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1. INTRODUCAO

Nas sementes de plantas leguminosas é muito comum a ocorréncia tanto de proteinas
téxicas, comoe de outras proteinas ndo tdxicas como as lectinas, um grupo heterogéneo que
emmbora nio tenham semethangas estruturais, sfo capazes de ligar-se seletivamente a
carboidratos. Varias sementes, entre as quais a Ricims communis {Stillmark, 1889; Ishiguro
e col., 1964); Abrus precatorins {(Olsnes e col., 1974}, Glicina max (Sambeth e col,, 1967) ¢
Phaseolus vulgaris (Hamaguchi e col, 1977) mostram esta associagio.Esta curiosa e
sistemética associaglio entre lectinas e toxicidade dificultou bastanie a separagiio € o
isolamento dos principios ativos e, de um modo geral, a toxicidade destas sementes foi
preliminarmente atribuida as suas lectinas. Porém em alguns casos, este problema parece ndo
ter sido equacionado e ainda existemn incertezas quanto & toxicidade ¢ propriedades
bioldgicas de algumas das aglutininas isoladas. Esse é o caso do Phaseolus vulgaris (Stead e
col., 1966; Hamaguchi e col., 1977) e da Glicina max {Stead e col., 1966; Sambeth e col.,
1967).

Em outras sementes, contudo, foi possivel separar-se inequivocamente as atividades
toxicas e aglutinadoras de células identificando-as como distintas as moléculas proteicas
dotadas de cada uma das duas propriedades biolégicas. Assim Takahashi e col
{1962).demonstraram que a ricina, principio protéico toxico e hemaglutinante isolado a
partir do extrato da mamona (Ricinus communis), consistia na realidade de uma mistura de
duas proteinas, uma delas nfio hemaglutinante ¢ extremamente t0xica, a ricina propriamente
dita, e a outra, uma hemaglutiniﬁa atéxica, que passou a ser denominada aglutinina do
Ricimys communis (Ishiguro e col, 1964; Nicolson e col.,, 1974; Olsnes e col, 1974).
Analogamente, foi também demonstrado que a semente do Abrus precatorius contém uma
proteina toxica, a abrina {Olsnes ¢ Phil, 1973), e uma aglutinina ndo toxica (Olsnes ¢ col,,

1974; Wei e col, 1975). Fato idéntico a este é observado em relagio as sementes da



leguminosa Canavalia esiformis que abrigam tanto a lectina Concanavalina A (Con A),
como & canatoxina (CNTX), uma toxina protéica descrita em 1981 por Carlini ¢ Guimaries,

A Con A tem sido uma das lectinas mais estudadas, sendo considerada como um
mitdgeno especifico para os linfocitos T, pertencente ao grupo das lectinas que se lipam a
manose ou a glicose. A Con A ¢ uma metaloproteina isenta de carboidratos que, em pH 7.0,
apresentg-se como um tefrimero constituido de quatro monémeros idénticos. Estes
mondmeros s80 formados por uma cadeia polipeptidica de 237 aminodcidos. De acordo com
pH do meio, a Con A forma dimeros ou agregados maiores existindo, porém diferencas
entre as atividades biologicas do tetrimero integro e do fragmentado. Cada mondmero tem
um sitio para receber manose ou glicose, ¢ outros sitios para fons Ca** e Mn**, fons estes
considerados indispensaveis para ligacio desta lectina com o aglicar (Sharon e Lis, 1972;
Reeke e col., 1974; Brown ¢ Hunt, 1978; Goldstein e Poretz, 1986; Klein, 1990},

Como ilustragfo, mostramos respectivamente nas pagmas 7 ¢ 8 a representagio
esquematica da estrutura tetramérica da Con A e a sequéneia de aminoacidos de cada
mondmero, conforme trabatho de Edelman e col. {1972).

Na literatura existem varios relatos mostrando que 7 vifro a Con A possui atividades
semelhantes 3 insulina. Em células gordurosas isoladas foi demonstrado que a Con A, da
mesma forma que a insulina, potencializa a oxidago da glicose e antagoniza o efeito
lipolitico da adrenalina. Além disso, a Con A em concentragBes muito baixas € capaz de
ligar-se aos receptores de insulina presentes no figado e nas membranas das células
gordurosas o que, segundo esses autores, justificaria os efeitos do tipo insulina produzidos
pela Con A {Cuatrecasas, 1973; Cuatrecasas ¢ Tell, 1973; Czech e col, 1974). Qutros
trabathos, ainda in vitro, mostram que a Con A interage com ithotas pancreéticas isoladas e
sugerem que os efeitos desencadeados por esta lectina e pela insulina sio mediados por um
sistema efetor comum (Cuatrecasas ¢ Tell, 1973; Maier e col., 1975; Blackard e col,, 1980,
Caro e Amatruda, 1980; Katzen e col, 1981; Suya e col,, 1982 ; Sorimachi e Yasumura,
1984; Virji e col., 1984).
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Embora, como relatamos acima, exista uma extensa literatura sobre os efettos
insulinomiméticos produzidos in vifro pela Con A, o mesmo nio acontece com efeitos deste
tipo produzidos in vivo por esta lectina. Neste sentido, em 1976, Nirmul e colaboradores
mostraram que a Con A produz hipoglicemia em camundongos, todavia, esta queda dos
niveis circulantes de glicose induzida pela Con A neste roedor ¢ acompanhada de severa
lesdo hepatica.

Um estudo t6xico-farmacologico preliminar da CNTX, foi feito em 1984 por Carlini
e colaboradores. Estes autores mostraram que as convulsdes desencadeadas pela toxina, tem
origem medular e podem ser moduladas por drogas de agfio central. No entanto, os niveis
totais medulares e cerebrais de varios neurotransmissores nfio se alteram em ratos e
camundongos tratados com doses convulsivantes de CNTX. Os animais apresentam
hipertensio efémera e bradicardia, mas a toxina niio altera a frequéncia do 4trio isolado de
rato. O fato da CNTX nfio agir em preparagbes isoladas de reto abdominal de sapos e
frénico-diafragmatica de ratos, levou esses autores a concluir que ela nfio tem agio direta
sobre a musculatura esquelética ¢ nem ¢é capaz de potencializar o impulso nervoso para
produzir contragio. Neste trabalho foi demonstrado também, que ratos injetados com doses
convulsivantes de CNTX, ficam marcadamente hipotérmicos; este fato, da mesma forma que
as convulsdes, evidencia a aglio da toxing sobre o sistema nervoso central, De acordo com
trabathos de Ribeiro-DaSilva ¢ col. (1989a) as convulsdes induzidas por CNTX, estio
relacionadas com a hipoxia desencadeada pela mesma.

Varos efeitos deseritos para a CNTX sfio lipoxigenase-dependentes. Carlini e
colaboradores em 1985, demonstraram que a CNTX produz agregagio plaquetaria por
ativagiio da lipoxigenaglio do cido araquiddnico; além disto, estes autores mostraram que
14C.serotonina é fiberada de plaquetas pré-marcadas quando estas células s3o estimuladas
por UNTX. Posteriormente, um efeito semelhante foi descrito para sinaptossomas de
cérebro de ratos contendo 14C-serotomina e JH-dopamina. A liberagio destes

neurotransmissores pela toxina ocorre em concentragdes nanomolares, de uma forma dose-
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dependente e sem causar lesio cehular. Este efeito ¢ lipoxigenase-dependente e nio estd
relacionado com a via da ciclooxigenase (Carlini e col ,1985; Barja-Fidalgo e col.,1988).

Além disto, recentemente foi demostrado que a CNTX é capaz de liberar histamina
de mastocitos peritoneais de ratos, através de um processo secretorio ativo que também é
lipoxigenase-dependente (Grassi e Ribeiro DaSilva, 1989).

De acordo com varios autores (Olsnes e col., 1974; Hamaguchi e col, 1977}, as
lectinas e as proteinas toxicas que estfio presentes em uma mesma semente, frequentemente
compartilham algumas propriedades quimicas e farmacoldgicas. Assim, embora a CNTX e
Con A sejam principios ativos diferentes e nfo possuam nem mesmo determinantes
antigénicos em comum (Carlini ¢ Guimarfes, 1981, 1991; Carlini ¢ col. 1988), ambas sfo
capazes de ativar plaquetas { Beliville e col, 1979; Carlini ¢ col., 1985), de secretar
histamina de mastécitos peritoneais de ratos (Sullivan e col., 1973; Shores ¢ Mongar, 1980;
Grassi-Kassisse ¢ Ribeiro-DaSilva, 1992) bem como, de produzir edema de pata ¢ migragio
de neutrdfilos para a cavidade peritonial de roedores (Shier, 1975; Barja-Fidalgo e col,
1992; Ghazaleh e col,,1992; Bento e col,, 1993),

A administracio endovenosa de CNTX produz no rato alteragBes glicdmicas sexo-
dependentes; no macho, observa-se uma alteragBo bifisica com hiperglicemia inicial e
efémera que € seguida por uma longa fase de hipogliceria. A fase hiperglicémica, esta
relacionada com a hipdxia que a toxina produz, sendo inibida por hexametdnio ou diazepam,
mas ndo se alterando quando do prétratamento dos animais com alfa ou beta
adrenobloqueadores. A fémea injetada com CNTX apresenta somente hipoglicemia, que
pode ser inibida por hexametdnio, atropina, naloxone ou naltrexone (Ribeiro-DaSilva e col.,
1986, Collares e Ribeiro-DaSilva, 1988, Ribeiro-DaSilva col, 1989b, Ribeiro-DaSilva ¢
Prado, 1993). Portanto, a hipoglicemia € a principal alteragio glicémica que a CNTX produz
em ratos. Além disto, foi demonstrado que estas alteracdes glicmicas induzidas, por CNTX
tém controle hormonal e nfio se manifestam em animais castrados (Pires-Barbosa ¢ Ribeiro-

Dasilva, 1989).



Em ratos tratados com CNTX, observa-se um aumento acentuado dos niveis de
insulina circulante, além disso, & CNTX libera insulina de ilhotas pancredticas isoladas de
ratos. Esta liberagio ¢ dose-dependente ¢ nfio citotdxica (Barja-Fidalgo ¢ col., 1991). Esta
hiperinsulinemia produzida por CNTX, ¢é inibida pelo pré-tratamento dos animais com
naloxone, naltrexone, atropina € hexaméténio, sugerindo que este fendmeno € influenciado
por opiGides e depende da estimulagiio do sistema nervoso parassimpético {Ribeiro-DaSilva
¢ Prado, 1993).

Dentro deste contexto, recentemente Zambelli em sua Tese de Mestrade {1994)
demonstrou que as alteragBes glicémicas produzidas por Con A sio sexo-dependentes, além
disso, estas alteracles ocorrem conforme o esquema de tratamento usado. Assim ratos
machos tratados cronicamente apresentam hiperglicemia, porém o tratamenio agudo ndio
produz alteragbes glicémicas. Por outro lado, ratos fémeas tratados agudamente apresentam
hipoglicernia, ndo havendo alteragdes glicémicas guando estes animais foram tratados

gronicamente.



2. OBJETIVO

Os objetivos desta Tese foram realizar um estudo das alteraches glicémicas sexo-
dependentes produzidas por Con A em ratos.
1. Os seguintes parAmetros foram analisados:
A. Dose ¢ tempo dependéncia.
B. Envolvimento do Sistema Nervoso Auténomo.
C. Envolvimento de metabolitos do acido araquiddnico (AA).
2. Comparar estes resultados com os dados existentes na literatura sobre as

alteracBes glicémicas sexo-dependentes produzidas por CNTX no rato.



Figura 1. Representagdo esquematica da estrutura tetramérica da Con A (Edelman e col,
1972).
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Figura 2. Sequéncia de aminocidos dos mondmeros que constituem 2 Con A (Edelman ¢
col., 1972).



3.MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAIS

1.1 Animuis e esquema de alimentacio

Foram usados ratos albinos, fémeas e machos, da linhagem Wistar, pesando em
torno de 200 a 250 g. Os animais eram procedentes do Biotério Central da UNICAMP ¢
foram mantidos a temperatura 24 OC, com iluminagiio de 12 horas didrias no Biotério do
nosso Departamento. Com objetivo de se evitar a competiciio alimentar e ter a certeza de
que os animais estavam bem alimentados, estes foram isolados em gaiolas individuais, com

dgua e alimentacio ad libitum, pelo menos 24 horas antes dos experimentos.
1.2. Drogas

- eido dehidronorguairético { Sigma, 8t. Louis,USA)

- atropina (Sigma, 5t. Louis, USA )

- BW 775C foi gentilmente cedida pela Profa Dra Célia Regina Carlini, Depto de
Bioguimica, ICB da UF.R.1L

~ Concanavalina A { Sigma, St. Louis, IISA )

- cloreto de sodio ( Merck, Darmstadi, Germany)
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~ hexametdneo { Sigma,St. Louis,USA )
- hidrato de cloral { Riedel -De Haen AG, Hannover, Germany)

- ICT 118 554 foi gentilmente cedida pela Profa Dra Célia Regina Carlini, Depto de
Bioguimica ICB da UF R,

- indometacina {Sigma,St.Louis,USA }

- Kit para dosagem de glicose { Sigma , 8t Louis, USA )
- metoprolel { Seloken®, Merrel Lepetit, Brasil)

- prazosin { Minipress*,Pfizer, Brasil)

- propranclol ( Inderal*, Wyetth, Brasil)

* Nomes comerciais dessas especialidades farmacéuticas,

2. METODOS

2.1 Administrag¢io de Con A

A Con A foi dissolvida em tampio fosfato 0,1 M pH 7,0 (veiculo). Para se evitar
varios ciclos de descongelamento, a sohigio mie da Con A foi armazenada a -20 ©C sob

formas de aliquotas.

_ et
E GHIn AR ;
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Os animais dos grupos Controle receberam, ao invés da lectina, volumes
equivalentes de veiculo. A Con A (grupos Tratados) ou o veteulo (grupos Controles) foram
administrados tanto em ratos machos como em fémeas, de acordo com dois esquemas
diferentes, conforme descrito por Zambelli em 1994.

A. Ratos fémeas{esquema agudo): a administragfo foi feita por via endovenosa (iy,
veia da cauda) usando-se doses de Con A na faixa de 125-4000 pg/kg. Para ¢ estudo da
variacdo temporal foi usada a dose de 250 ug/kg ¢ os seguintes tempos: 3, 10, 20, 30 ¢ 60
Imin,

B. Ratos machos (esquema crdnico): a administragio de Con A foi feita por via
subcutdnea (s¢), durante 3 dias, com intervalos de 24 h entre as doses usando-se doses de
Con A na faixa de 180-500 pg/kg. Para o estudo da variagio temporal foi usada a dose de
250 ug/kg e as amostras de sangue obtidas apds os seguintes tempos: 0,5, 1, 3,6, 12,24 ¢
48 h.

Cada grupo experimental foi constituido por doze animais, sendo que seis

pertenciam ao grupo Tratado e seis ao grupo Controle.
2.2. Coleta de sangue

As amotras de sangue para dosagem de glicose foram obtidas por pungiio cardiaca;
para isto, os animais foram previamente anestesiados com hidrato de cloral administrado por
via intraperitonial (ip) na dose de 350 mg/kg.
2.3, Dosagem de glicose sanguinea

Os niveis de glicose sanguinea foram determinados por um método de glicose

oxidase (Trinder, 1969). Os resultados foram expressos em milimol de glicose por litro de

sangue { mmol/L).
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2.4, Pré-fratamento com drogas

A dose de Con A usada foi de 250 pg/kg. Nas fémeas a lectina era administrada de
‘acordo com o esquema agudo (ver pag 9) e nos machos cronicamente conforme o descrito
acima,

Os animais tratados com Con A ou veiculo foram submetidos a0 pré-tratamento com
as seguintes drogas:

» Blogueador ganghonar; hexametdneo.

+ Anti-Muscarinico: Atropina.

» Blogqueadores adrenérgicos:

» Tipo Alfa: Prazosin.
» Tipo Beta inespecifico: Propranolol.
» Tipo Beta 1; Metoprolol.
» Tipo Beta 2 : ICI 118.554,( Bilskie col.,1980).
s Inibidores do metabolisme do acido araquiddnico {AA):
+ Inibidor dual do metabolismo do AA: BW 735C,
o Inibidor da ciclo-oxigenacio do AA: Indometacina.

« Inibidor da lipoxigenagio do AA: Acido dehidronorguairético.
Pré-fratamento com Hexametdnio

O pré-tratamento com Hexametdnio foi feito usando-se a dose de 2 mg/kg tanto
para os machos como para as f8meas; a droga era injetada ip 30 min antes da injegfio de Con

A ou veiculo.
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Pré-tratamento com atropina

O pré-tratamento com atropina foi feito usando-se a dose de 2 mg/kg somente em

fémeas; a droga era injetada ip 30 min antes da injecfio de Con A ou veiculo.
Pré-fratamento com bloguendores adrenérgicos

Este pré-tratamento foi feito somente em machos.

A dose de prazosin usada foi de 2 mg/kg.; a droga era injetada ip 10 min antes da
inje¢io de Con A ou veiculo,

Para o propranolol usou-se a dose de 1 mg/kg; a droga era injetada ip 10 min antes
da mjegdo de Con A ou veiculo,

O metoprolol na dose de 1 mg/kg foi injetado ip 10 min antes da injeclio de Con A
ou velculo,

A dose do ICI 118554 foi de 2,1 pg/kg; a droga era injetada ip 15 min antes da

mjegdo de Con A ou veiculo.

Em todos os pré-tratamentos descritos até agora as drogas eram dissolvidas em dgua

destilada e as solugbes feitas imediatamente antes do seu uso.
Preé-tratamente com inibidores do metabolismo do AA

Este pré-tratamento foi usado tanto para fémeas como para machos.

A dose de BW 755C usada foi de 50 mg/kyg; a droga foi administrada via oral 60 min
antes da injeciio de Con A ou Veiculo. Esia substincia era inicialmenie dissolvida em um
pequeno volume de etanol absoluto e em seguida o volume era convenientemente ajustado
com Agua destilada.

A dose de indometacina usada foi de 5 mg/kg; a droga foi administrada ip 60 min

antes da injegfio de Con A ou veiculo. Esta substincia era inicialmente dissolvida em um
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pequenc volume de carbonato de sodio a 5 % e em seguida completou o volume com agua

destilada e ajustou-se o pH.

A dose do &ade dehidronorguirético usada foi de 125 mgkg, a droga foi
administrada ip 60 min antes da injecio de Con A ou veiculo. Esta substincia foi
solubilizada com ajuda de 1 a 2 gotas de Na OH 1 M sendo, em seguida, o volume
completado com 4dgua destilada.

3. Protocolos Experimentais

Os animais foram divididos em eito grupos experimentais conforme esquema abaixo:
Grupo A. Curva dose-efeito em ratos f8meas tratadas agudamente com Con A.

Grupo B. Variaglio temporal em ratos fémeas tratadas agudamente com Con A.
Grupo C. Curva dose-efeito em ratos machos tratados cronicamente com Con A.
Grupo D. Variagio temporal em ratos machos tratados cronicamente Con A

Grupo E. Ratos fémeas pré-tratadas com Hexametdnio ou Atropina.

Grupo F.Ratos machos pré-tratados com Hexametdnio ou bloqueadores adrenérgicos.

Grupo G.Ratos fémeas pré-tratadas com inibidores do metabolismo do AA.

Grupo H Ratos machos pré-tratados com inibidores do metabolismo do AA.
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4. Andlise estatistica

Os dados estio expressos como média + erro padrio médio ( x + SEM ).

Os resultados absolutos foram analisados pelo teste nfo paramétrico "t" Student e os
percentuais de variagio, pelo teste de Kruskal-Wallis {Lowell Wine, '1966; Siegel, 1979).
Em ambos os testes a hipotese alternativa foi definida como bicaudal e o nivel de

significAncia considerado foi de 5%.
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4, RESULTADOS

Nossos resultados mostraram que a Con A, quando injetada agudamente em ratos
fémeas, produziu uma queda significante dos niveis de glicose circulante.

Esta hipoglicemia produzida por Con A nestes animais ndo se mostrou dose-
dependente na faixa de 250 a 2000 ug/kg. No entanto, este fendmeno desapareceu quando
utilizamos a dose de 4000 pg/ke de Con A. (Figura 3).

Analisando-se a variagio no tempo deste fendmeno, podemos observar que esta
queda significante dos niveis de glicose circulante produzida por 250 ug/kg de Con A em
ratos fémeas também nfio se mostrou tempo-dependente, no intervalo de 10 a 30 minutos
(Figura 4). Ainda na Figura 4 podemos observar, que este fendmeno deixou de ser
signiﬁcante,l 30 minutos apds a administragio de Con A, pois os niveis glicémicos dos
animais {ratados com esta lectina foram praticamente idénticos aos dos animais Controle.

Em relagiio a20s animais machos a administragdo cronica de Con A produzin um
aumento dos niveis de glicose circulante.

Fizemos em seguida um estudo da dose e tempo dependéncia desta hiperglicemia
produzida em ratos machos pela Con A. Estes dados estdo ilustrados na Figura § onde
podemos observar que quando utilizamos a lectina na faixa de 180 a 500 ug/kg, o efeiio
hiperglicémico somente se manifestou significantemente para a dose de 250 ¢ 350 pg/kg.
Isto sugere que o fendmeno hiperglic€mico induzido por Con A em ratos machos, também
niio ¢ dose-dependente.

Fato idéntico a este foi observado no estude da varagio temporal desta
hiperglicemia produzida por Con A, Usando-se a dose de 250 pg/kg de Con A, e variando o
tempo de 0,5 a 48 h, notamos que as alteragSes glicémicas induzidas por esta lectina,

somente se manifestaram de uma maneira significante 6 h apds a sua administracio. Além
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disto, foi observado também que esta hiperglicemia se manteve até 24 h desaparecendo 48 h
apds (Figura 6).

Diante dos fatos descritos acima, fizemos entio o pré-tratamento com drogas
inibidoras do parassimpético em ratos f8meas, usando-se para isto um bloqueador
glaglionar, o hexametbnio e um anti-muscarinico, a atropina. Na Figura 7 podemés verificar
que ambos bloqueam significantemente a queda dos niveis glicémcios causada pela Con A
em ratos fémeas (hexametonio: -2+ 2% ; atropina ; -7 + 7%).

Esta hipoglicemia observada em ratos f8meas tratadas agudamente com Con A
parece envolver os metabdlitos AA. Esta colocagiio se deve ao fato de que, quando pré-
tratamos estes animais com um inbidor dual tanto da ciclooxigenagiio como da
lipoxigenacio do AA, o BW755C, ocorrer uma inibig3o desta hipoglicemia, levando os
niveis de glicose circulante destes animais para valores préximos do normal (-2 + 3%).

O pré-tratamento com Indometacina, um inibidor especifico da ciclooxigenase,
também foi capaz de causar uma inibigio significante desta queda dos niveis de glicose
circulatante observada em ratos fémeas apds o tratamento com Con A (-10+3%) (Figura 8).

A Figura 8 tarmbém ilustra os resultados que obtivemos com o uso de um inibidor
especifico da via lipoxigenase, o 4cido dehidronorguairético. E podemos verificar que esie
pré-tratamento ndio foi eficaz em inibir esta hipoglicemia (-16+3%”).

Com relaciio a hiperglicemia induzida por Con A em animais machos, realizamos o
pré-tratamento com um blogueador ganglionar, ¢ hexametdnio, um bloqueador alfa, o
prazosin, um bloqueador beta inespecifico, o propranolol, um blogueador beta 1, metoprolol
e um blogueador beta 2, ICT 118554, e constatamos que todss estas drogas inibiram
significantemente o aumento de glicose circulante, O hexamet6nio {+2+4%), prazosin (+9+
3%, propranolol (+14 3%), metoprolol {-7+ 4%,) € ICI 118.554 (+8+ 5%) (Figura 9).

Na Figura 10 tlustra os dados obtidos com 0 uso de inibidores da metabolizaciio do
AA, em ratos machos. O pré-tratamento com BW755C inibiu esta hiperglicemia (+8+ 4%).

Ainda nesta Figura podemos observar que houve uma inibicBo desta hiperglicemia,

guando estes animais foram pré-tratados com inibidor da ciclooxigenase, a indometacina
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(+2:+ 2%), e 0 mesmo ndo ocorreu quando estes animais foram pré-tratados com inibidor da

lipoxigenase, o acido dehidronorguarético (+20% 3%7¥).
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Figura 3 - Curva dose-efeito da hipoglicemia produzida por Con A em

ratos fameas. A Con A foi injetada iv (vela da cauda), nas doses indicadas. Os animais
dos grupos Controle receberam, 2o invés da lectina, volumes equivalentes de veiculo. A
glicose foi dosada em amostras de sangue obtidas por punglo cardiaca 20 minutos apos o
tratamento, Os pontos ¢ as barras verticais representam a média + SEM da glicemia dos
grupos Controle e Tratado. N = 6 por grupo, *p<0,05, em relaglo ao grupo Controle (teste
" Student nfio pareado).
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Figura 4 - Variacio temporal de hipoglicemia produzida por Con A em

ratos fémeas. A Con A (250 ug/kg) foi injetada iv. A (veia da cauda); os animais dos
grupos Controles receberam, ao invés da lectina, volumes equivalentes de veiculo. A glicose
foi dosada em amostras de sangue obtidas por pungfio cardiaca nos tempos indicados.Os
pontos e as barras verticais representam a média - SEM da glicemia dos grupos Controle ¢
Tratado. N = 6 por grupo; *p<0,05; em relagio ao Controle (teste"t" Student néo pareado).
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Figura 5- Curva dose-efeito da hiperglicemia produzida por Con A em
ratos machos. A Con A foi injetada s¢ ou volumes equivalentes de veiculo {(grupo
Controle) foram injetadas durante trés dias seguidos a cada 24 h, nas doses indicadas. A
ghicose foi dosada em amostras de sangue obtidas por pungdo cardiaca 24 h apos o Gltimo
injecio de Con A ou veiculo. Os pontos € 25 barras verticais representam a média 7 SEM da
glicemia dos animais Controle e Tratado. N=6 por grupo, *p<0,05 em relagio ao grupo
Controle {teste "t" Student ndo pareado).
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Figura 6 - Variacdo temporal da hiperglicemia produzida por Con A em

ratos machos. A Con A {250 ug/kg, s¢) ou volumes equivalentes de veiculo (grupo
controle) foram injetadas durante trés dias seguidos a cada 24 h, nos tempos indicados. A
glicose foi dosada em amostras de sangue obtidas por pungfo cardiaca. Os pontos ¢ as
barras verticais representam a média + SEM da glicemia dos animais Controle ¢ Tratado.
N=6 por grupo, *p<0,05; em relagio ao Controle (teste "t" Student nfio pareado).
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Figura 7 - Influéncia do parassimpidtico sobre a hipoglicemia produzida

por Con A em ratos fémeas. O hexametdnio (Hexa, 2 mg/kg,ip) ou atropina (Atro, 2
mg/kg,ip) foi injetada 30 min antes do tratamento com Con A (230 uglke, iv). Os animais
dos grupos Controle receberam, ao invés da lectina, volumes equivalentes de veiculo. A
glicose foi dosada em amostras de sangue obtidas por pung@io cardiaca 20 minutos apos o
tratamento com 2 lectina ou veiculo. No painel A, estdo representados os valores médios da
glicemia (mmol/L) dos animais sem pré-tratamento (N) e dos pré-tratados com Hexa ou
Atro nos grupos Controle e Tratado. No painel B, estes mesmos dados sdo mostrados como
percentual de variagho em relagio ao grupo sem pré-tratamento considerando como 100%.
Cada barra representa a média + SEM de 6 animais. No painel A, *p<0,05, em relaglo ao
Controle {teste "t" Student n3o pareado). No painel B, *p<0,03, em relagho aos animais sem
pré-tratamento (teste de Kruskal-Wallis).

GLICEMIA, % VARIACAO
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Figura 8 - Efeito de inibidores do metabolismo do Acido araquidbnico
sobre a hipoglicemia produzida por Cen A em ratos fémeas O icido
dehidronorguairético (NDGA, 125 mg/kg,ip) ou indometacina (INDO, 5 mg/kg,ip) ou
BW755C (BW, 50 mg/kg,vo) fol injetado 60 minutos antes do tratamento com Con A (250
ug/kgiy). Os animais dos grupos Controle receberam, ao invés da lectina, volumes
equivalentes de velculo. A glicose foi dosada em amostras de sangue obtidas por pungio
cardiaca 20 minutos apds o tratamento com lectina ou veiculo. No painel A, estio
representados os valores médios da glicemia {mmol/l.) dos animais sem pré-tratamento (N)
e dos pré-tratados com NDGA, INDO, BW, nos grupos Controle & Tratado. No painel B,
estes mesmos dados sio mostrados como percentual de variagio em relagio ao grupo sem
pré-tratamento considerando como 100 %. Cada barra representa a média + SEM de 6
animais No painel, A *p<0,05, em relagdo ao Controle (teste "t" Student ndo pareado). No
painel B, *p<0,05 em relaglio aos animais sem pré-tratamento {teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 9 - Influéncia de um blogueador ganglionar ou de bloqueodores

adrenérgicos sobre hiperglicemia produzida por Con A em ratos machos.
A Con A (250 ug/kg, s¢) ou volumes equivalentes de veiculo {grupo Controle) foram
injetadas durante trés dias seguidos a cada 24 h. 60 minutos antes deste tratamento, 0s
animais receberam hexametdnio (Hexa, 2 mg/kg,ip) ou prazosin (PRA, 2 mg/kg, ip) ou
metoprotol (M, lmg/kg, ip) ou ICI 118.554 (ICI, 2.1 ug/kg ip) ou propranolol (PRO, 1
mg/kg,ip). A glicose foi dosada em amostras de sangue obtidas por pungio cardiaca 24 h
ap6s a Gltima injegio de Con A ou veiculo. No painel A, estlio representados os valores da
glicemia {mmol/L) dos anirnais sem pré-tratamento (N) & dos pré-tratados com Hexa, PRA,
M, ICI ou PRO nos grupos Controle ¢ Tratado. No painel B, estes mesmos dados sfo
mostrados como percentual de variagio em relagio ao grupo sem pré-tratamento
considerando como 100%. Cada barra representa a média + SEM de 6 animais. No painel A,
*p<0,05 em relagio ao Controle (teste “t" Student nfio pareade). No painel B, *p<0,05 em
relagio aos animais sem pré-tratamento (teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 10 - Efeito de inibidores do metabolismo do icide araquiddnico

sobre a hiperglicemia produzida por Con A em ratos machos. A Con A (250

ug/ke,sc) ou volumes equivalentes de veiculo {grupo Controlej foram injetadas durante trés
dias segiidos a cada 24 h. 60 minutos antes deste tratamento, os animais receberam acido
dehidronorguairético (NDGA, 125 mg/kg, ip) ou indometacina (INDO, 5 mg/kg,ip) ou
BW755C (BW, 50 mg/kgvo). A glicose foi dosada em amostras de sangue obtidas por
pungiio cardiaca 24 h ap6s a Gltima inje¢do de Con A ou veiculo. No painel A, estdo
representados os valores medios da glicemia (mmol/L) dos animais sem pré-tratamento (N)
e dos pré-tratados com NDGA, INDO ou BW nos grupos Controle € Tratado. No painel B,
estes mesmos dados s8o mostrados como percentual de variagio em relagio ao grupo sem
pré-tratamento comsiderando como 100%. Cada barra representa a média + SEM de 6
animais. No painel A, *p<0,05 em relagio ao Controle {teste "t” Student nfio pareado). No
paitiel B, *p<0,05 em relagio aos animais sem pré-tratamento, (teste de Kruskal-Wallis).
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5. DISCUSSAO

Nossos dados mostraram que as alteragdes glicémicas sexo-dependentes produzidas
por Con A em ratos ndo foram propbrcionais as doses da lectina injetada nos animais nem
a0 tempo decorrido apds essa administracBo. Além disso, mostramos também que estas
alteragdes glicémicas foram moduladas pelo Sistema Nervoso Autdnomo e por produtos da
metabolizagio do AA.

Em relagio aos parimetros estudados nesta Tese, varias diferengas puderam ser
observadas entre as alteragGes glicémicas sexo-dependentes produzidas pela Con A e pela
CNTX. Essas diferencas foram detectadas em relagio ao rato macho e ao rato f8mea e
foram tanto qualitativas como quantitativas. |

O rato f8mea tratado agudamente com dose (nica endovenosa de CNTX (Ribeiro
DaSitva € col,, 1989a) ou de Con A (figura 3) apresenta hipoglicemia. No entanto, a Con A
foi cerca de 400 vezes menos potente do que a CNTX para baixar os niveis de glicose
circulante dos animais. Assim, 20 min apos ¢ injegio endovenosa de 250 ug/kg de Con A os
niveis glicémicos das fémeas foram reduzidos em cerca de 30 % (Figura 4) enquanto que
com a CNTX, nestas mesmas condigBes, bastam 0,6 ng/kg para produzir uma hipoghcemia
equivalente {Ribeiro-DaSilva ¢ Prado 1993). Além disso, conforme ilustra a Figura 3 doses
altas de Con A inibiram a hipoglicemia que esta lectina fol capaz de induzir nos ratos f€meas
fato este que acontece com a CNTX (Ribeiro-DaSilva e Prado 1993).

Uma hipoglicemia indica que a saida de glicose da circulagfio estd sendo mator do
que a entrada. Existem vérias causas para explicar esse fenémeno e elas estdo relacionadas
aos diferentes mecanismos existentes no organismo dos mamiferos responsiveis pela
manutengio da homeostasia da glicose. Esses mecanismos regulatérios envolvem fatores

hormonais, neurais e autoreguladores (Mighiorini, 1991; Malnic, 1991; Cryer, 1985}
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O mecanismo regulador hormonal envolve a insuﬁna, o ghucagon, a epinefrina ¢ o
horménie de crescimento, A insulina suprime a produgio de glicose endogena e estimula a
sua utilizac@o baixando portanto, a concentraglio plasmatica de glicose. O glucagon, a
epineffina e o hormdnio de crescimento sio chamados hormdnios contrarreguladores pois
promovem aumento da glicemia. O glucagon € um potente ativador da glicogendlise ¢ da
gliconeogénese. O efeito hiperglicémico da epinefrina é mais complexo e envolve tanto os
receptores alfa como os beta adrenérgicos . O horménio de crescimento limita o trasporte de
glicose para dentro da célula produzindo um fendmeno de resisténcia a insulina.

A glicorregulagdio neural ¢ exercida pelo efeito hiperglicémico da norepinefina
liberada nas terminagBes pd-ganglionares do Sistema Nervoso Simpatico. O mecanismo de
agf0 da norepinefrina na glicorregulaciio ¢ semelhante ao da epinefrina j4 mencionado
acima,

( mecanismo de autorregulagio dos niveis circulantes de glicose ¢ independente dos
fatores hormonais e neurais. Ele é acionado pelos os niveis de glicose circulante e favorece o
depdsito de glicogénio hepatico. E um mecanismo importante pois ¢ acionado rapidamente.
Ele envolve a maior ou menor captagio de glicose pelas células hepéticas garantindo assim a
manutengdo de um nivel édequado e constante de glicemia,

A hipoglicemia produzida pela CNTX em ratos esta relacionada com o mecanismo
autorregulador hormonal de homeostasia da glicose pois foi demostrado que esta proteina
toxica € capaz de induzir o aumento de secre¢3o de insulina tanto iz vivo (Ribeiro-DaSilva e
Prado, 1989;1593} como in vitro (Barja Fidalgo e col., 1991). No entanto, isto parece niio
acontecer com a Con A pois temos observagBes preliminares (Melo-Lima e Ribeiro Da-
Silva, dados nfio publicados) mestrando que nas doses e condigBes em que a Con A
produziu hipoglicemia em ratos f8meas (iratamento agudo e doses na faixa de 250 a 2000
ug/kg) a lectina fol incapaz de alterar os niveis de insulina circulante dos animais. Como a
acfo das lectinas se da principalmente na membrana celular (Sharon e Lis, 1972) ¢ possivel
que a hipoglicemia produzida pela Con A esteja relacionada com um aumento da captagio

de glicose circulante pelas células, fato este que, sabido, envolve a membrana celular (Cryer,
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1985). Se levarmos esta hipOtese em consideracfio, a hipoglicemia produzida pela Con A
poderia estar relacionada com o mecanismo autorreguladores da homeostasia de glicose.
Neste contexto, ¢ importante lembrar que a Con A possui varios efeitos insulinomiméticos
{Cuatrecasas, 1973; Cuatrecasas ¢ Tell, 1973; Maier ¢ col., 1975, Blackard e col., 1980;
Caro ¢ Amatruda, 1980; Katzen e col, 1981; Suya e col, 1982; Sorimachi e Yasumura,
1984; Vimi e col, 1984) e que a insulina interioriza glicose agindo na membrana celular
{Cryer, 1985). O fato de termos mostrado que a hipoglicemia produzida por Con A
independe da dose de lectina administrada e do tempo decorrido apés essa administragiio
(figura 3 e 4) parece dar apoio a esta hipdtese.

A maioria dos efeitos j& descritos para a CNTX, inclusive a hipoglicemia, sio
modulados pelos metabolitos da lipoxigenacio do cido araquidénico {Carlini € Guimarges,
1991, Ribeiro-DaSilva e Prado,1989). Isto parece nfo acontecer com a hipoglicemia
induzida pela Con A, pois nossos dados mostraram que este fendmeno nfio se alterou
quando os animais foram pré-tratades com o acido dehidronorguairético, um inibidor de
lipoxigenase {Figura 8), Por outro lado, a hipoglicemia que a Con A produz foi inibida pela
indometacina (Figura 8) sugerindo que este fenBmeno estio envolvidos os produtos da via
da ciclooxigenase.

E interessante notar que, apesar de todas as diferencas assinaladas até entdo, existe
uma medulagdo pelo parassimpatico tanto nas alterages glicémicas produzidas pela CNTX
{Ribeiro-DaSilva & col., 1989b) como nas que estamos descrevendo para a Con A (Figura
7.

Conforme detathamos na Introducio (ver pg 4), a alteragio glicémica produzida por
CNTX no macho € bifasica ( Ribéiro-DaSiIva e col, 1986;1989a) enquanto nossos dados
mostraram que a Con A produz nestes animais uma resposta monofasica de hiperglicemia
(figura 5).

O efeito hiperglicémico da Con A no rato macho s6 se manifesta quando o animal é
tratado cromcamente com a lectina (Zambelli, 1994); isto diverge frontalmente do que

acontece com a CNTX pois a administragio endovenosa de uma inica dose da proteina
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toxica ja ¢ capaz de induzir no rato macho um aumento significante dos niveis de glicose
circulante (Ribeiro-DaSilva e col., 1986;1989a).

A CNTX produz em ratos convulsdes letais precedidas por intensos distirbios
Tespiratérios que se exteriorizam através através de dispnéia acentuado acompanhada de
cianose (Carlini e col,, 1984). Além disso, a CNTX produz hipoxia em ratos e isto ésta
intimamente relacionado com o efeito convulsivante da toxina (Ribeiro-DaSilva ¢
¢l 1989a,b). Estes autores mostraram também que a hiperglicemia que a CNTX provoca
em ratos machos ¢ uma manifestagio metabolica desta hipdxia (Ribeiro-DaSilva e col,,
1989b).

Em relagfo a Con A, no entanto, mesmo utilizando-se doses muitas altas de lectina
como aquelas usadas em nossos experimentos {125-4000 ug/kg) em nenhuma ocasifio
pudemos observar distirbios respiratérios ou convulsivos nos animais que pudessem
justificar a hiperglicemia que estamos relatando.

A hiperglicemia produzida pela CNTX nos ratos machos estd relacionada com os
opidides mas nfio depende do Sistema Nervoso Simpatico (Ribeiro-DaSilva e col., 1986). Ja
o aumento de glicose circulante que a Con A produz nestes animais embora envolva também
o5 opidides (Zambelli, 1994), esta nitidamente relacionado com uma ativagio do Sistema
Nervoso Simpatico pois ¢ fendmeno deixou de se manifestar nos animais pré-tratados com
blogueadores adrenérgicos (Figura 9),

Outra diferenca bésica na hiperglicemia produzida pela CNTX e pela Con A ¢ que,
enquanto no caso da toxina o evento ¢ lipoxigenase-dependente (Ribeiro-DaSilva e col,,
1985¢), ¢ aumento dos niveis glicémicos induzidos pela Con A foi inibido por indometacina
(Figura 10) o que indica um envolvimento dos metabélitos da ciclooxigenagio do AA.

Finalmente ,como decorréncia dos varios fatos expostos nesta Discussio podemos
concluir dizendo que, embora existam alguns fatores em comum entre as alteragBes
glicémicas sexo-dependentes promovidas em ratos tanto pela Con A como pela CNTX elas,

muito provavelmente, ocorrem devido a mecanismos de acio diferentes.



6. CONCLUSOES

1. A hipoglicemia induzida pela Con A em ratos fémeas nio foi dose e tempo-dependente;
sendo que este fendmeno foi modulado pelo parassimpético e pelos produtos provenientes
da ciclooxigenagio do AA.

Em relag#io a hiperglicemia induzida por Con A em ratos machos, observou-se que este
fendmeno também ndo foi dose e tempo-dependente, porém foi modulado pelo simpatico e
pelos produtos provenientes da ciclooxigenagiio do AA.

2. Dados descritos na literatura sobre a CNTX permite-nos concluir que, as alteragBes
glicemicas sexo-dependentes induzidas por estas proteinas em ratos, possivelmente nfo

possuemt mecanismo de agio em comum.
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7.RESUMO

1. As alteragBes glicémicas sexo-dependentes produzidas pela Con A em ratos tiveram as
seguintes caracteristicas:

A. O fendmeno hipoglicémico produzido pela lectina (250 ug/kg iv) em ratos fémeas
ndo fol dose e tempo-dependente. O pré-fratamento com hexametdnio (2 mg/kg.ip) ou
atropina (2 mg/kg,ip) ou BW755C (30 mg/kg,vo) ou indometacina (5 mg/kg,ip) aboliu a
queda dos niveis glicose circulante produzidos pela Con A nestes animais, enquanto que 0
pré-tratamento com Acido dehidronorguairético (123 mg/kg,ip) foi incapaz de alterar este
fendmeno.

B. A hiperglicentia produzida pela Con A ( 250 ug/kg) em Ratos machos ndo fol
dose e tempo-dependente. O pré-tratamento com hexametdnio {2 mg/kg,ip) ou prazosin (2
mg/kg,ip) ou propranolol (1 mg/kg.ip) ou metoprolol (1 mg/ke,ip) ou ICI 118.554 (2,1
ug/kg,ip) ou BW 755C (50 mg/kg, vo) ou indometacina (5 mg/kg.ip), aboliu o aumento dos
niveis glicdmicos induzidos pela Con A, porém o pré-tratamento com Acido

dehidronorguairético {125 my/kg,ip) ndo foi capaz de abolir esta hiperglicemia.

7 A Con A e CNTX produzem alteragbes glicemicas sexo-dependentes ern ratos.
Comparando o nosso estudo com aqueles relatados na literatura para CNTX podemos
pbservar que:

A Tanto 2 Con A como a CNTX induz 2 uma hipoglicemia em ratos fémeas e uma
hiperglicemia em ratos machos, porém estas alteracBes glicdmicas produzidas pela CNTX €
dose e tempo-dependente.

B. A hipoglicemia induzida pela Con A ou pela CNTX em ratos fémeas ¢ inibida por
bloqueadores do parassimpatico, entretanto esta hipoglicemia induzida pela CNTX &

abolida por inibidores dos produtos da lipoxigenase do AA



33

C. A hiperglicemia induzida pela CNTX em ratos machos nfo ¢ inibida por
bloqueadores adrenérgicos, mas com hexametdnio e diazepam. Esta hiperglicemia foi

abolida por inibidores dos produtos da lipoxigenase do AA.



34

8. SUMMARY

1. The sex-dependent glycemic changes produced by Con A in rats had the following
characteristics:
A: The hypoglycemia produced by the lectin (250 ug/kg, iv.) in female rats was
neither dose nor time-dependent. Pre-treatment with hexamethonium (2 mg/kg, ip.),
atropine {2 mg/kg i.p.) or BW 755 C (50 mg/kg, orally) abolished the fall in circulatory
glucose levels while pre-treatment with NDGA (125 mg/kg, i.p.) was incapable of
altering this response.
B: The hyperglycemia produced by Con A (250 ug/kg, s.c) in male rats was aiso
neither dose nor time-dependent. Pre-treatment with hexamethonium (2 mglkg, ip.},
prazozin (2 mg/kg, ip.), propanclol (1 mg/kg, 1.p.), metaprotol (1 mg}kg, ip), ICI
118.554 (2.1 ugikg, i.p.), BW 755C (50 mg/kg, orally) or indomethacin (5 mg'kg, 1.p.)
abolished the increase in blood glucose levels while NDGA (125 mg/ke, i.p.) had no
effeton the response.

2. Con A and CNTX produced sex-dependent glycemic changes in rats.
A Both Con A and CNTX caused hypoglycemia in female rats and hyperglycemia in
male rats. The glycemic changes produced by CNTX were dose-and time-dependent
B: The hypoglycemia induced by Con A or CNTX in female rats was inhibited by
parasympathetic blockers. The response to CNTX iwas also abolished by lipoxygenase
inhibitors.
C: The hyperglycemia induced by CNTX in male rats was not inhibited by adrenergic

blockers but was abolished by hexamethonium, dizepan and lipoxygenase inhibitors.
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