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Aprendendo a viver.....

Depois de algum tempo vocé aprende a diferenca, a sutil diferenca entre dar a mdo e
acorrentar uma alma. E vocé aprende que amar ndo significa apoiar-se, e que companhia nem
sempre significa segurancga.

E comecga a aprender que beijos ndo sdo contratos, e que presentes ndo sao promessas.
E comeca a aceitar suas derrotas com a cabeca erguida e olhos adiante, com a graca de um
adulto e ndo com a tristeza de uma crianga. E aprende a construir todas as suas estradas no
hoje, porque o terreno do amanhd é incerto demais para os planos, e o futuro tem o costume de
cair em meio ao vao.

Depois de um tempo, vocé aprende que o sol queima, se ficar a ele exposto por muito
tempo. E aprende que, ndo importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas simplesmente
ndo se importam...

E aceita que, ndo importa qudo boa seja uma pessoa, ela vai feri-lo de vez em quando, e
vocé precisa perdod-la por isso. Aprende que falar pode aliviar dores emocionais.

Descobre que leva-se anos para construir confianga e apenas segundos para destrui-la, e
que vocé pode fazer coisas em um instante, das quais se arrependerd pelo resto da vida.

Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer, mesmo a longas distancias. E o que
importa ndo é o que vocé tem na vida, mas quem vocé tem da vida.

E que bons amigos sdo a familia que nos permitiram escolher. Aprende que ndo temos
que mudar de amigos se compreendemos que os amigos mudam. Percebe que seu melhor
amigo e vocé podem fazer qualquer coisa, ou nada, e terem bons momentos juntos.

Descobre que as pessoas com quem vocé mais se importa na vida sdo tomadas de vocé
muito depressa - por isso, sempre devemos deixar as pessoas que amamos com palavras
amorosas; pode ser a ultima vez que as vejamos. Aprende que as circunstdncias e os ambientes
tém influéncia sobre nos, mas que nos somos responsdveis por nos mesmos.

Comeca a aprender que ndo deve se comparar com os outros, mas com o melhor que
vocé pode ser. Descobre que leva muito tempo para se tornar a pessoa que vocé quer ser, e
que o tempo é curto.

Aprende que ndo importa aonde jd chegou, mas onde estd indo; mas que, se vocé ndo
sabe para onde estd indo, qualquer lugar serve. Aprende que, ou vocé controla seus atos ou
eles o controlardo, e que ser flexivel ndo significa ser fraco ou ndo ter personalidade, pois ndo
importa qudo delicada e frdgil seja uma situacdo, sempre existem dois lados.

Aprende que herdis sdo pessoas que fizeram o que era necessdrio fazer, enfrentando as
consegqiiéncias. Aprende que paciéncia requer muita prdtica. Descobre que, algumas vezes, a
pessoa que vocé espera que o chute, quando vocé cai, é uma das poucas que o ajudam a
levantar-se. Aprende que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia que se teve e
o que se aprendeu com elas, do que com quantos aniversdrios vocé celebrou.



Aprende que hd mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha. Aprende que nunca se
deve dizer a uma crianca que sonhos sdo bobagens poucas coisas sdo tdo humilhantes, e seria
uma tragédia se ela acreditasse nisso. Aprende que quando estd com raiva tem o direito de
estar com raiva, mas isso ndo lhe dd o direito de ser cruel.

Descobre que so porque alguém ndo o ama do jeito que vocé quer, ndo significa que esse
alguém ndo o ame com todas as forcas, pois existem pessoas que nos amam, mas simplesmente
ndo sabem como demonstrar ou viver isso.

Aprende que nem sempre é suficiente ser perdoado por alguém algumas vezes, vocé tem
que aprender a perdoar a si mesmo. Aprende que, com a mesma severidade com que julga
vocé serd em algum momento condenado. Aprende que, ndo importa em quantos pedacos seu
coragdo foi partido, o mundo ndo pdra para que vocé junte os seus cacos.

Aprende que o tempo ndo é algo que possa voltar para trds. Portanto, plante seu jardim e
decore sua alma, ao invés de esperar que alguém lhe trouxesse flores. E vocé aprende que
realmente pode suportar... Que realmente é forte, e que pode ir muito mais longe, depois de
pensar que ndo pode mais.

E que realmente a vida tem valor e que VOCE tem valor diante da vida !!

William Shakespeare
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RESUMO

As lectinas s@o um grupo de proteinas e/ou glicoproteinas que se ligam especifica e
reversivelmente a carboidratos. Estudos tém demonstrado que essas proteinas possuem
importantes atividades biologicas como atividade inseticida contra insetos e respostas
imunoldgicas e fisioldgicas em animais. Neste trabalho, tivemos como objetivos comparar os
efeitos da lectina de sementes de Annona coriacea (ACLEC), com massa molecular de
aproximadamente 14 kDa, sobre o desenvolvimento dos lepidopteras Anagasta kuehniella e
Corcyra cephalonica assim como o estudo dos indices nutricionais desses insetos, € investigar
a habilidade dessa lectina em induzir a migragdo de leucocitos em camundongos € o0s
mecanismos farmacologicos delineadores desse processo, utilizando peritonite como modelo
experimental.

Os resultados da atividade inseticida de ACLEC mostraram que a lectina ndo produziu
efeitos significativos sobre a sobrevivéncia e o peso larval de Corcyra cephalonica alimentada
em dieta contendo até¢ 2,0% de ACLEC, porém, para Anagasta kuehniella, em uma dieta
artificial contendo 1,5% e 1,0% de ACLEC produziu um LDs, e WDs, respectivamente. Os
resultados dos experimentos do consumo alimentar dos insetos apresentaram apenas uma
reducdo na eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) e do alimento digerido (ECD)
em larvas de A. kuehniela. A presenca de ACLEC (2,0%) na dieta alimentar em ambos os
insetos nao modificou a digestibilidade aproximada (AD), mas promoveu um aumento no custo
metabolico (CM) e um aumento da atividade proteolitica nas fezes do lepidoptero A.
kuehniella. Este mecanismo pode promover uma modificacdo no meio ambiente da membrana
e consequente disrup¢ao do mecanismo de reciclagem ede enzimas, idicando a possibilidade de
utulizar esta lectinas como uma estratégia biotecnologica para o manejo de insetos.

Para a andlise da atividade proinflamatoria de ACLEC, camundongos Swiss machos
foram injetados intraperitonealmente com ACLEC (3-100 pg/cavidade), de 4 a 96 h e logo
apods a contagem de leucocitos no fuido do lavado peritoneal foi avaliado. ACLEC induziu uma
acumulacdo de neutrofilos dose-dependente, alcancando a respsota méaxima a 16 h apds a
injecdo (aproximadamente um aumento de 40x para 30 pg/cavidade). Uma significante

acumulacao de células mononucleares foi observada a 72 h (aumento de 2,7x). O carboidrato

Xiv



manose aboliu o inlfuxo de neutrdfilos, porém sacarose e glicose ndo tiveram efeito.
Dexametasona, o inibidor de ciclooxigenase-2 celecoxibe e o antagonista do receptor PAF
PCA4248 significantemente reduziram o influxo de neutrofilos induzido por ACLEC. O
antagonista de taquicinina NK; SR140333, o antagonista de taquicinina NK, SR48968, o
inibidor nao seletivo de NO L-NAME, o inibidor seletivo de NOS Aminoguanidina e o inibidor
de lipoxigenase AA861 todos falharam em modificar a resposta induzida por ACLEC. Em
conclusao, ACLEC ¢ capaz de atrair neutrofilos na cavidade peritoneal de camundongos por
mecanismos envolvendo interagdes da lectinas com o reconhecimento especifico de residuos de

manose presentes nas células, induzindo a liberacdo de mediadores derivados de COX-2 e PAF.

XV



ABSTRACT

Lectins are a group of proteins and/or glycoproteins, which exhibit specific and reversible
carbohydrate-binding activities. Studies have demonstrated that such proteins possess
important biological activities including insecticide activity as well as immunological and
physiological responses in animals. In this investigation, our aim was to compare the effects of
lectin 1solated of Annona coriacea (ACLEC) seeds, with a molecular mass of 14 kDa, on the
development of Anagasta kuehiella and Corcyra cephalonica Lepidopteras, as well as the study
of their nutritional index. Since plant lectins are known to present inflammatory activity, this
study also sought to investigate the leukocyte migration induced by ACLEC, and inflammatory
mediators involved in this phenomenon.

The results of insecticide activity of ACLEC showed that the lectin did not produce
significant effects on survival and weight of C. cephalonica on an artificial diet of 2,0% of
ACLEC, however, for A. kuehniella,on an artificial diet containing 1.5% and 1.0% ACLEC, it
produced a LDs, and WDs,, respectively. The results from dietary utilization experiments
carried out with caterpillars presented only a reduction in efficiency of conversion of ingested
food (ECI) and digested food (ECD) in A. kuehniella. ACLEC in the diet did not modify the
approximate digestibility (AD) of any insect, but an increase of CM (metabolic cost) and an
increase of proteolytic activity in the faeces were observed in A. kuehniella. These results
indicate that ACLEC possesses an insecticide effect only towards A. kuehniella larvae, possibly
through the binding of lectin on chitin components of membrane peritrophic or glycosylated
proteins in the insect midgut. This mechanism can promote a change in membrane environment
with the consequent disruption of enzyme recycling mechanisms, indicating the possibility of
using this lectin in a biotechnological strategy for insect management.

To test proinflammatory activity of ACLEC, male Swiss mice were intraperitoneally
injected with ACLEC (3-100 pg/cavity), and at 4 to 96 h thereafter the leukocyte counts in
peritoneal washing fluid were evaluated. ACLEC induced a dose-dependent neutrophil
accumulation, reaching maximal responses at 16 h after injection (approximately 40-fold
increase for 30 pg/cavity). Significant accumulation of mononuclear cells was observed at 72 h

(2.7-fold increase). The carbohydrate mannose nearly abolished the neutrophil influx, whereas
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sucrose and glucose had no effect. Dexamethasone, the cyclooxygenase-2 inhibitor celecoxib
and the PAF receptor antagonist PCA4248 significantly reduced ACLEC-induced neutrophil
influx. The tachykinin NK; antagonist SR140333, the tachykinin NK, antagonist SR48968, the
non-selective NO inhibitor L-NAME, the selective inducible NOS inhibitor aminoguanidine
and the lypoxygenase inhibitor AA861 all failed to modify the ACLEC-induced responses. In
conclusion, ACLEC is able to attract neutrophils into the mice peritoneal cavity by mechanisms
involving interactions of the lectin with cell-specific mannose recognition, leading to the

release of COX-2-derived mediators and PAF.
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I-INTRODUCAO

1 — Aspecto Geral das Lectinas de Plantas

Muitas plantas contém proteinas que se ligam especifica e reversivelmente a
carboidratos bem definidos. Desde muito tempo, estas proteinas sdo usualmente referidas como
“lectinas” ou “aglutininas” devido a sua habilidade em aglutinar eritrdcitos e/ou outros tipos de
c¢lulas animais ou humanas (Figura 1). Embora os termos “lectina” e “aglutinina” sejam ainda
amplamente utilizados, poderiamos enfatizar que o termo aglutinacdo nido ¢ mais utilizado
como um critério para classificar uma proteina como lectina, devido a muitos agentes serem
capazes de causar a aglutinacdo (Riidiger, 1998). Com os avangos na biologia molecular em
geral e da biologia molecular de plantas em particular, tornou-se apropriado definir as lectinas
em termos de dominios de ligacao a carboidratos (CRD), € que por essa razdo a presenca de um
ou dois dominios de ligacdo a carboidratos torne-se um critério para uma dada proteina ser

classificada como lectina (Peumans and Van Damme, 1995).

[, . o ' T‘r ._}-‘" ; ..‘_ w .

Q-t . /Q Q j Figura 1: Esquema da aglutina¢do por
Q ' ™ lectinas (Adaptacdo Kennedy et al.,

¥, \ - 1995).

“F—( Lectinas Carboidrate ligante a Lectina

A ' Carbeidratos e outres Ligantes nae lectinas

As lectinas de plantas sdo também definidas como proteinas que possuem pelo menos
um dominio ndo catalitico e que se ligam reversivelmente a mono ou oligossacarideos
especificos (Peumans and Van Damme, 1995). Alternativamente, as lectinas também sao

definidas com proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune com um ou mais dominios
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ligantes por subunidade, os quais podem interagir reversivelmente com agtcares especificos
através de pontes de hidrogénio e interagdes de Van Der Waals (Lis et al., 1998).

Riidiger (1998), também apontou alguns requisitos para que uma proteina seja
denominada lectina, como: a) ser uma proteina ou glicoproteina que se liga a carboidrato e
consequentemente aglutina hemacias e outras células que possuam um ou mais dominios de
ligagdo para carboidrato; b) ligar-se a carboidratos, mao ndo necessariamente ser glicosilada; c)
ser produzida constitutivamente ou induzida através de estimulos externos (Van Damme et al.,
2004).

As lectinas de plantas ndo necessariamente possuem apenas dominios ligantes de
carboidratos, mas também podem apresentar um dominio ndo relacionado, com estrutura e
atividade biologicas totalmente diferentes. Evidentemente, esta abordagem na defini¢do de
lectinas acarreta conseqiiéncias para seus estudos funcionais, j4 que o papel fisioldgico de
algumas dessas proteinas depende de dois ou mais dominios com uma atividade bioldgica
totalmente diferente e em alguns casos, a fun¢do chave da lectina pode ser determinada por um
dominio diferente de CRD (Van Damme et al., 2004).

Podemos destacar como exemplo, a lectina de plantas ricina (Figura 2), obtida de
sementes de Ricinus communis. A ricina foi uma das primeiras lectinas de plantas a ser
estudada. E uma lectina toxica, possuidora de uma cadeia B (32 kDa) ligante de Gal/GalNAc, e
uma outra denominada cadeia A (30 kDa), uma subunidade toxica, conectada por pontes
dissulfeto. A cadeia A tem uma atividade RNA N-glicosidase para a clivagem especifica de
uma base adenina do RNA ribossomal com a func¢do de inibir a sintese de proteina. A cadeia B
possui um papel importante de ligacdo para os glicoconjugados da superficie celular das células
alvo e facilitar a internalizagdo e translocacdo da toxina para o citoplasma. A ricina pertence ao
grupo de proteinas inativadoras de ribossomos do Tipo 2 (RIP-2), que sdo distintas das RIP-1
pela presenga da cadeia B. O grupo do RIP-1 ¢ menos citotoxico devido a falta da cadeia B

(Lorde t al., 1994).



Tipo 2 RIP (RIP-Toxica)
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Figura 2: Estrutura e mecanismo de toxicidade das proteinas inativadoras de ribossomo o Tipo
I e IT (Adaptado www.gak.co.jp/FCCA/glycoword).

1.1 - Classificacao das lectinas

1.1.1 - Classificagdo Estrutural

Devido a essas novas defini¢cdes e estruturas, as lectinas de plantas sdo subdivididas em
quatro classes: mero, holo, quimero e superlectinas (Peumans et al., 1998; Van Damme et al.,

1998) (Figura 3).

- Merolectinas: proteinas que tém pelo menos um dominio ligante de carboidrato. Sdo
monovalentes e consequentemente incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar

células. Ex.: heveina proteina do latex ligante de quitina (Hevea brasiiensis).

- Hololectinas: compreende todas as lectinas que possuam dominios di- ou multivalente
idénticos ou muito similares. A maioria das lectinas vegetais pertence ao grupo as hololectinas

como exemplo Con A (concanavalina A) (Peumans et al., 1998).



- Quimerolectinas/Hemilectinas: sdo proteinas que consistem de um ou mais dominios ligantes

de carboidratos mais um dominio distinto com atividade catalitica ou com outra atividade
bioldgica. Dependendo do numero de sitios de ligacdo a carboidratos, as quimerolectinas
comportam-se como merolectinas ou como hololectina, um exemplo € a ricina (toxina da

mamona) (Peumans et al., 1998).

- Superlectinas: também possuem pelo menos dois dominios ligantes de carboidratos, mas
difere das hololectinas devido seus dominios serem capazes de reconhecer agucares
estruturalmente ndo relacionados. Um exemplo ¢ a lectina de Tulipa (TcLC-I) que possui um
dominio manose e um nao relacionado de ligagdao a N-acetilgalactosmina (Van Damme et al.,

1996).

R Superlectina
—e -

Heleleetina QRuimerelectina

e < @—3<
—
S oot

RIP +ipe 2

Dominios de ligagde a carbeoidrates .—g )
Dominie Catalitice §<

Deminie Inativader de Ribezzoeme=

Figura 3: Subdivisdao de lectinas de plantas de acordo com a caracteristica estrutural
(Adaptacao de Van Damme et al., 1998).



1.1.2 — Ocorréncia e estrutura molecular

As lectinas de plantas ndo representam uma Unica superfamilia de proteinas de plantas,

mas definitivamente exibem uma marcada diversidade estrutural. Detalhes bioquimico e

estrutural e andlises molecular mostram evidéncias muito fortes que virtualmente todas as

lectinas de plantas conhecidas podem ser classificadas em apenas 7 familias de proteinas

estruturalmente e evolucionariamente relacionadas (Tabela 1).

Tabela 1: Ocorréncia e localizaco celular das lectina de plantas®.

FAMILIA DE LECTINAS OCORRENCIA LOCALIZACAO
SUBCELULAR
Amarantinas Presente apenas no género Proteinas citoplasmaticas

Amaranthus

Lectinas ligantes de Quitina

(dominio Heveina)

Presente em plantas

Algumas localizadas no
vacuolo, outras sao
secretadas no espago

extracelular
Lectinas do Lectinas Apenas Familia Cucurbitaceae Citoplasma
Floema de Cldssicas do
Cucurbitaceae Floema
Lectinas Subgrupo Apenas Familia Moraceae Vacuolo
relacionadas a Galactose
Jacalina especifica
Subgrupo Comum em todos os grandes Citoplasma (nucleo)
Manose grupos taxondmicos
especifica
Lectinas de Legumes Documentadas em Fabaceae e Vacuolo
Laminaceae
Lectinas de Monocotiledoneas Documentadas em 8 familias Vacuolo
ligantes de manose de monocotiledoneas e 3
familias de dicotiledoneas
Proteinas inativadoras de Documentadas em >10 familias Vacuolo

Ribossomo Tipo 2

de plantas de todos os maiores
grupos taxondomicos

* Adaptada de Van Damme et al. (2004).




Esta classificacdo das lectinas em diferentes familias ¢ baseada na similaridade
seqliencial e no relacionamento estrutural entre as lectinas. Nao podemos excluir que
pouquissimas lectinas ainda nao classificadas pertencem a familias de proteinas diferentes e
com isso ¢ bem possivel que novas familias de lectinas sejam descobertas no futuro (Van

Damme et al., 2004).

Geralmente, as lectinas estao distribuidas por toda parte da planta. A maior parte, porém,
encontra-se nos Orgdos de armazenamento. Outras partes da plantas tal como folhas, caule,
raizes ou flores principalmente, contém apenas pequenas quantidades as quais ndo sao
necessariamente idénticas na estrutura ou especificidade a carboidratos, como as lectinas dos

orgaos de armazenamento (Riidiger, 1998).

A localizagdo intracelular das lectinas tem sido discutida ha muitos anos. E hoje ¢ certo
que a maioria das lectinas tipicas que ocorrem em 6rgaos de armazenagem esteja localizada em
organelas celulares especiais que sdo produzidas a partir de vactolos e sio denominadas de

corpos protéicos (Riidiger, 1998).

As lectinas sdo sintetizadas na forma de pro-proteinas no reticulo endoplasmatico, e apds
sofrerem processamentos co e/ou pos-traducionais originam a proteina madura. Esse
processamento envolve: remoc¢do de um peptideo sinal de 20-30 aminoécidos, clivagem
proteolitica da cadeia precursora, perda da extremidade C-terminal, remocao de carboidrato
estrutural e a ligacdo das extremidades C- e N-terminal originais (Loris et al., 1998). Durante
ou apos o transporte da lectina até os vacuolos de armazenamento, via complexo de Golgi,
podem ocorrer modificagdes pds-transducionais nas unidades de carboidratos, ocasionando
perdas dessas moléculas. Frequentemente, essas modificacdes geram cadeias polipeptidicas.
Nesses polipeptideos a seqiiéncia sinal da extremidade N-terminal ¢ composta de 29 residuos,
seguidos da cadeia B e logo depois da cadeia a. A clivagem da ligacdo entre a cadeia 3 e o,
originando a lectina madura, acontece nos corpos protéicos, local do ultimo estigio da
biossintese da lectina (Sharon et al., 1990). Embora a localizagdo nos corpos protéicos seja
caracteristica para a maioria das lectinas conhecidas, ha excecdes, como exemplo, algumas
Leguminosas como Datura stramonium e Artocarpus integrifolia , as quais sdo encontradas

associadas a parede celular (Riidiger, 1998).



1.1.3 — Especificidade das lectinas de plantas para ligacdo a carboidratos

As lectinas distinguem-se de todas as outras proteinas de plantas por sua capacidade de
ligar-se a carboidratos simples ou complexos. Alguns aspectos importantes t€ém sido descritos

com respeito a essa especificidade (Peumans et al., 1998).

a) As lectinas de plantas exibem uma ampla gama de interagdes;

b) A maioria das lectinas tem mais afinidade por oligossacarideos do que por agucares

simples;
c) Lectinas estruturalmente diferentes podem reconhecer os mesmos agticares,

d) A especificidade de muitas lectinas ocorre com glicanos ndo originados de plantas.

A capacidade de aglutinar células, isoladamente, nao € caracteristica de uma lectina, pois
outros agentes, como taninos, certos lipideos e cations divalentes em altas concentragdes
também sdo capazes de produzir esse tipo de reagdo. Para garantir que a aglutinagdo esteja
sendo mediada pela lectina exige-se que ocorra a inibigdo desta atividade por carboidratos. O
inverso da menor concentracao e carboidrato que inibe a aglutinacdo oferece uma estimativa da

afinidade entre o carboidrato e a lectina (Riidiger, 1998).

As varias atividades bioldgicas das lectinas tém sido descritas todas com relacdo a uma
unica propriedade: a habilidade em ligar-se a carboidratos. Cada molécula de lectina tem dois
ou mais CRDs, os quais uma ou mais moléculas de carboidrato se ajustam. Como ilustrado na
Figura 4, a ligagdo da lectina de ervilha envolve dois monossacarideos, com um arranjo
espacial proprio. Por vezes a parte protéica ou lipidica da glicoproteina ou da lipoproteina
também interage com a lectina através de interagdes hidrofobicas e eletrostaticas que nao estdo
localizadas nos sitios de ligagdo a carboidrato, mas que desempenham papel fundamental na

interagdo da lectina com estruturas tissulares (Sharon, 1977; Riidiger, 1998).



O complexo proteina-carboidrato envolve o estabelecimento de novas pontes de
hidrogénio; estas pontes e as interacoes de Van der Waals sdo as forgas predominantes na

estabilidade da ligag¢ao (Riidiger, 1998).

As lectinas de plantas também sdo subdivididas em 5 grupos, de acordo com os
monossacarideos pelos quais elas exibem maior afinidade. Assim, dependendo da
especificidade para um dado monossacarideo, a lectina se ligara seletivamente a um desses

agucares os quais sao constituintes tipicos das superficies celulares de eucariotos (Tabela 2).

Dominios
de Ligaciio
(CRD)

Lectina

Figura 4: Ligacao da lectina de ervilha a carboidratos (Sharon, 1977).

Considerando as diferencas na estrutura e na especificidade de ligacdo a carboidratos
entre as familias de lectina, ¢ provavel que todas as lectinas tenham funcdes idénticas. A
atividade de ligagdo a carboidrato e a especificidade sdo fatores determinantes nas fungdes
normais das lectinas. Além disso, pode ser esperado que a ligagdo especifica da lectina ao seu
receptor glicoconjugado seja um passo essencial na agdo das lectinas (Peumans and Van

Damme, 1998).



Tabela 2: Especificidade de ligagdo a carboidratos de lectinas de plantas®

ESPECIFICIDADE

LECTINAS

Grupo Fucose

Fucose

Ulex europeus

Grupo Galactose; N-acetilgalactosamina

Galactose »» GalNAc

Artocarpus integrifolia (Jacalina)

Gal = GalNAc

Clerodendron trichotomum

Gal « GalNAc

Glycine max (Soja)

Grupo N-acetilglicosamina

GcINAc Triticum aestivum (Germe de trigo)
(GlcNAc)n Urtica dioica (UDA)
Grupo Manose
Manose Galanthus nivalis (GNA)
Manose/Glicose Canavalia ensiformes (Con A)
Manose/Maltose Calystegia sepium

Grupo Acido Sislico

Acido sialico

Triticum aestivum (WGA)

NeuSAca(2,6)Gal/GalNAc

Sambucus nigra

NeuS5Aca(2,3)Gal/GalNAc

Maackia nigra

Grupo de Glicanos Complexos

Especificidade com complexos conhecidos

Phaseolus vulgaris (PHA)

Especificidade com complexos desconhecidos

Euonymus europaeus

*Peumans et al., 1998.




1.2 — Papel Fisiologico das Lectinas de Plantas

O possivel papel fisioldgico das lectinas tem intrigado muitos pesquisadores. Especula-
se que as lectinas possuam funcao como anticorpos para proteger as plantas contra bactérias do
solo, controle da germinacdo das sementes, ou estarem envolvidas no transporte e

armazenagem de actcares (Sharon and Lis, 2004).

A proposta que as lectinas podem estar envolvidas na protegdo das plantas contra
microorganismos, foi baseada em observagdes com experimentos utilizando lectinas, tais
como: TEL (lectina de Talisia esculenta) que inibe o crescimento dos fungos Fusarium
oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum e Saccharomyces cerevisiae (Freire et al., 2002);
Labramin (lectina de Labramia bojeri) que inibe o crescimento do fungo Colletotrichum
lindemuthianum e da levedura Saccharomyces cerevisiae (Macedo et al. 2004a), e as lectinas
do género Artocarpus (A.integrifolia e A. incisa) as quais inibem o crecimento de Fusarium

moniliforme e Saccharomyces cerevisiae (Trindade et al., 2006).

Recentemente, Van Damme e colaboradores (2004) tém questionado que apesar da
auséncia de um sistema imunologico e devido as células vegetais estarem recobertas por uma
parede celular possivelmente explica o porqué que as interacdes célula-célula mediadas por
lectinas sdo muito menos importantes nas plantas do que nos animais. Por essa razdo, parece
provavel que em plantas, as interagdes proteina-carboidrato fisiologicamente importantes estao
confinadas ao compartimento citoplasmatico e/ou nuclear. Além disso, uma apropriada
localizagdo de uma lectina deve também ter uma especificidade certa para interagir com
glicoconjugados endogenos. Pouco ¢ conhecido sobre os glicanos encontrados no citoplasma e
nucleo das células vegetais, o critério de especificidade pode apenas ser aplicado para excluir
aquelas lectinas que se ligam exclusivamente a actcares ausentes das plantas (tais como acido
sidlico e N-acetilgalactosamina). As lectinas de plantas com um papel endogeno especifico
estdo — como as lectinas animais — provavelmente presentes em pequenas quantidades, ou pelo
menos em concentragdes que estejam na mesma ordem de magnitude como os seus potenciais
alvos. Além do mais, hd& uma razoavel possibilidade que estas lectinas ndo sejam

constitutivamente expressas em toda a planta (ou apenas em baixos niveis), mas sao
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sintetizadas em resposta a alguns estimulos enddgenos ou exdgenos e apenas em alguns tecidos

ou cé¢lulas que respondam ao tratamento (Van Damme et al., 2004).

A primeira evidéncia de uma lectina de planta com um papel endogeno foi determinada
da proteina codificada pelo gene SalT de arroz (gene de arroz sal-induzido) denominada
Orysata (Claes et al., 1990; Zhang et al., 2000), como uma lectina citoplasmatica ligante de
manose. Esta lectina ndo pode ser encontrada em plantas ndo tratadas, mas ¢ detectada em
raizes € membrana cilindrica que circunda o tronco (mas nao na lamina) apos a planta intacta
seja submetida ao estresse de sal ou seca, ou at¢ mesma tratada com acido jasmonico e acido
abscisico (Van Damme et al., 2004). Em adicao para com os cereais, 0 acido jasmonico induz
lectinas relacionadas a jacalina manose especificas em calos de plantas de Helianthus tuberosus

(Nakagawa et al., 2000) e em Ipomoea batatas (Imanishi et al., 1997).

Desse modo, podemos fazer uma comparagdo entre as lectinas com um presumivel papel
endogeno e com um papel de armazenamento e/ou defesa. As lectinas com um provavel papel
enddogeno tém uma estrutura mais simplificada indicando que a maioria das lectinas
relacionadas com a defesa e/ou armazenamento sdo mais complexas, e provavelmente
evoluiram de formas citoplasmaticas menos complexas. Isto sugere que as plantas
desenvolveram dominios de ligacdo a carboidratos para as fungdes endogenas especificas e
apenas os estagios mais tardios utilizaram os genes correspondentes como modelo para o
desenvolvimento de lectinas com um papel relacionado a defesa e/ou armazenamento (Van

Damme et al., 2004).

Tanto a especificidade quanto os efeitos deletérios das lectinas de plantas a insetos e/ou
a animais superiores indicam que elas desempenham um papel de prote¢dao, de modo que a
reacdo de fuga desses predadores possa ser benéfica para a sobrevivéncia das espécies

(Peumans and Van Damme, 1995).
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2 - O Papel das Lectinas Vegetais na Defesa de Plantas ao Ataque de Insetos

Concomitante a explosdo populacional nos paises mais pobres e a redug¢do de
propriedades para a produgdo de colheitas, hd uma tendéncia para a substitui¢do das proteinas
animais pelas proteinas vegetais na alimentacao, as quais tém um melhor custo e eficiéncia. O
aproveitamento da agricultura ¢ reduzido com perdas tdo altas quanto 45%, antes ou apos a
colheita, devido ao ataque de pestes variadas, incluindo insetos, nematoides, doencgas
relacionadas a virus ou bactérias. Estima-se que essas perdas estejam em torno de 100 bilhdes
de dolares anualmente. O maior dano ¢ causado pelos artrépodes e os métodos utilizados hoje
para a protecdo das colheitas contra a predagdo por insetos sdo altamente dependentes de
substancias quimicas agressivas ao meio ambiente. Este fato justifica a necessidade de

pesquisas e o desenvolvimento de alternativas para este problema (Sharma et al., 2000).

A evolugdo das plantas transformou o ambiente terrestre num dos recursos mais valiosos
para a comunidade herbivora. Nos ecossistemas naturais, as plantas € os insetos sdo apenas
alguns dos organismos viventes que estdo intimamente associados: os insetos tém varias
atividades benéficas incluindo a defesa e a polinizagdo enquanto das plantas provém a

protecao, sitios para ovoposicao e alimento (Mello e Silva-Filho, 2002).

A intera¢do planta-inseto ¢ um sistema dindmico, sujeito as continuas variagdes €
mudancas. Para reduzir o ataque de insetos, as plantas desenvolveram diferentes mecanismos
de defesa incluindo barreiras quimicas como proteinas defensivas (Haruta et al., 2001) —
lectinas e inibidores de proteases: substancias volateis para a atracdo de predadores de insetos
herbivoros e metabolitos secundarios (Mello e Silva-Filho, 2002). Em paralelo, os insetos
desenvolveram estratégias para sobrepujarem as barreiras das plantas tais como a detoxificagao
de compostos nocivos para eles, mecanismo de escape, seqiiestro de produtos toxicos (Nishida,

2002) e alteracao de modelos de expressdo de genes (Silva et al., 2001).

As plantas tém evoluido, sofisticadamente, muitos mecanismos de defesa os quais estdo
concentrados nas sementes ja que estes sao os veiculos para a propagacao e sobrevivéncia das

espécies. Os tecidos das sementes podem acumular constitutivamente ou apos a indugdo, um
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amplo conjunto de compostos que conferem resisténcia contra predadores e a infec¢do por

virus, bactérias, fungos e nematdides.

As plantas produzem substincias quimicas com a finalidade de defesa, de duas
maneiras, primeiro, como substancias constitutivas para repelir os insetos através das plantas e
em segundo, como substancias induzidas em resposta aos danos teciduais causados pelos
insetos. Estas estratégias sdo capazes de prevenir muitos danos causados por insetos embora
haja um numero reduzido de insetos que sdo capazes de adaptar-se a determinadas espécies de

plantas (Mello e Silva-Filho, 2002).

A sintese e o acumulo de uma variedade de proteinas de reserva t€m sido relacionados
como proteinas de defesas desde que estas proteinas apresentem propriedades entomotdxicas
tais como inibidores de proteinases (Garcia et al., 2004; Macedo et al., 2003), lectinas (Macedo
et al., 2004), inibidores de a-amilase (Franco et al., 2002), proteinas inativadoras de ribossomos
(RIP’s) do tipo 1 e 2, inibidores de enzimas proteoliticas e glicohidrolases (Peumans et al.,
1995), canatoxina (Carlini et al., 1997). Estas proteinas estdo comumente nas sementes e

orgaos de plantas leguminosas (Sales et al., 2000; Franco et al., 2002).

2.1 — Digestao dos Insetos

De acordo com o diagrama geral do canal alimentar de um inseto (Figura 5) proposto
por Terra e Ferreira (1994), o intestino anterior (IA) € constituido pela boca onde encontramos
as glandulas salivares, faringe, es6fago e o papo. O proventriculo € um 6rgao de trituracao dos
insetos e em muitos deles, atua como uma valvula que controla a entrada do alimento na por¢ao

do intestino médio, principal local da digestao e absor¢ao de nutrientes.

O intestino médio (IM) consiste de um tubo simples (ventriculo) que pode sofrer
ramificagdes, dando origem ao ceco gastrico. Na maioria dos insetos, o intestino médio €
revestido por uma estrutura quitinosa, a membrana peritrofica, que separa o conteudo luminal
em dois compartimentos, o espaco ectoperitrofico. Na regido do esfincter, separando o intestino

médio do posterior, os 6rgaos de excrecdo que se ramificam lateralmente sao os tibulos de
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Malpighi. O intestino posterior (IP) inclui o ileo e o reto, envolvidos na absor¢do de dgua e

ions, terminando no anus.

Fapo Proventriculo Nembrana peritrofica
s Eilrgin Permite a passagem de alimentos
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Ceco gasirico : ! | Tiihuloz de Malpighi
Processa a digestio final & Espaco - ii“lrgin:-s exoratoras,
a shsordn dos alimentos | @cloperitrifica ¢ semelhantes aos vins
intestine anterior Hinteztine médio intestine posterior

Figura 5: Diagrama geral do intestino de inseto (adaptado por Terra e Ferreira, 1994).

2.1.1 — Membrana Peritrofica (MP)

A membrana peritrofica ¢ um finissimo envelope membranoso que recobre o bolo
alimentar no intestino dos membros da maioria dos filos animais, incluindo o dos insetos. Ela
esta organizada num arranjo de quitina (4-13%) em uma matriz de proteina (21-51%) e
carboidrato (Richards et al., 1997). Poucas ordens nao possuem esta membrana e muitas vezes
sua presenca esta associada com a idade do inseto como nos Siphonaptera, onde sua ocorréncia

¢ apenas no estagio larval (Peters, 1992).

As proteinas estruturais da MP estdo principalmente associadas com as fibras de quitina
por ligagcdes ndo covalentes via os dominios de ligacdo a quitina. A presenca de multiplos
dominios ligantes de quitina nas proteinas da MP torna possivel a formacao de uma estrutura

membranosa semelhante a um gel sustentado pelas fibras de quitina (Wang et al., 2001).
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A forte ligacdo das proteinas de membrana a quitina pode também proteger as proteinas
e a quitina da degradacdo pelas enzimas do intestino médio tanto enddgenas quanto obtidas do
material alimentar. Os dominios ligantes de quitina sdo ricos em cisteina e a presenga de

ligagdes dissulfeto contribui para a estabilidade (Wang et al., 2001).

Dentre as principais fungdes atribuidas a esta estrutura estdo a prote¢ao mecanica contra
a injuria as c€lulas do IM; barreira fisica contra microorganismos; barreira de seletividade para
as enzimas digestivas e produtos da digestdo; e atuagdo no mecanismo e conservacao das

enzimas digestivas (Terra, 2001).

2.1.2 — Proteinases de Insetos

A compartimentalizacdo das enzimas ¢ outra propriedade importante da membrana
peritrofica. As enzimas envolvidas na digestdo inicial sdo encontradas no espago
endoperitrofico que esta envolvido pela membrana peritrofica, cuja capacidade em
compartimentalizar as enzimas digestivas depende de sua permeabilidade (Terra et al., 1994).
A integridade desta membrana quando afetada, pode interferir no processo de digestdo e
absorc¢ao de nutrientes e, consequentemente, pode causar danos no desenvolvimento do inseto

(Habibi et al., 2000; Paes et al., 2000).

As proteases digestivas tém como finalidade catalisar a liberacdo de peptideos e
aminoacidos oriundos das proteinas ingeridas e sdo abundantemente encontradas na regido do
intestino médio do trato digestivo de insetos. As proteases estdo subdivididas em
endopeptidases, que clivam cadeias protéicas em lugares especificos e exopeptidases que

removem aminoacidos da regido C-terminal ou N-terminal (Jongsma et al., 1997).

A maioria dos estudos sobre os processos digestivos em insetos sugere que eles
poderiam ser agrupados com o tipo de dieta ingerida. Esta hipdtese ¢ devida a ocorréncia de
diferentes proteinases digestivas no canal alimentar que dependem principalmente da

composicao quimica da dieta ingerida (Terra e Ferreira, 1994).
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Dentre as ordens de insetos ja estudadas, os lepidopteros e dipteros utilizam
principalmente serinoproteinases para a digestdo de proteinas. Eles t€ém o intestino médio
alcalino que, dependendo das espécies apresentam pH otimo entre 8 e 11,5 para a atividade
dessa classe de proteinas. Estudos mais recentes t€ém mostrado que outras classes de proteinases
também sdo encontradas nos intestinos desses insetos (Terra e Ferreira, 1994; Jongsma et al.,
1997). Nestas incluem-se proteinases cisteinicas (tiol) e asparticas (carboxil) com residuos de
cisteina e aspartato nos sitios ativos, respectivamente, tanto quanto as metaloproteinases e
aminopeptidases. Muitos coledpteros apresentam cisteinoproteinases ativas em pH levemente
acido (5-7). As proteinases asparticas, que sdo encontradas em combinagdo com outras

proteinases, sdo ativas no pH acido, usualmente abaixo de 4,5 (Jongsma et al., 1997).

2.2 — Propriedades inseticidas das lectinas de plantas

Ja ¢ conhecida a atividade inseticida das lectinas de plantas contra as diversas espécies
de insetos de diferentes ordens tais como Coledptera, Diptera, Homoptera e Lepidoptera
(Carlini et al., 2002). Esta caracteristica representa um potencial uso das lectinas de plantas
como agentes inseticidas obtidos naturalmente contra as pestes que impedem o crescimento da
producdo agricola. Geralmente os bioensaios in vitro tentam avaliar esta caracteristica
bioldgica. Estes consistem na inclusdo de lectinas ja estudadas, em dietas artificiais que em
seguida, sao oferecidas ao inseto alvo durante um determinado periodo. Em geral, o nivel de
lectina incorporada nas dietas artificiais, para testar a toxicidade oral, varia de 1 a 50 mg de
proteina/g de deita ou de 5 a 1500 pg/ml de dieta para insetos mastigadores ou sugadores,
respectivamente. Os parametros que indicam os efeitos danosos das lectinas aos insetos
incluem: peso larval, tamanho, coloracdo, mortalidade, inibicdo da alimentagdo, efeitos
antimetabolicos, nivel de excrecdo, pulpagdo, atraso no tempo total de desenvolvimento,
emergéncia e/ou fecundidade dos adultos na primeira e segunda geragdo dos insetos que

tenham sido alimentados com as dietas contendo lectinas (Vasconcelos e Oliveira, 2004).

Embora o modo exato de acdo inseticida das lectinas de plantas ndo esteja

completamente elucidado, parece que a resisténcia a degradagdo proteolitica pelas enzimas
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digestivas do inseto e a ligagdo as estruturas do intestino do inseto sejam os dois pré-requisitos
basicos para as lectinas exercerem seus efeitos deletérios nos insetos. Como nos sistemas de
animais superiores, os efeitos nocivos das lectinas nos insetos sdo atribuidos principalmente a
ligacdo destas a superficie das cé€lulas epiteliais do intestino que induz interferéncias nas

funcdes digestivas, protetoras ou secretdrias do intestino (Pusztai, 1996).

No entanto, € 6bvio que para que ocorra a ligacao as estruturas do intestino, células /ou
qualquer enzima digestiva ou outro componente do inseto, as lectinas administradas oralmente
tém que primeiramente ser refratarias a acdo das enzimas proteoliticas e, também contar com o

ambiente satisfatorio de pH e temperatura, para exercer seus efeitos.

A andlise da estrutura/funcdo pela metagénese sitio-dirigida indicou que a atividade
inseticida e de ligacdo da lectina especifica de Griffonia simplicifolia (GSII) e suas formas
mutantes estavam correlacionadas com a resisténcia a degradacao proteolitica pelas enzimas do
intestino meédio e ligagdo ao trato digestivo de larvas do terceiro e quarto instar de
Callosobruchus maculatus (Coleoptera). Este inseto quando alimentado com dieta artificial
contendo GSII teve inibicao do crescimento e um tempo de desenvolvimento prolongado. Estes
efeitos podem ser resultados da ligacdo desta lectina a quitina da membrana peritréfica (Zhu-

Salzman et al., 1998).

Duas lectinas ligante de quitina, TEL e KpLec, de sementes de Talisia esculenta e
Koelreuteria paniculata respectivamente, afetaram negativamente o desenvolvimento dos
insetos Callosobruchus maculatus e Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) (Macedo et
al., 2002, 2003). A andlise de regressdao indicou que para cada aumento de 0,1% na dose de
TEL oferecida na dieta artificial havia um aumento de 3,9% (R’=0,98) ¢ 4,1% (R’=0,99) na
mortalidade dos insetos C. maculatus e A. kuehniella, respectivamente (Macedo et al, 2002),
enquanto que para cada 0,1% de aumento na dose de KpLec havia um aumento da mortalidade
de 59% (R™=098) ¢ 5,3% (R>=0,96) dos insetos C. maculatus e A. kuehniella,

respectivamente.

Alguns estudos realizados para elucidar o mecanismo de acdo da lectina GNA
(Galanthus nivalis — especifica a manose) sobre o inseto Nilaparvata lugens (Homoptera:

Delphacidae) mostrou que nenhuma degradagdo proteolitica significante ocorreu tanto no
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intestino como no honeydew dos insetos alimentados com a dieta artificial (Powell et al.,
1998). GNA foi capaz de ligar-se a superficie luminal do epitélio celular do intestino médio
desse mesmo inseto, provavelmente reconhecendo carboidratos presentes na superficie celular,
glicoproteinas e/ou outros glicoconjugados no intestino. Além disso, os estudos indicam que
GNA estava presente nos corpos gordurosos, ovariolos, e na hemolinfa, sugerindo que GNA foi
capaz de ultrapassar a barreira do epitélio do intestino médio e passar para o sistema

circulatorio do inseto resultando num efeito toxico sistémico (Powell et al., 1998).

GNA e Con A (lectina de Canavalia ensiformis) quando incluidas em dietas artificiais e
oferecidas as larvas do lepidoptero Lacanobia oleraceae acumularam-se no intestino, tubulos
de Malpighi e hemolinfa indicando que ambas as lectinas foram internalizadas e distribuidas
sistemicamente apos a ligacdo as glicoproteinas presentes ao longo do trato digestivo do inseto
(Fitches et al., 2001). Uma dose toxica de GNA foi também capaz de induzir mudangas
morfologicas na regido do intestino médio das larvas de N. lugens com disrupgao da regido das

microvilosidades (Powell et al., 1998).

Outros efeitos antinutricionais para os insetos alimentados com dietas artificiais
contendo lectina de plantas € a possibilidade que as lectinas podem desestabilizar o
metabolismo do inseto interferindo com as fungdes enzimaticas tanto indiretamente quanto pela
ligacdo as enzimas digestivas glicosiladas do intestino (Van Damme et al., 1998). GNA e Con
A administradas oralmente afetaram as atividades das enzimas soliveis e membrana do
intestino médio das larvas de Lacanobia oleraceae. Além disso, ocorreu o aumento da
atividade total da enzima aminopeptidase e induziram um significante aumento na atividade da
a-glicosidase. Lectinas que se ligam as células epiteliais podem indiretamente afetar o
mecanismo regulatério das enzimas e como conseqiiéncia perturbar a sintese da matriz

peritrofica (Fitches e Gatehouse, 1998).
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3 — APLICACOES DAS LECTINAS VEGETAIS NA ATIVIDADE PRO-
INFLAMATORIA

3.1 — Aspectos gerais do processo inflamatorio

O fenémeno inflamagdo pode ser compreendido como reacdes coordenadas de algumas
fungdes do organismo contra lesdes provocadas por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos,
caracterizado por reagdes que dependem da natureza do agente agressivo e extensivamente da
maneira como o organismo pode mobilizar seus recursos defensivos (Rocha e Silva, 1978). E
uma complexa cadeia de eventos que estd envolvida nos processos de reparagao e defesa, como

também em doengas auto-imune e cancer.

A inflamagao possui como sinais clinicos: calor, tumor, rubor, dor e perda de fungao
(Robbins et al., 1996), sendo dividida em uma fase aguda e uma fase cronica. A primeira das da
reacdo inflamatoria — fase aguda — depende de o estimulo ser ou ndo persistente, esta reacao
pode tornar-se cronica, podendo, muitas vezes, ser prejudicial ao organismo. Frequentemente,
ap6s a fase aguda, ocorre a resolugdo do processo, em razao da eliminacdo dos agentes

causadores (Sedgwick e Willoughby, 1985).
A inflamag¢do aguda compreende trés componentes principais:

1) Vasodilatacdo, que sdo alteragdes no calibre vascular, que conduz a um aumento do

fluxo sangiiineo;

2) Aumento da permeabilidade vascular, com conseqiliente passagem de proteinas
plasmaticas para o intersticio, as quais ndo seriam filtradas em condic¢des fisiologicas. O
aumento da permeabilidade vascular somado ao aumento da pressdo de filtragdo, por
conseqiiéncia da vasodilatagdo, leva a formacao do edema inflamatério. Este fenomeno deve-se
a acdo de mediadores inflamatorios sobre as células endoteliais venulares, induzindo a
contragao das mesmas, o que permite a passagem de moléculas de alto peso molecular, tais

como as proteinas plasmaticas, para o tecido inflamado (Majno, 1985).
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3) Migracdo de leucdcitos da microcirculagdo e seu acumulo no foco da agressao
(Williamns et al, 1985; Moncada et al, 1991). Os leucocitos ingerem os agentes agressores,
destroem as bactérias e outros microbios e degradam o tecido necrdtico e os antigenos
estranhos. Porém, os leucocitos podem prolongar a inflamacdo e induzir lesdo tecidual
mediante a liberagdo de enzimas, de mediadores quimicos e¢ de radicais livres do oxigénio

(Dale e Foreman, 1989).

A mobilizacdo adequada dos leucocitos, da microcirculacdo para o foco inflamatério
(Tecido intersticial), ¢ também uma etapa fundamental para a defesa do organismo e ¢
denominada de extravasamento. Pode ser dividida nas seguintes etapas: (1) intraluminais:
marginacao, rolagem e adesdo; (2) transmigracao através do endotélio (também denominada de
diapedese); e (3) migragdo nos tecidos intersticiais na direcao do estimulo quimiotatico (Rossi e

Hallewell, 1994).

No sangue, que flui normalmente, os eritrocitos e os leucdcitos ficam confinados a uma
coluna axial e deixa em contato com o endotélio uma camada de plasma pobre em células. A
medida que o fluxo torna-se lento no inicio da inflamag¢do (como decorréncia do aumento da
permeabilidade vascular), os leucocitos saem da coluna central e assumem uma posicao
periférica, passando a margear a superficie endotelial. Este processo inicial, denominado
marginagao, ¢ causado em grande parte por alteragdes nas condigdes hemodinamicas geradas
pela lenta circulagdo sanguinea (Carter e Robinson, 1998). Fileiras de leucocitos deslocam-se
lentamente ao longo do endotélio e aderem transitoriamente (um processo denominado de
rolagem), e finalmente, interrompem seu trajeto em algum ponto onde possam aderir
firmemente nas paredes endoteliais (Kieda, 1998). Com o tempo, o endotélio passa a ser
praticamente recoberto por leucdcitos e adquire um aspecto “pavimentado”. Apds a fase de
adesdo firme, o leucécito insere pseuddpodes nas juncdes entre as células endoteliais, se
espreme através das jungdes endoteliais e passa a se posicionar entre as c€lulas endoteliais e a
membrana basal. Por fim, atravessa a membrana basal e escapa para o espago extravascular

para exercer seu papel (Bevilacqua et al., 1994). Tanto neutrofilos quanto mondcitos, linfocitos

e eosinofilos e basofilos empregam este trajeto (Butcher, 1991).
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O recrutamento dos leucécitos circundantes para os tecidos ¢ regulado em parte por
multiplas familias de adesao (CAMs), que estdo envolvidas na ligagdo de leucdcitos com outros
leucdcitos, células endoteliais e ainda com componentes da matriz extravascular. As CAMs
envolvidas nas interagdes adesivas entre as c€lulas no processo inflamatdrio foram classificadas
em trés familias distintas: integrinas, superfamilia das imunoglobulinas e as selectinas
(Cronstein e Weissman, 1993). A familia das selectinas consiste de trés moléculas,
denominadas L-selectina encontradas nos leucocitos e sdo responsaveis pelo enderecamento
(homing) dos linfécitos para os linfonodos. E-selectina produzida pelo endotélio, sua sintese €
induzida por IL-1, TNFa e LPS, e sua inibi¢do ¢ realizada por glicocorticoides, e P-selectina,
constitutivamente sintetizadas por células endoteliais e plaquetas e ficam armazenadas nos

granulos de Weibel-Palade.

Devido ao fato de todos os membros da familia das selectinas apresentarem um dominio
lectinico N-terminal, estas sdo capazes de mediar a adesdo entre as células, através do
reconhecimento especifico de um carboidrato na superficie celular da célula alvo. A regulacao
da expressao das moléculas de adesdo e de sinalizagdo pode modular o recrutamento e ativagao

dos leucécitos em tecidos inflamados (Chao et al., 1997).

Simultaneamente a expressdao de selectinas, outras moléculas de adesdo participam do
processo de adesdao dos neutréfilos as células endoteliais como: ICAM-1 e 2 (do inglés:
intercelular adhesion molecule); VCAM-1 e 2 (do inglés: vascular cell adhesion molecule); a,-
integrinas; oy-integrinas; além de varios componentes da matrix dos tecidos conjuntivos

(fibronectina, vitronectina, laminina e colageno) (Johnston e Kubes, 1999).

3.2 — Fisiologia das células envolvidas na inflamacao

As células envolvidas na inflamagao sdao: mondcitos/macréfagos, mastocitos, neutrofilos,
células endoteliais. Entretanto, como o objetivo deste estudo estd focado nos tipos celulares

macrofagos e neutrdfilos, nos deteremos apenas nestes dois tipos celulares.
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A) Monocitos/Macréfagos

A medula o6ssea produz células multipotentes mieldides que dao origem, na prépria
medula, aos granulocitos, eritrocitos, monocitos e plaquetas. Os monocitos fazem parte do
sistema mononuclear fagocitario ou histiocitario, encontrando-se inicialmente no sangue, onde
migram para os o0rgaos e tecidos conjuntivo, passando a serem chamados de macrofagos (Rang
et al., 1996). Nos tecidos, os monocitos diferenciam-se e recebem diferentes nominagdes como:
macrofagos pleurais e peritoneais (cavidades serosas), células de Kuppffer (figado), células

microgliais (sistema nervoso central), macrofagos alveolares (pulmao), osteoblastos (0sso).

Os macrofagos desempenham um papel fundamental na deteccdao e resposta as proteinas
estranhas, células apopticas e células tumorais, devido a sua habilidade de fagocitar e destruir
microorganismos, ¢ pela capacidade de sinalizar outras células a participarem do processo
(Klimp et al., 2002). Os macrofagos expressam em sua membrana varios receptores envolvidos
nos processos de fagocitose contra microorganismos e células apdptoticas, onde podemos citar:

CDA438, receptor de manose (Peiser et al., 2002).

Apo6s o contato com proteinas estranhas, os macréfagos passam a ser ativados produzindo
e liberando varios mediadores inflamatdrios como citocinas e prostandides (Oliani et al., 2001),
além de 6xido nitrico (NO) e radicais de oxigénio (Assureuy et al., 1994; Klimp et al., 2002). A
ativacdo dos macrofagos da-se via diferentes estdgios, acompanhada por especifica expressao
de proteinas, a serem secretadas, além de proteinas de membrana, que podem produzir
regulacdo sobre macrofagos em outro estado de ativacao (Klimp et al., 2002) e sobre outras

células como mastocitos, células endoteliais, eosinofilos, neutrofilos e linfocitos.

Os principais mediadores celulares produzidos por macrofagos apds sua ativagdo,
mediando assim uma sinalizacdo celular, sdo: prostaglandina E, (PGE,); leucotrieno-B,
(LTB,); fator ativador de plaquetas (PAF); 6xido nitrico (Coleman, 2001); e citocinas (Rang et
al. 1996). As citocinas produzidas por macrofagos inter-relacionadas a inflamagdo sdo:
interleucina 1 (IL-1); fator de necrose tumoral-a (TNF-a); interferon-y (IFN- v); interleucina 8
(IL-8) produzida por humanos, que ¢ quimiotatica para neutrofilos, interleucina 10 (IL-10);
proteina inflamatoéria de macrofagos (MIP-1 e 2) (Duffy et al., 2000); fator inibitério da

migragao de macrdéfagos (MIF) (Mitchell e Bucala, 2000); além das citocinas IL-15 e IL-18 que
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estdo envolvidas nos processos inflamatdrios que ocorrem nas articulagdes, sendo detectadas

nas mesmas concentragdes de TNF-a (Liew e Mclnnes, 2001).

B) Neutrofilos

Dentre as células presentes no tecido inflamado, os neutréfilos sdo os primeiros que
chegam ao foco inflamatorio, porém, em condi¢cdes normais estas c€lulas podem também

migrar dos vasos aos tecidos (Wagner e Roth, 2000).

O processo pelo quais os neutréfilos migram ao foco inflamatorio ¢ conhecido como
quimiotaxia, que ndo ¢ uma funcdo isolada e faz parte e uma complexa cadeia de eventos,
sinalizadas por macréfagos, mastocitos e células endoteliais. Varias sdo as substancias
quimiotaticas capazes de induzir a quimiotaxia de neutrofilos. Dentre elas podemos citar: C5a
(proteina derivada do sistema complemento); fMLP (do inglés: formyl methionyl leucyl
phenylalanine, liberados de microorganismos); PAF (liberado de c¢€lulas endoteliais, plaquetas,
macrofagos e de neutrofilos); as citocinas GM-CSF, TNF- o e as quimiocinas IL-8
(interleucina-8) em humanos, e CINC-1 (do inglés: -cytokine-induced neutrophil

chemottractant) em ratos e camundongos (Dufty et al., 2000).

O principal motivo pelos quais os neutréfilos sdo recrutados aos focos inflamatdrios €
fagocitar as bactérias, particulas, células mortas, pela liberagdo de fosfatase acida e outras
enzimas lisossomais, peroxidase (mieloperoxidase), proteinas basicas (catidnicas) ricas em

argenina, e glicosaminoglicanas sulfatadas.

Para a digestdo destas substancias, os neutréfilos possuem diferentes tipos de granulos
citoplasmaticos, um conjunto de substancias com atividades enzimaticas. Assim, nos granulos
azurdfilos encontram-se, principalmente, lisoenzimas, mieloperoxidases, elastases, catepsinas,
hidrolases 4cidas entre outras. Os granulos especificos contém principalmente, lisoenzimas,
colagenases e lactoferrina (Dale, 1984). Além da utilizagdo do contetido destes granulos, o
processo de fagocitose ativa o metabolismo oxidativo celular, caracterizado pelo aumento do
consumo de oxigénio e de produtos do seu metabolismo, os quais também possuem atividade

microbicida (Doherty e Janusz, 1994). Embora as fung¢des, tanto dos radicais livres como do

23



conteudo destes granulos citoplasmaticos, sejam a digestdo e/ou morte do material fagocitado,
observa-se, frequentemente, a destruicdo de partes do tecido inflamado em virtude a acao
destas substancias, as quais podem ser secretadas pelos leucdcitos presentes no foco, ou entao,

serem liberadas apds a morte dos mesmos (Doherty e Janusz, 1994).

3.3 — Mediadores Quimicos dos processos inflamatorios

Os mediadores (Tabela 3) originam-se do plasma ou de células. Os mediadores oriundos
de células normalmente estdo sequestrados nos granulos intracelulares, que precisam ser
secretados (histamina nos granulos de mastocitos) ou sdo sintetizados originalmente
(Prostaglandinas, citocinas) em resposta a um estimilo (Contran et al., 2000). Substancias
endogenas e exdgenas (fMLP, LPS, carragenina e zimozan) podem agir como agentes

quimiotaticos.

Os mediadores endogenos sdo substancias oriundas da ativagdo de cé€lulas inflamatorias
por uma reagdo imune ou por estimulagdo direta destas células por citocinas ou substancias
quimicas. Muitos destes ja foram identificados at¢ o momento, podendo ser originados no
plasma, sob a forma de precursores a serem ativados (proteinas do sistema complemento, das
cininas ¢ da coagulacdo) ou sintetizados e armazenados por células (serotonina, histamina,
prostaglandinas, PAF, leucotrienos e citocinas). A maioria dos mediadores quimicos
desempenha sua atividade biologica através da ligagao especifica com receptores presentes em
células, entretanto alguns podem atuar diretamente como enzimas (proteases lisossomais) ou
mediando lesdes oxidativas diretas como ocorre com os metabdlitos do oxigénio (Robbins et

al., 1994).

Um grande ntimero de mediadores tem sido implicado no processo de migracdao dos
leucocitos do sangue ao foco de inflamagdo. Acredita-se que na fase precoce do processo
inflamatorio induzido por diferentes estimulos, cé€lulas residentes no tecido, como macrofagos,
mastocitos e linfocitos, participam no controle da migracdo de neutrofilos. Este controle €

mediado pela liberagdo destes fatores quimiotaticos.
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Tabela 3: Mediadores da inflamagao (Robbins et al., 1996)

MEDIADOR ORIGEM ACOES
Histamina Mastocitos, Aumento da permeabilidade vascular, contragao da
Basofilos musculatura lisa, quimiocinese
Serotonina Plaquetas, Aumento da permeabilidade vascular, contragao da
Mastocitos musculatura lisa
(Roedores)
Fator ativador de Basofilos, Liberagao de mediadores das plaquetas; aumento
plaquetas (PAF) Neutrofilos, da permeabilidade vascular; contragao da
Macrofagos musculatura lisa; ativacdo de neutréfilos
Fator quimiotdtico Mastocitos, Quimiotaxia de neutréfilos
para neutrofilos Basofilos
(FON)
IL-5 Linfocitos Localiza¢ao dos monocitos
C3a Complemento Desgranulagdo de mastocitos; contracao da
C3 musculatura lisa
Csa Complemento Desgranulagdo de mastocitos; quimiotaxia de
C5 neutrofilos e macréfagos; ativagdo de neutrofilos;
contragdao da musculatura lisa; aumento da
permeabilidade capilar
Bradicinina Sistema das Vasodilatacdo; contracao da musculatura lisa;
Cininas aumento da permeabilidade capilar; dor
(cininogénio)
Fibrinopeptideos e Sistema Aumento da permeabilidade capilar; quimiotaxia
produtos da coagulagdo de neutrofilos e macrofagos
clivagem da
fibronectina
Prostaglandina E2 Via da Vasodilatagdo; potencializacdao da permeabilidade
(PGE,) ciclooxigenase | vascular aumentada pela producao de histamina e
bradicinina
Leucotrieno 4 Via da Quimiotaxia de neutrofilos, sinergia com PGE2 no
(LTB4) lipoxigenase aumento da permeabilidade vascular
Leucotrieno D4 Via da Contracao da musculatura lisa; aumento da
lipoxigenase permeabilidade vascular
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A) Aminas Vasoativas

As duas aminas, histamina e serotonina, sdo especialmente importantes porque estdo
disponiveis em reservas pré-formadas entre os primeiros mediadores a serem liberados durante

a inflamacao.

Histamina, a qual ¢ formada pela descarboxilizagdo do aminoécido histidina, ¢ o maior
componente dos granulos de mastdcitos, mas ainda encontrada nos basofilos e nas plaquetas. A
histamina pré-formada estd presente nos granulos de mastocitos e € liberada por desgranulacao
dessas células em resposta a uma variedade de estimulos. A histamina exerce seus papéis
através da interagdo com um dos trés receptores distintos presentes nas células-alvo,
conhecidos como Hj, H, e H;. A maioria dos efeitos bioldgicos nas reacdes alérgicas ¢ mediada
pela ligacao da histamina ao receptor H;. Porém, para os mecanismos da inflamag¢do, devemos
ter uma especial atengdo com o Hj, pois os endotelidcitos possuem esse receptor e, quando ele
¢ estimulado pela a¢do da histamina, a c€lula se contrai resultando em um aumento da

permeabilidade vascular das vénulas pds-capilares.

Serotonina (5-hidroxitriptamina) ¢ um segundo mediador vasoativo pré-formado com
acoes semelhantes as da histamina. Esta presente nas plaquetas e células enterocromafins, € nos
mastocitos em roedores, mas nao no ser humano. A liberacdo de serotonina (e histamina) das
plaquetas ¢ estimulada quando as plaquetas se agregam apds contato com o colageno, trombina,

difosfato de adenosina (ADP) e complexos antigeno-anticorpo (Contran et al.,2000).

B) Metabélitos do Acido Araquidénico (AA)

As células sdo ativadas por diferentes estimulos. Os lipideos das membranas celulares sdo
rapidamente remodelados para gerar mediadores lipidicos biologicamente ativos que servem
como sinais intracelulares ou extracelulares. Os produtos derivados do metabolismo do AA

influenciam uma variedade de processos bioldgicos, incluindo a inflamg¢do e hemostasia.

O AA ¢ um é&cido graxo poliinsaturado de 20 carbonos que ¢ derivado diretamente de
fontes alimentares ou por conversdo do 4cido graxo essencial, o acido linoléico. Ndo ocorre

livremente nas células, mas normalmente ¢ esterificado em fosfolipideos da membrana. E
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liberado de fosfolipideos da membrana através da ativacdo de fosfolipases celulares
(fosfolipase A2) por estimulos mecanicos, quimicos e fisicos ou por outros mediadores (C5a).
Os metabolitos do AA, também chamados eicosanoides, sdo sintetizados por duas classes
principais de enzimas: ciclooxigenase (prostaglandinas e tromboxanos) e lipooxigenases

(leucotrienos e lipoxinas).

1) Via da ciclooxigenase: mediada por duas enzimas diferentes (COX-1 e COX-2), leva a
geracdo de prostaglandinas. As prostaglandinas dividem-se em séries baseadas nas
caracteristicas estruturais codificadas por uma letra (PGD, PGE, PGF, PGG r PGH) ¢ um
numeral subscrito (1,2), que indica o nimero de ligacdes duplas no composto. As mais
importantes na inflamag¢do sdo as prostaglandinas (PGE,, PGD,, PGF,,, PGl,) € o tromboxano
A2, que ¢ um importante agregador plaquetdrio e vasoconstritor. As prostaglandinas,
principalmente a PGE, e a prostaciclina, sdo mediadores importantes da vasodilatacao
inflamatoria e potenciam, de modo acentuado, os efeitos quimiotaticos ¢ de aumento da

permeabilidade de outros mediadores (Rang et al., 1996).

2) Via da lipoxigenase: os produtos iniciais sdo gerados por trés lipoxigenases (LO)
diferentes, que estdo presentes em apenas alguns tipos de células. A 5-lipoxigenase (5-LO) ¢ a
enzima predominante nos neutrofilos. A ativacao celular, a 5-LO transfere-se para a membrana
nuclear e interage com uma porteina reguladora associada a membrana, denominada proteina
ativadora de 5-LO (FLAP), para formar o complexo enzimatico ativo. O principal produto, 5-
HETE, que ¢ quimiotatico para neutrdfilos, ¢ convertido em uma familia de compostos
coletivamente conhecidos como leucotrienos. O LTB4 ¢ um agente quimiotatico potente e
ativador das respostas funcionais de neutrofilos, como agregacao e aderéncia de leucéceitos ao
endotélio venular, geracao de radicais livres de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossomicas.
Os leucotrienos que contém cisteinil C4, D4 e E4 (LTC4, LTD4 e LTE4) causam
vasocronstricdo intensa, aumento da permeabilidade vascular (Contran et al., 2000; Spriger,

1994).
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C) Fator Ativador Plaquetario

O ativador de plaqueta (PAF) ¢ gerado a partir de um fosfolipideo de membrana por
ativacao de fosfolipases. Tem a capacidade de ativar uma variedade de células, incluindo
plaquetas. Este fator pode atuar na degranulacdo de neutrofilos e eosinéfilos, sendo o mais
potente quimiotatico para eosinéfilos ja descrito. O PAF gera também um aumento da adesao
leucocitaria ao endotélio (por estimulo a ligacao da integrina aos leucécitos) e da quimiotaxia.
Este mediador atua diretamente nas células-alvo de receptores especificos, mas potencializam
também a sintese de outros mediadores, principalmente os metabdlitos do AA (Wasserman,

1988).

D) Citocinas

As citocinas constituem umgrupo heterogéneo de glicoproteinas, sintetizadas e secretadas
de modo titpico por diversas cé€lulas, principalmente macrofagos e linfocitos, em resposta a
ativacdo ou lesdo. Estas proteinas atuam como sinais modulando as respostas imunes e
inflamatorias locais ou sistémicas. Geralmente, células normais precisam ser estimuladas para
produzirem citocinas. As citocinas, em geral, sdo peptideos ou glicoproteinas com pesos
moleculares variando de 6 a 60 kDa. Sao extremamente potentes, atuam em concentragdes

milimolares na estimulacao de células, apos interagdo especifica entre ligante e receptor.

Além de serem produzidas por diferentes tipos de células, as citocinas podem exercer seus
efeitos em varias células, e, devido a essa agdo pleiotropica, desencadeiam diferentes
atividades, podendo ser sinérgicas ou antagoOnicas, ou, ainda, induzir ou inibir a producao de

outras citocinas bem como modular a expressao de seus receptores.

1) Citocinas pro-inflamatorias:

Tem sido demonstrado que varias citocinas induzem a migragdo de leucdcitos,
principalmente neutréfilos, tanto in vivo como in vitro, e estdo envolvidas em varios eventos da
resposta inflamatodria. As principais citocinas mediadoras de inflamacao sao a IL-1, TNF- a, IL-

2, IL-12, IL-6, e as quimiocinas, entre as quais estdo a IL-8, MIP, MCP-1 ¢ a ENA-78.
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As principais citocinas que medeiam a inflamag¢do compartilham muitas propriedades
biologicas. A IL-1 eo TNF- a sdao produzidos por macrofagos ativados, TNF-f (previamente
conhecido como linfotoxina) por células T ativadas e a IL-1 por muito outros tipos celulares.
Sua secre¢do pode ser estimulada por endotoxina, imunocomplexos, toxinas, lesdo fisica e uma
variedade de processos inflamatérios. Suas agdes mais importantes na inflamacdo sdo seus
efeitos sobre o endotélio, leucdcitos e fobroblastos e indugdo das reagdes da fase aguda
sist€émica. Em particular, induzem a sintese de moléculas de aderéncia endotelial e mediadores
quimicos — incluindo outras citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, eicosanodides e

oxido nitrico (NO) (Rang et al., 1996).

E) Quimiocinas

Sao uma superfamilia de proteinas pequenas (8 a 10 kDa) que atuam primariamente como
ativadores e quimiotratores para tipos especificos de leucdcitos, possuindo semelhancas em
suas sequéncias de aminoacidos. Duas destas familias tém sido extensivamente estudadas, as o

e B-quimiocinas (Contran et al., 2000).

Entre os papéis biologicos definidos para as quimiocinas estdo: 1) efeito quimiotatico
direto e indireto; 2) promovem a diferenciagdo e crescimento celular; 3) regulacdo da
hematopoiese e angiogénese; 4) aumentam a adesdo e capacidade de ligagdo dos leucdcitos; 5)
possivel papel no crecimento tumoral e desenvolvimento de metéstases; 6) atividade anti-

tumoral (Bem-Baruch et al., 1995).

O aumento na secre¢do de quimiocinas durante a inflamagdo resulta no recrutamento
seletivo de leucdcitos para o tecido inflamado. A ativagdo pelas quimiocinas leca a uma
interacdo de alta afinidade na superficie dos leucdcitos e seus ligantes endoteliais. Esta
interagdo, por sua vez, facilita a adesividade do leucdcito e seu posterio extravasamento

(Bishoff et al, 1990).

F) Oxido Nitrico

O ¢6xido nitrico (NO) € um gés solavel, sintetizado a partir da L-arginina, do oxigénio
molecular ¢ do NADPH por ac¢do da oxido nitrico sintase (NOS), nas células endoteliais e
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neuronios, onde esta presente constitutivamente e pode ser ativado pelo calcio e calmodulina,
ou nos macréfagos, onde sua sintese € induzida por citocinas ou por outros agentes. Muitos
estudos tém proposto ao NO um papel regulador no recrutamento de leucocitos (Kubes et al.,
1991). Ha trés tipos diferentes de NOS — endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel por
citocinas (iINOS), que exibem dois padrdes de expressao (Hobbs et al., 1999; Thomazzi et al.,

2004).

O NO desempenham um papel importante na funcdo vascular durante as respostas
inflamatodrias. Ele reduz a agregacdo e aderéncia plaquetaria, inibe varias caracteristicas da
inflamacao induzida por mastocitos e serve como regulador do recrutamento de leucocitos. O
bloqueio da producdo de NO sob condigdes normais promove rolagem e aderéncia de
leucocitos nas vénulas pos-capilares, e a administracdo de NO exdgeno reduz o recrutamento.
Assim a hiperprodu¢ao de NO por iNOS ¢ um mecanismo compensatorio endogeno que reduz

o recrutamento de leucocitos nas respostas inflamatorias (Rang et al., 1996).

G) Radicais livres derivados de oxigénio

Estes radicais podem ser liberados no meio extracelular por leucocitos apos exposicao a
agentes quimiotaticos, imunocomplexos, ou uma provocacao fagocitica. Su produ¢do depende
da ativacdo do sistema oxidativo do NADPH. O éanion superdxido (O2-), peroxido de
hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH) sdo as principais espécies produzidas dentro da
célula, e esses metabodlitos podem se combinar com NO para formar outros intermediarios
reativos de nitrogénio. A liberagcdo extracelular de baixos niveis desses mediadores potentes
pode aumentar a expressdo de quimiocinas, citocinas € moléculas de aderéncia endotelial de
leucocitos, amplificando a cascata que suscita a resposta inflamatoria. Em niveis mais altos, a

liberagao desses mediadores potentes pode ser lesiva para o hospedeiro (Contran et al., 2000).

H) Neuropeptideos

Semelhantes as aminas vasoativas e aos eicosanoides, previamente discutidos, participam

do desencadeamento de uma resposta inflamatoria. Os peptideos pequenos, como a substancia
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P e neurocinina A, pertencem a uma familia de taquicininas neuropeptidicas nos sistemas
nervoso central e periférico. As fibras nervosas que contém substincia P sdo proeminentes no
pulmdo e trato gastrintestinal. A substancia P possui muitas fung¢des bioldgicas, incluindo a
transmissdo de sinais dolorosos, regulacdao da pressdo arterial e estimulagdo da secrecdo por
células imunes e enddcrinas, mas ¢ notavel como um mediador potente do aumento da
permeabilidade vascular. Atua por ligacdo a um receptor acoplado a proteina G que ostenta sete

dominios transmembrana (NK-1R) (Coltran et al, 2000).

3.4 — Lectinas vegetais e eventos imunologicos

3.4.1 — A migracao de leucdcitos e as lectinas vegetais

Algumas lectinas de plantas podem mimetizar as lectinas endogenas de mamiferos e
induzir a migragdo de neutrofilos e células mononucleares in vivo e in vitro (Bento et al., 1993;
Santos de Oliveira et al., 1994). Mais recentemente, foi demonstrado que a lectina de soja
também pode induzir a migracdo de neutrdfilos e de linfocitos in vivo e ativar as células
mononucleares (Benjamim et al., 1997). Outros exemplos de indu¢do foram demonstrados com
lectinas isoladas de Canavalia brasiliensis (Moreira e Cavada, 1984), Dioclea grandiflora
(Moreira et al., 1983), onde foi observada a exsudagdo de proteina além da migrag¢ao de

neutréfilos em ratos, de modo dose-dependente (Bento et al, 1993).

Estudos realizados por Santos de Oliveira et al. (1994), mostram que a lectina ligante de
manose, extraida de Artocarpus integrifolia (KM+), estimulou a migracdo de neutréfilos na
cavidade peritoneal de camundongos de modo dose-dependente. Essa atividade foi inibida com
a utilizagdo de 0,1 M de manose tanto in vivo quanto in vitro. Estes resultados sugerem que
através de sitios ligantes de carboidratos, KM+ possa interagir com um agucar presente na
superficie de neutréfilos e com outro, ligar-se a glicoconjugados na matriz extracelular. Esta
interagdo pode gerar um gradiente de substrato necessario ao direcionamento de neutrofilos

para sitio de inflamacao.
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A lectina de sementes de Erythrina velutina (EVFA) também promove a migragdo de
neutréfilos na cavidade peritoneal de ratos. Concomitantemente, foi realizado um estudo da
atividade pro-inflamatoria dessa lectina em bolsa de ar dorsal. Esta cavidade, caracterizada pela
escassez de células residentes, permitiu observar que EVFA também ¢ capaz de induzir a
migracao de neutréfilos independente da presenca de outras células residentes (Moraes et al.,
1996). Com esses resultados propde-se que essa lectina, com especificidade a galactose, possua
um mecanismo de indugdo de migragao baseado no reconhecimento direto de glicoproteinas da
superficie de neutrofilos, assim como foi observado e proposto por Dias-Baruffi et al., (1995a,
1885b), que afirmaram que o reconhecimento desses carboidratos também pode desempenhas

um papel na atracdo dos neutrofilos.

Outro exemplo ¢ de uma nova lectina isolada de sementes de Talisia esculenta (TEL), que
pertence a familia Sapindaceae (Freire et al., 2001, 2002) e possui especificidade para
glicose/manose. Neste trabalho ficou comprovado que TEL ¢ capaz de induzir a migragdo de
neutréfilos e de células mononucleares de modo dose-dependente, tanto no modelo de cavidade

peritoneal quanto em bolsa de ar em camundongo.

Alencar et al. (2003) investigou uma lectina de sementes de Vatairea macrocarpa (VML)
na migra¢do de leucdcitos, assim como o papel de macrofagos residentes. Foi observado que a
injecao intraperitoneal de VML induz a migra¢do celular de neutrofilos e de células
mononucleares na cavidade peritoneal de ratos. Foi também demonstrado que VML exibe uma
atividade pro-inflamatoria em outros dois modelos de inflamacdo como edema de pata e bolsa
de ar. Os resultados sugerem que VML induz a migracao por uma via indireta e que pode ser
mediada por macréfagos residente. Esta evidéncia ¢ suportada pelas seguintes observacdes: a)
lavagem da cavidade peritoneal, a qual reduz as células residentes, diminui a migragao induzida
por VML, mas ndo modifica a resposta ao controle (fMLP); b) o aumento da populaciao de
macrofagos pelo tratamento com tioglicolato e o aumento do recrutamento de neutréfilos por
VML e ¢) indug¢dao de migracdo de neutrofilos por VML no modelo de bolsa de ar, onde a
populagdo celular ¢ essencialmente de macrofagos (Ribeiro et al.,, 1991). Na luz dessas
observagdes, sugere-se que VML pode causar a migracao de neutrofilos provavelmente atraveés
do aumento de fatores quimiotaticos para neutrofilos, secretados pelos macrofagos residentes
(Alencar et al., 2003).
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Pelo fato de que as selectinas apresentam um dominio lectinico, sugere-se que a resposta
inflamatoria possa ser controlada pela competi¢do entre as lectinas vegetais e as selectinas, por
glicoconjugados, inibindo ou controlando a migracdo de leucocitos para o local da inflamagao.
Estas abordagens levaram a investigacdo do possivel efeito pro-inflamatério da lectina

manose/glicose-ligante extraida de sementes de Annona coriacea.
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II - OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade bioldgica da lectina de sementes

de Annona coriacea (ACLEC), em relagdo a:

e Estudo da atividade inseticida da lectina sobre dois lepiddpteros através de ensaios

in vitro € in vivo;

e Estudo da agdo farmacoldgica, utilizando como modelo biologico, a indugdo de

migracao de neutréfilo na cavidade peritoneal de camundongos.
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III - MATERIAIS

1. Material Biologico

1.1 — A planta

Annona coriacea, conhecida também pelos nomes Marolo ou Araticum-do-campo ¢ uma
espécie pertencente a familia Annonaceae (Figura 6). E uma planta decidua, heliéfita, seletiva
xerdfita, floresce durante os meses de novembro a janeiro e amadurece no periodo de
novembro-dezembro. Estdo amplamente distribuidos pelos cerrados dos estados da Bahia, Sao
Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul (Lorenzi, 1992).

Arvore de tamanho variavel podendo atingir até 7 m de altura de acordo com a espécie.
Folhas rigidas, dispostas caracteristicamente intercaladas na posi¢cao horizontal ao longo dos
ramos. Flores freqlientemente carnosas, de coloracao esverdeada ou branco-amarelada.

O fruto ¢ globoso ou alongado que contém numerosas sementes presas a uma polpa
branca, aquosa, mole, envolvida por uma casca de coloracdo amarelo-esverdeada, lisa ou
recoberta por escamas carnosos. Frutificam durante quase todo o ano. Propaga-se por sementes
ou por garfagem. Prefere clima quente, porém com pouca chuva e estagdo seca bem definida.
Comega a produzir 3 anos apds o plantio (Lorenzi, 1992).

A familia das Annonaceae engloba uma grande variedade de frutos e de maneira geral, as
plantas dessa familia caracterizam-se por apresentarem folhas simples. Dispostas
alternadamente em um mesmo plano, ao longo dos ramos ¢ pela semelhanga entre seus frutos.

Neste trabalho foram utilizadas sementes de Marolo, coletadas no cerrado da regido de

Trés Lagoas — Mato Grosso do Sul.
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Figura 6: Annona coriacea (Marolo): (A) flor e folhas, (B) frutos (Fotos
www.bibvirt.futura.usp.br), (C) sementes (Fotos de www.arvores.brasil.nom.br)

1.2 — Insetos

Os insetos da ordem Lepidoptera, familia Pyralidae, utilizados no estudo do papel
inseticida da lectina de Annona coriacea foram as espécies Anagasta kuehniella Zeller (Figura
7) e Corcyra cephalonica Stainton (Figura 8). As colonias de ambas as espécies formam
fornecidas pelo Dr. J. R. P. Parra (laboratério de Biologia dos Insetos da Escola Superior de
Agronomia “Luiz de Queiroz”, USP, Piracicaba, SP) e sao mantidas em condi¢des ideais e
rigorosamente controladas no Laboratério de Purificagdo de Proteinas e suas Fungdes
Biologicas (LPPFB) no Centro Universitario de Trés Lagoas da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul. Essas duas col6nias forma mantidas na temperatura de 28 £+ 1 °C e uma umidade
relativa de 65 — 75% e em periodo didrios de iluminagdo de 16 horas, com dieta padrao de
gérmen de trigo.

Os adultos da espécie Anagasta kuehniella possuem cabeca pequena e globosa. Medem
cerca de 2 cm de envergadura. As asas anteriores sao de cor cinza com faixas onduladas negras.
As asas posteriores sdo claras, quase brancas com faixas de pélos curtos. A fémea deposita
aproximadamente 300 ovos em meio as impurezas dos graos. A larva ¢ de cor branca

ligeiramente rosada com pequenos pontos negros pelo corpo. Mede mais ou menos 12 mm
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quando totalmente desenvolvida. Seu casulo ¢ de cor café e sue ciclo biologico ¢ de
aproximadamente 8-9 semanas, se as condi¢des de temperatura e umidade relativa forem
apropriadas. A temperatura favoravel ¢ de 26 °C e a umidade relativa ideal sdo de 70%. O ciclo
de vida total dura em trono de 3 a 4 meses e, sob condigdes adequadas de temperatura e
umidade, tem aproximadamente quatro geragdes por ano. O adulto vive em trono de 14 dias e
se alimenta de produtos armazenados. E uma praga secundaria de grios e cereais sadios e
inteiros. Praga primdria de farinha e outros produtos moidos de cereais e oleaginosas.

Provocam prejuizos em maquiarias de moinhos. Estdo distribuidas em todo o mundo.

‘_\'. "'I'IIJ‘

Figura 7: (A) inseto adulto, (B) larva e (C) pulpa de Anagasta kuehniella (foto retirada da
pagina www.biotech.at/Schaedling.htm).

Os adultos da espécie Corcyra cephalonica medem de 7 a 13 mm de envergadura, isto
¢, com as asas estendidas. As asas anteriores sao de cor canela-clara, sem manchas visiveis, e
as nervuras sao ligeiramente mais escuras. A 18 °C o seu desenvolvimento nao ¢ completado. A
fémea coloca entre 100 e 200 ovos de forma indiscriminada, sobre superficies rugosas dos
graos ou produtos armazenados, muros e pisos. O acasalamento ¢ logo apds a emergéncia
durante o periodo de 1 a 2 dias, e a ovoposi¢ao ¢ predominantemente a noite. Os ovos sao
pegajosos e de coloragdo branco-pérola, sao colocados em maior nimero no 2° e 3° dias apos a
emergéncia. A larva ¢ brnaca, listras azuladas e verdes. A larva passa por seis instares,
chegando a atingir 15 mm quando estd completamente desenvolvida. Sua presenca ¢ detectada
por grumos formados por uma teia que adere os graos; € nesta teia que ela faz seu casulo para a

empulpagdo. A pulpa mede cerca de 8 mm. Seu ciclo biolégico dura aproximadamente seis
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semanas em condi¢des apropriadas. O adulto tem vida curta, 6 a 22 dias, sendo o macho de
vida mais longa. E uma praga primaria para o arroz polida e secundéria para outros produtos.
Também se alimentam de graos e farinhas de cereais, cacau, chocolate, frutas secas, tortas e
farinhas de oleaginosas, entre outros produtos. Esta amplamente distribuida, mas é comumente

encontrada em regides tropicais.

Figura 8: (A) inseto adulto (foto retirada da pagina
www.nfri.affr.go.ip/research/seika/seikah9/nfri97031.htm) e (B) larva de Corcyra cephalonica
(foto retirada da pagina http:://lamar.colostate.edu).

1.3 — Camundongos

Foram usados camundongos Swiss machos, pesando 25 a 30 g, provenientes do Centro
Multi-Disciplinas para Investigacdo Biologica (CEMIB) da Unicamp. Esses animais foram
transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia, pelo menos 24h antes dos
experimentos, onde foram mantidos a 24 °C, com ilumina¢do didria de 12h e com agua e
alimentacdo ad libitum (“a vontade”). Todos os experimentos com animais forma realizados

conforme as diretrizes do cuidado animal da Universidade de Campinas.
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2 — Reagentes

Todos os reagentes utilizados na realiza¢do deste trabalho foram de grau analitico e

obtidos comercialmente.

2.1 — Carboidratos e Drogas utilizadas

Os agucares D.glucose, D-manose e sacarose foram obtidos da Sigma Chem, Co. (St.
Louis, MO, USA).

No estudo da agdo farmacologica da lectina de Annona coriacea, foram utilizadas as
seguintes drogas: AA-861, aminoguanidina, dexametasona, L-NAME (N“-nitro-L-arginina
metil ester) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). PCA 4248 ((2-
feniltio)etil-5-metoxicarbonil-2,4,5,-trimetil-1,4-diidropiridina-3-carboxilata) e celecoxibe
foram obtidos da Alexis (Nottingham, UK) e Laboratérios Pfizer Ltd (Sdo Paulo, Brazil),
respectivamente. SR140333 ((S)1-{2-[3-(3,4-diclorofenil)-1-(3-isopropoxifenilacetil)
piperidim-3-yl]etil } -4-fenil-1-azoniabiciclo[2.2.2.]octane cloreto) e SR48968 ((S)-N-methyl-
N[4-(4-acetilamino-4-fenilpiperridino)-2-(3,4,-diclorofenil)butil ]benzamida) foram obtidos da
Sanofi Recherche (Montpellier, France).

A heparina foi obtida do Laboratéorio Roche (Rio de Janeiro, BR). O halotano ¢
proveniente de Cristalia Pro. Quim. Farm. LTDA (Itapira, BR).
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IV - METODOS

1 — Caracterizagao fisico-quimica da lectina isolada de sementes de Annona coriacea

(ACLEC)

ACLEC foi obtida pela trituragdo das sementes em moinho de grande porte e um
moinho analitico para a obtencdo de uma farinha fina. Esta foi submetida a uma delipidacao
com hexano devido a presenca de lipideos nas sementes. A farinha delipidada foi submetida a
uma extragdo com tampao fosfato de potassio monobasico 0,1 M, pH 7,6, na proporcao de 1:6
(p/v), sob agitacdo constante durante 12 horas a 4 °C. Apdés a homogeneizacdo manual, o
material foi centrifugado a 5,000 x g durante 30 minutos, obtendo-se assim um precipitado que
foi descartado, ¢ um sobrenadante denominado de extrato bruto (EB), que foi dialisado,
liofilizado (Coelho et al., 2003).

O EB (extrato bruto) liofilizado foi diluido ewm tampao fosfato de potéssio
monobasico 0,1 M, pH 7,6, contendo NaCl 0,1 M e a solucdo aplicada numa coluna de
cromatografia de exclusao molecular Sephadex G-75 equilibrada com o mesmo tampao. Nesta
etapa, formam obtidos trés picos protéicos, mas apenas uma fracdo (ACLE-2) apresentou
atividade hemaglutinante, e sendo entdo dialisada e liofilizada. Em seguida, ACLE-2 foi
submetida a uma cromatografia de fase reversa (HPLC) em coluna C18 p-Bondapack
equilibrada previamente com TFA 0,1%. A eluicdo da lectina absorvida foi realizada com um
gradiente linear de TFA em ACN (66%). A fracdo com atividade hemaglutinante obtida neste
passo cromatografico foi denominada ACL/HPLC. Depois de liofilizado, o pico ACL/HPLC
foi submetido a recromatografia em coluna C18 p-Bondapack em sistema HPLC com um
gradiente de TFA (0,1%) contendo ACN (40-70%), foram obtidos dois picos protéicos, dos
quais apenas o segundo apresentou atividade hemaglutinante e foi denominado de ACLEC.

Apds os passos de purificacdo, a lectina purificada foi submetida a analise de sua
pureza através de SDS-PAGE (12,5%) onde se pode observar que ACLEC ¢ uma
glicoproteinas que possui peso molecular de 14 kDa reduzido ou nao com B-mercaptoetanol,
indicando que suas subunidades nao estdo interligadas por pontes dissulfeto. A Mr da lectina

intacta estimou ser de 40 kDa em Superdex G-75, indicando que ACLEC ¢ composta por trés
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subunidades idénticas que estdo associadas por interagdes hidrofobicas e/ou pontes de
hidrogénio.

ACLEC possui especificidade para todos os eritroctios humanos e através de ensaios
de inibi¢do por carboidratos observou-se que ACLEC possui especificidade apenas para D-

manose e D-glucose.

1.1 — Cromatografia de afinidade

O método utilizado na preparacao de quitina foi descrito por Hackman & Goldberg
(1964). Carapacas de lagosta foram finamente moidas e cerca de 50 g desta farinha foram
suspensas em 1000 ml de HCI 0,1 N. A mistura foi incubada por 24 h e, a seguir, centrifugada a
7500 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em
500 ml de NaOH 0,1 N. Esta mistura foi aquecida a 100 °C por 16 horas, esfriada e o
sobrenadante descartado. Este procedimento foi repetido mais duas vezes e, ao término,
realizou-se uma centrifugacao a 7500 x g por 20 minutos a 4 °C. O precipitado foi seco e
guardado para utilizagdo posterior.

Uma coluna de quitina (2 cm x 6 cm; 20 ml de leito) foi equilibrada com tampao
fosfato 0,05 M, pH 7,6 e utilizada numa cromatografia de afinidade. Apds a adsor¢ao das
proteinas (10 mg de proteinas em 1 ml de tampao fosfato), a coluna foi inicialmente eluida com
o mesmo tampao até¢ que a leitura da absorbancia em 280 nm, retornasse a zero. A lectina
adsorvida foi eluida com HCI 0,1 M. Fragdes de 2 ml foram coletadas e a concentracao de
proteina foi estimada pela leitura da absorbancia em 280 nm. A atividade hemaglutinante das

fracdes foi determinada apos o ajuste de pH para 7,0, quando necessario.
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2 — Estudos da atividade inseticida da lectina isolada de sementes de A. coriacea

2.1 — Ensaios in vitro

2.1.1 - Preparacdo do homogenato de intestinos médios de larvas de Anagasta

kuehniella e Corcyra cephalonica

As larvas dos lepidopteros (4° instar de desenvolvimento) foram imobilizadas por acdo de
baixa temperatura por alguns minutos para facilitas a dissecacao do seu intestino (IM) (Macedo
et al., 1995). Em seguida, os intestinos médios foram cuidadosamente retirados com o auxilio
de pincas e sob lupa esteroscopica numa solucdo de NaCl 150 mM e guardados numa
temperatura de —20 °C. Os intestinos médios (IM) de Anagasta kuehniella e Corcyra
cephalonica foram homogeneizados em Potter numa solugdo de NaCl 150 mM, em banho de
gelo, durante 10 minutos, obtendo-se um extrato (10 IM/ml). O extrato foi centrifugado a 6,000
x g durante 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi imediatamente utilizado nos ensaios

enzimaticos.

2.1.3 - A¢ao da lectina na atividade enzimdtica do inseto

A atividade triptica dos extratos intestinais e das amostras fecais de A. kuehniella e C.
cephalonica alimentadas com dietas contendo 2% de ACLEC e alimentadas com dieta controle
foram avaliadas utilizando o substrato sintético Na-benzoyl-DL-arginine p-nitroanilide
(BAPNA) (Erlanger, 1961). Para os ensaios rotineiros, BAPNA foi utilizado em uma
concentragdo final de 1 mM em 1% (v/v) DMSO em um volume final de 1,5 ml e pH 8. O
tampao e a enzima foram pré-incubados a 37 °C por 10 min antes de adicionar o substrato para
Iniciar a reagdo, a qual foi acrescentada para continuar por 20 min e entdo parada com 200 pl
de 4cido acético 30% (v/v). A hidrolise ¢ acompanhada fotometricamente a 410 nm. A
atividade enzimatica ¢ determinada pela quantidade em nmol de BApNA hidrolisado. Cada
ensaio foi realizado em triplicata.
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2.1.3 - Atividade proteinase dos intestinos médios e extratos fecais em gel de

poliacrilamida contendo 0,1% de gelatina

As proteinas extraidas dos intestinos médios e dos extratos fecais das larvas de A.
kuehniella e C. cephalonica alimentadas com dietas com ou sem 2% de ACLEC, sem prévio
aquecimento ou reducdo, foram corridas em SDS-PAGE (em gel de 10%). As proteinas dos
intestinos médios e dos extratos fecais das larvas liamentadas em dieta artificial e alimentadas
com ACLEC foram incubadas com TLCK (N-p-tosil-lisina clorocetona, 1 mM) por 10 min a
30 °C. Estas misturas foram entdo corridas em SDS-PAGE em géis contendo 0,1% de gelatina.
Apos a eletroforese a 5°C, os géis doram lavado com uma solu¢ao de Triton X-100 2,5% por 2
h sob agitacdo continua para remover o SDS, apos esse procedimento, os géis foram encubados
com Tris-HCI 0,1 M, pH 8 por 2-3 h. Os géis foram subsequentemente corados com Coomassie

brilhant blue R-250 (Michaud et al., 1993).

2.2 — Ensaios in vivo

2.2.1 - Efeito da lectina sobre o desenvolvimento larval dos lepidopteros

A) Sobrevivéncia e Peso médio larval

Para examinar os efeitos de ACLEC sobre o desenvolvimento dos insetos, dietas
artificiais contendo a lectina nas concentracoes de 0,5; 1,0 e 2,0% (w/w) foram fornecidas ao
inseto Anagasta kuehniella e dietas artificiais contendo a lectina nas concentragoes 1,0% e
2,0% foram oferecidas ao inseto Corcyra cephalonica. Para cada dieta de cada espécie de
inseto, 5 ovos forma colocados em potes plasticos claros contendo 200 mg de dieta artificial, e
fechado hermeticamente. Cada tratamento foi repetido 10 vezes (n= 5x10). Apds 22 dias de
incubagdo a 28 °C e umidade relativa de 65-70%, as larvas sobreviventes foram contadas e o
peso individual foi determinado. Dietas sem a adi¢do de ACLEC foram preparadas e fornecidas

as larvas, constituindo assim o grupo controle de cada tratamento.
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B) Consumo e utilizacao do alimento

Para a realizacdo dos estudos de consumo e utilizagao do alimento, ao fim do periodo
de alimentacdo necessario para as larvas atingiram o 4 ° insta, a dieta restante foi retirada do
pote plastico e pesada, assim como as fezes depositadas pelas larvas. Para a determinacao dos
indices nutricionais a metodologia de Scriber & Slansky Jr (1981) foi adotada. Para o calculo
desses indices, foram utilizados os seguintes parametros: (T): duracdo do periodo de
alimentagdo em dias; (Ar): peso do alimento fornecido ao inseto; (F): peso das fezes
produzidas; (B): ganho de peso pelo inseto; (C): peso médio das larvas; (I): peso do alimento
ingerido; (I — F): alimento assimilado e (M): alimento metabolizado [M + (I —-F) — B]. Os
parametros Ar, F. B. C. I e (I — F) s6 foram considerados durante o periodo de alimentagdo (T).

Com base nestes parametros, foram determinados os indices de consumo e utiliza¢do

para cada tratamento, através das seguintes formulas:
- Digestibilidade aparente (%): AD=[(1-F)/1]x100
- Eficiéncia de conversao do alimento ingerido (%): ECI=[ (B /1)] x 100
- Eficiéncia de conversao do alimento digerido (%): ECD = [ {B/ (I - F)}] x100

- Custo metabolico (%): CM =100 — ECD

2.3 — Analise Estatistica

Todos os resutlados foram expressos como média dos valores £+ S.E.M. para n
experimentos. A avaliagdo estatistica foi combinada pela andlise de varidncia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey para multiplas comparagdes. Um valor de P menor que 0,05 foi

considerados estatisticamente significante.
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3 — Estudo da atividade proé-inflamatoria da lectina de A. coriacea

3.1 — Efeito da injecao intraperitoneal da lectina de A. coriacea em induzir migraciao de

neutrofilos e células mononucleares para a cavidade peritoneal de camundongos

A migracao de leucocitos para a cavidade peritoneal de camundongos, foi avaliada de
acordo com a técnica descrita por Souza et al. (1988). Para isto, os animais foram divididos em
grupos (n=5), sendo que o grupo controle recebeu uma injecao intraperitoneal (i.p.) de 0,1 ml
de veiculo (PBS) e os grupos tratados receberam 0,1 ml de ACLEC (3-100 pg/cavidade). A
migracdo de neutrdfilos foi avaliada 4, 8, 16, 24, 48, 72 e 96 h apos a injecao da lectina. Para
1sto, os animais forma sacrificados, sendo a cavidade peritoneal lavada em seguida com 5 ml de
PBS contendo heparina (5 Ul/ml). Apods leve massagem, retirou-se o maior volume possivel do

lavado.

A contagem total de leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer, utilizando-se 20 pl
do lavado, diluidos em 400 pl de solu¢do de Turk. A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada apds a confeccdo de laminas, sendo que para isto 100 pl do lavado foram
centrifugados em citocentrifuga. As laminas foram coradas a seguir, com corante May-
Griinwalds e a leitura feita em microscopio Optico com aumento de 1000 vezes (objetiva de
imersdo em o6leo). Em cada lamina foram contadas as células, diferenciando neutrofilos e
células mononucleares. O numero de cada tipo foi calculado a partir da porcentagem

encontrada, em relagdo ao nimero total de células.

3.2 — Efeito de acucares sobre a migracio de neutrofilos em camundongos, induzido pela

lectina de A. coriacea

ACLEC foi administrada pelas vias intraperitoneais (i.p.) isoladamente ou em associagdo
com 0,1 M de acgucares especificos (D-glicose ou D-manose) e ndo especifico (sacarose). A

lectina foi incubada com os diversos agucares por 12 horas, a 37 °C e logo depois injetada nos
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animais. Os animais tratados com os carboidratos apenas foram utilizados como controles. A

migracao foi avaliada 16 horas apds os tratamentos.

3.3 — Efeito de moduladores farmacologicos na migracio de neutrofilos induzida pela

lectina de A. coriacea

ACLEC (30 pg) foi injetada nos animais tratados com PBS e nos animais previamente

tratados com:

(1) dexametasona (0,5 mg/kg) ¢ um glicocorticéide que inibe a liberacdo de mediadores
quimiotatico dos neutrofilos e/ou expressao de certas enzimas inflamatoérias, foi administrada

s.c. 1h antes da injecdo de ACLEC (Cunha e Ferreira, 1989);

(2) Celecoxibe (3mg/kg), inibidor seletivo da ciclooxigenase-2 foi administrado s.c. 1h

antes da administragdo de ACLEC (Filiatre et al., 2001);

(3) AA-861 (02 mg/kg), inibidor da lipoxigenase foi administrado i.v. 15 min antes da
administragao de ACLEC (Filiatre et al., 2001);

(4) PCA 4248 (5 mg/kg), antagonista do receptor do fator de ativacdo plaquetaria (PAF),
foi administrado i.v. 1 h antes a injecdo de ACLEC (Filiatre et al., 2001);

(5) SR140333 (100 pg/kg), antagonista da Taquicinina NK; foi administrado 1.v

imediatamente antes a injecdo intraperitoneal de ACLEC (Costa et al., 2001);

(6) SR48968 (1 mg/kg), antagonista de Taquicinina NK,, foi administrado imediatamente
antes da administragdo de ACLEC (Inoue et al., 1997);

(7) L-NAME (20 mg/kg), inibidor da sintese de NO, foi administrado i.v. imediatamente
antes da injecdo de ACLEC (Franco-Penteado, et al., 2001);

(8) Aminoguanidina (75 mg/kg), inibidor seletivo de iNOS foi administrada i.v.

imediatamente antes da administragdo de ACLEC (Franco-Penteado et al., 2001).

A migragao dos neutrofilos foi avaliada 16 h ap6s a administracdo de ACLEC.
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3.4 — Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média dos valores = S.E.M. para n
experimentos. A avaliacdo estatistica foi combinada pela andlise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni para multiplas comparagdes. Um valor de P menor que 0,05

foi considerado estatisticamente significante.
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V - RESULTADOS

1 - Estudo da atividade inseticida da lectina isolada de sementes de Annona coriacea

1.1 - Efeito de ACLEC sobre o desenvolvimento larval de Corcyra cephalonica

A) Sobrevivéncia e peso médio das larvas de C. cephalonica

O efeito de ACLEC sobre o lepidoptero C. cephalonica foi avaliado através da
determinacdo do numero de individuos e o peso médio das larvas de 4° instar em dietas
artificiais contendo quantidades crescentes de ACLEC. ACLEC foi incorporada na dieta
artificial aos niveis de 1,0 e 2,0% que foi oferecida as larvas. As dietas controle foram
suplementadas um peso equivalente de caseina para a quantidade de proteinas extra (ACLEC)
adicionada na dieta experimental.

Em todas as concentragdes, ACLEC ndo apresentou efeito significativo na sobrevivéncia

larval (Figura 9A) nem sobre o peso médio das larvas sobreviventes (Figura 9B).
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Figura 9: Efeito de ACLEC sobre larvas de C. cephalonica alimentadas com dieta
artificial. (A) sobrevivéncia e (B) peso médio larval dos individuos sobreviventes. Y
interceptando em (A) ¢ a sobrevivéncia, € (B) ¢ o peso das larvas na dieta controle. Cada valor
representa a média +=S.E. de n>60. As barras de erro indicam o erro padrdo de cada média.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0.05; teste de Tukey) dos valores quando

comparados entre si dentro de um mesmo grupo.
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B) Consumo e utilizacdo de alimento

As Figuras 10 e 11 mostram os efeitos de ACLEC no consumo da dieta e na quantidade
de fezes produzidas pela larva de C. cephalonica. A presenca da lectina causou uma
diminui¢dao no consumo da dieta e na producao fecal das larvas alimentadas com ACLEC a 2%
(Figura 10), promovendo uma reducao de 33% e 25%, respectivamente, quando comparada a

producdo das larvas da dieta controle.

O conteudo de proteina total dos extratos fecais e do intestino médio das larvas de C.
cephalonica alimentadas em dietas controle ¢ dietas contendo ACLEC a 2% foi analisado
(Figuras 11A e 11B). Pelos dados obtidos, ACLEC ndo promoveu efeitos significativos nas

respectivas andlises protéicas.
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Figura 10: Parametros fisiologicos medidos para as larvas de C. cephalonica. As larvas
foram alimentadas em dietas controle ou dietas contendo ACLEC a 2%. Dieta consumida e
producdo fecal por larva (mg; baseado pelo peso seco) Cada valor representa a média +S.E. de
n>60. As barras de erro indicam o erro padrdo de cada média. Letras diferentes indicam
diferenga significativa (P<0.05; teste de Tukey) dos valores quando comparados entre si dentro

de um mesmo grupo.
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Figura 11: Parametros fisiologicos medidos para as larvas de C. cephalonica. As larvas
foram alimentadas em dietas controle ou dietas contendo ACLEC a 2%. (A) Conteudo de
protéico das fezes coletadas das larvas. (B) Proteina total nos intestinos médios. Cada valor
representa a média =S.E. de n>60. As barras de erro indicam o erro padrdao de cada média.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0.05; teste de Tukey) dos valores quando

comparados entre si dentro de um mesmo grupo.
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Os indices nutricionais relacionados na Tabela 4 mostram que as larvas alimentadas com a
dieta contendo ACLEC 2% sofreram a influéncia da lectina no seu metabolismo quando

comparadas as larvas alimentadas com a dieta controle.

Tabela 4: indices nutricionais das larvas do 4° instar de Corcyra cephalonica alimentadas em
dietas artificiais controle ou contendo ACLEC a 2%. Eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido (ECI) e digerido (ECD), digestibilidade aparente (AD) e custo metabdlico (CM) das

larvas.

Indices nutricionais (mean = SE)
Tratamento (%) ECI (%) ECD (%) AD (%) CM (%)
0,0 23,16 +25a 302+19a 699+52a 69,7+45a

2,0 3225+32b 50,6 +5,08b 68,7+3,5a 493+29Db

Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0.05; teste de Tukey) dos valores
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo.

52



C) Ac¢ao de ACLEC na atividade enzimatica das larvas de C. cephalonica

As enzimas presentes no intestino médio das larvas alimentadas com dieta controle e com
ACLEC tiveram sua atividade avaliada através da hidrélise do substrato BApNA. A Figura 12A
mostra que ACLEC a 2% nao induziu modificacdes na expressdo das proteinases preexistentes
no intestino médio das larvas de C. cephalonica, mas uma diminuicdo significante de
aproximadamente 50% foi observada na atividade proteéasica das fezes das larvas alimentadas

com ACLEC a 2%.

A Figura 12B ilustra a atividade em gelatina das enzimas do tipo tripsina inibidas por
TLCK (aproximadamente 40 e 34 kDa) presentes no IM das larvas alimentadas com dieta
controle (linha 1). Quando as larvas foram alimentadas com ACLEC 2%, a atividade enzimatica
do intestino médio (linha 2) ndo sofreu modificacdes, apenas a atividade triptica das fezes (linha
4) apresentou uma diminuicdo, confirmando os resultados apresentados na Figura 12A. Para
confirmar a atividade de enzimas do tipo tripsina, TLCK, um inibidor sintético especifico para
tripsina, foi incubado com as aliquotas do IM e das fezes das larvas alimentadas com a lectina

ou nao (dados nao mostrados).
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Figura 12: Resposta das proteinases de C. cephalonica a ingestao de ACLEC 2%. (A)
atividade triptica das enzimas do IM e das fezes. As barras de erros indicam o erro padrao da
média. As mesmas letras indicam que ndo houve diferencas estatisticamente significante
(p>0,05, teste de Tukey). (B) Ensaio de proteinases apods eletroforese em PAGE-SDS (10%):
(1) IM de larvas controle, (2) IM de larvas alimentadas com ACLEC 2%, (3) fezes de larvas
controle, e (4) fezes de larvas alimentadas com ACLEC 2%. A atividade proteolitica apareceu

como uma zona clara contra um fundo azul.
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1.2 - Efeito de ACLEC sobre o desenvolvimento larval de Anagasta kuehniella
A) Sobrevivéncia e peso médio das larvas de A. kuehniella

O efeito de ACLEC sobre o lepidoptero A. kuehniella foi avaliado através da
determinacao do ntimero de individuos (Figura 13A) e o peso médio (Figura 13B) das larvas de
4° instar em dietas artificiais contendo quantidades crescentes de ACLEC. ACLEC foi
incorporada na dieta artificial aos niveis de 1,0 e 2,0% que foi oferecida as larvas. As dietas
controle foram suplementadas um peso equivalente de caseina para a quantidade de proteinas
extra (ACLEC) adicionada na dieta experimental. A sobrevivéncia e o peso das larvas controle
alimentadas na auséncia da lectina (representada pela interseccdo com o eixo Y) foi ca 88% e
6,8 mg, respectivamente, enquanto que nas dietas artificiais contendo 1,5% e 1,0% de ACLEC
produziu cerca de 50% de mortalidade (LDsy) e um decréscimo de 50% no peso (EDsp).
Analises de regressao mostraram que para cada aumento de 0,1% na concentragdo de ACLEC
ocorre um aumento de 3,0% na mortalidade com um R* igual a 0,96 enquanto que este mesmo

aumento na concentracio de ACLEC acarretou um decréscimo de 0,2 mg no peso (R*= 0,90).
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Figura 13: Efeito de ACLEC sobre larvas de A. kuehniella alimentadas com dieta
artificial. (A) sobrevivéncia e (B) peso médio larval dos individuos sobreviventes. Y
interceptando em (A) ¢ a sobrevivéncia, € (B) ¢ o peso das larvas na dieta controle. (Foto)
Variagdo do tamanho das larvas alimentadas com ACLEC e em dietas controle: (A) larvas

controle, (B) larvas alimentadas em 0,5%, (C) 1,0% e (D) 2,0%.
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C) Consumo e utilizag¢ao de alimento
As Figuras 14 e 15 mostram os efeitos de ACLEC no consumo da dieta e na quantidade
de fezes produzidas pela larva de A. kuehniella. A presenca da lectina causou um efeito
significativo no consumo da dieta e na producao fecal das larvas alimentadas com ACLEC a
2% (Figura 14), promovendo uma reduc¢do de 28% e 40%, respectivamente, quando comparada

a producao das larvas da dieta controle.

O conteudo de proteina total dos extratos fecais e do intestino médio das larvas de A.
kuehniella alimentadas em dietas controle e dietas contendo ACLEC a 2% foi analisado
(Figuras 15A e 15B). Pelos dados obtidos, ACLEC promoveu um aumento no conteudo
protéico de aproximadamente 22% nas fezes (Figura 15A) e uma diminuicdo de
aproximadamente 30% no contetido de proteina total dos intestinos médios (Figura 15B) das
larvas alimentadas com a lectina quando comparadas com as larvas controle.
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Figura 14: Parametros fisiologicos medidos para as larvas de A. kuehniella. As larvas
foram alimentadas em dietas controle ou dietas contendo ACLEC a 2%. Dieta consumida e
producdo fecal por larva (mg; baseado pelo peso seco). Cada valor representa a média £S.E. de
n>60. As barras de erro indicam o erro padrdo de cada média. Letras diferentes indicam
diferenga significativa (P<0.05; teste de Tukey) dos valores quando comparados entre si dentro

de um mesmo grupo.
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Figura 15: Parametros fisiologicos medidos para as larvas de A. kuehniella. As larvas
foram alimentadas em dietas controle ou dietas contendo ACLEC a 2%. (A) Contetdo de
protéico das fezes coletadas das larvas. (B) Proteina total nos intestinos médios. Cada valor
representa a média =S.E. de n>60. As barras de erro indicam o erro padrdo de cada média.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0.05; teste de Tukey) dos valores quando

comparados entre si dentro de um mesmo grupo.
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Os indices nutricionais relacionados na Tabela 5 mostram que as larvas alimentadas com a
dieta contendo ACLEC 2% sofreram a influéncia da lectina no seu metabolismo quando

comparadas as larvas alimentadas com a dieta controle.

Tabela 5: Indices nutricionais das larvas do 4° instar de Anagasta kuehniella alimentadas em
dietas artificiais controle ou contendo ACLEC a 2%. Eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido (ECI) e digerido (ECD), digestibilidade aparente (AD) e custo metabolico (CM) das

larvas.

Indices nutricionais (mean = SE)
Tratamento (%) ECI (%) ECD (%) AD (%) CM (%)
0,0 26,3+3,1a 282+3,0a 91,8+6,la 71,8+52a

2,0 16,8+2,6b 18,1+19b 93,7+55a 81,9+59Db

Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0.05; teste de Tukey) dos
valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo.
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C) Acao de ACLEC na atividade enzimatica das larvas de A. kuehniella

As enzimas presentes no intestino médio das larvas alimentadas com dieta controle e com
ACLEC tiveram sua atividade avaliada através da hidrélise do substrato BApNA. A Figura 16A
mostra que ACLEC a 2% promoveu uma diminui¢do de aproximadamente 34% na atividade
triptica do intestino médio e um aumento de aproximadamente 78% na atividade triptica total

das fezes das larvas alimentadas com dieta contendo ACLEC 2%.

A Figura 16B ilustra a atividade em gelatina das enzimas do tipo tripsina inibidas por
TLCK (aproximadamente 32 e 28 kDa) presentes no IM das larvas alimentadas com dieta
controle (linha 1). Quando as larvas foram alimentadas com ACLEC 2%, a atividade enzimatica
do intestino médio (linha 2) sofreu uma diminuicao na atividade triptica e a atividade das fezes
(linha 4) apresentou um aumento, confirmando os resultados apresentados na Figura 16A. Para
confirmar a atividade de enzimas do tipo tripsina, TLCK, um inibidor sintético especifico para
tripsina, foi incubado com as aliquotas do IM e das fezes das larvas alimentadas com a lectina

ou nao (dados ndo mostrados).
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Figura 16: Resposta das proteinases de A. kuehniella a ingestdo de ACLEC 2%. (A)
atividade triptica das enzimas do IM e das fezes. As barras de erros indicam o erro padrao da
média. As mesmas letras indicam que nd3o houve diferencas estatisticamente significante
(p>0,05, teste de Tukey). (B) Ensaio de proteinases apos eletroforese em PAGE-SDS (10%):
(1) IM de larvas controle, (2) IM de larvas alimentadas com ACLEC 2%, (3) fezes de larvas
controle, e (4) fezes de larvas alimentadas com ACLEC 2%. A atividade proteolitica apareceu

como uma zona clara contra um fundo azul.
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1.3 — Cromatografia de afinidade em coluna de quitina

A lectina ACLEC foi submetida a uma cromatografia de afinidade em coluna de quitina.
O resultado obtido apresentou a eluicao de trés picos protéicos, sendo que o primeiro foi obtido
pela eluigdo com tampao de equilibrio (Tampao Fosfato 50 mM, pH 7,6) e o segundo pico
eluido com tampdo Acetato de Sodio 100 mM (Figura 17). Um terceiro pico foi eluido com

HC1 0,1 M. A atividade hemaglutinante foi detectada em ambos os picos.
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Figura 17: Cromatografia em coluna de quitina da lectina ACLEC. A coluna (2,0 x 6,0
cm) foi submetida a um fluxo de 35 ml/h, eluida inicialmente com tampao fosfato 50 mM e em
seguida eluida com HCI 0,1 M; foram coletadas fracoes de 2,0 ml por tubo. Atividade

hemaglutinante ( ).
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2 - Estudos da atividade proé-inflamatoria da lectina isolada de sementes de Annona

coriacea

2.1 - Migracao de neutrofilos e células mononucleares induzida pela lectina de A. coriacea

para a cavidade peritoneal de camundongos

A administracdo intraperitoneal de ACLEC (3-100 pg/ cavidade) induziu migra¢ao de
neutrofilos na cavidade peritoneal de camundongos quando comparada com o grupo controle
(PBS) (Figura 18A). A curva de tempo revelou que a migragdo maxima de neutrofilos foi
observada ha 16 horas (2,56 + 0,3 x 10° cel./cav.) apds a injecdo, retornando aos niveis de
controle apds 72 horas (0,0172 + 0,013 x10° cel./cav.) (Figura 18B). A injecdo intraperitoneal
de ACLEC também aumentou significantemente o numero de células mononucleares com uma
resposta maxima alcangada com 10 pg/cavidade (19A). A migracao de células mononucleares
iniciou-se a 48 h apos a inje¢ao de ACLEC, mantendo marcadamente elevada até¢ 96 h (1,97 +
0,174 x10° cel./cav.) apdés a injecio (19B). Além dos protocolos experimentais (acima
descritos) foram designados para investigas ACLEC (30 pg/cavidade) induziu a migracao de

neutrofilos a 16 h apos a injecao de ACLEC.
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Figura 18: Aumento dose-- e tempo-dependentes no nimero de neutrofilos na cavidade
peritoneal de camundongos apos a injecdo da lectina de Annona coriacea (ACLEC). (A)
mostra a migra¢ao de neutrdfilos induzida por ACLEC nos doses indicadas, 16 h ap6s a inje¢ao
desta lectina. (B) mostra a cinética de migrag¢ao de neutréfilos induzida por 100 pg/cavidade de
ACLEC. Os dados sao as médias dos valores = s.e.m. de 5 camundongos. *P<0,05 comparado

com o respectivo grupo controle.
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Figura 19: Alteracoes dose- e tempo-dependentes no numero de células mononucleares na
cavidade peritoneal de camundongos pos a injecio da lectina de Annona coriacea
(ACLEC). (A) mostra a migracao de c¢lulas mononucleares induzida por ACLEC nos doses
indicadas, 72 h apos a inje¢ao desta lectina. (B) mostra a cinética do influxo de células
mononuclearesna cavidade peritoneal de camundongos ap6s injecao de 100 ng de ACLEC. Os
dados sdo as médias dos valores = s.e.m. de 5 camundongos. *P<0,05 comparado com o

respectivo grupo controle.
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2.2 - Efeito de carboidratos sobre a migracao de neutroéfilos induzida pela lectina de A.

coriacea

ACLEC (30 pg) foi diluida em uma solu¢ao de D-manose, D-glicose ou Sacarose antes da
injecdo na cavidade peritoneal dos camundongos. Os carboidratos foram utilizados em uma
concentragdo 100 vezes maior do que a utilizada para as lectinas, em base molar. O carboidrato
D-glicose inibiu aproximadamente 52%, enquanto que o carboidrato D-manose inibiu
aproximadamente 91% a migracdo de neutrofilos na cavidade peritoneal (Figura 20). Quando

injetados isoladamente, os trés carboidratos nao causaram aumento significativo na migracao

de células.
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Figura 20: Efeito inibitorio dos carboidratos na migracio de neutrofilos na cavidade
peritoneal de camundongos induzida pela lectina de Annona coriacea (ACLEC). A
migragao de neutrdfilos foi avaliada 16 h apos a injecdo de ACLEC (30ug /cavidade) sozinha
ou apos a incubag¢ao com 0,1 M de carboidratos especificos (D-glicose ¢ D-manose) e nao
especificos (sacarose). As barras em preto representam a migragao de nuetréfilos induzida pela
inje¢do de carboidratos sozinhos. Os dados sdao as médias dos valores + s.em. de 6
camundongos. *P<0,05 comparado com os resultasdos obtidos nos grupos dos animais os quais

receberam ACLEC sem incubac¢ao com os carboidratos.
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2.3 — Envolvimento de mediadores inflamatorios na migraciao de neutrofilos induzida pela

lectina de A. coriacea, para a cavidade peritoneal de camundongos.

Tabela 6 mostra que o tratamento dos animais com dexametasona (0.5 mg/kg, s.c.)
causou uma marcante inibigdo (P<0.001) na migracao de neutrofilos induzida por ACLEC. O
inibidor seletivo de COX-2 celecoxibe (3 mg/kg, s.c.) e o antagonista do receptor PAF
PCA4248 (5 mg/kg, i.v.) também inibiu significantemente (P<0.01) a migracao de neutréfilos.
Em contraste, o inibidor de lipoxigenase AA861 (0,2 mg/kg, i.v.), o inibidor ndo seletivo do
oxido nitrico sintase L-NAME (20 mg/kg, 1.v.), o inibidor seletivo do 6xido nitrico sintase
induzivel Aminoguanidina (75 mg/kg, i.v.), o antagonista do receptor taquicinina NK;
SR140333 (100 pg/kg, i.v) e o antagonista do receptor de taquicinina NK, SR48968 (1 mg/kg,

1.v.) ndo inibiram significantemente a migracao de neutréfilos induzida por ACLEC (Tabela 6).
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Tabela 6: Efeito de diferentes agentes farmacologicos no influxo de neutrofilos na
cavidade peritoneal de camundongos induzida pela lectina de Annona coriacea lectin
(ACLEC). Dexametasona (0.5 mg/kg), celecoxibe (3 mg/kg), AA861 (0.2 mg/kg), PCA4248
(5 mg/kg), SR140333 (100 pgkg), SR48968 (1 mg/kg), L-NAME (20 mgkg) e
Aminoguanidina (75 mg/kg) foram administrada como decritas acima. A contagem dos

neutrofilos foi realizada al6 h apds a injecdo de ACLEC (30 pg/cavidade). Os dados sdo as

medias dos valores * s.e.m. da percentagem de neutrofilos de 4-6 camundongos.

Tratamento Neutrofilos (%)
PBS 9,8+1,0
ACLEC 56,5+4,6
ACLEC + DEXAMETASONA 19,8 £53 *
ACLEC + CELECOXIBE 324+6,1*
ACLEC + AA861 54,6 +£5,9
ACLEC + PCA 4248 285+£5,7*
ACLEC + SR 140333 52,8+34
ACLEC + SR 48968 44,6 5,0
ACLEC + L-NAME 50,3+3,5
ACLEC + AMINOGUANIDINA 41,0£5,7

*P<0.05, comparado com o grupo nao tratado.
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VI - DISCUSSAO

6.1 - ESTUDO DA ATIVIDADE INSETICIDA DE ACLEC

As sementes das plantas contribuem significantemente para a dieta humana e animal,
sendo que as sementes de leguminosas e de cereais perfazem a maior parte desta dieta (Macedo
et al., 2003). Desse modo, as plantas sdo recursos grandiosos de substancias as quais podem ser
utilizadas no desenvolvimento de métodos ambientais seguros para o controle de insetos. Os
efeitos deletérios de certos fitoquimicos ou extratos brutos de plantas purificados sobre os
insetos sdo manifestados por varios caminhos, incluindo toxicidade, retardamento do
crescimento, inibi¢ao da alimentacgado e reducao da fecundidade e fertilidade (Sadek, 2003).

As lectinas sdo definidas como proteinas ligantes de carboidratos outros do que enzimas
ou anticorpos com a propriedade caracteristica de aglutinar sangue ou outras células (Van
Damme et al., 1998). Elas estdo amplamente distribuidas nas plantas e sdo frequentemente
encontradas em altas concentragdes nas sementes de legumes assim como em outros tecidos
das plantas. Varias fungdes tém sido descritas para as lectinas. O papel da maioria das lectinas
esta associado com sua ligacdo a glicanos externos tanto no reconhecimento e/ou fendmeno
relacionado a defesa. Mais recentemente, tém-se sugerido que as lectinas podem estar
envolvidas na regulacdo celular e na sinalizagdo (Van Damme et al., 2004). A descoberta que
as lectinas de plantas exercem significantes efeitos téxicos ou inibitdrios ao crescimento dos
insetos sugere que elas possuam um importante papel na defesa das plantas contra o ataque dos
insetos (Machuka et al., 1999; Bell et al., 1999; Macedo et al., 2002; Macedo et al., 2003;
Macedo et al., 2004).

O uso de lectinas de plantas para interferirem com o crescimento e o desenvolvimento dos
insetos que se alimentam de plantas tem sido sugerida como uma estratégia de controle
seletivo. Em geral, os niveis de lectinas incorporados nas dietas artificiais para testar a
toxicidade oral tem variado de 1 a 50 mg/g de dieta ou de 5 a 1500 mg/ml de dieta para liberar
estas proteinas para a mastigacao e a suc¢ao dos insetos, respectivamente. Entdo, os pardmetros
os quais indicam os efeitos danosos das lectinas nos insetos incluem o peso larval, tamanho,
cor, pupacao, mortalidade, inibi¢dao da alimentagdo, efeitos antimetabolicos, niveis de excrecao

de honeydew, retardo no tempo do desenvolvimento total, emergéncia dos adultos e/ou
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fecundidade na primeira e/ou segunda geracdo dos insetos os quais tenham sido alimentados
em dietas contendo lectina (Vasconcelos & Oliveira, 2004).

O presente estudo foi realizado para examinar a a¢ao da lectina de A. coriacea (ACLEC),
com propriedades de ligagdo a manose-glicose (Coelho et al., 2003), no crescimento € na
alimentacdo dos lepidopteras C. cephalonica e A. kuehniella, assim como analisar se ACLEC
possui a capacidade de interromper a capacidade digestiva no intestino médio larval dessas
larvas.

A ingestdo da lectina ACLEC ndo causou uma significante reducdo na sobrevivéncia e no
peso médio das larvas de C. cephalonica (Figura 9A e B) na maior concentragdo da lectina.
Porém, ACLEC teve um forte efeito negativo na sobrevivéncia e no peso médio das larvas de
Anagasta kuehniella, com um LDs, e EDsp a 1,5% e 1,0% da lectina (Figura 13A e B). Varias
outras lectinas também mostraram atividade inseticida para lepiddpteros em diversas
concentragdes (0,5 — 2,0%). Deste modo, a lectina de sementes de Koelreuteria paniculata
(KpLec) quando incorporada em dietas artificiais a 0,65% produziu um LDsy e EDsy a 0,2%
(Macedo et al., 2001). Similarmente, a lectina de Galanthus nivalis (GNA) foi toxica contra o
inseto Lacanobia oleracea a 2,0% (Fitches et al., 1997), e a lectina de ervilhas, Pisum sativus,
foi detrimental ao inseto Chilo partellus a 0,5% (Law e Kfir, 1997).

O mecanismo pelo qual as lectinas exercem seus efeitos toxicos sobre os insetos estd
poucos esclarecidos, mas se sabe que as primeiras moléculas que se ligam a “receptores” no
epitélio do intestino médio, sdo as responsaveis pelos efeitos sistémicos subsequenciais (Powell
et al., 1998). Outra possibilidade ¢ que as lectinas podem ligar-se a membrana peritroéfica na
regido do intestino médio dos insetos e impedir ou aumentar 0 movimento entre o espaco endo
e exoperitréfico ou evitar a formacao da propria membrana (Czapla, 1998). Essa membrana
existe em quase todos os insetos fitofagos e ¢ composta principalmente de residuos de N-
acetilglicosamina e proteinas (Richards e Richards, 1997) e tem como fun¢do de formar uma
barreira de prote¢do para o epitélio do intestino médio protegendo-o contra particulas abrasivas.
As lectinas também podem interferir com as enzimas digestivas acarretando a inibicdo da
digestao dos alimentos e consequente absorc¢ao (Zhu et al., 1996).

ACLEC liga-se a coluna de quitina, embora ndo completamente (Figura 17), e ainda

apresenta atividade hemaglutinante. O fato de ACLEC ligar-se parcialmente a quitina poderia
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estar relacionado a especificidade da lectina em se ligar a glicose-manose e usualmente nao
apresenta um dominio especifico para quitina. Outras proteinas sem um dominio especifico
para quitina, mas com atividade inseticida também se ligam a quitina, incluindo vicilinas (Sales
et al, 2001), zeatoxina (Macedo et al., 2000) e lectina de Talisia esculenta (Freire et al., 2002).
O fato de ACLEC apresentar um efeito inseticida a A. kuehniella pode estar relacionado a sua
propriedade de ligagdo a coluna de quitina, embora a mesma nao apresente efeito inseticida no
desenvolvimento de C. cephalonica. As lectinas sdo consideradas exercerem seu efeito toxico
através da ligacdo a estruturas quitonosas ou a membrana peritrofica, e o efeito diferencial das
lectinas toxicas ¢ devido a variabilidade da composicdo de agucares das estruturas quitinosas
e/ou membrana peritrofica e das proteinas glicosiladas (Fitches and Gatehouse, 1998; Habibi et
al., 2000, Triguerds et al., 2000).

As substancias antifedantes sao custumeiramente classificadas em repelentes (as quais
repelem um inseto sem manter o contato com o material), supressantes (a qual suprime e
reprime a atividade apos o contato) ou deterrentes (as quais impede um inseto de se alimentar
apos a ingestao do material) (Chapman, 1989).

O influxo alimentar e¢ a utilizagdo do alimento ndo ¢ apenas um papel crucial para a
sobrevivéncia do inseto, mas, ¢ também responsavel pelo estabelecimento desta populacao na
colheita alvo (Singh, 1999). Quanto maior a sobrevivéncia e desenvolvimento de um inseto na
superficie das plantas, maior sera o estabelecimento desta populagdo na planta. Desse modo, os
efeitos detrimentais tanto de inibidores de serino e cisteinoproteases, varios reguladores de
crescimento (IGRs — do inglés insect growth regulators), extratos de plantas (Farag, 1991;
Jagannadh e Nair, 1997; Linton et al., 1997; Richter et al., 1997; Bream et al., 1999) e de
lectinas (Fitches e Gatehouse, 1997) tém sido analisados para diferentes espécies de insetos
através da andlise da produgao fecal, a reducao da ingestao alimenta dos insetos alvo.

ACLEC tem mostrado exercer uma influéncia sobre o desempenho de C. cephalonica e A.
kuehniella e conseqiientemente na sobrevivéncia € no peso larval. Varios lepidopteros
geralmente compensam a deficiéncia nutritiva pelo aumento do consumo alimentar (Timmins
et al., 1988; Slansky e Wheeler, 1989). Porém, resultados controversos, t€ém sido obtidos com
alguns insetos como Spodoptera frugiperda, no qual a selecdo alimentar compensatoria €

dependente da duragdo da dieta deficiente.
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Um efeito detrimental no influxo alimentar e no consumo foi observado nas larvas
neonatas dos insetos da espécie Corcyra cephalonica (Figura 10) e Anagasta kuehniella
(Figura 14) quando alimentadas em dieta contendo ACLEC a 2,0%. As larvas de C.
cephalonica e A. kuehniella diminuiram o seu consumo em aproximadamente 33% e 28%
respectivamente, e na producao fecal de aproximadamente 25% (Figura 10A) e 40% (Figura
14), respectivamente. Uma diminuigdo no consumo em resposta ao efeito toxico de certa
proteina ou aleloquimico na alimentacdo ¢ comum (Bernard e Lagadic, 1993). Porém, apenas
nas larvas de A. kuehniella alimentadas com ACLEC a 2% foi observada um aumento na
concentragdo de proteina fecal (22%) (Figura 15A), e uma redugdo do conteudo total protéico
do intestino médio de 30% (Figura 15B). Estes resultados observados nas larvas de A.
kuehniella alimentadas com a dieta contendo ACLEC podem ser devido ao efeito da lectina, ou
seja, ACLEC pode estar bloqueando a absor¢do de nutrientes ou modificando a atividade
proteasica dos insetos de modo que o inseto tenha que aumentar o consumo alimentar devido
ao reduzido contetido protéico do alimento (Slansky Jr. And Wheeler, 1992). Assim, ACLEC
ndo apresenta efeito antifedante para a larva A. kuehniella.

Uma confirmagao dessa possibilidade ¢ os dados apresentados nas Tabelas 4 e 5, onde os
valores de AD das larvas do 4° instar de C. cephalonica e A. kuehniella foram extremamente
constantes durante todo o periodo de alimentagdo do experimento, indicando que as larvas
tratadas aparentemente absorvem os nutrientes do intestino com a mesma eficiéncia como o0s
insetos alimentados com as dietas controle (Bernard e Lagadic, 1993).

A mais importante avaliagdo da utilizacdo alimentar ¢é: eficiéncia de conversdao do
alimento ingerido (ECI) e digerido (ECD) em biomassa. Diferentes compostos tém a
capacidade de reduzir a utilizacdo alimentar de varias espécies de insetos assim como a
Azadiractina (extrato de Azadirachta indica) sobre larvas de Ostrinia nubilalis (Arnason et al.,
1985) e Heliothis virescens (Barnby e Klocke, 1987). De acordo com os resultados ilustrados
na literatura, os impactos de ACLEC na eficiéncia metabolica dos insetos C. cephalonica e A.
kuehniella foram determinados. As larvas de A. kuehniella consumiram menos dieta, ganhou
menos peso € foi menos eficiente na conver¢dao do alimento ingerido (ECI) e digerido (ECD)
em biomassa quando comparado com a eficiéncia das larvas controle (Tabela 5). Esta

significante reducao nos valores de ECI (16,8%) e de ECD (18,1%) indica que a maior parte da
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dieta foi metabolizada em energia e a menor parte foi convertida em biomassa (Sadek, 2003).
Para confirmar estes resultados, na Tabela 5 podemos observar um aumento de 81,9% no custo
metabolico (CM) dessas larvas, assim como descrito por Mordue e Blackwell (1993). Podemos
sugerir que a reducdo no ECD o qual ¢ provavelmente o resultado de um aumento na propor¢ao
da energia assimilada ¢ desviada do crescimento para compensar os custos metabolicos
associados com a detoxicagdo e disposi¢do de ACLEC. Tal situagdo tem sido frequentemente
observada em lagartas alimentadas com dietas diluidas (Timmins et al., 1988; Slansky e
Wheeler, 1989) ou dietas contendo azadiractina (Ramachandran et al., 1989; Timmins e
Reynolds, 1992). Desse modo, podemos sugerir que o tempo € a energia requerida para
estabelecer um sistema enzimatico eficiente para detoxicar ACLEC reduziu a quantidade de
alimento ingerido que poderia ser convertido em biomassa, assim reduzindo a eficiéncia do
processo de conversdo tanto quanto no ganho de peso e o crescimento larval, e
conseqlientemente aumentando o tempo necessario para alcancar o peso final para completar
os instar (Bernard e Lagadic, 1993). A reducdo nos indices nutricionais € tida como uma
evidéncia do forte efeito toxico da pos-ingestdo (Xie e Isman, 1992; Wheeler e Isman, 2001).
Porém, as larvas de C. cephalonica tiveram maiores eficiéncias de utilizagdo (ECI e ECD) em
dietas contendo ACLEC a 2,0% (Tabela 4), sugerindo que os altos valores de ECI e ECD seja
um efeito compensatorio, desde que as larvas consumiram muito menos alimento do que as
larvas da dieta controle ¢ desse modo, tiveram uma reducdo do custo metabdlico de
aproximadamente 49,3% comparado com o custo metabodlico das larvas controle.

Os estudos dos efeitos das lectinas sobre as cisteinoproteases tripsina-like estdo sendo
documentados, como observado em experimentos utilizando larvas de Lacanobia oleracea e
como dieta concentracdes crescente da lectina de GNA (lectina de Galanthus nivalis) ou Con A
(lectina de Canavalia ensiformis), onde podemos observar um aumento da atividade da
tripsina-like soltvel no intestino larval (Fitches e Gatehouse, 1998). Neste estudo mostramos a
analise da atividade de tripsina-like nas fezes e fluido intestinal tanto das larvas do inseto C.
cephalonica como de A. kuehniella alimentadas com dietas contendo ACLEC a 2,0%. ACLEC
nao promoveu modificagdes significativas nos niveis de tripsina do intestino, apenas um
decréscimo de 50% da atividade triptica das fezes das larvas de C. cephalonica (Figura 12A)

quando comparadas com as larvas controle. Diferentemente, ACLEC apresenta um efeito na
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atividade tripsina-like soluvel de A. kuehniella, onde podemos observar uma diminui¢do dos
niveis de tripsina de aproximadamente 34% no fluido intestinal e um aumento de atividade de
78% nas fezes produzidas (Figura 16A e 16B). Estes resultados sugerem que ACLEC possa
estar afetando o mecanismo de reciclagem para esta enzima. Estes dados podem ser
comprovados através do elevado nivel de proteinas encontrados no intestino médio das larvas
de A. kuehniella, o qual pode parcialmente estar refletindo uma acumulagdo da lectina
juntamente com a sua ligacdo aos tecidos do intestino, podendo assim induzir o aumento da
atividade tripsina (Fitches and Gatehouse, 1998).

Numerosos estudos t€ém mostrado uma forte correlagdo entre as proteinas do intestino e os
niveis de proteinases luminal nos insetos (Lehane, 1977; Houseman et al, 1985; Billingsley e
Hecker, 1991), e este mecanismo pode lever a duas hipoteses: 1) o mecanismo
secretorio/prandial pode estar operando (Lehane et al. 1995) ou 2) a ligacao lectinica pode ter
afetado indiretamente nos mecanismos enzimaticos regulatorios como uma consequéncia da
perturbagdo da membrana peritrofica (Fitches e Gatehouse, 1998), restringindo o movimento
bidirecional dos nutrientes e das enzimas digestivas através dos poros da membrane peritrofica,
levando a privagao nutricional (Eisemann et al., 1994).

Assim, podemos concluir que os experimentos utilizando dietas artificiais contendo
ACLEC influencia o crescimento larval, o consumo e a eficiéncia de conversao das larvas da A.
kuehniella. Os mecanismos pelos quais as lectinas podem estar exercendo seus efeitos toxicos
nos insetos ainda ¢ pobremente entendido, mas presumivelemente, as propriedades inseticidas
estao ligadas as propriedades de ligacao a carboidratos dessas proteinas (Czapla e Lang, 1990).
Porém, os possiveis mecanismos podem ser: 1) ligacdo a glicoconjugados na superficie de
células epiteliais ao longo do trato intestinal inibindo a obtencdo de nutrientes; 2) ligacdo as
enzimas glicosiladas provavelmente inibindo sua a¢do; 3) ligacdo a estruturas quitinosas do
intestine médio dos insetos (Firmino et al., 1996); 4) resisténcia a digestdo por proteinases dos
insetos (Eisemann et al., 1994; Powell et al., 1998), ou 5) por disrup¢dao da fun¢do ou da
integridade resultando na morte ou atraso no desenvolvimento. Desse modo, as interacdes das
lectinas com o epitélio intestinal pode ser um modelo adequado para os estudos de
transferéncias de moléculas através da barreira bioldgica, tal como na pesquisa de virus ou

inseticidas alvo. Assim como no desenvolvimento de novas tecnologias na incorporagdao de
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genes em uma variedade de cultivares, o que hoje tem aumentado o interesse na identificagcdo
de genes de plantas que conferem resisténcia a insetos, € na manutencdo desses genes para
aumentar a capacidade de defesa de plantas contra insetos (Macedo et al., 2000). Obtendo
assim, o emprego de lectinas para a producdo de plantas transgénicas visando o controle de

pragas e gerando uma alternativa para o uso de pesticides quimicos (Jouanin et al., 1998).
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6.2 — ESTUDO DA ATIVIDADE PRO-INFLAMATORIA DE ACLEC

Muitas sdo as evidéncias que apontam o envolvimento de proteinas ligadoras de
carboidratos mediando o reconhecimento em uma grande variedade de sistemas bioldgicos.
Nos ultimos anos, tem sido ressaltada a importancia dos carboidratos nos mecanismos
envolvidos na interacdo entre células em uma grande variedade de fendmenos biologicos.
Sendo assim, a capacidade que as lectinas possuem de interagir especificamente com
carboidratos, transformaram estas proteinas em valiosas ferramentas para variadas linhas de
pesquisas biologicas e consequentemente o campo de estudo e aplicabilidade destas moléculas
tem crescido intensamente.

Na resposta inflamatéria aguda ocorre o recrutamento de neutrofilos do sangue para o
tecido injuriado, onde estdo envolvidos processos complexos e multimediados, que ocorrem
através de interagdes seqiienciais entre os neutrdfilos e células endoteliais e componentes da
matriz extracelular. O controle destes mecanismos envolve a ativagdo de receptores presentes
nas c¢lulas endoteliais e sanguineas bem como a expressao de glicoproteinas que medeiam a
adesdo na membrana celular (McEver, 1992).

Viérios dados da literatura com lectinas vegetais, tém demonstrado que lectinas possuem a
capacidade de estimular a proliferacao de linfocitos murinos € humanos, estimular macrofagos
e mastdcitos, induzir migracdo de neutrofilos, além de apresentarem também, quando
administrada endovenosamente, propriedades antinflamatorias (Assreuy et al., 2002).

Neste estudo mostramos que a lectina de Annona coriacea (Coelho et al., 2003) induz
um marcante influxo de neutréfilos na cavidade peritoneal de camundongos com uma maxima
resposta a 16 h e 24 h (Figura 18B), decaindo em seguida. A infiltracdo de neutréfilos foi
seguida por um aumento na contagem de células mononucleares na cavidade peritoneal,
iniciando a 48 h (Figura 19B), e mantendo-se elevada 96 h apos a inje¢do. Devido a maioria
das atividades das lectinas depender do reconhecimento especifico célula-carboidrato, foi
examinado os efeitos de diferentes carboidratos na migragao induzida por ACLEC (Figura 20).
O carboidrato D-mannose, apds incubagdo com a lectina, acentuadamente reduziu a migracao
de neutrofilos induzida por ACLEC. Estes dados sdo semenlhantes aos encontrados em estudos

anteriores que demonstram que este mesmo carboidrato foi capaz de inibir a migracao de
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neutrofilos induzida por lectinas purificadas de sementes de Artocarpus integrifolia (Santos de
Oliveira et al., 1994), Talisia esculenta (Freire et al., 2003) e Pisum arvense (Alencar et al.,
2005). Outros carboidratos tais como glicose e galactose inibiram o influxo de neutréfilos na
cavidade peritoneal de ratos em resposta a lectinas de Canavalia brasiliensis, Dioclea
grandiflora (Bento et al., 1993), Glycine max (Benjamin et al., 1997) e Vatairea macrocarpa
(Alencar, et al., 2003). Assim, as diferencas na habilidade dos carboidratos em inibir a indugéo
de neutrdfilos pode estar relacionadas a diferentes afinidades de uma dada lectina para com os
grupos glicosil presentes na superficie das células.

A migragao de neutrdfilos através do endotélio em direcdo aos sitios de inflamagao
presentes nos tecidos envolve diferentes mediadores os quais podem ser liberados de células
residentes e de células infiltradas. As funcdes dos neutréfilos sdo também dependentes da
expressao de moléculas tais como as selectinas L, P e E, assim como ICAM-1 expressas tanto
nos neutrofilos ou nas ce€lulas endoteliais (Simon e Green, 2005). Além disso, numerosos
processos bioquimicos estdo envolvidos nas interagdes entre proteinas-carboidratos que
ocorrem em diferentes tipos de células tais como linfocitos, macréfagos e mastéceitos (Lis and
Sharon, 1986; Lima et al., 1999; Andrade et al., 1999a; Barbosa et al., 2001; Coelho-Castelo, et
al., 2002; Schlick, et al., 2005). Acredita-se que estas interagdes sejam sinalizadoras nestas
c¢lulas promovendo a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios tais como citocinas, 6xido
nitrico e mediadores lipidicos. Os glicocorticoides tém mostrado suprimir varias fungdes de
neutréfilos por inibir a liberagdo de mediadores quimiotaticos dos neutréfilos e/ou expressdo de
certas enzimas inflamatorias chaves induziveis, tais como COX-2 e iNOS (Adcock and Barnes,
2004). Portanto, os resultados ilustrados na Tabela 6 mostraram que a migracao de neutréfilos
induzida por ACLEC foi quase abolida em camundongos pré-tratados com dexametasona, o
que ¢ consistente com investigagdes prévias com outras lectinas (Benjamin et al., 1997;
Alencar et al., 2003). Além disso, o resultado mostrando que a induc¢do do influxo de
neutrofilos promovido por ACLEC foi marcantemente reduzida pelo inibidor seletivo de COX-
2 celecoxibe indicando que PGE, representa um importante papel nesta resposta inflamatoria.
O fator de ativacao plaquetaria (PAF) ¢ um outro quimioatrativo lipidico bem conhecido para
neutrofilos (Pettersen and Adler, 2002; Zouki, et al., 1999). Neste estudo, o antagonista do

receptor PAF PCA4248 significantemente inibiu a migragdo de neutrofilos induzida por
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ACLEC indicando um maior papel para este mediador lipidico. Interessantemente, as
conclusdes que PGE, e PAF apresentam um importante papel na migracdo de neutrdfilos
induzida por ACLEC contrastam com prévios estudos onde o inibidor ndo seletivo COX
indometacina e o antagonista do receptor PAF BN50730 ndo inibiram o efeito do influxo dos
neutrofilos peritoneais induzidos pela lectina de sementes de Vatairea macrocarpa (Alencar et
al., 2003). Neste estudo em particular, o carboidrato galactose melhor do que D-manose inibiu
as respostas induzidas por neutréfilos, o que reforga o fato de que o reconhecimento especifico
célula-carboidrato ¢ fundamental para determinar a via inflamatoria alvo estimulada por
diferentes lectinas.

Os leucotrienos sao liberados da maioria das células inflamatorias, € o leucotrieno By
(LTB,4) em particular exerce uma acao quimiotatica potente in vivo € in vitro para as c€lulas
polimorfonucleares (Nicosia et al., 2001). Porém, LTB, pode ndo participar na migracao
celular induzida pela lectina de planta desde que o inibidor de lipoxigenase tal como AA861
(em nosso estudo) e Mk886 (Alencar et al., 2003) falharam em reduzir o recrutamento de
neutrofilos na cavidade peritoneal de camundongos induzido por ACLEC.

O Oxido nitrico é reconhecido como o maior mediador inflamatério em vérias condigdes ¢
a produgdo constitutiva de 6xido nitrico (NO) ¢ essencial para regular os numerosos processos
na microvasculatura, incluindo o controle do trafego de leucocitos para os tecidos
inflamatorios. O 6xido nitrico € continuamente produzido pelas células endoteliais através de
uma isoforma da enzima NO sintase expressa constitutivamente. A inibigdo desta enzima induz
o recrutamento dos leucocitos para os tecidos, mesmo na auséncia de estimulos inflamatorios
adicionais. Durante algumas respostas inflamatorias, quando o recrutamente de leuc’[ocitos
esta ocorrendo muito acelerado, observa-se que a NO sintase induzivel esta superexpressa,
embora a habilidade de iNOS derivada do 6xido nitrico regular o recrutamente de leucdcitors
inflamatorios ainda esteja pouco entendida (Hickey et al., 2001). Embora as lectinas de
Canavalia brasiliensis, Dioclea grandiflora, Pisum arvense e Canavalia ensiformes
(concanavalina A) tenham sido capazes de estimularem a sintese de NO por cé€lulas peritoneais
murino isoladas (Andrade et al., 1999b), nenhum estudo tem focado no papel de NO mediando
as respostas inflamatorias in vivo induzidas por lectinas de plantas. Consequentemente, foi

utilizado L-NAME (um inibidor nao seletivo de NOS) e aminoguanidina (um inibidor de
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iNOS) para estudar o envolvimento do 6xido nitrico na migragdo de neutroéfilos induzida por
ACLEC. Porém, os dados obtidos mostraram que, nem L-NAME nem aminoguanidina
afetaram significantemente as respostas induzidas por ACLEC, mas também ndo sdo claros
para eliminar o envolvimento do 6xido nitrico neste fenomeno.

A neurocinina substadncia P, neurocinina A e neurocinina B sdo os principais
neuropeptideos envolvidos nas respostas inflamatorias neurogénicas, atuando via interagdo com
os receptores NK;, NK, e NKj, respectivamente (Liu and Bucher, 2005). A substancia P
liberada das fibras-C sensoriais tém mostrado atrair neutréfilos in vivo e in vitro (O’Connor et
al., 2004), mas nenhum estudo prévio tem explorado este mecanismo considerando as respostas
inflamatorias induzidas por lectinas de plantas. Para avaliar se os neuropeptideos liberados de
neurdnios sensoriais estdo envolvidos nas respostas induzidas por ACLEC, os antagonistas
seletivos dos receptores NK; e NK,, SR14333 ¢ SR48968, respectivamente, foram testados. O
pré-tratamento de camundongos tanto com SR140333 ou SR48968 falhou em reduzir a
migracdo de neutrofilos induzida por ACLEC, assim descartando a participagdo de tais
neuropeptideos.

Em conclusdo, o presente estudo mostra que a lectina de sementes de Annona coriacea
(ACLEC) ¢ capaz de atrair neutrofilos e células mononucleares na cavidade peritoneal de
camundongos. A migracao de neutréfilos em resposta a ACLEC foi mostrada ser dependente
de sua interacdo com o reconhecimento especifico de residuos de manose presentes nas células,
induzindo principalmente a liberagdo de mediadores derivados de COX-2 e PAF. Nossas
descobertas sugerem que ACLEC pode ser uma ferramenta util para o entendimento e

delineamento dos mecanismos envolvidos nas respostas inflamatérias induzidas por lectinas.
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