais com L-NAME reduziu o edema provocado
pela CgL (0,95+0,03), a partir da terceira hora em 40% (0,32+0,03), enquanto aquele
produzido pela ConBr foi reduzido em 33% (0,62+0,07) em 30 minutos de
experimento (Fig. 10 a,b).
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Figura 7. Indometacina inibe o edema de pata induzido pelas lectinas de C. gladiata e C.
brasiliensis. As lectinas foram administradas (1mg/kg), 1 h apds o tratamento com indometacina
(INDO; 5mg/kg s.c). Controle negativo: salina (0,01 mL/Kg, s.c). A avaliacdo do edema foi feita antes
(tempo zero) e 30; 60; 120; 180 e 240 min apds administragcédo das lectinas e calculado pela variagéo
dos volumes das patas (mL) entre os varios tempos e o tempo zero. Resultados expressos como
Média +E.P.M. (n= 36) * p< 0,05 em relagao a salina. # p< 0,05 em relagéo as lectinas. CgL e ConBr:

lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis.
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Figura 9. Acido niflimico inibe o edema de pata induzido pelas lectinas de C. gladiata e C.
brasiliensis. As lectinas foram administradas (1mg/kg), 1 h apdés o NFA (30mg/kg i.p.). Controle
negativo: salina (0,01 mL/Kg, s.c). A avaliagdo do edema foi feita antes (tempo zero) e 30; 60; 120;
180 e 240 min apo6s a administragdo das lectinas e calculado pela variagdo dos volumes das patas
(mL) entre os varios tempos e o tempo zero. Resultados expressos como Média £E.P.M. (n= 6) * p<

0,05 em relacdo a Salina. # p< 0,05 em relagao as lectinas. CgL e ConBr: lectinas de C. gladiata e C.
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Figura 10. L-NAME inibe de forma diferenciada o edema de pata induzido pelas lectinas de C.
gladiata e C. brasiliensis. As lectinas foram administradas (1mg/kg), 1 h apés o tratamento com L-
NAME (3mg/kg e.v.). Controle negativo: salina (0,01 mL/Kg, s.c). A avaliagdo do edema foi feita antes
(tempo zero) e 30; 60; 120; 180 e 240 min apds administragédo das lectinas e calculado pela variagéo
dos volumes das patas (mL) entre os varios tempos e o tempo zero. Resultados expressos como
Média +E.P.M. (n= 6) * p< 0,05 em relagéo a Salina. # p< 0,05 em relagéo as lectinas. L-NAME: L-
nitro-arginina metil ester; CgL e ConBr: lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis.
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Tabela 1. Avaliagao do curso temporal do edema induzido pelas lectinas de Canavalia gladiata

e Canavalia brasiliensis com bloqueadores farmacolégicos.

MEDIADORES®
30’ 60’ 120° 180’ 240’
- - - INDO (44%) -
CgL’ NFA (28%) | NFA (41%) | NFA (47%) | NFA (39%) | NFA (41%)
) - ) L-NAME L-NAME
(40%) (37%)
- INDO (47%) | INDO (39%) | INDO (39%) | INDO (38%)
ConBr® - NFA (42%) | NFA (32%) | NFA (60%) | NFA (64%)
L-NAME ) ) )
(33%) -

a) Mediadores do processo inflamatério e os percentuais de inibicdo do efeito das lectinas durante o
curso temporal do edema. INDO: indometacina (5 mg/kg; s.c.); NFA: acido niflumico (30mg/kg i.p.); L-
NAME: nitro-L- arginina metil ester (30 mg/kg; e.v.); b) CgL: lectina de Canavalia gladiata; ConBr:

lectina de Canavalia brasiliensis.
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5.5 As lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis relaxam aortas endotelizadas

pré-contraidas com fenilefrina

A fenilefrina (Phe; 0,1uM) induziu contracbes tdnicas estaveis em
aortas de rato, com amplitudes médias de 0,36 + 0,05g (n=6; Fig. 11a) e 0,32 £
0,09g (n=5; Fig. 11b) na presencga de endotélio e de 0,48 * 0,04g (n=9; Fig. 12a) e
0,64 + 0,05g (n=6; Fig. 12b) na auséncia de endotélio. Em aortas endotelizadas, a
CgL e a ConBr, adicionadas cumulativamente (1-100ug/mL) sobre as contragdes
induzidas por Phe, induziram relaxamento significativo a partir de 10ug/mL, com
efeito maximo na concentragédo de 100ug/mL (79,9 + 11,98% e 73,48 + 10,29%),
respectivamente (Fig. 11a, b; 11 b). Os valores de ICsy calculados para as duas
lectinas foram similares (Fig.11c): CgL (ICs0= 29,99 + 4,43ug/mL) e ConBr (ICsp=
30,77 £ 5,06 pg/mL). Por outro lado, em aortas com endotélio ndo preservado, as

lectinas nao produziram resposta relaxante.

Em todos os experimentos, as lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis,
nao alteraram a responsividade do tecido, visto que, apds lavagem da preparagao

com Tyrode, a adigao de KCI produziu resposta contratil (Fig. 11a, b; 12 b).
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Figura 9. Efeito relaxante das lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis em aortas endotelizadas
contraidas por fenilefrina. Registro tipico representativo do relaxamento induzido por a) CgL (e; 1 a
100ug/mL; n=6) e b) ConBr (e; 1 a 100ug/mL; n=5); c) Grafico da inibigcdo da contragéo induzida por
Phe [0,1mM] por CgL e ConBr. Resultados expressos como MédiatE.P.M. * p<0.05 em relagdo ao
controle (100% de contragao); #p<0,05 em relagdo a ConBr. CgL e ConBr: lectinas de C. gladiata e C.
brasiliensis; Phe (A; 0,1uM): fenilefrina; ACh (< ; 1uM ): acetilcolina; KCI ( m ; 60mM): cloreto de

potassio; TN: lavagem com Tyrode.
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Figura 10. Auséncia de efeito relaxante das lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis em anéis de
aorta sem endotélio contraidas por fenilefrina. Registro tipico representativo do efeito da a) CgL
(e; 1 @ 100ug/mL; n=5); b ConBr (e; 1 a 100ug/mL; n=5); c) Grafico comparativo do efeito da CgL e
ConBr. Resultados expressos como MédiatE.P.M. CgL e ConBr: lectinas de C. gladiatae C.
brasiliensis; Phe (A; 0,1uM): fenilefrina; ACh (@ ; 1uM ): acetilcolina; KCI ( ® ; 60mM): cloreto de

potassio; TN:lavagem com Tyrode.
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5.6 As lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis nao alteram o ténus basal de
aortas endotelizadas

Com base na auséncia do efeito relaxante das lectinas de C. gladiata e C.
brasiliensis sobre aortas contraidas por fenilefrina, sem endotélio, avaliou-se seus
efeitos sobre o tdbnus basal apenas de tecidos endotelizados. Apds a estabilizacao
do tecido vascular, a adicdo cumulativa (1 — 100ug/mL) de CgL e ConBr nao alterou
o ténus basal (0% de contragédo) dos anéis de aorta em nenhuma das concentragdes
utilizadas (Fig.13).

5.7 O relaxamento induzido pelas lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis em
aortas endotelizadas contraidas por fenilefrina envolve o reconhecimento do

dominio lectinico

Sabendo-se da importadncia do sitio de ligacdo a carboidratos para a
atividade bioldgica das lectinas, a investigagcdo da participagdo deste na atividade
relaxante das lectinas demonstrou que as respostas de CgL e ConBr foram
dependentes da ligagdo a carboidratos. A incubagao das lectinas com seu agucar
ligante comum manose, antes da adi¢cao das lectinas a preparacao, reverteu o efeito
relaxante das mesmas: CgL = 14,90 = 6,68% (n=5; Fig. 14 a e c); ConBr= 42,29 +
5,28% (n=4; Fig.14b e f). Quando as lectinas foram incubadas com o agucar nao
ligante N-acetil-glicosamina (GlicNac), este n&o alterou a resposta relaxante
observada: CglL= 52,89 * 7,65% (n=5; Fig. 14c e e); ConBr= 49,73 * 2,97% (n=4;
Fig.19d e f).
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Figura 11. As lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis nao alteram o ténus basal de aortas
endotelizadas. Registro tipico do efeito da CgL (e; 1 a 100ug/mL; n=4 e b) ConBr (e; 1 a 100ug/mL;
n=4). c) grafico comparativo do efeito da CgL e ConBr. Resultados expressos como MédiatE.P.M.

CglL e ConBr: lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis; Phe (A; 0,1uM): fenilefrir® ACh ( ; 1uM ):

acetilcolina; KCI ( ® ; 60mM): cloreto de potassio; TN: lavagem com Tyrode.
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Figura 14. O relaxamento induzido pelas lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis em aortas
endotelizadas contraidas por fenilefrina envolve o reconhecimento do dominio lectinico.
Registro representativo da reversao do efeito da a) CgL (100ug/mL) e b) ConBr (100ug/mL) apés 30
minutos de incubagdo a 37°C com D-Manose 0,1M — 100ug/mL; n=4-5 e do efeito da c) CgL
(100ug/mL) e d) ConBr (100pug/mL) incubadas com GlicNac (0,1M — 100ug/mL); n=4-5; Grafico
comparativo do efeito da e) CgL e f) ConBr incubadas com o agucar ligante e ndo-ligante. Resultados
expressos como Média +E.P.M. *p<0.05 em relagéo as lectinas isoladas. CgL e ConBr: lectinas de C.

gladiata e C. brasiliensis; Phe (A; 0,1uM): fenilefrina; ACh ( @; 1uM ): acetilcolina; KCI (B ; 60mM):
cloreto de potassio; TN: lavagem com Tyrode.
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5. Indometacina previne o efeito relaxante das lectinas de C. gladiata e C.
brasiliensis sobre aortas endotelizadas contraidas por fenilefrina

Apos a constatacao do efeito vasorelaxante dependente de endotélio das
lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis, avaliou-se o papel da prostaciclina (um dos
fatores relaxantes derivado de endotélio) na agdo destas lectinas. A fenilefrina
(0,imM), em presenga de indometacina [10uM] induziu contragdo tbnica com
amplitude média de 0,29 + 0,04 (n=6; Fig. 15a) e 0,37 = 0,11 (n=6; Fig. 15b). Na
presenca de indometacina, o efeito relaxante resultante da adicao cumulativa tanto
de CgL como de ConBr foi parcialmente revertido (Fig. 15). A reversao do efeito da
CgL (Fig 15a) foi observada nas concentragdes de 10ug/mL (9,75 + 5,36), 30 ug/mL
(36,22 £ 12,35%) e 100 pg/mL (56,48 £ 13,80%), enquanto o efeito da ConBr (Fig.
15b) apenas a partir de 30 ug/mL (15,05 £ 4,77%) e 100 ug/mL (32,96 £ 7,83%). No
entanto, os valores de [Csy calculados para as duas lectinas foi semelhante:
CgL+INDO: ICsp = 32,97 £ 4,92ug/mL; CgL: 1C5,=29,99+4,43ug/mL (Fig. 15c) e
ConBr + INDO: ICsp = 32,98%3,66ug/mL; ConBr: 1C5,=30,7715,06ug/mL (Fig. 15d).

Os dados sugerem o envolvimento de prostaciclina na agao relaxante das lectinas.
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Figura 13. Indometacina reverte parcialmente o efeito relaxante das lectinas de C. gladiata e C.
brasiliensis em aortas endotelizadas. Registro tipico representativo do efeito da a) CgL (e; 1 a
100ug/mL; n=5) e b) ConBr (e; 1 a 100ug/mL; n=5) em presenga de indometacina (10uM; n=6);
Grafico da reversao do efeito relaxante da c) CgL e d) ConBr sobre as contragdes induzidas por Phe
[0,imM] em presenga de indometacina; Resultados expressos como Média +E.P.M. *p<0.05 em
relagdo aos controles; CgL e ConBr: lectinas de C. gladiata; e C. brasliensis; Phe (A; 0,1uM):

fenilefrina; ACh ( @ ; 1uM ): acetilcolina; KCI ( B ; 60mM): cloreto de potassio; TN: lavagem com

Tyrode.
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5.9 Tetraetilamonio reverte parcialmente o efeito relaxante da lectina de C.
gladiata, mas nao de C. brasiliensis em aortas endotelizadas contraidas com

fenilefrina

Avaliou-se a participagcdo de um segundo fator endotelial, o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio na agédo das lectinas. A fenilefrina (0,1mM),
em presencga de TEA (500uM), induziu contragdes tbnicas com amplitudes médias
de 0,81 + 0,12% (n=8, Fig. 16a) e 0,44 + 0,13% (n=4, Fig. 16b). Em presenca de
TEA, o efeito relaxante resultante da adigdo cumulativa (1-100 ug/mL) de CgL foi
significativamente revertido nas concentragdes de 10ug/mL (13,25 + 8,66%),
30 ug/mL (37,27 + 12,01%) e 100 ug/mL (62,99 £ 13,19%). Por outro lado, o
relaxamento promovido pela ConBr nas concentragdes de 10ug/mL (88,27t
12,67%); 30 ug/mL (52,68+ 15,00%) e 100 ug/mL (37,21+ 13,49%) nao foi alterado.
Os valores de ICsy foram calculados: CgL+TEA (IC50=32,99 £ 4,52ug/mL); CgL
(ICs0= 29,9944,43ug/mL) (Fig. 16¢c). Os dados sugerem a participagdao do fator
hiperpolarizante derivado do endotélio no efeito relaxante da CgL, mas ndo da
ConBr.
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Figura 14. Tetraetilaménio reverte parcialmente o efeito relaxante das lectinas de C. gladiata e
C. brasiliensis em aortas endotelizadas. Registro tipico representativo do efeito da a) CgL (e; 1 a
100ug/mL; n=5) e; b) ConBr (e; 1 a 100ug/mL; n=5) em presenga de TEA (500uM; n=4); Grafico da
reversao do efeito relaxante da c) CgL e d) ConBr sobre as contra¢des induzidas por Phe [0,1mM] em
presenca de TEA; Resultados expressos como Média tE.P.M. *p<0.05 em relagdo aos controles.
CgL e ConBr: lectinas de C gladiata e C. brasiliensis; Phe (A; 0,1uM): fenilefrina; ACh (’ ; UM ):

acetilcolina; KCI ( B; 60mM): cloreto de potassio; TN: lavagem com Tyrode.
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5.10 L-NAME reverte o efeito das lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis em
aortas endotelizadas contraidas por fenilefrina

A participacao do principal fator relaxante endotelial também foi avaliada
no efeito das lectinas. Em presenca de L-NAME (100uM), a fenilefrina (0,1mM)
induziu contracdo ténica de 0,88 +0,09 (n=6, Fig. 17a) e 0,97 £ 0,03 (n=7, Fig. 17Db).
O efeito relaxante da CgL e da ConBr foi revertido na presenca de L-NAME, sendo
significativo em todas as concentragbes utilizadas de CgL: 10 ug/mL (90,22
6,05%), 30 ug/mL (80,18 + 9,02%) e 100 ug/mL (80,63 * 4,19%) e somente nas
concentragbdes de 30 ug/mL (97,13 + 3,15%) e 100 ug/mL (96,48 £ 2,75%) para a
ConBr. Os valores de ICsp calculados foram: CgL + L-NAME: 1C5,=31,08 *
4,81ug/mL; CgL: 29,99 + 4,43 ug/mL (Fig. 15¢) e ConBr+L-NAME: 1C5,=38,78 +
5,81ug/mL; ConBr: ICs0= 30,77 + 5,06 ug/mL (Fig. 17d). Os dados sugerem que o

efeito relaxante da CgL e ConBr ocorre, pelo menos parcialmente, via ativagao da

4+

enzima oxido nitrico sintase, principalmente para ConBr.
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Figura 15. L-NAME reverte os efeitos relaxantes das lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis em
aortas endotelizadas contraidas por fenilefrina. Registro tipico representativo do efeito da a) CgL
(e; 1 a 100ug/mL; n=5) e b) ConBr (e; 1 a 100ug/mL; n=5) em presenga de L-NAME (100uM; n=7);
Grafico comparativo do efeito da c) CgL e d) ConBr em presencga e auséncia de L-NAME. Resultados
expressos como Média +E.P.M. *p<0.05 em relagao aos controles; #p<0,05 em relagdo a lectina. CgL
e ConBr: lectinas de C. gladiata e C. brasiliensis; Phe (A; 0,1uM): fenilefrina; ACh ( @ 1uM ):

acetilcolina; KCI (B ; 60mM): cloreto de potassio; TN: lavagem com Tyrode.
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Tabela 2. Avaliagdo do efeito relaxante das lectinas de Canavalia gladiata e Canavalia

brasiliensis com diferentes bloqueadores farmacolégicos.

FRDE?
10pug/mL 30ug/mL 100pug/mL
INDO (33%) INDO (31%) INDO (38%)
CgL®
TEA (29%) TEA (25%) TEA (63%)
L-NAME (32%) L-NAME (45%) L-NAME (72%)
; INDO (27,5%) INDO (32%)
ConBr®

L-NAME (38%)

L-NAME (58%)

a) Fatores relaxantes derivados do endotélio (FRDE) e os percentuais de reversao do efeito relaxante
das lectinas nas concentracdes apresentadas; INDO: indometacina (10uM); TEA: tetraetilamdnio

(1mM); L-NAME: nitro-L-arginina metil Ester (100puM).b) CgL: Lectina de Canavalia gladiata; ConBr:
lectina de Canavalia brasiliensis.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra um importante efeito vasodilatador in vivo e
in vitro das lectinas de C. brasiliensis e C.gladiata, que ocorre através da interacao

com os dominios lectinicos.

In vivo, as lectinas apresentaram atividade edematogénica com aumento
de permeabilidade vascular. Estes resultados corroboram com outros achados de
atividades imunoestimulantes e inflamatérias de lectinas de plantas que foram
mostrados in vitro (BARRAL-NETO et al., 1992; MACIEL et al., 2004; GOMES et al.,
1994) e in vivo (BENTO et al., 1993; ALENCAR et al., 2003, 2004). Aumento de
permeabilidade vascular evocado por lectinas in vitro também foi descrito em
microvasculatura (NORTHOVER E NORTHOVER, 1994).

Neste estudo, as lectinas induziram edema de pata de curta duragdo, com
efeito maximo apdés os primeiros 30 min de administragdo, o que caracteriza
tipicamente uma inflamagdo aguda. De fato, processos inflamatérios agudos
estimulados por lectinas de C. brasiliensis e C. ensiformis (ConA) ja haviam sido
publicados, como: formacdo de edema de pata; migracdo de neutréfilos para
cavidade peritoneal de ratos (BENTO et al.,, 1993) e liberagdo de histamina a partir
de mastdcitos (GOMES et al., 1994). Estes achados sugerem que, em nosso estudo,
0 edema induzido pela CgL e ConBr é um edema de natureza celular. No estudo
conduzido por Bento e colaboradores (1993), o efeito edematogénico da ConBr (em
uma dose superior a que foi usada aqui) atingiu um pico de 6h, mantendo-se até
48h.

E importante notar que a ConBr se mostrou mais potente na indugdo do
edema e no aumento da permeabilidade vascular quando comparada com a CgL.
Dessa forma, ConBr foi mais eficiente em estimular a producao e proliferacdo de
linfocitos, produgao de INF-y e ativagdo de macrofagos (BARRAL-NETO et al., 1992;
RODRIGUEZ et al.,1992).

A participagdo do dominio lectinico na inflamacado tem sido demonstrada
para muitas acoes de lectinas. A adesao ao endotélio € um pré-requisito para a

infiltracdo de neutrofilos no local da inflamagao, processo mediado por selectinas,
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que através de seus dominios lectinicos reconhecem e interagem de forma

especifica com carboidratos de superficie. (ROBBINS et al., 1994).

Vérios trabalhos tém demonstrado a importancia do sitio de ligagdo a
carboidratos na elicitacdo dos efeitos de lectinas na inflamacao, sejam estes proé-
(ALENCAR et al., 2005a; 2005b; 2005c; FREIRE et al., 2003) ou antiinflamatérios
(ASSREUY et al., 1997, 1999, ALENCAR et al., 1999; 2005; SANTI-GADELHA et al.,
2006).

Nossos resultados mostraram que o efeito edematogénico das duas
lectinas foi parcialmente revertido quando associado ao seu acucar ligante. Estes
dados confirmam a grande afinidade dessas lectinas a carboidratos (DAM et al.,
1998) e indicam a estreita relagdo existente entre as suas agdes pro-inflamatorias e

envolvimento do dominio lectinico.

Em processos inflamatoérios, prostaglandinas e NO sao liberados
simultaneamente em grandes quantidades através da ativacdo de enzimas
induziveis (MOLLACE et al., 2005). As prostaglandinas sao responsaveis pela
maioria dos sintomas primarios da inflamagcdo, tais como dor, migracdo de
neutréfilos, edema e exsudagédo de plasma (MENEZES et al., 2008). No presente
trabalho, o pré-tratamento dos animais com indometacina, um bloqueador de
prostaglandinas e tromboxano (VANE, 1971), ndo interferiu no pico do edema das
lectinas. No entanto, a indometacina inibiu o efeito edematogenico da CgL na 32
hora, € da ConBr a partir da 12 hora e durante todo o curso temporal. Com base
nestes resultados, as prostaglandinas parecem desempenhar papel importante na
inducdo de edema e exsudacdao de plasma pela ConBr. Corroborando estes
achados, Bento e colaboradores (1993) ja haviam demonstrado o envolvimento das

prostaglandinas no efeito edematogénico induzido por ConBr e ConA.

O L-NAME é uma substancia reconhecida por inibir inespecificamente a
atividade de todas as isoformas da enzima oxido nitrico sintase, e com isto a
producdo de oxido nitrico (MONCADA,1991). O pré-tratamento de ratos com o
inibidor da NOS, o L-NAME (REES et al., 1990), reduziu o efeito edematogénico da
ConBr aos 30 minutos e da CgL na 32 e 42 h. Estes resultados, sugeriram uma
importante participacdo do NO na fase tardia do edema induzido pela CgL e no pico

do edema induzido pela ConBr. A literatura relata que lectinas de Diocleinae



81

(KESHERWANI & SODHI, 2007), incluindo C. brasiliensis (ANDRADE et al., 1999),

sao capazes de estimular a producao e liberagao de NO, principalmente in vitro.

O agente antiinflamatério acido niflimico (NFA) € um inibidor dual de
postaglandinas e de canais de cloreto ativados por Ca*™ (COELHO, 2004). Nossos
resultados mostraram que o NFA diminuiu o efeito edematogénico suscitado pela
CglL, no periodo correspondente ao surgimento de prostaglandinas no edema
induzido por carragenina (DI ROSA et al., 1971). No edema induzido pela ConBr,
estes canais parecem mediar a fase final, uma vez que o acido niflumico mostrou
melhor inibicdo do que a indometacina na 3 2 e a 4 # h de desenvolvimento do
edema. A mediagdo de canais de CI” ativados por Ca? na inflamagéo induzida por

lectinas foi, pela primeira vez, claramente demonstrado neste trabalho.

In vitro, as lectinas isoladas de C. brasiliensis e C.gladiata apresentaram
efeito relaxante em aortas isoladas de ratos, pré-contraidas por fenilefrina. Esse
relaxamento mostrou-se estritamente dependente de endotélio e realgou a
importancia da interagdo ao seu sitio de ligagdo a carboidrato para ocorréncia do
efeito. Uma variedade de respostas vasculares de lectinas foram revertidas por seus
agucares ligantes (KLEHA et al., 1991, LIMA et al., 2004; GADELHA et al., 2005).

A nivel vascular, o NO é o principal mediador do relaxamento dependente
de endotélio no musculo liso vascular (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Em
nossos estudos, o efeito vasodilatador da ConBr e CgL foi completamente inibidos
pelo L-NAME. De forma diferente dos experimentos in vivo, nesse modelo, o NO

parece ser o principal responsavel pelo relaxamento induzido pela ConBr.

Assim, avaliamos o envolvimento da ciclooxigenase na vasodilatagcao
induzida pelas lectinas. A sintese de prostandides, mediadores que produzem
efeitos vasoconstritor e relaxante, € amplamente dependente de endotélio
(LUSCHER et al., 1992). Muitas substancias estimulam a sintese e liberacdo de NO,
que por sua vez pode suscitar na liberagao de prostaciclina que € o principal produto
da via das ciclooxigenases em ceélulas endoteliais vasculares (NILIUS E
DROOGMANS, 2001). Em nosso estudo, o relaxamento induzido por CgL e ConBr
foi bloqueado com o uso de indometacina em aortas de ratos, sugerindo assim a

participacdo de prostaciclina. As agdes inibidoras da indometacina e do L-NAME,
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reforcam evidéncias crescentes na literatura, sobre a provavel interligagcdo entre as
vias biossintéticas do NO e a via das prostaglandinas (MOLLACE et al., 2005;
SALVEMINI et al., 1997).

Foi descrito que canais de potassio promovem bom relaxamento muscular
através da hiperpolarizagdo da membrana e subsequentemente fechamento de
canais de Ca2+ dependentes de voltagem (NELSON & QUAYLE, 1995). A ativacao
dos canais de potassio pode ser responsavel pela libertacdo de EDHF pelo musculo
liso vascular, e até mesmo baixas concentragdes de TEA (<= 1TmM) podem bloquear
esses canais (EDWARDS et al., 1998). Em nossos experimentos, o TEA n&o inibiu a
vasodilatagdo dependente de endotélio induzida pela  ConBr, mas reduziu
significativamente a vasodilatagdo induzida pela CgL, confirmando o envolvimento

dos canais de potassio e EDHF no efeito relaxante dessas lectinas.

Nosso grupo ja demonstrou o efeiro relaxante de outras lectinas em
musculo liso de aortas de ratos. A lectina da alga Bryothaminium triquetrum (LIMA,
et al., 2004) e de lectinas de plantas da subtribo Diocleinae Canavalia maritima e
ConA (GADELHA et al., 2005) induziram relaxamento de musculo liso de aortas com
a participagcdo de Oxido nitrico. Neste estudo, mostramos pela primeira vez a
participacdo da prostaciclina e do EDHF no relaxamento induzido por lectinas. E
importante ressaltar que apesar do elevado grau de semelhanca entre as lectinas de
ConBr e CgL, ambas mostraram um efeito relaxante dependente de endotélio, mas

com participagao diferenciada entre os vasodilatadores envolvidos.

Diferencas nas atividades biologicas de lectinas de Diocleinae ja haviam
sido relatadas (BARRAL-NETTO et al., 1992; BENTO et al, 2003; ANDRADE et al.,
1999; CAVADA et al, 2001; GADELHA et al., 2005). Apesar da semelhanca
estrutural entre as lectinas de Canavalia, observou-se respostas inflamatorias e
relaxantes diferentes entre as lectinas de C. brasiliensis e C. gladiata. A ConBr se
mostrou mais potente que a CgL na indugdo dessas atividades biologicas. Varios
fatores podem contribuir para estas diferengas, tais como: a oligomerizagéo
dependente de pH que algumas lectinas apresentam, a posi¢ao relativa do sitio de
ligacao a carboidratos (WAH et al., 2001) como também mudangas minimas em
residuos de aminoacidos localizados em posi¢cdes-chaves, relacionados com a

estrutura quaternaria (BRINDA et al., 2004). Por exemplo, 0 aminoacido na posigao
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58, que é excepcionalmente um aspartato na ConA, mas é ocupado por glicina na
C.gladiata (YAMAUCHI e MINAMIKAWA, 1990), C.maritima (PEREZ at el., 1991) e
C.brasiliensis pode ser determinante para os diferentes equilibrios dimeros-
tetrémeros (CALVETE et al., 1999), além de afetar o sitio de ligagéo a carboidratos,
tornando a estrurura quaternaria da ConBr mais aberta do que da ConA (SANZ-
APARICIO, 1997). Além disso, as estruturas primarias das lectinas de CgL e ConBr
diferem na posicdo de quatro aminoacidos (Asparagina-21 para Serina-21; Acido
aspartico-151 para Acido glutamico-151; Acido glutdmico-155 para Arginina-155 e
Acido aspartico-192 para Acido glutamico-192). Essas diferencas também podem
ser relevantes para as atividades biolégicas apresentadas neste trabalho. Estudos
adicionais de estruturas X atividade sdo necessarios para explicar como estas
diferengas podem interferir nas referidas atividades bioldgicas. O isolamento dos
receptores celulares envolvidos também é necessario, tanto para estudos estruturais
de co-cristalizagdo, quando para uma melhor compreensdo da agao dessas

proteinas.
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6 CONCLUSOES

- O presente estudo demonstrou um importante efeito vasodilatador in vivo e in vitro

de duas lectinas de diferentes espécies do género Canavalia.
- Todos os efeitos ocorrerem via interagao dominio lectinico.

- In vivo, CGL e ConBr mostraram atividade edematogénica com aumento da

permeabilidade vascular

- Destaca-se a participacdo de canais de cloreto nos efeitos vasculares induzidos

pelas lectinas.

- In vitro, a atividade relaxante de ambas lectinas foi totalmente dependente de

endotélio.

- Apesar das semelhangas na estrutura primaria das lectinas, podemos distinguir
diferengcas de poténcia e de mecanismos de agdo da resposta inflamatéria e

relaxante de ambas lectinas.
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