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RESUMO

Mo-CBP4 € uma proteina ligante a quitina, com atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva, isolada de sementes de Moringa oleifera Lamarck, uma &rvore
conhecida pelo seu valor medicinal. Este trabalho teve como objetivo a caracterizagéo
estrutural, farmacoldgica e toxicoldgica de Mo-CBP4, com foco na sua utilizagdo como
agente terapéutico. Mo-CBP4 é um heterodimero de 11,8 kDa, composto por cadeias
de 3,9 kDa e 8,4 kDa. O sequenciamento de Mo-CBP4 por degradacao de Edman e
espectrometria de massas mostrou a presenca de muitos residuos de aminoacidos
basicos e alta similaridade com proteinas isoladas de sementes de M. oleifera.
Andlises espectroscopicas utilizando dicroismo circular demonstraram que Mo-CBP4
€ composta por a-hélices (36%), folhas-B (15%), voltas (19%) e estruturas ao acaso
(30%), com alta estabilidade estrutural frente a variacbes de temperatura e pH. Mo-
CBP4 (0,1, 1,0 e 10 mg/kg), por via endovenosa, mostrou atividade anti-inflamatoria
no modelo de peritonite induzida por carragenina em ratos, com inibicdo (79%) da
migracao de neutrofilos ja na menor dose. Atividade anti-inflamatoria de Mo-CBP4 (40
mg/kg) também ocorreu por via oral em camundongos, usando o0 mesmo modelo
citado, com significativa inibicdo (48%) da migracdo de neutrofilos. Tal atividade
permaneceu mesmo apos aquecimento da proteina a 100 °C por 1 hora, porém, a pré-
incubacado com N-acetil-D-glucosamina 0,1 M foi capaz de reverter sua acdo. Os niveis
séricos de IL-1B e IL-10, apds inducao de peritonite, sofreram alteracdo com o preé-
tratamento da proteina. Adicionalmente, Mo-CBP4 (10 mg/kg) mostrou atividade
antinociceptiva, verificada através do teste da formalina (2,5%), quando administrada
via intraperitoneal, inibindo apenas a dor periférica. No modelo de hipernocicepcao
mecanica induzida por carragenina, animais tratados via oral com a proteina (20, 40
e 80 mg/kg), 1 hora antes do agente inflamatério, mostraram-se mais resistentes a
sensibilizacdo apods 1, 3 e 5 horas, apresentando inibicdo maxima na dose de 40
mg/kg, estando essa atividade relacionada com a reducéo da migracao de neutrofilos.
A hipernocicepcéo direta causada por PGE: ou epinefrina ndo sofreu alteragédo com o
pré-tratamento de Mo-CBP4. A proteina também ndo causou comprometimento na
atividade locomotora dos animais, quando submetidos ao teste do campo aberto. A
administracdo oral de Mo-CBP4 em dose Unica (2000 mg/kg) ou em doses repetidas

(10, 40 e 100 mg/kg) nédo resultou em efeitos toxicos ou adversos. Similarmente,



avaliacéo da citotoxicidade e genotoxicidade de Mo-CBPg, utilizando células tumorais
ou normais, mostrou auséncia de toxicidade. Os resultados obtidos sugerem que
devido as propriedades anti-inflamatdria e antinociceptiva, alta estabilidade e aparente
auséncia de toxicidade, Mo-CBP4possui grande potencial como um futuro biofarmaco.

Palavras-chave: Moringa oleifera; proteinas ligantes a quitina; atividade

antinociceptiva; atividade anti-inflamatdria, toxicidade.



ABSTRACT

Mo-CBP4 is a chitin-binding protein that is associated with the antinociceptive and anti-
inflammatory effects of Moringa oleifera seeds, a tree known for its medicinal value.
The aim of this study was the structural, pharmacological and toxicological
characterization of Mo-CBP4, focusing on its use as a therapeutic agent. Mo-CBP4 is
a 11.8 kDa heterodimer, composed by 3.9 kDa and 8.4 kDa chains. Mo-CBP4
sequencing by Edman degradation and mass spectrometry showed the presence of
many basic amino acid residues and high similarity with other proteins from M. oleifera
seeds. Circular dichroism spectroscopy showed that the Mo-CBP4 contains 36% a-
helix, 15% B-sheet, 19% turn and 30% unordered and high structural stability to
temperature and pH variations. Mo-CBP4 (0.1, 1.0 and 10 mg/kg) by intravenous
administration showed anti-inflammatory activity on the model of carrageenan-induced
peritonitis in rats, with inhibition (79%) of neutrophil migration already at the lowest
dose. Mo-CBP4 (40 mg/kg), when administered by oral route on mice, using the same
mentioned model, also presented anti-inflammatory activity, causing a significant
inhibition (48%) of neutrophil migration. Mo-CBP4 retained this activity even after
heating at 100 °C or pre-incubation with 0.1 M N-acetyl-D-glucosamine, both for 1 hour.
Serum levels of IL-18 and IL-10 after peritonitis induction changed in Mo-CBPs-
pretreated mice. In addition, Mo-CBP4 (10 mg/kg), administered intraperitoneally, also
showed antinociceptive activity by using the formalin (2.5%) test in mice model,
inhibiting just the peripheral pain. In the carrageenan-induced mechanical
hypernociception model, animals pretreated with oral Mo-CBP4 (20, 40 and 80 mg/kg),
1 hour prior to inflammatory agent use, proved to be more resistant to sensitization
after 1, 3 and 5 hours, with maximal inhibition at a dose of 40 mg/kg, being this activity
correlated with the reduction of neutrophil migration. Direct hypernociception caused
by epinephrine or PGE, was not affected with Mo-CBP4 pretreatment. Mo-CBP4 did
not impair the locomotor activity of animals in the open field test. In general, no toxic
signs or adverse effects were seen after oral administration of Mo-CBP4 at a single
dose (2000 mg/kg) or after repeated doses (10, 40 and 100 mg/kg). Similarly,
cytotoxicity and genotoxicity tests with Mo-CBP4, using tumour or normal cells, showed

no toxicity. The results suggest that due to anti-inflammatory and antinociceptive



properties, high stability and apparent lack of toxicity, Mo-CBP4 has great potential as

a future biopharmaceutical drug.

Keywords: Moringa oleifera, chitin-binding protein; antinociceptive activity, anti-

inflammatory activity, toxicity.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Inflamacao e dor: bases bioldgicas e alvos terapéuticos

1.1.1. Inflamacgéo

A inflamacao (do latim inflamare, que significa pegar fogo) € um fenémeno
ja identificado por antigas civilizacbes, como a mesopotamica e egipcia, quando
deixaram os primeiros registros com relatos médicos. Esta reacdo era visualizada
pelos quatro sinais cardinais, "rubor, calor, tumor e dor", descritos primeiramente por
Cornelius Celsus (25 a.C. — 50 d.C.). Rudolf Virchow, no século XIX, atribuiu a
descricdo de um quinto sinal: a perda da funcdo (MONTENEGRO et al., 1999;
FALTAS, 2004).

Trata-se de uma resposta adaptativa desencadeada por estimulos nocivos,
tais como infeccdo e lesdo tecidual constituindo-se em uma reacdo complexa do
tecido, que consiste de respostas vasculares, migracdo de leucécitos e reacdes
sistémicas. Portanto, a inflamacéo é uma reacéo biolégica com o intuito de promover
a homeostase do tecido perturbado (ASHLEY et al., 2012).

A cinética do processo inflamatorio ocorre em dois momentos: fase aguda
e cronica. A inflamacédo de fase aguda é desencadeada logo apés a infeccao e tem
duracdo de algumas horas até poucos dias. Essa fase caracteriza-se por infiltrado
predominantemente neutrofilico no sitio da inflamacédo, eventos vasculares como
extravasamento de material proteico e plasma, aumento da permeabilidade vascular,
alteracoes estruturais da microvasculatura e eventos sistémicos, tais como aumento
da temperatura, dor, elevacdo do contetdo plasmatico de varias proteinas tipicas de
fase aguda, como componentes do sistema complemento e proteina-C reativa
(BAUHMANN; GAUDIE, 1994).

A fase cronica, que acontece quando ha uma falha na resolu¢éo da reacao
de fase aguda, caracteriza-se pela presenca de macréfagos e linfocitos, além de
angiogénese e proliferacao de tecido conjuntivo. A inflamacé&o cronica é considerada
um processo prolongado que pode ter semanas ou até anos de duracao
(BAUHMANN; GAUDIE, 1994).
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O primeiro passo da cascata inflamatéria envolve o reconhecimento da
infeccdo ou dano, através da deteccdo de padrBes moleculares associados a
patdgenos (PAMPSs), que sédo especificamente dirigidos a moléculas expressas por
agentes patogénicos, essenciais para a sua sobrevivéncia. Além disso, padrbes
moleculares associados a danos (DAMPs), que sdo moléculas liberadas quando ha
um dano tecidual, também fazem parte desse reconhecimento para acionar a resposta
imune adaptativa. A vantagem de detectar estes sinais € minimizar o direcionamento
inapropriado da acdo contra células ou tecidos do hospedeiro (JANEWAY et al., 2005).
Depois do reconhecimento por células residentes como macrofagos, vias de
sinalizacdo culminam na ativacdo de fatores de expressdo como o NF-kB (fator
nuclear kappa-B) que induz a produgcdo de mediadores pro-inflamatorios, como
citocinas, quimiocinas e outras moléculas co-estimulantes. Essas moléculas séo
responsaveis em controlar dois eventos principais, que caracterizam o mecanismo de
acao inflamatorio: reacéo vascular e reacéo celular (NATHAN, 2002).

A reacdo vascular consiste em mudancas no fluxo sanguineo e aumento
da permeabilidade dos vasos. Logo ap0s a lesdo ocorre uma vasoconstric¢ao reflexa,
de origem neurogénica, mediada por terminacfes do sistema nervoso autbnomo que
dura poucos segundos. A seguir, tem inicio a vasodilatacdo, que primeiro envolve as
arteriolas, levando a abertura de novos leitos capilares e aumento do fluxo sanguineo
para a regiao, provocando calor e rubor (RYAN; MAJNO, 1977). Essas alteracdes séao
causadas por substancias liberadas no local da inflamacdo, conhecidas como
mediadores inflamatorios. Alguns desses mediadores, como a bradicinina, causam
dilatacdo induzindo a liberacdo de fatores de relaxamento vascular derivados do
endotélio (EDRFs). Ja foi demonstrado que o oxido nitrico (NO) é um dos EDRFs
liberados pelas células endoteliais (PALMER; FERRIG; MONCADA, 1987;
MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991), que participa do controle do fluxo sanguineo
(FORTES; HYSLOP; DENUCCI, 1994), da expressdo de moléculas de adesao e do
aumento da permeabilidade vascular induzida pelo fator ativador de plaquetas (PAF)
e pela prépria bradicinina (MAYHAN, 1992).

A reacdo celular corresponde ao processo de migracdo de leucocitos
(principalmente neutréfilos) durante a inflamacédo que é intermediada por diferentes
mediadores inflamat6rios e quimiotaticos, os quais promovem um aumento das

interacdes entre os neutrofilos e as células endoteliais, favorecendo a migracao destes
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leucécitos a favor do gradiente de concentracdo ente a area lesada e as vénulas pés-
capilares (HUTTENLOCHER et al., 1995).

Diversas sdo as células envolvidas no processo inflamatério. Algumas ja
estdo presentes no tecido afetado, tais como: células endoteliais, mastocitos e células
mononucleares residentes. Enquanto outras, como os leucécitos polimorfonucleares
(neutrdfilos, basofilos e eosindfilos) e mononucleares (mondcitos e linfacitos) migram
para o local da lesdo. Os leucécitos sdo atraidos para a regido afetada por um
processo conhecido como quimiotaxia (FERREIRA, 1980).

O processo de passagem de leucdcitos provenientes do sangue para o
tecido inflamado apresenta-se em cinco eventos: marginacdo, rolamento, adeséo,
diapedese (com penetracdo através da membrana basal dos pericitos) e quimiotaxia
(FIGURA 1). A identificagdo de moléculas com propriedades adesivas envolvidas
neste processo mostrou que a migracdo de leucocitos para o foco inflamatorio
depende de sua interacdo com células endoteliais, na qual contribuem ativamente
através da expressdo em suas superficies de proteinas adesivas, denominadas
moléculas de adesao e secrecdo de mediadores soluveis.

As selectinas tém sido extensivamente estudas. S&o lectinas que interagem
com acuUcares e/ou glicoconjugados, responsaveis pela adesdo de leucécitos ao
endotélio vascular na cascata precoce de eventos que levam aos processos de
inflamacéo. Elas sdo necessarias para a migracao de leucocitos, sendo o passo inicial
na sequéncia dos eventos que resultara no extravasamento dos neutrofilos nos sitios
de injaria. A interacdo das selectinas com seus ligantes resulta na diminuicdo da
velocidade dos neutrdfilos, o que permite que as proteinas conhecidas como
integrinas promovam ligamentos firmes destas células com o endotélio vascular. O
processo de adesdo do leucdcito se da através dessas proteinas. As moléculas de
adesado conferem a célula um tipo de endereco. Elas podem ancorar células em
tecidos especificos ou "enderecar" células migrantes a determinadas regiées do
corpo. Estruturalmente, as selectinas apresentam um dominio semelhante as
proteinas do complemento (CRONSTEIN; WEISSMAN, 1993; ROSSITER et al.,
1997).



Figura 1 - Etapas do processo de migracéo leucocitariados vasos sanguineos parao local dainflamacao.
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Fonte: ROBINS et al., 2005. Os leucécitos rolam na superficie do endotélio, depois sao ativados, aderindo a ele,
ocorrendo, entdo, a transmigracao através do endotélio; atravessam a membrana basal e migram seguindo um

gradiente quimiotatico que se origina no local da leséo.
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Embora as lectinas enddgenas (selectinas) estejam envolvidas no
processo de adesdo, elas ndo sdo as Unicas a participarem deste, pois outras
moléculas como as imunoglobulinas e as integrinas também contribuem para o
mesmo. No entanto, demonstrou-se que as selectinas estdo principalmente
envolvidas com a fase de rolamento dos leucécitos (PANES et al., 1999). Além disso,
experimentos utilizando camundongos que nao produziam selectinas ou seus ligantes
mostraram ineficiéncia em recrutamento de neutréfilos no processo inflamatorio
(LOWE, 2002). O mesmo é visualizado em pacientes que sofrem de uma doenca rara
chamada de deficiéncia de adesao leucocitaria tipo-Il (ETZIONI et al., 1999).

Os trés tipos de selectinas conhecidos foram denominados de acordo com
as células que estdo ancoradas (KANSAS, 1996):

e As L-selectinas, encontradas em leucdcitos, sdo responsaveis pelo
enderecamento durante a interacdo com ligantes endoteliais;

e As E-selectinas aparecem em células endoteliais apos terem sido ativadas
por citocinas pro-inflamatoérias, sendo que uma pequena quantidade destas
também é encontrada em varios leitos vasculares e parecem ter um papel
importante para a migracao dos leucécitos;

e As P-selectinas sdo armazenadas em granulos-alpha das plaquetas e
corpos Weibel-Palade (vesiculas intracitoplasmaticas) das células
endoteliais, e estdo prontamente posicionadas na membrana plasmatica

apos estimulacao especifica.

A medida que o leucécito rola as L-selectinas se desprendem e as
integrinas séo ativadas por pelo menos uma variedade de quimiocinas e citocinas
associadas a superficie endotelial para dar continuidade ao processo de migracao
celular.

O tipo de leucécito que migra varia com o estimulo e com a fase do
processo inflamatorio. Por exemplo, na inflamacao aguda, os neutréfilos predominam
no infiltrado leucocitario durante as primeiras 6-12 horas, sendo substituidos por
células mononucleares entre 24 e 48 horas. Esta sequéncia pode ser explicada pela
ativacdo de diferentes moléculas de adesé&o e fatores quimiotaticos especificos para
cada tipo celular (GRANGER; KUBES, 1994).
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ApOs o rolamento, segue-se a adesdo firme mediada por imunoglobulinas
e B-2 integrinas. Essas Ultimas sdo proteinas que estao presentes na membrana dos
leucécitos e que podem também ter sua expressao aumentada apos ativacdo destas
células por mediadores inflamatérios, como PAF ou outras citocinas (GRANGER,;
KUBES, 1994).

As ICAMs (moléculas de adesao intercelular) sdo imunoglobulinas que
estdo presentes no endotélio, sendo que as mais relacionadas ao processo de
migracdo sdo as ICAM-1 e ICAM-2, VCAM-1 (molécula de adesdo vascular-1) e
PCAM-1 (molécula de adesdo de célula endotelial e plaqueta-1). Mediadores
inflamatérios liberados por células residentes ativadas podem agir aumentando a
avidez de ligag&o entre integrinas e imunoglobulinas, favorecendo a firme adesé&o
(CROSTEIN; WEISSMAN, 1993; PANES et al., 1999).

Apos a firme fixacdo, ocorre o achatamento da célula, reduzindo a
exposicao as forgas decorrentes do fluxo sanguineo, aumentando desta forma a area
de contato com a superficie endotelial vascular. Finalmente, o leucocito migra entre
as células endoteliais da regido apical para a superficie basolateral (diapedese) em
direcdo ao espaco extravascular. Os leucocitos migram nos tecidos em direcdo a
regido de agressao por quimiotaxia, ja definido anteriormente (RIBEIRO et al., 1996).

O advento dos leucdcitos aos locais inflamados ocorrendo em intensidade
adequada e em tempo habil pode ser fundamental para a manutencdo da
normalidade. No entanto, em diversas situacdes, a expressao desta reacéo, isto €,
tanto 0 excesso quanto a falta dessas células no foco da leséo, pode resultar em
danos ao organismo. E, isso, € importante porque os leucdcitos fagocitam agentes
danosos, destroem bactérias e outros micrébios e degradam o tecido necroético e
antigenos estranhos, mas podem prolongar a inflamacao e induzir lesédo tecidual,
liberando enzimas, mediadores quimicos e radicais toxicos de oxigénio e nitrogénio.
A mobilizacdo adequada de leucécitos da microcirculacéo para o local da inflamacao
€ uma das fases fundamentais da reacao inflamatéria (BEVILACQUA et al., 1994).

Os compostos responsaveis por orquestrar tanto os eventos vasculares
como os celulares sdo os mediadores inflamatorios que, em termos simples, podem
ser considerados como mensageiros quimicos para a resposta inflamatéria. Tais

substancias modulam uma série de eventos locais, como: vasodilatacdo,
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opsonizacgdo, quimiotaxia para células inflamatorias, destruicdo tecidual, febre, mal
estar e dor (LANSEN et al., 1993).

Os mediadores celulares podem ser produzidos por leucdcitos
especializados (particularmente macrofagos residentes e mastdcitos) ou pelas células
locais presentes nos tecidos. Alguns mediadores (tais como histamina e serotonina)
sdo pre-formados e armazenados em granulos nos mastécitos, basdfilos e plaguetas.
Outros sao pré-formados e circulam como precursores inativos no plasma. A
concentracdo de plasma destes mediadores pode aumentar acentuadamente como
resultado do aumento da secrecdo dos precursores pelos hepatdcitos durante a
resposta de fase aguda. Outros mediadores séo produzidos diretamente em resposta
a estimulacao adequada por indutores de inflamagao (MEDZHITOV, 2008).

Mediadores inflamatérios podem ser classificados em sete grupos de
acordo com suas propriedades bioquimicas: aminas vasoativas, peptideos
vasoativos, fragmentos de componentes do complemento, mediadores lipidicos,
citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas (MAJNO; JORIS, 2004).

As aminas vasoativas (histamina e serotonina) sdo produzidas e
secretadas quando os mastocitos e plaquetas degranulam. Elas tém efeitos
complexos sobre os vasos sanguineos, causando o aumento da permeabilidade
vascular e vasodilatacdo ou vasoconstricdo, dependendo das condi¢cdes. As
consequéncias imediatas da sua liberacdo pelos mastécitos podem ser muito
prejudiciais em organismos sensiveis, podendo provocar um choque anafilatico, com
colapso vascular e respiratorio.

Os peptideos vasoativos podem ser armazenados em uma forma ativa em
vesiculas secretoras (por exemplo, substancia P) ou gerados por processamento
proteolitico de precursores inativos no fluido extracelular (por exemplo, cininas,
fibrinopeptideo A e B e produtos de degradacdo da fibrina). Substancia P é liberada
por neurbnios sensoriais e pode causar degranulacdo de mastécitos. Outros
peptideos vasoativos sdo gerados através de protedlise pelo fator de Hageman,
trombina ou plasmina e provocar vasodilatacao e aumento da permeabilidade vascular
(diretamente ou indiretamente através da inducéo de libertacdo de histamina a partir
de mastécitos).

Fragmentos C3a, C4a e Cba do sistema do complemento (também

conhecido como anafilatoxinas) sdo produzidos por diversas vias de ativacao do
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complemento. C5a (e em menor extensdo C3a e C4a) promove recrutamento de
granulécitos e mondcitos, além de induzir degranulagdo de mastécitos, afetando a
vasculatura.

Mediadores lipidicos (eicosanoides e fatores de ativagdo plaquetaria) séo
derivados de fosfolipidios, tais como a fosfatidilcolina, que estéo presentes no folheto
interno da membrana celular. Apds a ativacéo por lons Ca?* intracelular, fosfolipase
A citosélica gera acido araquidénico e acido lisofosfatidico, os precursores das duas
classes de mediadores lipidicos a partir de fosfatidilcolina. O acido araquidénico é
metabolizado por ciclooxigenases (COX1 e COX2) para formar prostaglandinas e
tromboxanos, ou por lipoxigenase, gerando leucotrienos e lipoxinas (MAJNO; JORIS,
2004). As prostaglandinas PGE> e PGl», por sua vez, provocam vasodilatagdo. PGE>
também é um potente indutor de hiperalgesia e febre (HIGGS; MONCADA; VANE,
1984).

Citocinas inflamatorias como, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-1, IL-
6 e muitas outras, sdo produzidas por diversos tipos de células, principalmente
macrofagos e mastocitos. Elas tém varios papéis na resposta inflamataoria, incluindo a
ativacao do endotélio e leucdcitos e inducdo da resposta inflamatoéria de fase aguda.

Quimiocinas séo produzidas por diversos tipos de células em resposta aos
indutores da inflamacéo. Elas controlam o extravasamento de leucdcitos e quimiotaxia
para os tecidos afetados.

Varias enzimas proteoliticas (incluindo elastina, catepsinas e
metaloproteinases da matriz) tém diversos papéis na inflamacéo, em parte através da
degradacao da matriz extracelular e proteinas da membrana basal. Estas proteases
desempenham papéis importantes em muitos processos de defesa do hospedeiro,
incluindo, remodelamento de tecidos e a migracéo de leucdcitos.

Embora o efeito mais evidente de mediadores inflamatorios seja induzir a
formacdo de uma exsudacéao (através dos seus efeitos sobre 0s vasos sangineos e
na migracdo de leucdcitos), muitos outros mediadores inflamatérios tém efeitos,
igualmente importante, sobre as funcdes neuroenddcrinas e metabdlicas, além da
manutencado da homeostase dos tecidos em geral (TURNBULL; RIVIER, 1999). Estas
funcdes dos mediadores inflamatérios refletem em um papel mais geral para a
inflamagcé@o no controle da homeostase dos tecidos e na adaptacdo as condicdes
nocivas (MEDZHITOV, 2008).
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1.1.2. Dor

Dor é definida pela IASP (Associagdo Internacional para o Estudo da Dor)
como uma “experiéncia sensorial ou emocional desagradavel associada a uma lesdo
tecidual real ou potencial”. Esta definigdo agrega a percepg¢ao da sensagéo dolorosa
a aspectos psicolégicos, sociais, emocionais e ambientais. Isso ocorre porque a dor
além de ser uma percepcao dos estimulos nocivos quando receptores sensoriais sdo
ativados, também envolve um componente emocional-afetivo incluindo atencao e
aprendizagem (BONICA, 1990; NOBACK et al., 1996; LOESER; MELZACK, 1999).

A partir dai faz-se necessario uma distin¢cao entre dois termos, nocicep¢ao
e dor. A nocicepcao refere-se somente a percepcédo do sinal no sistema nervoso
central evocado pela ativacao de receptores sensoriais especializados (nociceptores),
provenientes de um tecido danificado (FURST, 1999). Por outro lado, a dor envolve
tanto o componente sensorial, quanto o emocional, que se relaciona com condi¢des
motivacionais, psicolégicas bem como experiéncias de vida de cada pessoa que
normalmente se associam aos quadros dolorosos (COUTAUX et al., 2005). A partir
destes conceitos pode-se afirmar que a dor seria 0 termo mais adequado para o
homem enquanto que nocicepcao ou sensacao nociceptiva seria mais indicada para
modelos experimentais com animais (NOBACK et al., 1996).

A hiperalgesia, outro termo importante, € uma alteracdo sensorial que se
caracteriza por exacerbar a sensacao dolorosa, ou seja, receptores respondem a
estimulos nocivos de forma mais intensa produzindo mais dor, mediante a um
estimulo nocivo. Isso ocorre devido a sensibilizagdo dos nociceptores silenciosos,
normalmente inativos, que sao recrutados apés algum dano tecidual e respondem a
uma variedade de estimulos. Na clinica este termo também é conhecido como “dor
anormalmente intensa”. Diferentemente de hiperalgesia, o termo alodinia é definido,
segundo a IASP, como a dor decorrente de um estimulo normalmente ndo doloroso
(DRAY; BEVAN, 1993; JULIUS; BASBAUM, 2001; LOESER; MELZACK, 1999;
GUYTON; HALL, 2002).

Assim como outras modalidades sensoriais, a dor é necesséria para a
sobrevivéncia e manutencao da integridade do organismo. Entretanto quando esta se

torna sustentada, acarreta sintomas secundarios como ansiedade e a depressao,
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diminuindo acentuadamente a qualidade de vida do individuo (HUNT; MANTYH,
2001).

Quando o estimulo nociceptivo, seja ele mecanico, quimico ou térmico,
ativa os nociceptores periféricos, o sinal € conduzido através dos neurdnios primarios
até o corno dorsal da medula espinhal. Neste local, o neurdnio priméario realiza sinapse
com o neurdnio secundario que, cruzando a medula espinhal, envia a informacéo
nociceptiva através de tratos nervosos especificos. Suas aferéncias realizam uma
segunda sinapse com neurbnios terciarios no nucleo lateral e medial do tdlamo. Por
fim, estes neurbnios enviam sinais ao cértex somatossensorial priméario e secundario,
envolvidos com localizacdo, duracdo e intensidade do estimulo nociceptivo
(FARQUHAR-SMITH, 2007; VANDERAH, 2007; MARCHAND, 2008).

Distribuidos de forma ubiqua no nosso organismo, 0s nociceptores sdo 0s
responsaveis pela percepcado do estimulo nocivo. Estes receptores sdo terminais
periféricos de neurdnios sensitivos primarios cujos corpos celulares estéo localizados
nos ganglios da raiz dorsal ou nos ganglios trigémeos. S&o distribuidos em trés
classes principais de acordo com os diferentes estimulos: (1) nociceptores térmicos
(ativados por temperaturas extremas); (2) nociceptores mecanicos (ativados por
pressao intensa aplicada na pele) e (3) nociceptores polimodais (ativados por
estimulos mecanicos, quimicos ou térmicos de alta intensidade). A sensibilizacdo
destes nociceptores causa uma reducéo do seu limiar de ativacao e, em alguns casos,
atividade espontanea.

Do ponto de vista fisiolégico, a dor pode ser classificada em:

a) nociceptiva: caracteriza-se por ser uma resposta fisiolégica ao
funcionamento normal tanto do sistema nervoso central (SNC) quanto do
periférico (SNP), protegendo o organismo de um dano eminente (SALTER,
2005);

b) inflamatéria: estd relacionada com processo inflamatério presente
principalmente na dor cronica. Mediadores quimicos liberados devido a injuria
tissular ou da ativacdo do sistema imunolégico sdo 0s responsaveis pela
sensibilizacdo dos nociceptores (FERREIRA, 1979; HANDWERKER, 1976;
BASBAUM; JESSELL, 2000);
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C) neuropatica: associada a um processamento somatossensorial anormal ao
nivel periférico ou central podendo ser iniciada apds lesédo nervosa, uso cronico
de determinadas drogas ou associadas a algumas patologias como cancer,
AIDS e diabetes (BARON, 2000);

d) neurogénica: é aquela que ocorre com o dano diretamente sobre as
inervacoes;

€) psicogénica: é aquela que ndo possui causa organica, mas se expressa em

consequéncias de problemas psicologicos (MENEZES, 1999).

A dor associada a inflamagéo € resultante de mudancgas funcionais em
neurbnios aferentes (nociceptores). A sensibilizacdo destes receptores €
caracterizada pela diminuicdo do limiar de excitabilidade necesséario para ativa-lo,
além do aumento da atividade espontanea da ceélula nervosa e pelo aumento na
frequéncia de disparo em resposta a estimulos acima do limiar (WALL; MELZACK,
1999). Alteragbes no microambiente da area lesada ocorrem devido a liberagdo de
varios mediadores inflamatorios que promovem de forma sinérgica uma alteracdo no
mecanismo de transducdo periférica do estimulo nociceptivo aumentando a
sensibilidade de transducdo dos nociceptores levando ao aparecimento da dor
inflamatdria (BONICA et al., 1990; MEYER; CAMPBELL; RAJA, 1994).

Dois grupos de mediadores inflamatorios sdo igualmente importantes na
transmissao nociceptiva: aqueles que ativam diretamente 0s nociceptores e 0s que
apenas sensibilizam estes receptores. As prostaglandinas, as aminas simpaticas
(noradrenalina, adrenalina, dopamina), substancia P, endotelinas e bradicinina
representam o primeiro grupo; e oxido nitrico, fator de crescimento neural (NGF) e
citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-a) representam o segundo grupo
de mediadores (TURNBACH; RANDICH, 2002; DOURSOUT; LIANG; CHELLY, 2003;
CUNHA et al., 1991).

1.1.3. Anti-inflamatoérios e a busca de novos farmacos
Todos os organismos viventes dependem da habilidade de se protegerem

contra acdo de patdgenos exdgenos e reparacao de tecidos danificados resultante de

uma infeccao ou trauma (NATHAN; DING, 2010). Para tanto, tem-se 0 processo
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inflamatdrio como primeira reacéo de defesa. Contudo ha uma linha ténue entre os
beneficios e os prejuizos que esta protecao pode acarretar (FOLEY, 2013). Atividade
inflamatdria excessiva leva a uma producdo massiva de citocinas e outros
mediadores, causando danos ao hospedeiro. Um quadro de inflamacdo patologica
pode ser proveniente também de um defeito na via de regulacao inflamatéria, podendo
levar a uma doenca de carater cronico. Uma terceira classe de doencas inflamatoérias
seria a resposta a uma reacao inicial mal resolvida, gerando também a cronicidade
culminando em danos a tecidos saudaveis. E o caso da artrite reumatoide e alguns
tipos de diabetes. O acumulo de sucessivas (auto)reacdes pode levar a doencas
relacionadas ao envelhecimento como aterosclerose, resisténcia a insulina, cancer e
enfermidades neurodegenerativas, como o Alzheimer (MCINNES; SCHETT, 2011,
SCRIVO; VASILO, 2011; TABAS; GLASS, 2013).

Diante disso, uma variedade de agentes anti-inflamatorios esta disponivel
no mercado para o tratamento e controle destas doencas. Essas drogas vao desde
uma simples Aspirina®, introduzida em 1899 como a primeira droga potente contra
doencas reumaticas, até a nova era de biofarmacos anti-citocinas e inibidores de
guinases provenientes da tecnologia do DNA recombinante. A problematica da
utilizacéo de anti-inflamatorios é que como a maioria deles agem inibindo a producéo
ou acdo de mediadores quimicos, interferem também nas outras acfes que estas
moléculas atuam para a homeostase do organismo (DINARELLO, 2010).

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) sdo as drogas mais
comumente usadas no tratamento de doencas inflamatorias sendo eficientes em
controlar dor, febre, vermelhidao e crescimento de edema (HALTER et al., 2001). Eles
agem interferindo na producdo de mediadores inflamatérios provenientes do acido
araquidénico. Tais mediadores sédo produzidos, inicialmente pela acédo catalitica da
fosfolipase A sobre fosfolipidios da membrana, liberando &cido araquidonico. Este
por sua vez é convertido em metabdlitos intermediarios através da acao de enzimas
chamadas ciclooxigenases (COX). Por ultimo, prostaglandinas e tromboxanos séo
formados por acdo de peroxidases (SULEYMAN; DEMIRCAN; KARAGOZ, 2007).

Os AINEs agem inibindo a acdo da COX. Existem duas isoformas principais
de ciclooxigenases, uma constitutiva (COX-1) e uma induzivel (COX-2), onde a
inducdo da expressdo € favorecida por fatores de crescimento e agentes pro-

inflamatorios. As prostaglandinas produzidas constitutivamente pela COX-1 possuem
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papel protetor do sistema gastrointestinal por reduzir a secrec¢do de &cido gastrico,
aumentar a espessura da mucosa, estimular a secre¢édo de bicarbonato e aumentar o
fluxo sanguineo da mucosa. Assim, AINEs que inibem COX-1 de maneira mais
acentuada que COX-2, como é o caso da indometacina, ibuprofeno e naproxeno,
causam danos mais severos na mucosa gastrica. Em contrapartida, AINEs que inibem
de maneira mais seletiva para COX-2, os chamados coxibes, tendem a provocar
menos efeitos adversos (SULEYMAN; DEMIRCAN; KARAGOZ, 2007). Porém, alguns
estudos tem demonstrado que estas drogas podem resultar em problemas
trombdéticos e cardiovasculares. Tal efeito adverso parece estar relacionado com um
distarbio no balanco entre a acao pro-tromboética de tromboxano Az e a anti-trombdética
da prostaglandina I2, ja que inibidores de COX-2 ndo causam a inibicdo da producédo
de tromboxanos. Estes coxibes devem ser evitados em pacientes com historico de
quadros hipertensivos (MUKHERJEE, 2002).

Glicocorticoides sao vastamente usados em muitas doencgas crénicas como
as auto-imunes. Injecdes intra-articulares sdo comumente usadas para tratar a dor
nas juntas osteo-artriticas e tendinites. Apesar de existirem muitos mecanismos pelos
guais os corticoides inibem a inflamacéao, o principal € por reduzir a expressao génica
de citocinas. Estas drogas entram nas células e se ligam aos receptores
citoplasmaticos de esteroides, translocam-se para o nucleo onde é reconhecido por
sequéncias especificas do DNA. O principal efeito da ligacdo ao DNA €é a supresséo
da transcricdo por barrar a ativacdo de fatores de transcricdo AP-1 e NF-kB. Tais
fatores induzem a producdo de basicamente todas as citocinas pro-inflamatérias
(DINARELLO, 2010).

Apesar da grande efetividade dos glicocorticoides, a duracdo, dose e modo
de aplicacédo deve ser cautelosa. Os efeitos colaterais da utilizacdo destes farmacos
variam de severidade, podendo ir desde simples mudancas na fisionomia, como
telangiectasia e hipertricose, até problemas mais graves, como hemorragia gastrica.
Uma combinacéao tipica de efeitos causados pelo uso continuo de glicocorticoides é o
gue acontece no caso da sindrome de Cushing, caracterizada por uma série de sinais
clinicos que incluem face arredondada, obesidade, hirsutismo, osteoporose,
diminuicdo de crescimento e intolerancia a glicose. Portanto, tais drogas anti-
inflamatodrias devem ser administradas com cautela, levando sempre em consideragéo

a relacéo risco:beneficio de sua utilizacdo (DINARELLO, 2010).
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Devido aos avangos nas técnicas do DNA recombinante, um grande
namero de proteinas terapéuticas (biofarmacos) tem sido produzidos e vastamente
utilizados (LEADER; BACA; GOLAN, 2007). Dentre estas drogas, muitas tem
propriedade anti-inflamatoéria. Estes agentes agem principalmente reduzindo a
atividade de citocinas especificas ou seus receptores, como é o caso do anticorpo
anti-TNF-a, Infliximab. Porém, mesmo sendo moléculas mais especificas que os anti-
inflamatorios de baixa massa molecular, tais biofarmacos também apresentam efeitos
adversos, sendo o mais importante a reducéo da defesa do hospedeiro a infec¢oes.
Quando detectadas precocemente, estas infeccdes podem ser efetivamente tratadas
com antibidticos. Contudo, o uso continuo de alguns biofarmacos pode acarretar em
doencas oportunistas sérias como é o caso da leucoencefalopatia multifocal
progressiva causada por um virus que é uma doenga mais frequentemente observada
em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia humana (DINARELLO, 2010).

A migracao de neutrofilos da corrente sanguinea para o tecido representa
um processo chave durante a inflamacao e requer multiplas etapas. Cada etapa deste
processo € regulada por citocinas/quimiocinas e por varios tipos de moléculas de
adesdo, incluindo selectinas, integrinas e imunoglobulinas. As selectinas sdo uma
familia de proteinas transmembranares possuindo um dominio extracelular capaz de
se ligar a carboidrato de glicoproteinas sialiladas ou ricas em mucina. Em mamiferos
existem trés tipos de lectinas e comum a todas elas € o fato de mediarem o rolamento
inicial de leucdcitos da corrente sanguinea com as células endoteliais da parede dos
vasos, inciando o processo de migracdo. A inibicdo dessa interacdo de selectinas e
seus ligantes especificos desfaz a cascata de recrutamento de leucocitos para o local
da inflamacédo e consequentemente resultando em alivio de doencas causadas pela
reacdo imunoldgica indesejada (alergia, psoriase, esclerose multipla ou artrite
reumatoide). Assim interferéncia farmacol6gica na cascata de recrutamento de
leucocitos parece ser uma estratégia promissora contra doencas inflamatorias
(IMPELLIZZERI; CUZZOCREA, 2014).

Uma variedade de agentes dirigidos as selectinas, incluindo carboidratos
mimetizantes e anticorpos anti-selectinas, foram produzidos por algumas empresas
farmacéuticas para o tratamento de doencas inflamatérias. Contudo, enquanto estes
inibibidores funcionais de selectinas apresentam resultados promissores em Varios

modelos de animais, ao transfirirem para tratamento efetivo em humanos a resposta
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ndo foi a esperada. De fato, somente uma Unica terapia direcionada a inibicao de
selectinas, chamada de Bimosimose, demonstrou sucesso clinico (BEEH et al., 2006;
IMPELLIZZERI; CUZZOCREA, 2014). Portanto, como selectinas séo alvos atrativos
para intervencdes terapéuticas contra inflamac&o, a busca de novas drogas que
interfiram na a¢do destas moléculas é bastante promissora.

Produtos naturais, com seu grande arsenal de compostos diversificados,
merecem destaque na busca incessante de novas drogas. Em ndmeros, por exemplo,
das 1355 novas entidades quimicas aprovadas desde 1981 até 2010, cerca de 70%
sdo derivadas ou baseadas de produtos naturais. Portanto estes recursos tem um
papel dominante na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento de diversas doencas (GAUTAM; JACHAK, 2009; NEWMAN; CRAGG,
2012).

Dentre esses recursos haturais as plantas medicinais sdo as mais
utilizadas. Medicamentos baseados em plantas, inicialmente dispensados na forma
de drogas brutas como tinturas, chas, compressas, pos e outras formulacdes, agora
servem como base para a descoberta de novas drogas, inclusive farmacos para
fornecer alivio a dor e inflamacdo em diversas enfermidades crénicas (GAUTAM,;
JACHAK, 2009).

1.2. Lectinas de plantas

Lectinas sdo definidas como proteinas que reconhecem e se ligam
preferencialmente aos complexos de carboidratos como glicolipideos e glicoproteinas
(MODY et al., 1995; GORELIK et al., 2001; BIES et al., 2004; MINKO, 2004). O termo
lectina é derivado da palavra legere, originaria do Latim, que quer dizer “escolher”,
“selecionar”’ e tem sido utilizada para abranger todas as proteinas que se ligam de
maneira especifica a carboidratos, mas que ndo sao de natureza imune. Tal interacao
pode ser através de pontes de hidrogénio ou forcas de Van Der Waals (SHARON; LIS,
2004).

A particular interacdo dessas proteinas a carboidratos pode ser tao
especifica quanto a ligacdo antigeno-anticorpo ou enzima-substrato (MINKO, 2004).
Lectinas ndo se ligam apenas a oligossacarideos complexos de células, elas podem

também se ligar a monossacarideos livres, porém a interacdo a estes ultimos é
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relativamente mais fraca, com constantes de dissociacdo na ordem de micromolar a
milimolar (BOUCKAERT et al., 2005; ROBINOVICH et al., 2007).

O inicio da “lectinologia” data de antes de 1888 quando um estudante
chamado Herrmann Stillmark descreveu pela primeira vez a propriedade aglutinante
da ricina, uma lectina extremamente toxica proveniente de sementes de Ricinus
comunis (PEUMANS e VAN DAMME, 1995; BIES et al., 2004; SHARON; LIS, 2004).
Lectinas foram inicialmente descritas em plantas, porém, nos anos subsequentes,
multiplas lectinas foram isoladas de microorganismos e também em animais. Hoje,
sabe-se que essas proteinas sdo ubiquas, com ampla distribuicdo na natureza, tendo
sido encontradas em bactérias, fungos, algas, vegetais superiores, vertebrados,
invertebrados e virus (GHAZARIAN et al., 2011). Curiosamente, lectinas de plantas e
animais, mesmo ndo mostrando homologia nas suas estruturas primaria, demonstram
semelhanca na especificidade da ligacdo a determinados carboidratos. Isto sugere
gue genes que codificam lectinas podem ter co-evoluido, destacando assim a
importancia das interacdes lectina-carboidrato em sistemas viventes (GORELIK et al.,
2001; GHAZARIAN et al., 2011).

Lectinas de plantas sdo as mais estudadas devido as suas importancias
econdmica e nutricional e também por serem de facil isolamento através de
cromatografia de afinidade (LIS e SHARON, 1998). Geralmente, as lectinas vegetais
sdo mais abundantes em sementes, porém elas sdo também encontradas em
diferentes tecidos como raizes, folhas, caule, flores, bulbos e rizoma (BROEKAERT;
ALLEN; PEUMANS, 1987; PEUMANS et al., 1997; RATANAPO; NGAMJUNYAPORN;
CHULAVATNATOL, 1998; VAN DAMME et al., 2000; VASCONCELOS; OLIVEIRA,
2004).

Considerando a estrutura global das lectinas, elas podem ser divididas
dentro de quatro classes principais: merolectinas, que séo proteinas que tem um dnico
dominio ligante a carboidrato; hololectinas, compreendendo todas as lectinas com dois
ou mais sitios de ligacéo a carboidrato; quimerolectinas, proteinas consistindo de um
ou mais dominios lectinicos adicionado de outro sitio catalitico em um dominio distinto
daquele(s) ligante(s) a carboidrato; superlectina, que sao lectinas que possuem dois
ou mais dominios ligantes a carboidratos, sendo que esses dominios tém
especificidade por acucares diferentes (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME
et al., 1998).
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Apesar das lectinas de plantas serem consideradas como um grupo muito
complexo e heterogéneo € possivel subdividir estas proteinas em sete familias
estruturalmente e evolucionariamente relacionadas: lectinas de leguminosas, lectinas
ligantes a quitina, lectinas relacionadas a jacalina, lectinas RIP tipo 2, lectinas da familia
amarantina e lectinas do floema das curcubitaceas (MURDOCK; SHADE, 2002).

Lectinas ligantes a quitina sdo proteinas que contém um ou mais dominios
heveinicos. O termo heveina refere-se a um polipeptidio de 43 residuos de aminoéacido,
encontrado no latex da seringueira (Hevea brasiliensis). Estas lectinas sao ubiquas em
plantas e se ligam especificamente ao carboidrato N-acetil-D-glucosamina ou ao
biopolimero (quitina) formado por residuos deste mesmo carboidrato (RAIKHEL; LEE,
1993; ASENSIO et al., 2000; TRINDADE et al., 2006). Dentre as lectinas ligantes a
quitina destacam-se aquelas encontradas em sementes de Chelidonium majus,
Phytolacca americana, Urtica dioica (UDA), gérmen de trigo (WGA), Ozyra sativa,
Triticum aestivum, Solanum tuberosum, Lycopersicon esculentum, dentre outras
(RAIKHEL; LEE, 1993; CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002; TRINDADE et al., 2006).

1.2.1. Aplicacdes farmacologicas de lectinas de plantas

Carboidratos, na forma de glicoproteinas, glicolipideos e polissacarideos
sdo importantes moléculas sinalizadoras. Geralmente, encontram-se na membrana
celular e possuem o poder de codificar informacdes biolégicas, podendo atuar de
forma determinante no reconhecimento em uma variedade de processos fisiologicos
e patolégicos (MISLOVICOVA et al., 2009). Devido & habilidade de se ligar e distinguir
carboidratos determinantes em células humanas, as lectinas se tornaram alvo de
grandes descobertas de interesse clinico (SHARON, 2007 apud LIU;BIAN; BAO,
2010).

Nas ultimas duas décadas, lectinas de plantas tem sido utilizadas como
ferramenta de reconhecimento para diferenciar tumores malignos de benignos e
associar o grau de glicosilacdo a metastase (GORELIK; GALILI; RAZ, 2001; LIU et al.,
2009). Enquanto isso, uma abordagem anticancer vem sendo atribuida a algumas
lectinas vegetais, além de serem indicadas como adjuvantes para reduzir efeitos
indesejaveis de quimioterapicos e radioterapicos (SHUMACHER et al.,, 2003;

VALENTINER et al., 2003). Recentemente, muitos estudos tem apresentado atividade
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antitumoral de lectinas de plantas em uma variedade de células malignas, e o mais
importante, algumas delas ja se encontram em fases pré-clinica e clinica para testes
de novos farmacos (LIU et al., 2013). Algumas lectinas ja bem conhecidas como a de
visco branco (ML), ricina e aglutinina de gérmen de trigo (WGA) tem sido reportadas
pelas suas notaveis atividades antitumoral, através da inducdo de apoptose em
células cancerigenas. Adicionalmente a estas, temos a lectina de Canavalia
ensiformis (ConA) e de Phaseolus coccineus (PCL) que induzem autofagia apés
serem internalizadas em células tumorais (LYU; CHOI; PARK, 2002; PLATTNER et
al., 2008; LIU et al., 2009; LIU; MIN; BAO, 2009).

O uso de lectinas tem promovido avancos na endocrinologia. Como
exemplo, pode ser citado a promoc¢ao da absorcao oral da insulina via lipossomos
acoplados a lectina, como a WGA, pela combinacéo especifica ao sitio de interacéo a
carboidrato desta proteina a células da membrana do trato gastrointestinal (ZHANG
et al., 2005). Foi relatada também a fosforilagdo do receptor para insulina, induzida
por lectinas vegetais glucose/manose especificas in vitro (CAVADA et al., 2003).

Outra participacdo dessas proteinas é na contratilidade de muasculo liso,
pois o tratamento de coelhos com a lectina de Ricinus communis (ricina) aumentou
significativamente a contracédo induzida por serotonina e histamina (ZHANG; HSU;
ROBINSON, 1994). Posteriormente, foi demonstrado que a WGA e a lectina da alga
vermelha Bryothamnion triquetrum estimulam a liberacéo do fator relaxante derivado
do endotélio (KLEHA; DEVESLY; JOHNS, 1991; LIMA et al., 2004).

No tocante as acdes na inflamacéo e sistema imune, experimentos in vivo
demonstraram que lectinas de plantas podem exercer acdes pro ou anti-inflamatérias
dependendo da via em que sdo administradas (ALENCAR et al., 2004). Estes efeitos
geralmente sdo oriundos da ativacdo ou inibicdo da migracdo de neutrofilos, via
interacdo entre o dominio ligante a carboidrato da lectina e residuos de carboidratos
presentes na membrana das células (FIGUEIREDO et al., 2009).

Lectinas da subtribo Diocleinae foram capazes de provocar mitose em
linfocitos humanos e induzir a producao de interferon-y (BARRAL-NETO et al., 1992;
MACIEL et al.,, 2004), além de estimular liberacdo de histamina por mastocitos
peritoneais de ratos (GOMES et al., 1994). Foi demonstrado também que a lectina de
soja e das leguminosas Dioclea grandiflora, Canavalia brasiliensis e Vaitarea

macrocarpa induziram migracao de leucocitos e formagédo de edema de pata em ratos
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(BENTO et al.,, 1993; ALENCAR et al., 2003, 2004, 2007; FREIRE et al., 2003;
ALENCAR et al., 2005a,b,c; COELHO et al., 2006), ou seja, estimulam a ativagéo do
sistema imune inato, o que vislumbra a melhora do tratamento de infecges,
principalmente em pacientes imunossuprimidos.

Apesar do potencial pré-inflamatério bem comprovado, resultante da
administracdo local de lectinas, algumas dessas proteinas, quando administradas
endovenosamente, apresentam potente acdo anti-inflamatéria (ASSREUY et al.,
1997; ALENCAR et al., 2005; SANTI-GADELHA et al., 2006; MOTA et al., 2006). E o
caso das lectinas isoladas de Dioclea virgata e Lonchocarpus sericeus que foram
capazes de inibir a migracdo neutrofilica induzida por carragenina em ratos
(ALENCAR et al., 1999). Algumas lectinas como a de Cymbosema roseum, uma
proteina ligante a manose possui tanto acao pro-inflamatéria como anti-inflamatoria,
dependendo da via a qual € administrada (ROCHA et al., 2011).

Em estudos utilizando microscopia intravital, foi demonstrado que o
potencial anti-inflamatério da lectina de L. sericeus €, em parte, devido a habilidade
em inibir o rolamento e adesdo dos leucécitos no endotélio vascular in vivo
(NAPIMOGA et al., 2007). Ouros estudos, utilizando a mesma metodologia,
demonstraram também que a acdo anti-inflamatéria das lectinas de Canavalia
grandiflora e Luetzelburgia auriculata esta intimamente relacionada com a inibicdo do
rolamento e adesdo dos neutrofilos ao endotélio vascular (NUNES et al., 2009;
ALENCAR et al., 2010).

Alguns estudos apontam que lectinas que possuem como acucares ligante
N-acetil-D-glucosamina (GlycNac) e glucose-manose inibem a infiltracdo neutrofilica
em diferentes modelos de inflamacdo (ASSREUY et al., 1988; ASSREUY et al., 1997;
ALENCAR et al., 1999). Experimentos realizados por Alencar e colaboradores (1999),
para estudar o papel de residuos de acucares no recrutamento de leucdcitos,
mostraram que glicoconjugados contendo GlycNac sao essenciais para a migracao
leucocitaria. Adicionalmente, foi relatado que algumas lectinas de plantas com ligacéo
especifica a esse carboidrato inibiram a secrecédo de histamina de mastocitos in vitro
(BACH e BRASHLER, 1975; MATSUDA et al., 1994). Lectina isolada de sementes de
Araucaria angustifolia, que possui como carboidrato ligante especifico o GlycNac,
exerceu efeito anti-inflamatério, atuando como antagonista de receptores de

membrana de mastdcitos, inibindo, assim, a liberacdo do contetdo de seus granulos.
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Porém, essa mesma proteina exerceu efeito pro-inflamatério quando injetada
subcutaneamente, atuando como agonista dos receptores de membrana dos
mastacitos e ativando a liberagdo de mediadores inflamatorios (MOTA et al., 2006).
Ao que se refere a nocicepc¢ao, os trabalhos relacionados as lectinas com
atividade antinociceptiva geralmente estdo ligados a inibicdo da inflamacao. Lectinas
de C. grandiflora e L. sericeus e Parkia biglobosa possuem atividade antinociceptiva
relacionada a inibicdo do influxo de neutréfilos (NAPIMOGA et al., 2007; NUNES et
al., 2009; SILVA et al., 2013). Contudo, recentemente, foi mostrado que uma lectina
isolada de sementes de C. brasiliensis (ConBr) apresentou efeito antinociceptivo de
origem tanto periférica quanto central, envolvendo a participacao do sistema opidide
via dominio lectinico (PIRES et al., 2011). Portanto, lectinas sédo promissores agentes
anti-inflamatoérios e antinociceptivos que ainda merecem estudos a fim de esclarecer

mecanismos de a¢ao e potencial utilizacdo para fins terapéuticos.

1.3. Moringa oleifera Lamarck: Consideracdes gerais

Moringa oleifera é a espécie mais amplamente cultivada de uma familia
monogenética, a Moringaceae que é nativa das proximidades do Himalaia na india,
Paquistdo, Bangladesh e Afeganistdo. Esta arvore de rapido crescimento foi utilizada
por antigas civilizacbes, como romanos, gregos e egipcios; hoje esta planta é
vastamente cultivada e tornou-se naturalizada em varias localidades nos tropicos.
Trata-se de uma arvore decidua que geralmente cresce até 10 a 12 m de altura. Na
América tropical, onde foi introduzida como planta ornamental, € uma planta de porte
arboreo e de tronco unico (FIGURA 2).

No Brasil, ela aparece bem menor do que na india, possuindo caule
delgado, muitas vezes unico e copa aberta em forma de guarda-chuva (SILVA e
KERR, 1999; LORENZI e MATOS, 2002; CYSNE, 2006).

O caule é acinzentado e, quando injuriado, exsuda um latex branco. Na
medula central h4 uma grande quantidade de mucilagem, rica em arabinose,
galactose e acido glicurbnico. As folhas sdo verdes-pdlida, deciduas alternadas,
pecioladas e bipinadas ou mais comumente tripinadas, medindo 45 cm de
comprimento, contendo sete foliolos pequenos em cada pina. Os foliolos laterais

possuem formas elipticas, enquanto que os terminais sao ligeiramente maiores que
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os laterais. O mesofilo contém cristais de calcio (CACERES et al., 1992). A raiz
assemelha-se na aparéncia e no sabor ao rabano. A casca da raiz é espessa, mole e
reticulada, de cor pardo-clara, externamente, e branca, internamente, lenho mole,
poroso e amarelado (CACERES et al., 1992).

As flores sao divididas em calice e corola. S&o mondéclinas, perfumadas, de
cores creme ou branca, estando agrupadas em inflorescéncias terminais do tipo
cimosa, as chamadas paniculas. Em lugares onde o indice pluviométrico € maior do
gue 600 mm por ano, como nas ilhas do Caribe, as arvores estdo sempre floridas;
caso contrario, a planta s6 se reproduz na estacao chuvosa. Os frutos sdo péndulos
lineares, possuindo cor verde a marrom esverdeada, formato triangular e se quebra
longitudinalmente em trés partes quando seco. Geralmente, possuem de 20 a 50 cm
de comprimento e armazenam de 10 a 20 sementes. Estas sao globdides, escuras
por fora e contém no seu interior uma massa branca e oleosa. O nucleo é encoberto
por uma concha sendo trialadas, oleaginosas e medindo até 1 cm de diametro
(PALANISAMY e KUMERASAN, 1985; LORENZI e MATOS, 2002; CYSNE, 2006).

Figura 2 — Classificacdo taxondmica de Moringa oleifera Lamarck

Classificagao Taxonémica da Moringa oleifera L.

Reino: Plantae
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Dilleniidae
Ordem: Brassicales

Familia: Moringaceae

Género: Moringa




Fonte: PEREIRA, 2010. (A) Arvore de M. oleifera; (B) Frutos imaturos; (C)

Frutos maduros; (D) Sementes aladas.
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Ao longo dos séculos a M. oleifera tem sido utilizada pela medicina
tradicional e por industrias. E uma culturaimportante na india, Etiopia, Filipinas, Sud&o
e esta sendo cultivada na Africa do Sul, Asia tropical, América Latina, Florida e em
llhas do Pacifico. Todas as partes desta arvore sdo comestiveis e tém sido
consumidas por seres humanos (RAMACHANDRAN et al., 1980; WARDHWA et al.,
2013). De acordo com Foidl e colaboradores (2001), os muitos usos para Moringa
incluem: producao de biomassa, forragem para animais (folnas e sementes), biogas
(a partir de folhas), agente de limpeza doméstica (folhas trituradas), corante azul
(madeira), barreira (arvores vivas), fertilizantes (semente), nutriente foliar (suco
processado das folhas), adubo verde (de folhas), goma (a partir de troncos de
arvores), clarificador de mel e de caldo de cana-de-acucar (sementes em po0),
producéo de mel (néctar floral), uso medicinal (todas as partes da planta), plantacdes
ornamentais, biopesticida (incorporacéo ao solo de folhas para evitar tombamento de
plantulas) , celulose (madeira) , corda (casca) , tanino para tratamento de peles de
bronzeamento (casca e goma) e, finalmente, purificacdo de agua (sementes em po).
Oleo de semente de Moringa (rendimento de 30-40%, em peso), também conhecido
como Oleo de Ben, tem sabor adocicado, ndo é aderente nem seca com facilidade,
aléem de ser resistente ao ranco. Este Oleo é geralmente usado em saladas,
lubrificacdo da maquina e na fabricacédo de perfume e produtos para os cabelos.

Andlises quimicas mostraram que suas folhas sao particularmente ricas em
potassio, calcio, fésforo, ferro, vitaminas A e D, aminoacidos essenciais, bem como
antioxidantes incluindo B-caroteno, vitamina C e flavonoides (BENNET et al., 2003;
ASLAM et al, 2005; MANGURO; LEMMEN, 2007; AMAGLO et al., 2010;
GOWRISHANKAR et al., 2010). Diversos e recentes trabalhos tem ressaltado a
importancia desta planta na remediacédo da desnutricdo e de uma gama de doencas
em populacdes carentes. “Na internet, variaveis como, “Arvore do Milagre”, “Arvore da
Vida”, Melhor Amiga da Mae”, “Presente de Deus dado aos Homens” e “Salvadora
dos Pobres” sado utilizadas para se referir a Moringa oleifera (MBIKAY, 2012). Talvez
essas denominacdes estejam relacionadas a localizacdo geografica onde esta planta
€ encontrada (FIGURA 3): em paises subdesenvolvidos das regides tropicais e
subtropicais (MBIKAY, 2012).



Figura 3 - Associacao entre os paises que tém maior indice de desnutricdo e aqueles onde a Moringa cresce

W rPaises onde Moringa cresce B Paises com 20-35% de populagao desnutrida2

B Paises com 5-19% de populagao desnutrida®

Fonte: United Nations World Food Programme, 2004.
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No Brasil, onde foi introduzida por volta de 1950, € encontrada na regido
Nordeste, principalmente nos estados do Maranh&o, Piaui e Ceara, sendo conhecida
popularmente como lirio-branco, quiabo de quina ou simplesmente moringa (AMAYA
et al., 1992; MATOS, 1998; CYSNE, 2006).

Apesar dos esforcos para difundir o uso e o cultivo de M. oleifera com
finalidade nutricional (tendo em conta o alto teor de proteinas, vitaminas, sais minerais
e a baixa toxicidade das sementes e folhas), a principal utilizacdo desta planta no
Brasil consiste principalmente da sua propriedade purificadora de agua, sendo
bastante propagada em todo o semiarido nordestino (GALLAO; DAMASCENO:;
BRITO, 2006; FERREIRA et al., 2008).

Farinha de sementes de M. oleifera é tradicionalmente usada como um
coagulante para purificacdo de agua. No Suddo, mulheres da zona rural utilizam o
extrato bruto das sementes para tratar a agua altamente turva do rio Nilo no lugar de
alume (um sal de aluminio usado comumente no tratamento de agua), devido ao medo
de que esse reagente cause disturbios gastrointestinais e doenca de Alzheimer. Uma
ou duas sementes sao capazes de tratar um litro de agua, reduzindo a turbidez em 92
a 99%.

Acredita-se que 0s agentes responsaveis pela coagulacao sejam proteinas
homodimeéricas catibnicas de massa molecular em torno de 13 kDa e ponto isoelétrico
entre 10 e 11 (NDABIGENGESERE et al., 1995). Gassenschmidt e colaboradores
(1995) isolaram uma proteina catiénica de sementes de M. oleifera, com massa
molecular aparente de 6,5 kDa, rica em residuos de arginina e prolina e possuindo
ponto isoelétrico em torno de 10. Essa proteina mostrou atividade coagulante, cujo
mecanismo de acado pode ser explicado pela alta densidade de cargas dessa proteina.
Em 2005, foi reportado que fracdes enriquecidas de proteinas coagulantes de
sementes de M. oleifera foram capazes de coagular material em suspensao, além de
agregar bactérias do tipo Escherichia coli e Bacillus thurigiensis, inibindo o
crescimento de tais microorganismos. Tais proteinas permaneceram ativas quando
foram aquecidas a 96 °C, por 5 horas (GHEBREMICHAEL et al., 2005). Uma outra
proteina coagulante foi isolada a partir de extrato salino de sementes de M. oleifera
chamada de cMoL, mostrou atividade hemaglutinante quando incubada com
eritrocitos de coelhos e humanos. PAGE-SDS mostrou que cMoL possui massa

molecular aparente de 26,5 kDa e em eletroforese nativa basica foi detectada como
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Unica banda. Esta proteina além de possuir atividade coagulante similar ao sulfato de
aluminio manteve-se ativa ap6s um aquecimento a 100 °C, por 7 horas (SANTOS et
al., 2009). Em nosso grupo de estudo foi isolada uma proteina ligante a quitina de
sementes de M. oleifera, com propriedade coagulante chamada de Mo-CBPs. Esta
lectina além de possuir a propriedade purificadora de dgua mostrou uma potente
atividade antifungica utilizando o fungo fitopatogénico Fusarium solani, mostrando-se
fungicida na concentragdo de 0,1 mg/mL. Este estudo é pioneiro em relacionar as
proteinas coagulantes da Moringa com um possivel envolvimento na defesa da planta
contra fitopatogenos (GIFONI et al., 2012).

1.3.1. Potencial farmacologico da M. oleifera

M. oleifera também possui numerosos usos farmacolégicos, reconhecidos
por sistemas milenares de medicina como a Ayurvédica e Unani e corroboradas pela
comunidade cientifica (MUGHAL; SRIVASTAVA; IQBAL, 1999; FERREIRA et al.,
2008).

A combinacado das atividades diurética, hipocolesterolémica e hipotensiva
faz com que vérias partes dessa planta sejam importantes ferramentas no tratamento
e prevencdao de desordens cardiovasculares (ANWAR et al., 2007). Compostos ativos
isolados do extrato etandlico das folhas foram capazes de diminuir a presséo
sanguinea em ratos, mediada possivelmente por antagonismo aos canais de calcio
(GILANI et al., 1994). Extratos etandlico e aquoso dos frutos também tiveram
pronunciado efeito hipotensor (FAIZI et al., 1995). Outros estudos mostram que raizes,
folhas, flores, latex e infusdo aquosa de sementes possuem atividade diurética, que
geralmente sdo usadas como um auxiliar para o tratamento da hipertenséo
(MORTON, 1991; CACERES et al., 1992).

O extrato aquoso das folhas de M. oleifera foi capaz de prevenir a formacéo
de placas ateroscleroticas, bem como mostrou atividade antioxidante e hipolipidémica
em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol (CHUMARK et al., 2008).
Estudos com ratos albinos alimentados com extrato metandlico de folhas (150, 300 e
600 mg/kg, v.0.) juntamente com dieta hiperlipidica por 30 dias mostraram reducéo
dos niveis de colesterol, triacilglicerideoss, VLDL, LDL e indice aterogénico, mas nao

elevou os niveis de HDL, quando comparado com o grupo controle, com dieta rica em
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colesterol. Além disso, Moringa oleifera aumentou a excrecéo fecal de colesterol. Essa
atividade hipolipidémica parece estar relacionada com a inibicdo da HMG-CoA
redutase, uma enzima que participa da sintese de colesterol no figado (JAIN et al.,
2010). Tem sido reportado também que os frutos de M. oleifera foram capazes de
diminuir os niveis de fosfolipideos, triglicerideos e lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), além de aumentar os niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL),
reduzindo a quantidade de lipidios no figado, coracdo e aorta de coelhos
hipercolesterolémicos, podendo ser usados na prevencéo de aterosclerose (MEHTA
et al., 2003).

Folhas de M. oleifera j& eram tradicionalmente usadas para o tratamento
de diabetes mellitus. Efeito hipoglicemiante foi demonstrado quando o extrato aquoso
das folhas foi capaz de reduzir a glicose no sangue de ratos com diabetes grave,
subgrave e leve a niveis normais (JAISWAL et al., 2009). Como o dano oxidativo é um
fator etiologico crucial para doencas cronicas como diabetes, a atividade
hipoglicemiante parece estar relacionada com a propriedade antioxidante deste
extrato ja que enzimas responsaveis pela eliminacdo de radicais livres (como catalase
e superoxoxido dismutase) encontravam-se com suas atividades aumentadas em
ratos diabéticos tratados com as folhas de moringa (JAISWAL et al., 2013).
Adicionalmente, esse mesmo extrato preveniu a disfuncdo da retina em ratos
diabéticos (GUPTA et al., 2012). N-benzil tiocarbamato, N-benzil carbamato, benzil
nitrila e um benzil éster isolados de extrato metandlico dos frutos também
apresentaram atividade hipoglicemiante estimulando significativamente a liberacdo de
insulina em células B do pancreas de roedores. (FRANCIS et al., 2004 ).

Fracionamento de extrato etandlico de folhas de Moringa oleifera resultou
em isolamento de quatro compostos com atividade hipotensora e bradicardica
(GILANI et al., 1999). Recentemente foi isolado um alcaloide a partir de folhas de
moringa e este mostrou efeito cardioprotetor em estudos in vitro e in vivo, utilizando
isoproterenol como agente cardiotoxico (PANDA et al., 2013).

Atividade antiespasmodica foi encontrada para raizes e folhas de M.
oleifera, fornecendo base farmacolégica ao tradicional uso desta planta para
desordens da motilidade gastrointestinal (CACERES et al., 1992; GILANI et al., 1994).
Efeito antiulcerogénico foi encontrado para extratos metandlico e aquoso de folhas
(PAL; MUKHERJEE; SAHA, 1995). Extrato etandlico da casca das raizes de moringa
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apresentou potente atividade antiulcerogénica via oral em ratos, utilizando modelos
de Ulcera gastrica induzida por etanol ou por ligadura do piloro (CHOUDHARY;
BODAKHE; GUPTA, 2013).

Foi reportado também atividade hepatoprotetora para raizes e folhas (PAL;
MUKHERJEE; SAHA, 1995; RUCKMANI et al., 1998). Nos extratos aquoso e alcodlico
de flores de M. oleifera foi encontrado quercetina, um flavonoide responsavel pelo
potente efeito hepatoprotetor (GILANI et al.,, 1994; RUCKMANI et al., 1998).
Recentemente, foi reportado que extrato alcodlico de sementes de M. oleifera foi
capaz de inibir injaria e fibrose em figados de ratos por um mecanismo relacionado as
propriedades antioxidante e anti-inflamatoria, além da habilidade em atenuar a
ativagdo das células armazenadoras de gordura no figado (HAMZA, 2010).

Makonnen, Hunde e Damecha (1997) reportaram que folhas de M. oleifera
possuem potencial atividade antitumoral. Foram encontrados fitoquimicos
promissores para esse tipo de atividade, como o isotiocianato, que foi capaz de inibir
a ativacao do virus Epstein-Barr, promotor de tumor (MURAKAMI et al., 1998).
Isotiocianato também €& conhecido como indutor de enzimas protetoras contra o
cancer, principalmente da mama (ZHANG, 1994). Recentemente, um estudo feito com
extrato aquoso de folhas mostrou forte atividade antiproliferativa e indutora de
apoptose utilizando linhagem de células tumorais KB, indicando ser uma potente
ferramenta na prevencdo contra o cancer (SREELATHA et al., 2011). As folhas
também apresentaram potente atividade antiproliferativa em células cancerigenas do
pancreas, atraves da inibicdo do fator de transcricao pro-inflamatério NF-kB, além de
aumentar a eficacia de quimioterapicos como cisplatina quando administrado
concomitantemente (BERKOVICH et al., 2013).

A utilizac&o de M. oleifera contra doencas infecciosas da pele e de mucosas
ja € bem conhecida. Ha relatos de pessoas na China e em Taiwan que utilizaram, com
sucesso, as sementes no tratamento de dermatoses fungicas como “pé-de-atleta” e
“tinea” (CHUANG et al., 2007). Usos similares foram relatados na india, Paquist&o e
Sudédo (DASTUR, 1977; RAMACHANDRAN; PETER; GOPALAKRISHNAN, 1980;
JAHN; MUSNAD; BURGSTALLER, 1986). Estudos apontam que células do
dermatofito Trichophyton rubrum (fungo causador de “pé-de-atleta”), tratadas com

extrato etanolico de sementes de M. oleifera, apds 24 horas, apresentaram uma
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ruptura na membrana plasmética e danos nos componentes intracelulares com
consequente morte celular (CHUANG et al., 2007).

M. oleifera também é conhecida na medicina popular por tratar varias
indisposicdes relacionadas a dor e inflamacédo. Gupta, Mazumder e Chakrabarti (1999)
mostraram que o extrato metandlico de raizes de M. oleifera foi capaz de deprimir o
sistema nervoso central, causando analgesia e potencializando o efeito analgésico da
morfina. Foi encontrado também um raro dipeptideo (acetato de aurantiamida) e um
derivado de ureia (1,3-dibenzil ureia) responsaveis pelas atividades antinociceptiva e
anti-inflamatoéria do extrato alcodlico das raizes. Tais fitoquimicos exerceram suas
atividades via controle de ativacdo dos mastdcitos, inibindo a producao de TNF-a e
IL-2 em condig¢des inflamatorias (SASHIDHARA et al., 2009). Extrato metandlico das
raizes e folhas, separadamente ou em conjunto, foram capazes de reduzir a
hiperalgesia térmica e mecanica em modelo de artrite induzida por adjuvante completo
de Freund em ratos, mostrando o potencial antiartritico, ja utilizado popularmente,
desta planta (MANAHEJI et al., 2011).

Estudos utilizando testes de contorcbes abdominais, placa-quente,
formalina e edema de pata induzido por carragenina, mostraram que o extrato aquoso
das folhas possui atividade antinociceptiva centralmente mediada pela via opidide e
perifericamente ndo-opidide, além de atividade anti-inflamatoria, sendo estes efeitos
exercidos de maneira dose-dependente (SULAIMAN et al., 2008).

Foi reportado também que infusbes em agua quente das sementes de
moringa, quando administradas oralmente, resultavam em significativa inibicdo de
edema de pata induzido por carragenina, demonstrando assim atividade anti-
inflamatdria (CACERES et al., 1992). Extratos etandlico e etil-acetato das sementes
mostraram significativa atividade antipirética em ratos, quando comparado ao controle
paracetamol, farmaco conhecido por inibir a producdo de mediadores inflamatérios
gue causam a febre (HUKKERI et al., 2006), além de reduzir os niveis de mediadores
inflamatorios no sangue e infiltracdo de leucdcitos para a articulacéo liquido-sinovial
em modelo de artrite experimental (MAHAJAN; MALI; MEHTA, 2007a). O mesmo
extrato etandlico das sementes foi investigado quanto ao seu efeito sobre anafilaxia
sistémica e cutanea, no qual resultou em inibicdo da liberacdo de histamina por
mastocitos (MAHAJAN; MALI; MEHTA, 2007b). Além disso, Mahajan e Mehta (2010)

demonstraram que o0 extrato etandlico das sementes possui atividade
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imunossupressora, suprimindo tanto a resposta humoral como a celular e também
diminuindo a atividade fagocitica de macréfagos. Recentemente foi estudada a
atividade anti-inflamatoéria in vitro de extrato dos frutos cozidos (incluindo sementes)
de M. oleifera medindo-se a expressdo de mediadores pro-inflamatorios induzida por
lipopolissacarideo em linhagem RAW 264.7 de macrofagos de murinos. Mediadores
como o6xido nitrico, TNF-a e IL-6 foram diminuidos assim como a expressdo de
enzimas ligadas ao processo inflamatério, como INOS e COX-2. Proteinas
responsaveis pela transducdo do sinal e pela inducdo da transcricdo de genes
relacionados a inflamacé&o também tiveram suas expressfes diminuidas (MUANGNOI
et al., 2011). Estudos in vivo revelaram que o extrato hidro-alcodlico dos frutos possui
significativa atividade antinociceptiva central e periférica justificando o tradicional uso
desses frutos em diversas enfermidades relacionadas a dor e inflamagdo (SHARMA
et al., 2012).

Apesar das sementes de moringa serem constituidas em grande parte
(40%) de proteinas, ndo ha muitos relatos na literatura de principios de natureza
proteica com atividades analgésica e anti-inflamatoria. As proteinas que ja foram
isoladas de sementes de Moringa geralmente estéo relacionadas a sua propriedade
floculante (LUZ et al., 2013).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa, isolou uma lectina ligante a
guitina a partir de sementes de M. oleifera denominada de Mo-CBP4 com potente
atividade analgésica e anti-inflamatoria, sendo considerada uma molécula bastante
promissora para uso terapéutico. Mo-CBP4 € uma glicoproteina de massa molecular
aparente de 9,8 kDa em condi¢des redutoras, atividade floculante e ponto isoelétrico
de 10,55. Em contraste as outras lectinas encontradas em sementes de M. oleifera,
Mo-CBP4, apesar de ser uma proteina que se liga ao polissacarideo quitina, n&o foi
capaz de aglutinar eritrocitos de coelhos ou humanos (A, B e O), mesmo quando
tratados com tripsina. Segundo a classificacdo de lectinas proposta por Peumans e
van Damme (1995), Mo-CBP4 estaria inserida no grupo das merolectinas, proteinas
incapazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados, devido a presenca de
um anico sitio de ligacao a carboidrato.

Mo-CBP4 foi capaz de inibir significativamente o niumero de contorgbes
abdominais induzidas por &cido acético em camundongos de maneira dose

dependente com atividade maxima na dose de 10 mg/kg, cuja inibicdo observada foi
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de 98,9% e 52,9% quando administrada pela via intraperitoneal e oral,
respectivamente. Mo-CBPs também apresentou consideravel atividade anti-
inflamatéria j& que foi capaz de inibir o aumento da permeabilidade vascular em 89,1%
também na dose de 10 mg/kg, utilizando o acido acético como agente flogistico
(PEREIRA et al., 2011). Os dados mostrados anteriormente fazem parte do primeiro
trabalho experimental envolvendo atividades farmacoldgicas de proteinas ligantes a
guitina de sementes de moringa e mostram que, pelo menos boa parte das atividades
anti-inflamatoria e antinociceptiva atribuidas para as sementes sdo promovidas por
um fator de natureza protéica. Em comparacdo com 0s controles experimentais
utilizando anti-inflamatério ndo-esteroidais classicos como a indometacina, Mo-CBP4
apresentou poténcia farmacoldgica similar quando utilizada na mesma dose. Além
disso, em ensaios preliminares ndo foi possivel observar a presenca de lesbes
gastricas em animais que receberam a administracdo da proteina, embora esses
sejam efeitos colaterais tipicos de inibidores de ciclooxigenases tradicionalmente
utilizados como anti-inflamatérios. Contudo, apesar do seu grande potencial
biotecnolégico para aplicacdo terapéutica, diversos aspectos relacionados a
caracterizacao estrutural, definicdo do mecanismo geral de acdo e espectro de
atividades, bem como da avaliacado da sua seguranca farmacologica precisam ainda

ser esclarecidos. Portanto, para o presente trabalho foi proposta a seguinte hipétese:

“Mo-CBP4, uma proteina ligante a quitina presente em sementes de
Moringa oleifera, possui acdo anti-inflamatéria e antinociceptiva podendo ser
usada por via oral. Assim como outras lectinas, suas propriedades
farmacoldgicas sdo dependentes do seu sitio de interacdo a carboidrato. Desde
gue sementes de M. oleifera possuem baixa toxicidade, Mo-CBP4 apresenta-se

segura quanto ao uso.”



Capitulo 2

Caracterizagao Estrutural da Mo-CBP,
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1. CARACTERIZACAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de plantas para o tratamento de diversas enfermidades
humanas € uma pratica muito antiga e constitui a base do sofisticado sistema da
medicina tradicional (GURIB-FAKIM, 2006). Embora nos ultimos anos essa pratica
milenar tenha perdido espaco para medicamentos sintéticos, o0 uso prolongado destas
drogas, seus efeitos colaterais associados, bem como a incerteza quanto a sua
seguranca abriu um caminho para uma era de sistema alternativo de medicina, ou
seja, a medicina herbal (RAMOS et al., 2005; JAIN; JOHNSON; KRISHNAN, 2012).

Durante as ultimas décadas, devido aos avancos em biotecnologia, uma
maior énfase tem sido dada aos efeitos farmacolégicos de peptideos e proteinas
(GAIDAMASHVILI e VAN STADEN, 2006). O estabelecimento da tecnologia do DNA
recombinante possibilitou o desenvolvimento de uma grande variedade de proteinas
terapéuticas para o tratamento de diversas doencas. Atualmente, mais de 130
proteinas ou peptideos diferentes foram aprovados para o uso clinico pela US Food
and Drug Administration (FDA) e muitos outros estdo em desenvolvimento (LEADER,;
BACA; GOLAN, 2008). Espera-se que para 2015, o numero de medicamentos
originados da biotecnologia alcancem cerca de 50 % de todas as novas entidades
guimicas aprovadas e que em 2025 aumente para mais de 70% (STROHL; KNIGHT,
2009). Dentre as vantagens na utilizacéo de proteinas para fins terapéuticos, destaca-
se a alta especificidade a um conjunto de funcdes complexas que moléculas de
pequeno tamanho s&o incapazes de mimetizar, interferindo pouco nos processos
biol6gicos normais, acarretando uma menor quantidade de efeitos adversos
(LEADER; BACA; GOLAN, 2008; STROHL e KNIGHT, 2009).

Apesar da grande diversidade de plantas medicinais existentes, poucas
proteinas derivadas de vegetais sdo exploradas com o objetivo terapéutico, o que
consiste em um fato bastante contraditorio. Apenas algumas proteinas, a exemplo da
papaina e algumas lectinas com propriedades farmacoldgicas, encontram-se em uso
clinico ou em triagem clinica (LEADER; BACA; GOLAN, 2008; LIU et al., 2010).
Portanto, a prospeccao de proteinas vegetais com potencial terapéutico torna-se um
campo promissor para estudos futuros.

Seguindo essa tendéncia, Moringa oleifera, uma espécie originaria do

Nordeste da india, se destaca pelo seu valor medicinal, uma vez que extratos de todas
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as partes desta planta mostraram propriedades farmacoldgicas reconhecidas pelo uso
popular e corroboradas pela comunidade cientifica (FERREIRA et al., 2008). Quase
todas as partes da planta podem ser consumidas e séo de grande valor nutricional.
Além disso, suas sementes sao vastamente usadas para purificacdo de dgua em
lugares que a agua potavel se encontra escassa (NDABIGENGESERE e NARASIAH,
1996; MAKKAR e BECKER, 1997).

Atividades hipotensiva, anticancerigena, anti-inflamatéria, analgésica,
antibidtica, antitripanossomal, anti-ulcerativa, hipocolesterolémica, hipoglicemiante e
hepatoprotetora séo propriedades que tem sido reportadas pelo uso popular e
estudadas pela comunidade cientifica (FAIZI et al., 1995; EZEAMUZLE et al., 1996;
MURAKAMI et al., 1998; CHUANG et al., 2007; CHUMARK et al., 2008; FAKURAZI et
al., 2008; JAISWAL et al., 2009). Em particular, propriedades anti-inflamatoéria e
antinociceptiva foram reportadas para raizes, folhas e sementes (CARCERES et al.,
1992; SASHIDHARA et al., 2009; SULAIMAN et al., 2008).

Dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que Mo-CBP4, na
dose de 10 mg/kg inibiu em 98,9%, via intraperitoneal e 52,9%, via oral o0 numero de
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético em camundongos, um modelo
experimental de dor inflamatéria tradicionalmente utilizado como ferramenta de
triagem para descoberta de novos agentes analgésicos. Os resultados obtidos
permitem concluir que a poténcia observada, tanto para o efeito analgésico como para
a atividade anti-inflamatodria detectada para as sementes de M. oleifera é devido, pelo
menos em parte, a presenca de um principio de natureza proteica. Portanto, um
estudo mais apurado acerca da estrutura desta proteina € necessario para propor um
potencial uso terapéutico desta proteina, fornecendo dados que ajudem na elucidagéo
do seu mecanismo de acédo, seguranca de utilizacdo e estabilidade da nova droga.

Assim, as atividades propostas neste capitulo tem como eixo o0 seguinte
guestionamento:

Tendo sido definido que as atividades farmacolégicas detectadas para as
sementes de M. oleifera sdo causadas, pelo menos em parte, por um principio de

natureza protéica, quais caracteristicas estruturais sdo inerentes a essa molécula?

2. OBJETIVOS

2.1. Gerais
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Purificar e caracterizar estruturalmente Mo-CBP4, uma proteina de
sementes de Moringa oleifera, como etapa preliminar da analise de seu potencial

terapéutico.

2.2. Especificos

e Purificar Mo-CBP4, a partir de sementes de M. oleifera, através de técnicas
cromatograficas;

e Determinar pureza e massa molecular através de espectrometria de massa,
bem como obter fragmentos da estrutura primaria da proteina,

e Isolar as cadeias de Mo-CBP4 e determinar as respectivas sequéncias NHo-
terminal por degradacéo de Edman;

e Estudar a estrutura secundaria de Mo-CBP4 através de técnicas
espectroscopicas como dicroismo circular e fluorescéncia;

e Avaliar a estabilidade de Mo-CBP4 frente as variacdes de temperatura e

pH, verificando mudancas na estrutura secundaria da mesma.
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3. MATERIAIS

3.1. Sementes

Sementes de Moringa oleifera Lamarck foram coletadas de arvores
situadas no Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara (UFC), nos meses de
Janeiro a Abril dos anos de 2010, 2011 e 2012. A exsicata da espécie esta depositada
no Herbario Prisco Bezerra sob o nimero EAC34591, na UFC.

3.2 Reagentes quimicos e outros materiais

Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina,
“Coomassie Brilliant Blue” G e R, ditiotreitol, iodoacetamida, marcadores de massa
molecular, N-acetil-D-glucosamina, persulfato de aménio, quimotripsina, quitina,
TEMED, Tris e tripsina foram obtidos da Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA.

Tripsina modificada com grau de pureza para sequenciamento foi obtida da
Promega, Wisconsin, EUA.

Acetonitrila grau HPLC e acido formico foram obtidos da Tedia®, Rio de
Janeiro, Brasil.

B-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sédio (SDS) foram obtidos da Merck,
Darmstadt, Alemanha.

As matrizes cromatograficas CM-Sepharose™ Fast Flow e Sephadex® G-
25 foram adquiridas da GE Healthcare, Suécia.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.
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4. METODOS

4.1. Purificagdo da Mo-CBP4

Mo-CBP4 foi purificada seguindo a metodologia descrita por Pereira e
colaboradores (2011) com algumas modifica¢des. Brevemente, farinha de sementes
de Moringa oleifera, previamente delipidada com éter de petréleo (1:10 m/v), foi posta
em contato com tampéao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M, na proporc¢éo
1:10 (m/v) e deixada sob agitacdo moderada por 4 horas a 4 °C. Em seguida, a
suspensao foi filtrada em pano de trama fina e centrifugada a 15.000 x g, 30 minutos
a 4 °C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante obtido foi filtrado em papel de
filtro e denominado extrato total. Este extrato foi entdo submetido a didlise exaustiva
contra agua destilada, em membrana de porosidade de 12 kDa, 4 °C, sob agitacao
moderada. A suspenséo obtida foi centrifugada a 15.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C.
O material proteico presente no sobrenadante, chamado de fracdo albuminica, foi
separado do precipitado (fracdo globulinica). A fracdo albuminica foi liofilizada e
ressuspendida em tampéao de equilibrio para a cromatografia de afinidade em matriz
de quitina.

O primeiro passo cromatografico foi realizado em matriz de quitina (192,3
mL; 3,5 x 20,0 cm) equilibrada com tampéao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl
0,15 M. Setecentas miligramas de fracdo albuminica foram solubilizadas em 15 mL de
tampéao de equilibrio e centrifugada a 8.000 x g, por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante
foi aplicado na matriz, deixando em repouso por 1 hora. O material ndo retido foi eluido
com o tampao de equilibrio, em um fluxo de 30 mL/h, sendo coletadas fracfes de 5
mL. As proteinas ligantes a quitina foram eluidas com acido acético 0,05 M, em fluxo
de 60 mL/h, coletando-se fracbes de 5 mL. As fracdes eluidas foram monitoradas por
leitura de absorbancia a 280 nm. O pico proveniente da eluicdo com acido acético
(Pac) foi reunido e dialisado contra agua destilada, liofilizado e acondicionado em
frascos hermeticamente fechados, a 4 °C.

Para o segundo passo cromatografico foi utilizado matriz de CM-
Sepharose™ Fast Flow (GE Helthcare), previamente equilibrada com tamp&o acetato
de sodio 0,05 M, pH 5,2. Cem miligramas de Pac foi ressuspendido em 2 mL de

tampéao de equilibrio e centrifugado a 8.000 x g, por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante
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foi aplicado a coluna e as proteinas foram eluidas em fluxo continuo de 30 mL/h, em
fracOes de 3 mL. A cromatografia foi monitorada através de leituras de absorbancia a
280 nm. Todas as proteinas eluidas receberam a denominacdo de Mo-CBP (Mo:
Moringa oleifera e CBP: chitin-binding protein), acrescidas de um ndmero na ordem
em que foram eluidas. As proteinas néo retidas foram eluidas utilizando o tampéao de
equilibrio, onde o pico resultante foi chamado de Mo-CBPa. As proteinas retidas foram
eluidas com o tampéao de equilibrio acrescido de concentracfes crescentes de NaCl.
Mo-CBP4 foi o pico eluido com tampé&o de equilibrio acrescido de NaCl 0,6 M (FIGURA
1).

4.1.1. Determinagé&o do teor de proteinas

A determinacao de proteinas totais foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Bradford (1976). A 100 pL de amostra, em diversas concentracdes, foram
adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. A mistura foi agitada e, apés 10 minutos,
foram feitas as leituras das absorbancias em espectrofotbmetro (tipo Novapesc II,
Pharmacia) a 595 nm. A concentragcao proteica foi estimada através de uma curva

padrao obtida a partir de concentraces conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

4.1.2. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

Com o objetivo de verificar a pureza de Mo-CBP4, bem como determinar
sua massa molecular aparente, foi realizada eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida, seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970), adaptada para o
uso em placas medindo 10,0 x 8,0 cm. O gel de aplicacdo encerrava 3,5% de
acrilamida e 1,0% de SDS, preparados em tampéao Tris-HCI 1,0 M, pH 6,8, e 0 gel de
separacao, 17,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, em tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8.
A proteina foi dissolvida em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, contendo 1,0% de SDS,
na presencga ou nao de B-mercaptoetanol, 1,0% e, em seguida, aquecida a 100 °C,
por 10 minutos, e centrifugada a 10.000 x g, por 5 minutos (10 °C). Ao sobrenadante,
foram adicionados cristais de glicina, além de azul de bromofenol 0,1%, para conferir
densidade e cor, respectivamente. A corrida eletroforética foi realizada em sistema

vertical (MV10COMP, Biosystems), onde o gel foi submetido a uma voltagem de 200
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V e amperagem 35 mA. Como marcadores de massa molecular foram utilizados:
fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica bovina (67,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa),
anidrase carbdnica bovina (29,0 kDa), inibidor de tripsina da soja do tipo Kunitz (20,1
kDa) e a-lactalbumina (14,2 kDa). Como marcadores de baixa massa molecular foram
utilizados produtos da clivagem de globina de coracéo de cavalo: globina (16,9 kDa),
gobina I+1l (14,4 kDa), globina I+IIl (10,7), globina I (8,1 kDa), globina Il (6,2 kDa) e
globina Il (2,5 kDa). As bandas protéicas foram visualizadas através da coloragéo por
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% dissolvido em uma solucao de metanol, acido
acético e agua (1,0:3,5:8,0 v/v/v), por um periodo de 2 horas. Em seguida, foi
procedido o descoramento do gel com solucdo de metanol, &cido acético e agua
(1,0:3,5:8,0 viv/v). Comparacdo das mobilidades das bandas protéicas em relacao
aquelas dos marcadores foi empregada para o calculo da massa molecular aparente
de Mo-CBPa.

4.2. Espectrometria de massa

4.2.1. Determinacdo da massa molecular da Mo-CBP4

Com o objetivo de verificar a pureza de Mo-CBP4, bem como determinar
sua massa molecular, foi realizada uma andlise do tipo ESI-TOF em espectrometro
de massa Synapt HDMS (Waters, Manchester, UK) acoplado a um sistema de UPLC
NanoACQUITY. Mo-CBP;4 foi analisada tanto em sua forma integra como reduzida.
Para reducéo, 50 yuL de uma solucdo de 1 mg/mL da proteina em acido férmico 1%
foi aquecida por 15 minutos a 80 °C. Ap0s isso, foi adicionado 2,5 pL de ditiotreitol 0,1
M e aquecido a 60 °C, por 20 minutos, para completa reducdo das cadeias. A
alquilacdo dos grupamentos sulfidrilas expostos foi realizada adicionando-se 2,5 uL
de iodoacetamida 0,3 M, protegendo da luz.

Dez microlitros da amostra (reduzida ou ndo) foi primeiramente submetida
a uma cromatografia de fase reversa em coluna C18 BEH (1,7 mm x 100 mm x 10
cm) acoplada ao UPLC, usando um gradiente de 5 a 80% (v/v) de acetonitrilia em
acido formico 0,1% (v/v) em um fluxo continuo de 600 nL/minuto. Os espectros de Mo-

CBP4 foram processados usando uma técnica de entropia maxima (MaxEnt).
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Figura 1 - Esquema geral de purificagcdo da Mo-CBP, a partir de farinha delipidada de

sementes de M. oleifera

[ FARINHA DELIPIDADA

Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M
4 h sob agitagéo, 4 °C
Filtragcdo em pano de trama fina

RESIDUO FILTRADO

RESIDUO SOBRENADANTE

Centrifugacéo 15.000x g, 30 min, 4 °C

Filtragcdo em papel

Dialise exaustiva em agua destilada
Centrifugacdo 15.000x g, 30 min, 4 °C

RESIDUO SOBRENADANTE
’ Liofilizacdo
GLOBULINA ALBUMINA

Cromatografia | Tris-HCI 0,05M, pH 8,0,
em matriz de Quitina contendoNaCl 0,15 M

) Eluicdo com
Acido Acético0,05M
MATERIAL MATERIAL NAO
RETIDO RETIDO
|
Acetatode S6dio0,05M, | CM Sepharose
pH 5,2
NaCl 0,4 M NaCl 0,5 M NaCl 0,6 M

Mo-CBP, Mo-CBP, Mo-CBP; Mo-CBP,

Fonte: elaborada pela autora.
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4.2.2. Sequéncia de peptideos tripticos de Mo-CBP4

Espectrometria de massa ESI-Q-TOF MS/MS foi utilizada para a obtencao
de sequéncia de peptideos tripticos de Mo-CBP4. Para isso, a proteina previamente
reduzida (como descrito anteriormente), foi submetida a digestao utilizando tripsina
modificada (Promega), na propor¢éo 1:100 (enzima:proteina), overnight. Aliquota de
5 pL da solucéo de Mo-CBP4 digerida foi aplicada. O espectrometro foi programado
para automaticamente trocar entre MS de energia baixa (3 eV) e de energia de colisdo
elevada MSE (12-55 eV), aplicada a armadilha CID '‘onda T' (dissocia¢ao induzida por
colisdo celular), com géas argbnio. A transferéncia a partir da célula de colisdo foi
ajustada para 1 eV, com tempo de varredura de 1,5 s, tanto em baixa quanto em alta
energia. Apos o analisador de aceleracdo do tempo-de-voo (TOF-0A), foram colhidos
espectros de relagdo m/z 50-3000. O deslocamento RF (MS perfil) do quadrupolo foi
ajustado para que os dados de CL/MS fossem efetivamente adquiridos de relacdo m/z
de 300 a 2500, assegurando que qualguer massa menor que m/z 300 observada nos
dados de CL/MSE surgisse a partir de dissocia¢cfes na célula de colisdo. Desse modo,
os valores de baixa massa eram sabidamente produtos de fragmentacéao CID, e ndo
de fragmentacédo na fonte. Na deconvolucdo do espectro foi utilizado o principio de
otimizacdo de entropia maxima (MaxEnt). Os espectros gerados foram analisados
usando o programa Mass Lynx™ (Waters), onde os dados obtidos de MS e MS/MS
foram processados e submetidos, juntamente ao programa de buscas Protein Lynx
Global Server. Foi realizada uma analise comparativa das sequéncias dos peptidos
obtidos com proteinas depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for
Biotecnology Information) wusando a ferramenta de busca BLASTP

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

4.3. Determinacao da sequéncia NH,-terminal

Para determinacdo da sequéncia NHo-terminal de Mo-CBP4, fez-se
inicialmente o isolamento de suas subunidades. A proteina (10 mg/mL) reduzida e
alquilada foi dessalinizada utilizando uma coluna Sephadex® G-25 (GE Healthcare).
A amostra foi entdo submetida a uma cromatografia de fase reversa em coluna C18

(4,6 x 100 mm) acoplada ao sistema de HPLC (Waters) utilizando um gradiente linear
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(5-90%) de acetonitrila (ACN), por 50 minutos, a um fluxo de 0,2 mL/minuto. Para
tanto, foram utilizados o solvente A (5% ACN, 95% H>O contendo 0,05% TFA) e o
solvente B (90% ACN). A cromatografia foi monitorada pela absorbancia no
comprimento de onda de 230 nm. O material eluido foi dialisado e liofilizado para
analise em eletroforese seguindo a metodologia anteriormente descrita em gel de
poliacrilamida 17,5%.

Para obtencdo da sequéncia de aminoacidos NHz-terminal das cadeias de
Mo-CBP4, foi utilizado um sequenciador automatico de proteinas (Shimadzu PPSQ-
23A), baseado no principio de degradacdo de Edman. Os derivados feniltioidantoina
dos aminoacidos (PTH-aminoacidos) foram detectados a 269 nm, apds separacdo em
coluna de fase reversa C18 (4,6 x 2,5 mm), conduzida sob condi¢des isocraticas de
acordo com as instrucbes do fabricante. A sequéncia de aminoacidos obtida foi
submetida a analise comparativa através do sistema NCBI-BLAST. As proteinas que
demonstraram melhor percentual de identidade foram selecionadas e alinhadas com
o auxilio do programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e

analisadas.

4.4. Caracterizacdo espectroscoépica

4.4.1. Espectro de absorcéo eletronica

O espectro de absorgéo de Mo-CBP4 foi determinado em espectrofotdmetro
Spectronic 7 (Pharmacia-LKB), utilizando cubeta de quartzo de 1 cm de caminho
optico. A proteina (1 mg/mL) foi dissolvida em agua grau Milli-Q e a absorcéo
verificada na regido de 220 a 350 nm. O aparelho foi zerado com agua nos
comprimentos de onda analisados. O coeficiente de extingdo para o comprimento de
onda de 280 nm foi calculado através da formula abaixo (Lei de Lambert-Beer), onde
e corresponde ao coeficiente de extingéo; Azgso, a absorbancia no comprimento de onda
de 280 nm; ¢, a concentracdo da amostra e L, o0 caminho éptico percorrido (cm).

£E= A280/C X L

4.4.2. Espectro de dicroismo circular
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Para a obtencéo do espectro de dicroismo circular de Mo-CBP4 foi utilizado
o0 espectropolarimetro JASCO J-715, em atmosfera de nitrogénio, a 25 °C, utilizando
o comprimento de onda de 190-250 nm. Mo-CBP4 (0,4 mg/mL) solubilizada em
tampé&o fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0 foi colocada em cubeta de quartzo retangular
com 0,1 cm de passo Optico. Todas as medidas foram realizadas com 8 scans
sucessivos, com velocidade de varredura de 20 nm/minuto e tempo de resposta de 4
segundos, cuja média foi utilizada para andlise. No intuito de quantificar os elementos
de estrutura secundaria foram utilizados trés diferentes métodos (CDSSTR,
CONTINLL e SELCONB3) disponiveis no programa CDPro (SREERAMA; WOODY,
2000).

Utilizando a mesma metodologia, analisou-se a estabilidade de Mo-CBP4
frente a variacdo de temperatura. A proteina (0,4 mg/mL) foi dissolvida em tampéao
fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0, e incubada em temperatura variando de 20 °C a 90
°C, com intervalos de 5 °C, durante 10 minutos em cada temperatura, seguida da
determinacao do espectro de dicroismo circular.

A estabilidade de Mo-CBP4também foi avaliada frente a diferentes valores
de pH. Dessa forma, a proteina (0,4 mg/mL) foi dissolvida e incubada por 30 minutos
em tampao glicina/HCI 0,05 M pH 2,0 e 3,0, acetato de sodio 0,05 M pH 5,0, fosfato
de sddio 0,05 M pH 7,0, glicina/NaOH 0,05 M, pH 9,0 e fosfato de sédio 0,05 M, pH

11,0 antes da obtencéo do espectro de dicroismo circular.

4.4.3. Espectro de fluorescéncia

Para a obtencédo dos espectros de fluorescéncia de Mo-CBPy4, foi utilizado
um espectrofluorimetro modelo ISS K2(IL, USA), em cubeta retangular de quartzo de
1 cm de caminho 6ptico. Amostras da proteina (0,02 mg/mL em tampéao fosfato de
sédio 0,02 M, pH 7,0) foram excitadas a 280 nm e 295 nm e o0 espectro de emissao

foi coletado no intervalo de 300 a 440 nm.
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5. RESULTADOS

5.1. Purificagdo da Mo-CBP,

O extrato total obtido apresentou uma quantidade de proteinas
correspondente a 206,41 + 3,55 mg/gF (TABELA 1). Do extrato total, através de dialise
exaustiva contra agua e centrifugacao, foi obtida a fracdo albuminica, que devido ao
grande volume, foi submetida a congelamento seguido de liofilizacéo, correspondendo
a primeira modificacdo na purificacdo descrita por Pereira e colaboradores (2011). O
rendimento proteico referente a esta fracao foi de 113,45 + 3,61mg/gF, representando
54,96% das proteinas do extrato total.

Com a finalidade de obter proteinas ligantes a quitina a partir da fracéo
albuminica, foi realizada uma cromatografia de afinidade em coluna de quitina. A
Figura 2 mostra o perfil cromatografico apos eluicdo com acido aceético 0,05 M para
obtencdo da fragdo Pac. Nao foi utilizado o agucar N-acetil-D-glucosamina para
eluicho de material ligante a quitina, como descrito no protocolo anterior,
correspondendo entdo a segunda modificacdo. O rendimento proteico desta fracao
apos dialise e liofilizacao foi de 47,57 + 5,46 mg/gF. Pac foi utilizado para o préximo
passo cromatografico.

A partir da cromatografia em matriz de troca ibnica CM-Sepharose, Pac foi
separado em quatro fracdes distintas, que foram chamados de Mo-CBP (Mo: Moringa
oleifera; CBP: chitin-binding protein), com nimeros subscritos de 1 a 4 de acordo com
a ordem de eluicdo (FIGURA 3). A troca da matriz (de Resource S para CM-
Sepharose) e a nao utilizacdo do cromatégrafo FPLC corresponderam a terceira
modificacao realizada neste protocolo. Apos liofilizacdo, Mo-CBP4 mostrou-se com um
rendimento de aproximadamente 13 mg para cada grama de farinha, correspondendo
a 6,33% das proteinas do extrato total (TABELA 1).

O perfil eletroforético de Mo-CBP4 sob condi¢cdes desnaturantes em gel de
poliacrilamida 17,5% (FIGURA 4) mostra que, na auséncia de agente redutor (P1), Mo-
CBP4 apresentou-se como duas bandas proteicas (28,0 kDa e 17,0 kDa). Em
condi¢cBes redutoras a proteina apresenta duas cadeias de massas moleculares
diferentes (7,0 kDa e 5,0 kDa).
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Tabela 1 - Etapas de purificacdo da Mo-CBP4, com 0s respectivos teores e
rendimentos proteicos

Etapas de purificacao Proteina (mgP/gF)? Rendimento (%)®
Extrato Total 206,41 + 3,55 100,0
Fracdo Albuminica 113,45 + 3,61 54,96
Pac® 47,57 £ 5,46 23,05
Mo-CBP,¢ 13,06 + 1,56 6,33

Os resultados representam a média + desvio padrao de trés experimentos similares.

aQuantidade total de proteina recuperada (mg) em cada etapa de purificacdo por grama de farinha de
sementes de M. oleifera.
b Recuperacio de proteina em cada etapa de purificagio, considerando aquela determinada no extrato

total como sendo 100%.
Cc
Fracao proteica ligante a quitina eluida com acido acético.

d
Mo-CBP; retida na CM-Sepharose, eluida com tampédo acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2, contendo
NaCl 0,6 M.
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Figura 2 - Cromatografia de afinidade em matriz de quitina
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A fracdo albuminica das sementes (700 mg de proteina) foi aplicada em matriz
de quitina (192,3 mL; 3,5 x 20,0 cm), previamente equilibrada com Tris-HCI 0,05
M, pH 8,0, contendo 0,15 M de NacCl. Pi: proteinas néo retidas eluidas com o
tampdo de equilibrio. Pac: proteinas retidas eluidas com acido acético 0,05 M.

Fragdes : 5 mL; fluxo: 60 mL/h.



Figura 3 - Cromatografia de troca idnica em matriz de CM-Sepharose
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Fracoes

Pac (100 mg) foi aplicado em CM-Sepharose (53 mL; 1,5 x 7,5 cm) previamente
equilibrada com tampéao acetato de sddio 0,05 M, pH 5,2. Mo-CBP4 corresponde
a proteina eluida com o tamp&o de equilibrio acrescido de 60% de NaCl 1 M.
Mo-CBP representam as proteinas ligantes a quitina purificadas das sementes

de M. oleifera. Fracdes: 3 mL; fluxo: 30 mL/h.
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Figura 4 - Perfil eletroforético da Mo-CBPsem condi¢cdes desnaturantes
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Amostras de Mo-CBP4 (5 pg de proteina reduzida ou nédo), foram aplicadas em
gel de poliacrilamida 17,5%. (A) perfil eletroforético de Mo-CBP4 em condicdes
nao redutoras e redutoras e em (B) apenas em condi¢des redutoras e marcador
de baixa massa molecular. Raia M - marcadores de massa molecular; Raias Pi
e Pr — M0-CBP4 em condi¢des néo redutora e redutora, respectivamente. O gel

foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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5.2. Espectrometria de massa

5.2.1. Determinacao da massa molecular de Mo-CBP4

Com a finalidade de se obter as massas moleculares da proteina integra,
bem como de suas subunidades, Mo-CBP4 foi submetida a anélise em espectrometro
de massa do tipo ESI-TOF. O espectro de massa desconvoluido da proteina integra
(FIGURA 5) mostra um pico majoritario com massa molecular de 11,780 kDa, apesar
do perfil eletroforético em condi¢c6es desnaturantes mostrar duas bandas proteicas (27
kDa e 16 kDa). Mo-CBP4 reduzida e alquilada apresentou espectro de massa com
dois picos principais: um menor com massa molecular de 3,888 kDa e um maior com
8,428 kDa (FIGURAS 6A e 6B, respectivamente), mostrando que a proteina possuli

duas cadeias de massas moleculares distintas ligadas por pontes dissulfeto.

5.2.2. Sequéncia de peptideos tripticos de Mo-CBP4

Mo-CBP4 também foi submetida a digestéo triptica, seguida de analise em
espectrometro de massa do tipo ESI-Q-TOF MS/MS em uma tentativa de se obter
sequéncia dos peptideos gerados. Apos busca em banco de dados e alinhamento
com proteinas com sequéncias depositadas, foram identificados 4 peptideos
representativos apresentando alta similaridade com outras proteinas de sementes de
M. oleifera, além de albuminas 2S de outras espécies de planta como, Sesamum

indicum, Corylus avellana e Capparis masaikai (TABELAS 2 e 3)..
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Figura 05 - Espectro de massa de Mo-CBP, integra por TOF-ESI-MS

Massa Intacta M4 Mirela 600000000
20111909 _Massa_Iniacta M4 001 2020 (51.123) M1 [Ev-62474,139] {5=,0.700,1154:1564,0.50, L33, R33); Cm (1629:2806) TOF M5 ES+
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mass
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Espectro desconvoluido de Mo-CBP4 (10 pg) mostrando um pico com massa
molecular de 11,78 kDa.
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Figura 6 — Espectro de massa de Mo-CBP, reduzida por TOF-ESI-MS
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Espectro desconvoluido da cadeia menor (A) e da cadeia maior (B) de Mo-CBP4
(5 pg) por TOF-ESI-MS.



Tabela 2 — Sequéncias dos peptideos 1, 2 e 3 obtidas a partir da digestéo triptica de Mo-CBP,
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Peptideo 1 - QGPGRQPDFQR

Proteina Organismo Sequéncia Similaridade ID*
MO2.1 e MO2.2 M. oleifera b oohcRopbrOR 100% P24303.1
2.1 protein M. oleifera L QGPGROPDEOR 11 100% CAC69951.1
Flocculating protein M. oleifera ! ESSESEESEEESSE 1 100% 2111235A
25 albumin precursor (I3) M. oleifera 86 QGPGROPAFOR 96 91% AHG99683.1
Peptideo 2 - CCQQLR

Proteina Organismo Sequéncia Similaridade ID*

2.1 protein M. oleifera 2 CCOOLR 17 100% CAC69951.1
2S albumin precursor (14) M. oleifera 29 ng%f 104 100% AHG99684.1
2S albumin precursor (I3) M. oleifera o7 ng%}f 102 100% AHG99683.1
25 albumin S. indicum ot ggeanR 96 100% ACl41245.1
25 albumin C. avellana o7 fooonR o2 100%  ACO056333.1
2S albumin precursor (12) M. oleifera 99 SSR%{:T 104 83% AHG99682.1
2S albumin precursor (11) M. oleifera 29 SSR%EE 104 83% AHG99681.1
Peptideo 3 — NISPPCR

Proteina Organismo Sequéncia Similaridade ID*

2.1 protein M. oleifera 18 NIseeCR - 2d 100% CAC69951.1
2S albumin precursor (13) M. oleifera 103 IESEEEE 109 100% AHG99683.1

#ID corresponde ao nimero de identificacdo da proteina no NCBI. *,+ simbolizam identidade e similaridade, respectivamente, entre os residuos dos peptideos

e aqueles depositados no banco de dados.
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Tabela 3 — Sequéncia do peptideo 4 obtido a partir da digestao triptica de Mo-CBP4
Peptideo 4 - QAVQLTHQQQGQVGPQQVR

Proteina Organismo Sequéncia Similaridade ID*
i 30 QAVQLTHQQQGQVGPQQVR 48
MO 2.1 M. oleifera T 100% AAB34890.1
i 30 QAVQLTHQQQGQVGPQQVR 48
MO2.1 e MO2.2 M. oleifera ottt ey 100% P24303.1
i i 30 QAVQLTHQQQOGQVGPQQVR 48
2.1 protein M. oleifera ottty 100% CAC69951.1
, . , 30 QAVQLTHQQQGQVGPQQVR 48
Flocculating protein M. oleifera T 100% 2111235A
_ , 115 QAVQLTHQQQOGQVGPQQVR 133
2S albumin precursor (I3) M. oleifera T 100% AHG99683.1
_ , 117 QAVQLAHQQQOGQVGPQQVR 135
2S albumin precursor (14) M. oleifera 100% AHG99684.1

khkkhkhkkhkkhkhkhkkhkhk Ak kA khkhk kK

. : 117 QAVQSAQQQQGQVGPQQV 134
2S albumin precursor (12) M. oleifera 89% AHG99682.1

* ok Kk Kk 4k ok ok ko ok ok ok ko ok

_ _ 117 QAVQOSAQQQQGQVGPQQV 134
2S albumin precursor (I11) M. oleifera 89% AHG99681.1

* Kk Kk Kk Fr Kk kkkkkkkx

o . o 28 QAAHQQLYQGQIEGPRQVR 46
Mabinlin I-1 B-chain C. masaikai 63% AAB31597.1

* * kK R S S S S g

#ID corresponde ao nimero de identificacdo da proteina no NCBI. *,+ simbolizam identidade e similaridade, respectivamente, entre os residuos dos peptideos

e aqueles depositados no banco de dados.
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5.3. Determinacgédo da sequéncia NHz-terminal

Previamente a determinagcdo da sequéncia NHx-terminal de Mo-CBPg, foi
necessario o isolamento das subunidades da proteina por cromatografia de fase
reversa acoplada ao HPLC. Como pode ser verificado na FIGURA 7, o perfil
cromatografico da proteina reduzida e alquilada mostrou dois picos, onde, apés
analise em gel de poliacrilamida 17,5%, verificou-se que o primeiro pico correspondia
a cadeia menor e o segundo pico a cadeia maior.

O sequenciamento NHx-terminal da subunidade de menor massa (cadeia
A) gerou uma  sequéncia  de 19 residuos de aminoacidos
(QRQQCRQGQQTHQRRQRVCQ). Apbds uma analise comparativa em banco de dados
do NCBI observou-se que a sequencia gerada apresentou alta similaridade com as 4
isoformas do precursor de albumina 2S de M. oleifera (TABELA 4). Em relacdo a
subunidade maior (cadeia B), foram gerados 21 residuos da sequéncia NH2-terminal
(ARRPAIQRCCQQLRNIQVQCR). Esta sequéncia apresentou alta similaridade com
outras proteinas de sementes de M. oleifera, além de albuminas 2S de outras espécies
como, Sesamum indicum, Solanum lycopersicum, Capparis masaikai, Helianthus
annuus (TABELA 5).

A Figura 8 mostra o alinhamento multiplo das cadeias A e B com as
isoformas do precursor de albumina 2S (11, 12, 13 e 14) de M. oleifera com numeros de
identificacdo no NCBI de AHG99681.1, AHG99682.1, AHG99683.1 e AHG99684.1.
Os percentuais de identidade gerados para a cadeia A em comparacdo com as
isoformas I1, 12, 13 e 14 foram de 62%, 61%, 72% e 74%, respectivamente. Em relacéo
a cadeia B, os percentuais de identidade foram de 62%, 62%, 71% e 90% quando

alinhadas as isoformas I1, 12, 13 e 14, respectivamente.
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Figura 7 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa de
Mo-CBP4
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Mo-CBP4 (10 mg/mL) reduzida foi aplicada em coluna C18 (4,6 mm x 100 mm),

previamente equilibrada com o solvente A. Solvente A: 5% acetonitrila e acido
trifluoroacético 0,05%; Solvente B: 90% acetonitrila. Para elui¢ao foi utilizado um

gradiente linear durante 50 minutos. A linha verde representa o gradiente de

acetonitrila e a vermelha o perfil de eluicdo da proteina a 230 nm. Fluxo: 0,2
mL/h; FracGes: 1 mL/tubo. SDS-PAGE de Mo-CBP4 em condi¢des redutoras

revelada com Coomassie Brilliant Blue R-250. Raia M — Marcadores de massa

molecular. Raias 1 e 2 — Mo-CBP4 em condi¢cdes néo redutora e redutora,

respectivamente. Raias 3 e 4 — picos P2 e P1 correspondendo a cadeia maior e

menor, respectivamente, de Mo-CBPa.



84

Tabela 4 — Analise comparativa da sequéncia NH,-terminal da cadeia A de Mo-CBP4 com proteinas depositadas no NCBI

Cadeia A - QQQQCRQGQQTHQRQRVCQ

Proteina Organismo Sequéncia Similaridade ID*
_ ) 37 QQORCRQ-QFQTHQRLRACQ 55
2S albumin precursor (13) M. oleifera 75% AHG99683.1
kK Kk kk kkkkk Kk Kk
_ ] 41  QQOQCR--QQFLTHQRLRACQ 59
2S albumin precursor (14) M. oleifera 71% AHG99684.1
* Kk Kk ok kk * * *kk*k Kk Kk
_ ] 37 QQORCRH-QFQTQQRLRACQ 55
2S albumin precursor (12) M. oleifera 65% AHG99682.1
*hkk kk4 ok kkpokk ok kK
37  QQORCRH-QFQSQQRLRACQ 55
AHG99681.1

2S albumin precursor (I11) M. oleifera 60%
Kk kkfp ok ok pkk ok kx

#ID corresponde ao nimero de identificagdo da proteina no NCBI. *+ simbolizam identidade e similaridade, respectivamente, entre os residuos da sequéncia

NH:-terminal e aqueles depositados no banco de dados.
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Tabela 5 — Analise comparativa da sequéncia NH,-terminal da cadeia B de Mo-CBP, com proteinas depositadas no NCBI

Cadeia B - ARRPAIQRCCQQLRNIQVQCR

Proteina Organismo Sequéncia Similaridade ID*

25 albumin precursor (14) M. oleifera 91 ARRPAIQRCCQOLRNIOPRCR 111 90% AHG99684.1
25 albumin precursor (13) M. oleifera 90 ROPAFORCCOOLRNISPECR 109 75% AHG99683.1
MO2.1 e MO2.2 M. oleifera >  RQPDFORCGOOLRNT 19 73% P24303.1
2S albumin precursor (12) M. oleifera 90 éEEEPTLEESSR%ETZ 106 71% AHG99682.1
2S albumin precursor (I11) M. oleifera 90 éﬁfi’”%ﬁfi@i?ﬂ‘j 106 71% AHG99681.1
2.1 protein M. oleifera > ROPDFORCCOOLRNISPECR - 24 70% CAC69951.1
25 albumin S. indicum oT o COQOLRIVDERCR 102 69% AAK15088.1
2S albumin-like S. lycopersicum 182 SQSS%ETSDTTF,? 196 67% XP_004244355.1
Mabinlin Il B C. masaikai 3 RRPALRQCCNQLR--QV 17 65% AAB25171.1
Basic 2S albumin H. annuus 76 QUECORLOTIDOOC B9 64% CAC81359.1

#ID corresponde ao nimero de identificagcdo da proteina no NCBI. (*) e (+) simbolizam identidade e similaridade, respectivamente, entre os residuos da

sequéncia NHz-terminal e aqueles depositados no banco de dados.
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Figura 8 — Alinhamento das sequéncias NH,-terminal correspondentes as cadeias A e B de Mo-CBP, e isoformas do
precursor de albumina 2S

n precursor (I4) MARFTLLLAIFALFLILANANVYRTTVELDEEPDDNQOGQOOQOQOCROQOFLTHQRLRACQOR 60
n precursor (13) MARITLLLATFGLLLLLTNAS IYRTTVELDEEADENQ---—QQRCRQOFQTHQRLRACQR 513
nin precursor (12) MARLTLLLATLALLVLLANASIYRTTVELDEEPDDNQ-—--—QQRCRHQFQTQQRLRACQCR 513
n precursor (I1) MARLTLLLATFALLVLLANASIYRTTVELDEEPDDNQ-—-—-—Q0ORCRHOFQSQQRLRACQR 56
---------------------------------------- QQQOCROGQQTHQRORVC Q- 19
\b*:**: ::*\b nh_\k\h
____________________________________________________________ 0
28 albumin precursor (I4) FIRRQTQGGGALEDVEDDVE---EIEEVVEPDQA--RRPAIQRCCQQOLRNIQPRCRCPSL 115
gg g;pgg;g\precursor (13) FIRRRTOGGGPLDEVEDEVD-—--EIEEVVEPDOQGPGRQPAFQRCCQOQOLRNISPPCRCPSL 113
2S albumin precursor (I2) VIRRWSQGGGPMEDVEDEIDE TDEI EEVVEPDQA-RR PPTLORCCROLRNVS PFCRCPSL 115
28 g;pgg;g\precursor (1I1) VIRRWSOGGGPMEDVEDEIGETDEIEEVVEPDQA-RRPPTLORCCROQLRNVSPFCRCPSL 115
CadejiazZz, @ 0 @ e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 15
CadeiaB = memmmemmmmm e e e e A--RRPATIQRCCQOQLRNIQVQCR-—-—— 21
W Gf::\lr\b\h‘b:\lﬂlr\b\ll:. ok
n precursor (I4) ROAVOLAHQQOOGOVGPQOVROMYRLASNI PAICNLRPMSCPFGQQ————— 160
n precursor (I3) ROAVOQLTHQQOOGQVGPQOVROMYRVASNI PSMCNLOQPMSCLFRQQQSSWL 163
1 precursor (IZ2) ROAVOSAQQOOGOVGPQOVGHMYRVASRI PAICNLQPMRCPFROQQSS—— 163
precursor (Il) RQAVQOSAQQOOGOVGPQOVGHMYRVASRI PAICNPQPMRCPFROQQOGS-—- 163
—————————————————————————————————————————————————— 1S
cadeiaB = e e e e e 21

NH:-terminal das cadeias A (amarelo) e B (azul) de Mo-CBP4 foram alinhadas com as 4 isoformas (11, 12, 13 e 14) de 2S
albumin precursor. Para o alinhamento foi utilizada a ferramenta Clustal Omega disponivel no site:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Aminoacidos idénticos estdo indicados por asterisco (*), substituices

conservadas, por dois pontos (:), substituicbes semi-conservadas por um ponto (.).
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5.4. Caracterizacdo Espectroscépica de Mo-CBP,

5.4.1. Espectro de absorgéo eletrénica

O espectro de absorcéo eletronica de Mo-CBP4 (1 mg/mL), gerado na faixa
de comprimento de onda de 220 a 350 nm, mostrou um pico em 280 nm. O coeficiente
de extincdo molar calculado para este comprimento de onda foi 0,573 mL.cmt.mg?
(FIGURA 9).

5.4.2. Espectro de dicroismo circular

Espectro da proteina nativa (FIGURA 10), solubilizada em tampéao fosfato
de sdadio 0,02 M, pH 7,0, a 25 °C, na faixa de 190 a 250 nm (regido do UV distante),
mostrou uma banda positiva em 195 nm, seguida por duas bandas negativas em torno
de 210 nm e 220 nm. Este padréo espectral € frequentemente observado em proteinas
ricas em estruturas a-hélices (WOODY, 1978; SREERAMA; WOODY, 2003).

A Tabela 6 mostra as fracdes de estruturas secundarias de Mo-CBPy4,
geradas por SELCON3, e uma comparacao com outras proteinas de sementes de M.
oleifera. Através do programa CLUSTER, a estrutura terciaria de Mo-CBP4 foi

classificada como pertencente ao grupo das proteinas alfa-beta.



Figura 9 - Espectro de absorcéo eletronica de Mo-CBP4
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A proteina (1 mg/mL) foi solubilizada em agua grau Milli-Q. As absorbancias
foram registradas na faixa de comprimento de onda de 220 a 350 nm em cubeta

de quartzo de 1 cm de caminho optico.
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Figura 10 - Espectro de dicroismo circular de Mo-CBP4 nativa
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A proteina (0,4 mg/mL), solubilizada em tampéao fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0,
foi colocada em cubeta de quartzo retangular com 0,1 cm de passo 6ptico. O

espectro foi coletado na regido de 190 a 250 nm a 25 C°.
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Tabela 6 - Distribuicdo dos padrdes de estrutura secundaria presentes em Mo-
CBP, e outras proteinas de sementes de M. oleifera

. Nao
p a—hélice Folhas— Volta- anci
Proteina § p ordenada Referéncia
Mo-CBP.* 36% 15% 19% 30% ;
b Kwaambwa;
MO 58% 10% i 33% _
Maikokera, 2008
MoL¢°
28% 23% 20% 28% Katre et al., 2008
d
cMoL 46% 12% 17% 250 Luz et al., 2013

As fragGes de estruturas secundarias de Mo-CBP4 foram obtidas a partir do programa SELCON3 com
uma média da raiz quadrada (RMSD) de 0,057.

a A proteina (0,4 mg/mL) foi solubilizada em tampé&o fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,0. O espectro de
dicroismo circular registrado entre 190 e 250 nm, a 25 °C.

b Proteina coagulante isolada por Ndabigengesere e Narasiah (1998).

¢ Moringa oleifera lectin.

4 Coagulant Moringa oleifera lectin.
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A estabilidade térmica de Mo-CBP4 foi analisada submetendo-a ao
aquecimento crescente e gradual de 20 °C a 90 °C, por 10 minutos em cada
temperatura. Os espectros gerados apresentaram diferengcas suaves em seus
formatos (FIGURA 11A). Estimando as fracdes de estruturas secundérias pelo
programa SELCON3 em cada temperatura, foi verificado que a partir de 70 °C ,h&4
diminuigdo no percentual de a-hélices e aumento de folhas-p (FIGURA 11B). De fato,
quando se aumenta a temperatura de 25 °C para 90 °C, a fragdo de a-hélices decresce
de 23,5% para 10,3%, enquanto a fracdo de folhas-B passa de 20,8% para 40,1%.
Apesar dessas modificacbes conformacionais, nao foi observado desenovelamento
ou desnaturacao, mostrando que Mo-CBP4 possui alta estabilidade térmica.

Mudancas na estrutura secundaria de Mo-CBPs também foram
investigadas em diferentes valores de pH (3,0; 5,0; 7,0; 9,0 ou 11,0), apds incubacgéo
por 30 minutos. A Figura 11A mostra que o padrdao dos espectros gerados
praticamente ndo se alterou em todos os pHs testados. Ao estimar as fracdes de
estruturas secundarias pelo programa SELCON3, foi verificada, em geral,
manutencdo dos percentuais de a-hélices, folhas-B, voltas-B e estruturas
desordenadas (FIGURA 12B). Por exemplo, nos pHs 3,0 e 11,0, respectivamente, as
fragcdes de a-hélice foram de 27,5% e 25,5%, e as de folhas-B corresponderam a
19,7% e 21,3%.

5.4.3. Espectro de fluorescéncia

O espectro de fluorescéncia de Mo-CBP4 foi obtido com a amostra
solubilizada em tampao fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0 e excitado a 280 nm (para
observar a emissao de fluorescéncia de aminoacidos aromaticos) e a 295 nm (para
observar a emissdo de residuos de triptofano, especificamente). A Figura 13 mostra
que quando Mo-CBP4 foi excitada a 295 nm, exibiu um maximo de emissédo de
fluorescéncia em torno de 350 nm, indicando que as cadeias laterais de triptofanos

estao expostas.
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Figura 11— Avaliacdo da estabilidade térmica de Mo-CBP,4 por dicroismo circular
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Espectros de dicroismo circular (A) e fracdes de estruturas secundarias (B) de

Mo-CBP; frente a diferentes temperaturas. A proteina (0,4 mg/mL), foi incubada

em temperaturas de 20 a 90 °C, em intervalos de 5 °C. O periodo de incubacéo

foi de 10 minutos para cada temperatura. O espectro foi coletado na regido de

190 a 250 nm. As fracbes foram estimadas pelo programa SELCONS3.
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Figura 12 — Avaliag&o da estabilidade de Mo-CBP, frente a diferentes pHs por

dicroismo circular
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Espectros de dicroismo circular (A) e fracdes de estruturas secundarias (B) de
Mo-CBP; frente a diferentes pHs. A proteina (0,4 mg/mL), foi solubilizada em
diferentes tampdes conferindo pHs 3,0; 5,0; 7,0; 9,0 e 11,0. O periodo de
incubacéo foi de 30 minutos para cada tampao. O espectro foi coletado na regido

de 190 a 250 nm. As fracdes foram estimadas pelo programa SELCON3.

pH



Figura 13 - Espectro de fluorescéncia de Mo-CBP4
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A proteina (0,02 mg/mL) foi dissolvida em tampéo fosfato de sédio 0,02 M, pH
7,0, e submetida as analises em espectrofluorimetro. A amostra foi excitada a
280 nm e 295 nm. O espectro de emissao foi coletado no intervalo de 300 a 440

nm.
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6. DISCUSSAO

A ousada proposta de uma proteina terapéutica envolve iniUmeras e
complexas analises que vao além dos estudos farmacolégicos e toxicolégicos. Em
termos de producdo, formulacéo e controle de qualidade, estas proteinas possuem
muitos desafios comparados aos farmacos de baixa massa molecular, devido a alta
complexidade estrutural, inerentes a estas entidades. Esta complexidade esta
relacionada a suas numerosas massas moleculares, possiveis conformacdes
(primérias, secundarias, tercidrias e quaternarias), solubilidades, estabilidades,
tempos de meia-vida, modificacdes pos-traducionais e micro-heterogeneidades
(CROMMELIN et al., 2003; SWARTZ; KRULL, 2009; STAUB et al., 2011). De fato,
metodologias analiticas adicionais sdo necessarias para uma boa e segura
caracterizagcdo destas moléculas. Nesta caracterizagdo, devem ser incluidas as
determinacdes de massa molecular, ponto isoelétrico, estrutura, pureza, carga e o
estudo de micro-heterogeneidade, sendo que para cada propriedade, pelo menos,
duas estratégias analiticas devem ser utilizadas (STAUB et al., 2011).

Quanto aos estudos de estabilidade, devem ser levadas em consideragao
as possiveis variagcdes quimicas e fisicas. As quimicas sao aquelas que envolvem
processos de formacdo e/ou quebra de ligacbes covalentes (por exemplo,
desaminacdao, proteodlise, racemizacao, oxidacdo, etc.). Ja as variacoes fisicas, que
sdo raras para drogas de baixa massa molecular, sdo aquelas causadas pela natureza
polimérica das proteinas, que possibilitam a formacdo de superestruturas (por
exemplo, estruturas secundarias, terciarias e quaternarias), fazendo com que haja
mudancas estruturais independentes de variacbes quimicas (MANNING; PATEL;
BORCHARDT, 1989; GOOLCHARRAN; KHOSSRAVI; BORCHRDT, 2000; STAUB et
al., 2011). Assim, este Capitulo 2 consistiu em caracterizar estruturalmente Mo-CBP4,
constituindo-se, dessa forma, como uma das etapas essenciais voltadas para o
potencial uso terapéutico dessa proteina. As metodologias utilizadas consistiram de
analises da massa molecular e pureza, por eletroforese e espectrometria de massas,
da estrutura primaria, por espectrometria de massas e degradacédo de Edman e, ainda,
da estrutura secundaria, por dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia.
Uma avaliacdo da estabilidade fisica de Mo-CBP4 foi também realizada por técnicas

espectroscopicas, incluindo variacdo de temperatura e do pH.
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Previamente, foi realizada a purificagdo da proteina utilizando a
metodologia descrita por Pereira e colaboradores (2011), com algumas modificacdes.
Tais modificagcbes realizadas tiveram como objetivos diminuir as etapas de
purificacdo, a fim de ser obtido um maior rendimento proteico, além de reduzir o custo.
De fato, com as trés mudancas no protocolo (retirada da etapa de concentracao de
proteinas por adicdo de sulfato de aménio, ndo realizacdo da eluicdo de proteinas
ligantes a quitina por incluséo de N-acetil-D-glucosamina no tampao de equilibrio e
substituicdo da matriz idnica de Resource S para CM-Sepharose), foi obtido um
rendimento cerca de onze vezes maior que o da metodologia anterior (passando de
1,17 £ 0,07 mg/gF para 13,06 + 1,06 mg/gF). O custo foi diminuido pela retirada ou
substituicdo de reagentes e materiais relativamente caros, como sulfato de amdnio,
matriz de Resource S e 0 agucar N-acetil-D-glucosamina, este ultimo apresentando
um custo em torno de R$ 550,00 por 100 g (cotagdo da empresa Sigma-Aldrich®). Um
estudo recente feito pelo nosso grupo de estudo estimou o custo para purificar um
miligrama de Mo-CBP4 em U$ 17,13, valor comparavel ao de outras proteinas vegetais
jA comercializadas, como papaina (U$ 12,08/mg), que €&, inclusive, utilizada como
composto ativo de um biofarmaco (COELHO, 2013).

Eletroforese em gel de poliacrilamida, sob condi¢des desnaturantes, foi
realizada com o intuito de verificar a purificacdo do material, bem como determinar a
massa molecular aparente de Mo-CBP4. Por essa técnica, a proteina em condi¢des
nao redutoras se apresentou como duas bandas proteicas: uma de 28,0 kDa e outra
de 17,0 kDa. Porém, quando a proteina foi tratada com B-mercaptoetanol, duas
bandas de baixa massa molecular foram visualizadas: uma menor em torno de 5,0
kDa e outra de 7,0 kDa. Os dados apresentados para condi¢cdes ndo redutoras
corroboram com os resultados encontrados por Pereira e colaboradores (2011),
porém, em condi¢des redutoras ndo houve repeticdo dos resultados. Isso pode ser
explicado pelo fato de a eletroforese apresentada anteriormente ter sido realizada em
gel de poliacrilamida 15%, dificultando a visualizacdo de cadeias polipeptidicas de
baixa massa molecular. Neste trabalho, foi utilizado um gel de poliacrilamida 17,5%.
Portanto, ao invés de proteina homodimérica, Mo-CBP4, na realidade, se apresentou
como uma proteina formada por duas cadeias distintas.

A analise de Mo-CBP4 intacta por espectrometria de massas resultou um

pico majoritario, correspondendo a uma massa de 11,780 kDa. Quando a proteina foi
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reduzida por ditiotreitol e alquilada por iodoacetamida, foi obtido um espectro com dois
picos majoritarios: um com massa de 3,888 kDa e outro com 8,428 kDa, comprovando
a natureza heterodimérica desta proteina.

Quanto a massa molecular, as proteinas coagulantes das sementes de M.
oleifera parecem compartilhar algumas semelhancgas. Os primeiros trabalhos com tais
proteinas mostraram que as massas moleculares variavam entre 6,0 a 16,0 kDa.
Apesar disso, ocorria a retencdo de compostos ativos em membranas de dialise com
limite de exclusdo de 12,0 kDa, sugerindo a formacdo de dimeros, trimeros ou
tetrameros dos agentes coagulantes (NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT,
1995). MoL, uma hemaglutinina de sementes de M. oleifera, apresentou um perfil
eletroforético semelhante ao de Mo-CBP4. Na auséncia do agente redutor, MoL se
mostrou como duas bandas de massas moleculares aparentes de 13,6 e 27,1 kDa.
porém, quando esta proteina foi submetida a filtracdo em gel, um unico pico
correspondendo a massa molecular de 14,0 kDa foi obtido, sugerindo a formacéo de
uma espécie dimérica devido a agregacdo em PAGE-SDS (KATRE et al., 2008).
cMolL, outra lectina de sementes de M. oleifera com propriedade floculante, quando
submetida a filtracdo em gel, apresentou um Unico pico correspondendo a massa
molecular de 30,0 kDa, porém, quando a estrutura primaria desta proteina foi
resolvida, revelou que, na verdade, se tratava de uma molécula com massa molecular
de 12,0 kDa. Assim, foi também sugerida a formacédo de oligbmero, consistindo de
trés subunidades de 12,0 kDa (LUZ et al., 2013).

Com a finalidade de obter dados acerca da estrutura primaria de Mo-CBP4,
esta foi submetida a digestao triptica, seguido de sequenciamento dos peptideos
gerados por espectrometria de massas. Peptideos 1, 2, 3 e 4 foram gerados (TABELA
3 e 4), e todos eles mostraram identidade com a sequéncia depositada da proteina
recombinante 2.1, derivada da clonagem de uma proteina coagulante de sementes de
M. oleifera (BROIN et al., 2002). Além disso, dois peptideos mostraram identidade com
as 4 isoformas do precursor de albumina 2S de M. oleifera. As sequéncias desses
precursores foram deduzidas a partir de clones gerados da sequéncia NHx-terminal
de Mo-CBP3, uma proteina também floculante isolada por nosso grupo de estudo
(GIFONI et al., 2012; BATISTA, 2013). Na tabela 3 € notado que os peptideos 1, 2 e

3 aparecem em sequéncia em relacéo a isoforma I3 do precursor de albumina 2S,
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comecando na posicdo 86 e terminando na posicdo 109. Provavelmente tais
peptideos aparecem seguidos na estrutura priméaria de Mo-CBPa.

Os quatro peptideos somam um total de 43 residuos, o que corresponde
em torno de 40% do total da proteina. Dentre os amino&cidos identificados, trés séo
residuos de cisteina, que podem levar a formacao de pontes dissulfeto, justificando o
aparecimento de duas cadeias quando a proteina é tratada com agentes redutores.
Outro fato interessante é a grande quantidade de residuos de glutamina. Estudos tém
mostrado que proteinas com regides ricas em glutamina tendem a formar oligdmeros
e, também, apresentar atividade floculante (BROIN et al., 2002).

Acredita-se que o mecanismo de coagulacao das proteinas de sementes
de M. oleifera (incluindo Mo-CBP4) seja regido por for¢as do tipo Coulomb, ou seja,
atracao e repulsédo de cargas. Como estas proteinas sdo macromoléculas cationicas,
as cargas positivas sobre suas superficies se ligam eletrostaticamente com particulas
negativas de argila e bactérias. A reducdo da repulséo eletrostatica leva a
aglomeracao das particulas que formam flocos, decantam por gravidade e deixam a
agua livre de residuos (GASSENSCHIMDT et al., 1995). Assim, € interessante frisar
gue dentre os residuos identificados nos peptideos gerados da digestdo de Mo-CBPg4,
11,6% séao de arginina e 2,3% de histidina, que contribuem para o carater catiénico de
Mo-CBP4, aléem de também poderem estar envolvidos na atividade coagulante desta
proteina.

Para o sequenciamento NH»-terminal de Mo-CBP4, as subunidades foram
previamente isoladas através de cromatografia de fase reversa acoplada ao HPLC. A
sequéncia gerada da <cadeia de menor massa (cadeia A) foi:
QQQQCRQGQQTHORQRVCQ. Em relacao a cadeia de maior massa (cadeia B), os
aminoacidos  gerados  foram: ARRPAIQRCCQQLRNIQVQCR. Somados
correspondem cerca 37% da sequéncia total de Mo-CBPa4. Quatro residuos de cisteina
foram identificados, sendo 2 na cadeia A e 3 na cadeia B, possibilitando a formacéao
de pontes dissulfeto. O aminoacido mais abundante foi glutamina, somando um total
de 15 residuos, seguido de arginina correspondendo a 8 residuos.

A analise comparativa das sequéncias geradas mostrou que a cadeia A
apresentou alta similaridade com todos os precursores de albumina 2S de sementes
de M. oleifera. A sequéncia da cadeia B, além dessas isoformas, também apresentou

similaridade com outras proteinas (floculantes) de M. oleifera, além de outras
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albuminas 2S, incluindo a mabinlin. Albuminas 2S sdo proteinas de estoque
vastamente distribuidas em sementes de plantas. Geralmente possuem baixa massa
molecular (12-15 kDa) e sdo compostas de 2 cadeias polipeptidicas diferentes ligadas
por pontes dissulfeto. A principal caracteristica da sequéncia de aminoacidos dessas
proteinas é a distribuicdo de seus 8 residuos de cisteina em um padrédo conservado

existem mais 2 pontes intracadeia que conferem estabilidade a estas proteinas
(PANTOJA-UCEDA et al., 2002).

Como as sequéncias das duas cadeias apresentaram alta similaridade com
as isoformas do precursor de albumina 2S, foi realizado o alinhamento destas
sequéncias utilizando a ferramenta Clustal Omega. As sequéncias destas isoformas
sédo provenientes da pré-proteina de Mo-CBP3, onde os 30 primeiros aminoacidos
correspondem ao peptideo sinal, seguido da cadeia A com cerca de 40 residuos, um
loop de 18 aminoéacidos que liga as duas cadeias e por ultimo a cadeia B com 67
residuos (FREIRE, 2013). A sequéncia NHz-terminal da cadeia A de Mo-CBP4 alinhou
na posi¢ao que corresponde a cadeia A de Mo-CBP3, chegando a 73% de identidade
com a isoforma 14. Em adicéo, a sequéncia gerada pelo sequenciamento NHz-terminal
da cadeia B de Mo-CBP4 também alinhou na posigéo correspondente a subunidade
maior de Mo-CBP3 com um percentual de identidade de 90% para a isoforma 14. Estes
dados indicam a alta similaridade entre essas duas proteinas.

Uma das técnicas mais utilizadas para estudar a estrutura secundaria de
uma proteina e suas variacfes é a espectroscopia de dicroismo circular. Como esta
macromolécula possui centros assimétricos ou quirais, a absorcdo da luz
circularmente polarizada a direita é diferente da esquerda, revelando a conformacéo
estrutural que ela pode adquirir (a-hélices, folhas-p, voltas ou estruturas
desordenadas), além de possibilitar a obtencao das fracfes destas conformacdes na
estrutura global da molécula (GREENFIELD, 2006). Espectroscopia de dicroismo
circular também € vastamente empregada na industria farmacéutica para elucidar
estruturas e alteracdes durante a purificacdo e formulacdo de biofarmacos (STAUB et
al., 2011). Nesse contexto, Mo-CBP4 foi submetida a esta técnica para elucidar sua
estrutura secundéria, além de analisar a estabilidade quanto a variacdo de

temperatura e pH.
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O perfil espectral de Mo-CBP4 na regidao do UV distante (190 - 250 nm),
mostrou uma banda positiva em 195 nm e duas bandas negativas em 210 nm e 220
nm, caracteristicas de proteinas ricas em estruturas a-hélices. Tal fato foi confirmado
ao estimar, a partir dos espectros obtidos, a composi¢cao de estruturas secundarias da
proteina. Para Mo-CBP4 nativa, em pH 7,0 a 25 °C, foram estimados 35% de a-hélices,
15% de folhas-B, 19% de voltas e 30% de estruturas desordenadas. Estes dados
foram obtidos através da utilizacdo do programa SELCON3, escolhido por ter gerado
uma média da raiz quadrada normalizada menor que 0,1 (NRMSD = 0,057), ou seja,
onde o espectro calculado foi 0 mais préoximo do experimental. O programa CLUSTER
mostrou que Mo-CBP4 pertence a classe de estrutura terciaria do tipo alfa/beta.

Outras proteinas de M. oleifera, incluindo duas lectinas (MoL e cMol),
apresentaram distribuicdo de padrbes de estruturas secundarias semelhantes a de
Mo-CBP4, com predominancia de a-hélices (KATRE et al., 2008; LUZ et al., 2013).
Porém, ao contrario destas duas hemaglutininas, a proteina objeto deste estudo nao
foi capaz de aglutinar diretamente eritrocitos de coelho e do homem (PEREIRA et al.,
2011).

Sabe-se que a estabilidade funcional de uma proteina geralmente esta
acompanhada de sua estabilidade estrutural. Assim, variacbes na estrutura
secundaria de Mo-CBP4foram monitoradas por dicroismo circular. Primeiro, a proteina
foi incubada por 10 minutos em diferentes temperaturas. Os espectros gerados
apresentaram apenas diferencas suaves em seus formatos, mantendo um perfil do
espectro com uma banda positiva em torno de 195 nm e duas bandas negativas em
210 e 220 nm, mesmo quando a proteina foi aquecida a 90 °C, evidenciando sua
estabilidade estrutural. Porém, quando foram estimadas as fracdes de padrbes
secundarios para todas as temperaturas testadas, foi observado que a partir de 75 °C
h&4 uma inversdo da conformacdo a-hélice para folhas-B. Estruturas como volta e
desordenada mantiveram suas fracbes ao longo do experimento. Apesar dessas
modificacdes conformacionais, ndo foi observado desenovelamento ou desnaturacgéao,
mostrando que Mo-CBP4 possui alta estabilidade térmica.

Quanto a estabilidade estrutural de Mo-CBP4 frente a variacdo de pH, o
perfil dos espectros obtidos mostrou manutenc¢éo do padrao original, com nenhum ou

pouco desvio. Quando estimadas as fra¢cdes de estruturas secundarias, mesmo entre
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os extremos de pH testados ndo houve mudancgas significativas nas quantidades de
a-hélices e folhas-3, confirmando a alta estabilidade da proteina.

Estudos anteriores mostraram que com Mo-CBP4 apresentou atividade
antinociceptiva quando administrada oralmente, inibindo em 50% as contorgbes
abdominais induzidas por acido acético em camundongos. Isto demonstra que,
mesmo em extremos de pH encontrados ao longo do trato gastrointestinal (em
camundongos, o pH do estdmago e do intestino delgado estdo em torno de 3,0 e 6,0,
respectivamente), a proteina se manteve resistente e integra o bastante para
apresentar tal acdo (MCCONNELL; BASIT; MURDAN, 2007; PEREIRA et al., 2011).
As andlises com a técnica de dicroismo circular apresentadas neste trabalho
confirmam tal resisténcia. Estabilidade desta proteina também foi testada simulando
variagcdo no tempo de prateleira e temperatura de armazenamento. Nos testes
realizados, Mo-CBPs foi armazenada por 3 ou 6 meses, em trés diferentes
temperatura, -20 °C, 4 °C e 25 °C. ApoOs os tempos de armazenamento, parametros
como solubilidade, capacidade de ligacéo a quitina e atividade antinociceptiva foram
comparados com o0s resultados obtidos com a proteina ndo armazenada. Os
resultados obtidos mostraram que Mo-CBP4 foi estavel frente ao armazenamento e
gue, embora tenha ocorrido uma pequena diminuicdo na solubilidade e na poténcia, a
proteina ainda apresentou atividade biolégica significativa (COELHO, 2013).

Estabilidade a extremos de pH e altas temperaturas € uma caracteristica
comum as proteinas isoladas de semente de M. oleifera. A proteina coagulante (MO),
isolada por Ghebremichael e colaboradores (2005), manteve sua atividade floculante
mesmo depois de aquecida a 95 °C, por 5 horas. Caracterizacdo espectroscopica
desta proteina confirmou a termoestabilidade, além de mostrar que mudancas no pH
do meio ndo era capaz de afetar sua estrutura secundaria. A hemaglutinina MoL
também manteve sua conformacdo estrutural e capacidade de aglutinar eritrocitos
guando submetida a variacdes de pH e temperatura (KATRE et al., 2008). cMoL
manteve-se ativa quando o pH do meio variou de 4,0 — 9,0, ou quando aquecida a 100
°C por 7 horas (SANTOS et al., 2009). Ao analisar a estrutura secundaria desta
proteina por dicroismo circular, Luz e colaboradores (2013) verificaram, assim como
para Mo-CBP4, uma diminui¢ado do conteudo de a-hélices, seguido de um aumento na
fracdo de folhas-B, quando submetida a altas temperaturas (a partir de 80 °C), nao

havendo mudancas quando submetida a condi¢cdes acidicas ou alcalinas. Outra
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proteina de semente de M. oleifera isolada por nosso grupo de estudo, Mo-CBP3,
mostrou-se altamente estavel, desde que sua atividade antifungica foi mantida mesmo
apos o tratamento térmico a 100 °C por 1 hora ou submetida a variac6es de pH do
meio, de 2,0 até 12,0 (GIFONI et al., 2012; BATISTA, 2013).

Os resultados expostos neste capitulo sugerem que Mo-CBPs é uma
proteina com grande potencial de uso futuro, talvez como biofarmaco, devido a sua
alta estabilidade frente a variacdes de temperatura e pH, além da sua alta resiténcia
a hidrdlise por enzimas digestivas. Estudos mais aprofundados acerca da obtencéo
de sua sequéncia completa e resolucdo de sua estrutura terciaria deverdo ser
realizados, a fim de que possam contribuir para o maior conhecimento de suas

potenciais utilizacdes e riscos.
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7. CONCLUSAO

Mo-CBP4 é uma proteina ligante a quitina de sementes de M. oleifera,
formada por duas cadeias polipeptidicas distintas (em torno de 3,9 e 8,4 kDa), unidas
por pontes dissulfeto. Dados estruturais indicam que ser essa proteina rica em
residuos de glutamina e aminoacidos basicos, tratando-se de uma proteina alfa-beta,

com alta estabilidade frente a variagbes de temperatura e pH.



Capitulo 3

Potencial Terapéutico de Mo-CBP,
nos Processos de Inflamagao e Dor




105

1. CARACTERIZACAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

A inflamacao é uma ferramenta essencial da imunidade inata humana para
remover patégenos e reparar danos em tecidos. Contudo, existe uma linha ténue entre
os efeitos benéficos e prejudiciais do processo inflamatério. Uma resposta
descontrolada pode acarretar em danos ao hospedeiro, tanto em uma situacao aguda,
como em uma situagdo cronica, gerando diversas enfermidades, incluindo artrite
reumatoide, doencas cardiovasculares, diabetes e doencas neurodegenerativas,
como o Alzheimer (TABAS; GLASS, 2013). Por este motivo, ha grande relevancia na
utilizacdo de drogas anti-inflamatérias para conter os danos causados pelo processo
inflamatorio.

Existem muitas e variadas drogas anti-inflamatorias e analgésicas no
mercado. Porém, € incessante a busca por novos farmacos com maior poténcia e
menos efeitos adversos e toxicidade. Uma fonte bastante promissora sdo as plantas
medicinais, com um arsenal de substancias capazes de tratar diversas enfermidades
(GAUTAM; JACHAK, 2009).

Dentre essas moléculas vegetais bioativas, destacam-se as lectinas, que
séo proteinas capazes de se ligar a carboidratos, inclusive aqueles determinantes de
alguma atividade biolégica em células humanas, tornando-as alvo de grandes
descobertas de interesse clinico e de potenciais aplicacbes biotecnologicas
(PUSZTAI; BARDOCZ; EWEN, 2008; LIU; BIAN; BAO, 2010). Estudos anteriores
mostraram, por exemplo, que lectinas vegetais que se ligam a acucares como N-acetil-
D-glucosamina (GIcNAc) e glucose-manose foram capazes de interferir em
parametros importantes da resposta inflamatoria, como a infiltracdo neutrofilica e
liberacdo de mediadores quimicos (MATSUDA et al., 1994; ASSREUY et al., 1997;
ALENCAR et al., 1999; MOTA et al., 2006; NUNES et al., 2009).

Seguindo essa tendéncia, M. oleifera se destaca pelo seu valor medicinal,
uma vez que extratos de todas as partes desta planta mostraram propriedades
farmacoldgicas reconhecidas pelo uso popular e corroboradas pela comunidade
cientifica (FERREIRA et al., 2008). Em particular, propriedades anti-inflamatoria e
antinociceptiva foram reportadas para raizes, folhas e sementes (CACERES et al.,
1992; SULAIMAN et al., 2008; SASHIDHARA et al., 2009). Nesse contexto, Nn0Sso

grupo de pesquisa isolou uma lectina ligante a quitina de sementes desta planta, com
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potente atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva, denominada Mo-CBP4. Tal
proteina, na dose de 10 mg/kg, foi capaz de inibir em 98,9% (quando administrada
pela via intraperitoneal) e 52,9% (ap0s aplicacdo pela via oral), o niumero de
contorcBes abdominais induzidas por &cido acético em camundongos, um modelo
experimental de dor inflamatéria tradicionalmente utilizado como ferramenta de
triagem para descoberta de novos agentes anti-inflamatérios e analgésicos. Além
disso, Mo-CBP4 apresentou resisténcia a protedlise em ensaio de digestibilidade in
vitro, utilizando pepsina, tripsina e quimotripsina, individualmente e em conjunto,
simulando o trato gastrointestinal. Diante do exposto, Mo-CBP4 mostra-se como uma
molécula bastante promissora para ser utilizada como agente terapéutico contra 0s
processos de inflamacgéo e dor, principalmente pela possibilidade de ser administrada
pela via oral. No entanto, é necessaria a caracterizacdo mais aprofundada da acao
farmacologica de Mo-CBP4, a fim de avaliar o seu potencial biotecnolégico. Dessa

forma, sdo perguntas que guiarao esta proposta:

Qual a poténcia farmacoldgica observada para Mo-CBP4, considerando a
via de administracéo oral, em relagcdo aos modelos mais especificos de nocicepcao e

inflamacéo experimental?

A atividade anti-inflamatéria de Mo-CBP4 esta relacionada com a sua

capacidade de interagir com carboidrato?

Quais os efeitos de Mo-CBP4 sobre a liberacdo de mediadores pré- e anti-

inflamatoérios?

A analgesia exibida por Mo-CBP4 esta relacionada com a sua atividade anti-
inflamatoria ou é decorrente de uma acéo central, como aquela apresentada por

sedativos?



107

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar o efeito de Mo-CBP4 na resposta inflamatoria e nociceptiva, além

de estudar os mecanismos envolvidos.

2.2. Especificos

e Avaliar o efeito de Mo-CBP4 sobre a migragédo de neutrofilos induzida por
carragenina, quando esta lectina € administrada intravenosamente;

e Investigar o potencial anti-inflamatorio de Mo-CBP4 quando administrada
via oral, utilizando modelo de peritonite induzida por zymosan, avaliando o
efeito sobre a migracéo de neutrofilos e liberacdo de citocinas pré- e anti-
inflamatorias;

e Analisar o envolvimento do sitio lectinico na atividade anti-inflamatéria de
Mo-CBPg;

e Avaliar a estabilidade da lectina, analisando a atividade anti-inflamatoria
apos tratamento térmico;

e Avaliar a atividade antinociceptiva de Mo-CBP4, utilizando o teste da
formalina;

e Avaliar a atividade anti-hipernociceptiva de Mo-CBPs4 no modelo de
sensibilizacdo da pata induzida por agente inflamatério inespecifico
(carragenina) e especifico (PGE: e epinefrina), além de investigar o efeito
sobre a migracdo de neutrofilos;

e Investigar o efeito de Mo-CBP4 sobre a atividade motora dos animais,

utilizando o modelo do campo aberto.



108

3. MATERIAIS

3.1. Proteina ligante a quitina de M. oleifera (Mo-CBP,)

Mo-CBP; foi purificada tal como descrito no item 4.1 (Capitulo 2). Para os
experimentos, Mo-CBPq liofilizada foi solubilizada em salina 0,15 M e centrifugada a
5000 x g, por 5 minutos, em temperatura ambiente.

3.2. Reagentes quimicos

Aminoguanidina,  carragenina, zymosan,  N-acetil-D-glucosamina,
epinefrina, indometacina, sulfanilamida, dicloreto de N-naftil-etilenodiamina, brometo
de hexadeciltrimetilamdnio e prostaglandina E» foram obtidos de Sigma Chemical Co,
St. Louis, EUA.

Anticorpo biotinilado de TNF-a, IL-1 e IL-10 foram obtidos de Dako
(Copenhagen, Dinamarca). Acido diaminoetileno e Tween 20 foram obtidos da Merck
(Frankfurt, Alemanha).

Outros reagentes utilizados incluiram diazepam (Roche, Brasil); Pandtico
Réapido (Laborclin, Brasil) e heparina (Cristalia, Brasil).

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.

3.3. Animais

Ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com massa corporal entre 200 e
300 g, e camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas, com massa corporea variando
entre 20 e 30 g foram fornecidos pelo Biotério Central da UFC e mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina
dessa mesma Instituicdo. Os animais foram mantidos em caixas plasticas contendo
agua e racao ad libitum e aclimatados (25 °C) em ciclo claro/escuro de 12 horas, antes
da realizacdo dos experimentos. Todos os esfor¢cos foram feitos para minimizar o

namero e o sofrimento dos animais utilizados. Apdés o término dos protocolos
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experimentais, o0s animais foram sacrificados por deslocamento cervical
(camundongos) ou inalagéo de halotano (ratos).

Os protocolos experimentais foram realizados em conformidade com as
diretrizes atuais para o cuidado de animais de laboratério e com as diretrizes éticas
para investigacdes experimentais da dor em animais conscientes, revisto e aprovado
pelo Comité de Etica de Pesquisa com Animais (CEPA) da UFC, com o nimero de

protocolo 86/10.
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4. METODOS

4.1. Atividade anti-inflamatéria de Mo-CBP,

4.1.1. Avaliacédo do efeito de Mo-CBP4, via endovenosa, sobre a migracédo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina

Ratos Wistar machos (n = 5) foram tratados previamente com 0,5 mL de
uma solucdo de Mo-CBP4 nas doses de 0,1, 1 ou 10 mg/kg ou salina (controle
negativo), via endovenosa. Trinta minutos depois, 0s animais receberam
intraperitonealmente o estimulo inflamatério carragenina (Cg; 500 pg/cavidade),
dissolvida em 1 mL de salina estéril. Quatro horas depois, o lavado peritoneal foi obtido
injetando 10 mL de salina contendo 5 UlI/mL de heparina na cavidade peritoneal dos
animais. O abdémen do animal foi massageado suavemente e, através de uma
incisdo, foram coletados cerca de 7 mL do fluido peritoneal com pipeta de Pasteur de
plastico.

As contagens total e diferencial dos leucécitos foram realizadas seguindo a
metodologia descrita por Souza e Ferreira (1985). Para tal, 20 uL do fluido coletado
foram diluidos em 380 puL de reagente de Turk (acido acético 2%; violeta genciana
0,2%) e, apdés homogeneizacdo, a contagem total dos leucdcitos foi realizada em
microscopio oOptico utilizando a camara de Neubauer. A contagem diferencial foi
realizada utilizando esfregacos corados em laminas. Neste procedimento, 50 uL do
lavado foram submetidos a centrifugacdo a 400 x g, durante 10 minutos
(citocentrifuga, modelo 2000D - Cientec). Apds esse procedimento, as células foram
coradas utilizando panoético rapido e a contagem realizada em microscépio Optico
binocular (modelo 021, Quimis®). Os resultados foram expressos como média *

desvio padréo. do nimero de neutréfilos x 103/mL de fluido peritoneal.

4.1.2. Avaliacéo do efeito de Mo-CBP4, via oral, sobre a migracdo de neutréfilos

para a cavidade peritoneal induzida por zymosan

A metodologia usada foi descrita por Doherty e colaboradores (1985), com

algumas alteragbes. Camundongos Swiss fémeas (n = 5) foram tratados previamente
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com Mo-CBP4 (10, 20 e 40 mg/kg) ou salina (controle negativo), via oral por gavagem
em um volume de 0,5 mL. Uma hora depois, 0s animais receberam
intraperitonealmente o estimulo inflamatério zymosan (Zy; 2,0 mg/cavidade) dissolvido
em 300 pL de salina estéril. Quatro horas depois da administracdo de zymosan, foi
obtido o lavado peritoneal injetando 3 mL de salina contendo 5 Ul/mL de heparina na
cavidade peritoneal dos animais. O abdomen do animal foi massageado suavemente
e, através de uma incisdo, foram coletados cerca de 2 mL do fluido peritoneal com
pipeta de Pasteur de plastico. Dexametasona (Dex; 1,0 mg/kg s.c.) foi administrada
30 minutos antes do agente inflamatorio, representando o controle positivo por se
tratar de uma droga anti-inflamatéria padréo.

As contagens total e diferencial dos leucdcitos foram realizadas como
descrito anteriormente. Os resultados foram expressos como media + desvio padréo.

do nimero de neutréfilos x 103/mL de fluido peritoneal.

4.1.2.1. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria de Mo-CBP4 ap0s aguecimento

Para avaliar a estabilidade de Mo-CBP4 frente a desnaturagéo térmica, a
proteina foi solubilizada em salina e aquecida por 1 hora a 100 °C. Apés esse
procedimento, camundongos foram tratados com Mo-CBP4, aquecida ou ndo, na dose
de 40 mg/kg, via oral, 1 hora antes da injecado i.p. do agente inflamatdrio zymosan. A
migracado dos neutroéfilos foi avaliada conforme descrito anteriormente no item 4.1.2.
Salina e dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) foram utilizadas como controle negativo e
positivo, respectivamente. Os resultados foram expressos como média + desvio

padrdo do nimero de neutréfilos x 103/mL de fluido peritoneal.

4.1.2.2. Avaliacao da participacdo do sitio de ligacdo ao carboidrato na atividade anti-

inflamatéria de Mo-CBP4

Para avaliar se o sitio lectinico de Mo-CBP4 estaria envolvido no seu
mecanismo de acdo anti-inflamatoéria, a proteina foi previamente incubada com o
acucar especifico, N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) 0,1 M, por 1 hora, a temperatura
ambiente. Em seguida, os animais foram tratados com a proteina (40 mg/kg, v.0.),

incubada ou ndo com GIcNAc, 1 hora antes da administracdo do zymosan. Um grupo
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foi tratado apenas com o agucar 1 hora antes da injecdo do agente inflamatério, para
descartar qualquer atividade inerente a tal substancia. A migragédo dos neutrofilos foi
avaliada conforme descrito anteriormente no item 4.1.2. Salina e dexametasona (1,0
mg/kg, s.c.) foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao do nimero de neutroéfilos x

10%/mL de fluido peritoneal.

4.1.2.3. Avaliacdo do efeito de Mo-CBP4 sobre a liberacdo de citocinas pré- e anti-

inflamatérias

Animais foram previamente tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg) via oral e, 1
hora depois, o agente inflamatério zymosan (2,0 mg/cavidade) foi injetado
intraperitonealmente. Salina foi usada como controle negativo. Duas horas depois da
inducgéo da peritonite, os camundongos foram levemente anestesiados com éter etilico
e amostras de sangue foram coletadas através do plexo retro-orbital, utilizando
capilares contendo EDTA (2%). O soro foi obtido por centrifugacdo do sangue durante
10 minutos, a 600 x g. O fluido peritoneal foi obtido como descrito anteriormente.

Para determinar as concentracdes de IL-1B, TNF-a e IL-10, foi utilizado o
ensaio de imunoadsorcao ligada a enzima (ELISA), baseado em protocolo ja descrito
(Cunha et al., 2000). Placas de microtitulacéo (96 pocos) foram sensibilizadas com 50
pL de tampéo PBS, contendo 2,0 pg/mL de anticorpo monoclonal anti-IL-13, anti-TNF-
a ou anti-IL-10 de soro de carneiro. As placas foram incubadas por 12 horas a 4 °C e,
apos esse periodo, lavadas de 3 a 5 vezes com tampéo PBS contendo 0,05% de
Tween 20. Em seguida, foram adicionados 50 puL de albumina sérica bovina 1%
(solucao de bloqueio) e procedida incubacédo durante 2 horas a temperatura ambiente.
As placas foram novamente lavadas como descrito anteriormente e, em seguida,
adicionadas das amostras testes (fluido e soro), em triplicata. Curvas-padrdo foram
obtidas utilizando concentracdes crescentes de IL-1B, TNF-a e IL-10, diluidas em
PBS-Tween. Apds um periodo de incubacéo de 24 horas a 4 °C, foram adicionados
0s anticorpos monoclonais biotinilados anti-IL-1B, anti-TNF-a e anti-IL-10, diluidos
BSA 1% e Tween 0,05%. Apdés 1 hora a temperatura ambiente, as placas foram
lavadas e foram adicionados 50 puL do complexo HRP — avidina, diluido 1:5000. A

reacdo foi interrompida com H2SO4 1 M e a absorbancia foi medida a 490 nm em



113

espectrofotometro. As concentracdes de citocinas contidas nas amostras foram
determinadas a partir da curva padréo. Os resultados foram expressos em picogramas
de citocinas/mL de soro ou de fluido peritoneal.

4.2. Atividade antinociceptiva de Mo-CBP,

4.2.1. Avaliacéo do efeito de Mo-CBP4 sobre anocicepcgéo induzida por formalina

O teste da formalina foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Hunskaar e Hole (1987). Para tal, camundongos foram tratados com a proteina em
doses crescentes (3,5, 10 e 20 mg/kg), via i.p. Salina foi utilizada como controle
negativo. Passados 30 minutos, formalina 2,5% foi administrada (20 pL) na regido
subplantar da pata direita dos animais. Imediatamente apés a inje¢cdo, os animais
foram colocados, individualmente, em funis de vidro de 20 cm de diametro, com
espelhos localizados na parte traseira, para facilitar a observacdo. O parametro
analisado foi o tempo de lambedura da pata, durante os primeiros 5 minutos (fase da
dor neurogénica) e de 20 a 25 minutos (fase da dor inflamatdria). Os resultados foram

expressos pelo tempo de lambedura (em segundos) + desvio padrao

4.2.2. Avaliagcdo do efeito de Mo-CBP4 sobre a hipernocicepgcdo mecanica

induzida por carragenina

Para avaliar a atividade anti-hiperalgésica de Mo-CBP4, foi utilizado o
método do von Frey eletrénico, modificado por Cunha e colaboradores (2004). Nesse
teste, € utilizado um anestesidometro (Insight) contendo um transdutor digital de forca,
expressa em gramas (g). Ao transdutor é adaptada uma ponteira de 0,05 mm? utilizada
para estimular diretamente a pata. Os animais sao colocados individualmente em
caixas de acrilico medindo 12 x 10 x 17 cm com assoalho de malha de arame nédo
maleavel, mantendo-os por 10 minutos para adaptacdo ao ambiente. Um espelho é
posicionado 25 cm abaixo das caixas de experimentacdo para facilitar o estimulo da
pata. Utilizando a ponteira em angulo reto, € aplicada uma pressdo gradual e
crescente na regido central da pata traseira do animal, o qual provoca uma resposta

de flexdo caracterizada pela retirada da pata. Apos observagdo desta resposta, o
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estimulo é interrompido. A intensidade de hipernocicep¢éo € quantificada através da
variagado da presséo aplicada na pata (4, limiar de estimulo em gramas). Esta variagao
€ obtida a partir da subtracé@o do valor medido antes do tratamento (To, medida basal)
e apbs a administracdo do estimulo (Tr). S&o realizadas trés medidas distintas para
cada animal, sendo calculada a média aritmética destes valores.

Utilizando essa abordagem, camundongos (n = 5) foram previamente
desafiados no von Frey eletrbnico, para a medida basal da forca aplicada na pata.
Ap6és isso, os animais foram tratados com Mo-CBP4 (20, 40 e 80 mg/kg) ou salina via
oral, 1 hora antes da sensibilizacdo com carragenina (Cg; 300 pg/pata; i.pl.).
Indometacina (5 mg/kg; i.p.) foi administrada 30 minutos antes da carragenina,
correspondendo ao controle positivo. Depois de 1, 3 e 5 horas da administracdo do
estimulo inflamatdrio, os animais foram submetidos ao estimulo mecanico no von Frey
eletrébnico e a pressdo foi anotada para esses tempos. A intensidade de
hipernocicepcao mecéanica foi calculada conforme descrito (A; =To-T1; A3=To-Tz e

As =To - Ts) e expressa como limiar de retirada em gramas.

4.2.2.1. Avaliagdo do efeito de Mo-CBPs4 sobre a migragdo de neutrofilos na

hipernocicep¢do mecéanica induzida por carragenina

Mo-CBPs (40 mg/kg) ou salina foram administradas oralmente em
camundongos. Depois de 1 hora, foi administrada carragenina na regiao intra-plantar
da pata traseira (300 pg/pata). Trés horas ap0s o estimulo (pico de atividade da
carragenina), os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o tecido
subcutaneo plantar das patas foi coletado e armazenado a -70 °C, para posterior
guantificacdo da atividade de mieloperoxidase (MPQO), como descrito anteriormente
por Cunha e colaboradores (2008).

No momento da dosagem, as amostras de tecido foram descongeladas e
incubadas em solucdo de brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,5% (HTAB), na
proporcao de 50 mg de tecido por mL, homogeneizados e centrifugados (1500 x g,
por 15 minutos, a 4 °C). O sobrenadante obtido foi transferido para um eppendorf e
submetido ao choque térmico em trés etapas de congelamento e descongelamento (-
20 °C; 10 minutos cada). O sobrenadante foi novamente homogeneizado e

centrifugado (1500 x g; 15 minutos, a 4 °C), para melhor remogéo de contaminantes.
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Em seguida, as amostras foram plaqueadas (duplicatas de 7 pL em placas de 96
pocos) e adicionados 200 pL da solucéo de leitura (5 mg de O-dianisidina; 15 L de
H202 1%; 3 mL de tampao fosfato; 27 mL de H20). A leitura da absorbancia foi obtida
a 460 nm (to=0 min e t;=1 min) em leitor de microplacas. A mudanca na absorbancia
foi plotada em uma curva padrdo de neutrofilos, expressa como neutréfilos/mg de

tecido e interpretada como atividade da enzima mieloperoxidase.

4.2.3. Avaliacdo do efeito de Mo-CBPs sobre a hipernocicep¢cdo mecanica
induzida por prostaglandina E2 (PGE->) e epinefrina

Camundongos foram tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg) ou salina via oral
e apos 1 hora PGE:2 ou epinefrina (100 ng/pata) foi administrada via i.pl., na pata
traseira. A hipernocicepgdo mecéanica foi avaliada 3 e 2 horas apo0s a administracio
de PGE: e epinefrina, respectivamente. O grupo controle negativo foi formado por
animais tratados com salina via oral. A intensidade de hipernocicep¢do mecanica foi
calculada conforme descrito (A = To - Tr) € expressa como limiar de retirada em

gramas.

4.2.4. Avaliacdo do efeito de Mo-CBP4 sobre a atividade motora de animais

submetidos ao campo aberto

O teste foi realizado utilizando a metodologia descrita anteriormente por
Archer (1973). Os animais (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg) ou salina
via oral e, apés 1 hora, colocados individualmente em caixas de acrilico (30 x 30 x 15
cm), com a parte inferior dividida em 9 quadrantes. Apds a ambientacao de 1 minuto,
0 numero de quadrantes cruzados foi contado por um periodo de 4 minutos. Foi
considerado um quadrado cruzado aquele em gque o animal permaneceu com as 4
patas repousadas sobre este. Um grupo de animais foi tratado com diazepam (5
mg/kg; i.p.) e, 30 minutos depois, foi submetido ao teste, correspondendo ao controle
positivo. Os resultados foram expressos como namero de quadrados cruzados +

desvio padréao.

4.3. Andlise estatistica
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Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. Para
verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos, foi realizada Andlise de
Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni. Para todas as analises, o resultado foi
considerado significativo quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Atividade anti-inflamatéria de Mo-CBP,4

5.1.1. Avaliagdo do efeito de Mo-CBP4, via endovenosa, sobre a migragcdo de

neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina

Carragenina induziu de forma significativa (p < 0,05) a migracdo de
neutréfilos (4200 + 180,3 neutrdfilos x 103/mL) para a cavidade peritoneal (FIGURA 1)
em ratos. O pré-tratamento com Mo-CBP4 foi capaz de reduzir a migracdo de
neutrofilos induzida pela administracdo intraperitoneal de carragenina, porém tal
atividade n&o se mostrou dose-dependente. Para as doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg houve
migracéo de 900 + 180,3, 1150 + 300,0 e 2033 + 637,1 neutrdfilos x 103/mL de fluido,
respectivamente. Apesar de uma tendéncia a reduzir o efeito observado, quando
aumentada a dose de Mo-CBPg4, a analise estatistica ndo mostrou diferenca entre as
doses testadas. Na menor dose (0,1 mg/kg), foi observado que o numero de
neutrofilos equiparou-se ao do grupo controle salina, com uma inibicdo de 79% da

migracao induzida pelo agente inflamatorio.

5.1.2. Avaliacéo do efeito de Mo-CBPg, via oral, sobre a migracéo de neutrofilos

para a cavidade peritoneal induzida por zymosan

A atividade via oral de Mo-CBP4 foi avaliada usando o modelo de
peritonite induzida por zymosan em camundongos. A administracdo de zymosan
induziu de forma significativa (p < 0,05) a migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal (7471,7 + 782,1 neutréfilos x 10%/mL). A migracdo de neutréfilos para
cavidade peritoneal em animais que receberam previamente Mo-CBP4 has doses de
10, 20 e 40 mg/kg, foram quantificados 5524,5 + 1735,2, 6742,5 + 935,2 e 3902,8 +
192,58 neutréfilos x 103/mL de fluido, respectivamente (FIGURA 2). Apenas a dose
de 40 mg/kg mostrou efeito significativo, com uma inibicdo de 48%, tendo sido
escolhida para dar continuidade aos estudos em relacéo a atividade anti-inflamatoria
de Mo-CBP4. Dexametasona (Dex), um corticéide usado como droga de referéncia,

foi capaz de inibir em 84% a migracao de neutrofilos.
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Figura 1. Mo-CBP, (e.v.) reduz a migracdo de neutrofilos induzida por

carragenina em ratos
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Ratos (n = 6) foram tratados com Mo-CBP4 (0,1, 1 e 10 mg/kg), via e.v., 30
minutos antes do agente inflamatorio, carragenina. Migracdo neutrofilica foi
avaliada 4 horas depois. As colunas verticais representam a meédia + desvio
padrdo. *Diferente em relacéo a salina; *Diferente em relacéo a carragenina (p <

0,05) pelo teste de Bonferroni.
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Figura 2. Mo-CBP4 (v.0.) reduz a migracao de neutréfilos induzida por zymosan
em camundongos
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Camundongos (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 (10, 20 e 40 mg/kg), 1 hora
antes do agente inflamatdrio, zymosan. Dexametasona foi utilizada como
controle positivo (Dex; 1 mg/kg; s.c.). Migracdo neutrofilica foi avaliada 4 horas
depois. As colunas verticais representam a média + desvio padréo. *Diferente
em relacdo a salina (veiculo); #Diferente em relagédo ao zymosan (p < 0,05) pelo

teste de Bonferroni.
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5.1.2.1. Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria de Mo-CBP4 apds aquecimento

Mo-CBP4, mesmo quando submetida ao tratamento térmico (100 °C, por 1
hora), manteve sua atividade anti-inflamatéria, na dose de 40 mg/kg, via oral. A
inibicdo da migracao de neutrdfilos ocasionada pela proteina aquecida foi em torno de
50%, nao se mostrando diferente daquela da proteina ndo aquecida. Zymosan induziu
de forma significativa (p < 0,05) a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal
e dexametasona, usado como referéncia, se mostrou como anti-inflamatorio (FIGURA
3).

5.1.2.2. Avaliacéo da participacdo do sitio de ligacdo ao carboidrato na atividade anti-
inflamatoria de Mo-CBP4

Para avaliar a participacao do sitio lectinico de Mo-CBP4 na atividade anti-
inflamatoria, a proteina foi previamente incubada com GIcNAc 0,1 M, por 1 hora. A
proteina complexada com o carboidrato teve seu efeito inibido, quando administrada
oralmente na dose de 40 mg/kg, enquanto que a proteina sozinha inibiu a migracao
de neutrofilos em 40%. GIcNAc 0,1 M néo foi capaz de causar reducéo significativa (p
> 0,05) na migracdo de neutroéfilos (FIGURA 4).

5.1.2.3. Avaliagéo do efeito de Mo-CBP4 sobre a liberagédo de citocinas pro- e anti-

inflamatorias

No soro dos animais tratados com Mo-CBP4, foi verificada diminuicdo do
nivel de IL-13, em torno de 23%, quando comparada com a producao induzida por
zymosan (FIGURA 5A). Ja para TNF-a, ndo houve interferéncia por parte do pré-
tratamento com a proteina (FIGURA 5B). Por outro lado, IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria, teve sua producéo sistémica aumentada nos animais que receberam Mo-
CBP4, antes da administracdo do indutor inflamatério, em comparagdo ao grupo
controle (FIGURA 5C). Para as dosagens no fluido peritoneal, ndo foi encontrada
interferéncia nos niveis de citocinas, quando considerado o pré-tratamento com Mo-
CBP4 (FIGURA 6).
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Figura 3. Mo-CBP, mantém a atividade anti-inflamatéria, mesmo apos

tratamento térmico a 100 °C, por 1 hora
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Camundongos (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg), aquecida (100
°C, por 1 h) ou ndo, 1 hora antes da injecdo de zymosan. Dexametasona foi
utilizada como controle positivo (Dex; 1 mg/kg; s.c.). Migracdo neutrofilica foi
avaliada 4 horas depois. As colunas verticais representam a meédia + desvio
padrdo. *Diferente em relacdo a salina (veiculo); #Diferente em relagdo ao

zymosan (p < 0,05) pelo teste de Bonferroni.
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Figura 4. Mo-CBP,4 associada ao agUcar especifico, N-acertil-D-glucosamina 0,1
M, ndo possui efeito inibitério sobre a migracdo de neutrofilos induzida por

zymosan em camundongos
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Camundongos (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 na dose de 40 mg via oral,
incubada ou ndo com GIcNAc (0,1 M), 1 h antes da injecdo de zymosan.
Dexametasona foi utilizada como controle positivo (Dex; 1 mg/kg; s.c.). Migracao
neutrofilica foi avaliada 4 horas depois. As colunas verticais representam a
média + desvio padrdo. *Diferente em relacédo a salina (veiculo); #Diferente em

relacdo ao zymosan (p < 0,05) pelo teste de Bonferroni.
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Figura 5. Mo-CBP, altera os niveis de IL-1B e IL-10, mas ndo de TNF-a, no soro

de camundongos, em modelo de peritonite induzida por zymosan
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Camundongos (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg; v.0.) ou salina, 1

hora antes do estimulo (Zy; 2 mg/cav; i.p.). As dosagens de IL-1f (A), TNF-a (B)

e IL-10 (C) foram feitas no soro obtido 4 horas apés a injecdo de zymosan. As

barras representam média + desvio padrédo. **Indicam diferenca significativa (p

< 0,05) quando comparado ao grupo salina e zymosan, respectivamente

(ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 6. Mo-CBP, ndo altera os niveis de IL-18, TNF-a e IL-10 no fluido

peritoneal de camundongos, em modelo de peritonite induzida por zymosan
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Camundongos (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg; v.0.) ou salina, 1
hora antes do estimulo (Zy; 2 mg/cav; i.p.). As dosagens de IL-1f (A), TNF-a (B)
e IL-10 (C) foram feitas do fluido peritoneal obtido 4 horas apds a injecdo de
zymosan. As barras representam meédia = E.P.M.. *Indica diferenca significativa
(p < 0,05) quando comparado ao grupo salina (veiculo) (ANOVA, teste de

Bonferroni).
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5.2. Atividade antinociceptiva de Mo-CBP,

5.2.1. Avaliacao do efeito de Mo-CBP4 sobre anocicepcéao induzida por formalina

Mo-CBP4, ao ser administrada intraperitonealmente 30 minutos antes da
injecdo do agente nociceptivo, foi capaz de diminuir o tempo de lambedura da pata
em 62%, na dose de 10 mg/kg, na fase inflamatéria da dor (22 fase), chegando a abolir
guase que totalmente (95% de inibicdo) na dose de 20 mg/kg. Porém, na fase
neurogénica da dor, Mo-CBP4 s6 apresentou atividade antinociceptiva na dose de 20
mg/kg, diminuindo em torno de 64% o tempo de lambedura da pata induzida por
formalina (FIGURA 7).

5.2.2. Avaliacdo do efeito de Mo-CBPs sobre a hipernocicepcdo mecénica

induzida por carragenina

Animais sensibilizados previamente com carragenina, e apos 1, 3 e 5 horas
submetidos ao teste do von Frey eletrbnico, mostraram aumento na intensidade de
hipernocicepcdo mecéanica em relacdo ao grupo que recebeu salina (controle). Mo-
CBP4, quando administrada na dose de 40 mg/kg, via oral, 1 hora antes da
sensibilizacdo, apresentou atividade anti-hipernociceptiva, diminuindo em 31%, 18%
e 30% a intensidade de hipernocicepcdo causada apos 1, 3 e 5 horas da
administracdo de carragenina, respectivamente. Na dose de 80 mg/kg da proteina,
estas inibicdes foram de 52%, 27% e 30%, respectivamente. Mo-CBP4, nas duas
doses (40 e 80 mg/kg) e nos trés tempos testados, ndo apresentou diferenca
significativa em sua atividade quando comparada a indometacina, um anti-inflamatorio

nao esteroidal utilizado como droga de referéncia para este tipo de teste (FIGURA 8).
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Figura 7. Mo-CBP4 (i.p.) reduz o tempo de lambedura da pata de camundongos

induzida por formalina 2,5%
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Camundongos (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 (3,5, 10 e 20 mg/kg),
intraperitonealmente, 30 minutos antes da injecao intra-plantar de 20 pL de
formalina 2,5%. As colunas verticais representam a média + desvio padréo.
*Diferente (p < 0,05) em relacdo ao controle de cada fase, pelo teste de

Bonferroni.
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Figura 8. Mo-CBP4reduz hipernocicepc¢éo inflamatéria aguda em camundongos

induzida por carragenina
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Camundongos (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 (20, 40 ou 80 mg/kg; v.0.)
ou indometacina (5 mg/kg; i.p.), 1 hora ou 30 minutos antes da injecdo de
carragenina (300 pg/pata), respectivamente. Apés 1, 3 e 5 horas da
administracao do estimulo inflamatério, os animais foram desafiados no von Frey
eletrénico. Resultados sédo expressos como média + desvio padrédo. *Diferente

em relagdo a salina; #“Diferente em relacéo a carragenina (p < 0,05) pelo teste de

Bonferroni.
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5.2.2.1. Avaliacdo do efeito de Mo-CBP4 sobre a migracdo de neutrofilos na

hipernocicepg&o mecanica induzida por carragenina

A migracdo de neutréfilos na pata dos animais, apds o estimulo
inflamatoério, foi estimada, dosando a atividade mieloperoxidasica no tecido
proveniente da pata sensibilizada. Carragenina (300 pg/pata), quando aplicada na
pata do animal, provocou acumulo de neutréfilos em comparacao ao grupo salina. Mo-
CBP4, quando administrada oralmente, 1 hora antes da sensibilizacdo da pata, na
dose de 40 mg/kg, foi capaz de prevenir a migracao de neutréfilos, com uma inibicdo
em torno de 96% em relacdo ao grupo carragenina (FIGURA 9)

5.2.3. Avaliacdo do efeito de Mo-CBPs sobre a hipernocicepcdo mecénica
induzida por prostaglandina E> (PGE>) e epinefrina

PGE: e epinefrina s&o dois mediadores que sensibilizam diretamente
nociceptores e ao serem administrados por via i.pl. na pata dos animais foram capazes
de aumentar a intensidade de hipernocicep¢cao mecanica, avaliada pelo teste do von
Frey eletronico. O pré-tratamento oral com Mo-CBP4 (40 mg/kg) néo interferiu na

sensibilizacdo destes mediadores (FIGURA 10).

5.2.4. Avaliagcéo do efeito de Mo-CBP4 sobre a atividade motora de animais

submetidos ao campo aberto

Mo-CBP4 (40 mg/kg) néo interferiu na atividade motora dos animais,
guando administrada oralmente, ja que o numero de quadrados cruzados, no tempo
de 4 minutos no campo aberto, equiparou-se ao do grupo salina. Diazepam, um
ansiolitico utilizado como droga de referéncia para este teste, foi capaz de diminuir em
torno de 79% o nimero de quadrados cruzados em relagédo ao grupo salina (FIGURA
11).
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Figura 9. Mo-CBP,4inibe a migracdo de neutréfilos induzida por carragenina na

pata de camundongos
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Camundongos (n = 5) foram tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg) ou salina, via
oral, 1 hora antes da injecédo de Cg (300 ug/pata). Apds 3 horas da administracao
do estimulo inflamatério, os camundongos foram sacrificados e o tecido
subplantar foi retirado para quantificacdo de mieoloperoxidase. Resultados sdo
expressos como média + E.P.M. *Indica diferenca significativa (p < 0,05)

comparado com o grupo salina (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 10. Mo-CBP4 néo reduz a hipernocicepc¢éao inflamatdria aguda induzida

por PGE; ou epinefrina
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Camundongos foram tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg; v.0.) ou salina 1 hora
antes da injecdo de PGE: ou epinefrina (100 pg/pata). Apés 3 horas ou 1 hora
da administracdo de PGE: e epinefrina, respectivamente, os animais foram
desafiados no von Frey eletrénico. Resultados sdo expressos como média +

desvio padrao. *Diferente em relacdo a salina (p < 0,05) pelo teste de Bonferroni.
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Figura 11. Mo-CBP, ndo afeta a atividade locomotora de camundongos

submetidos ao campo aberto
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Os animais foram tratados com Mo-CBP4 (40 mg/kg; v.0.) ou salina. Uma hora
depois, os animais foram submetidos ao campo aberto e os quadrados cruzados
foram contados por 4 minutos, deixando-0s anteriormente por 1 minuto para
adaptacdo. Diazepam (Dz 5 mg/kg; i.p.) foi usado como controle positivo.
Resultados sé@o expressos como meédia + desvio. *Diferente em relacdo ao

tratamento com salina (p < 0,05) pelo teste de Bonferroni.



132

6. DISCUSSAO

O presente capitulo objetivou o estudo mais aprofundado das atividades
anti-inflamatoria e antinociceptiva de Mo-CBP4, utilizando modelos especificos e que
possibilitem fornecer pistas sobre o mecanismo de acdo farmacoldgica dessa
proteina.

Na primeira parte, foram abordados estudos para analisar a atividade anti-
inflamatéria de Mo-CBP4. O modelo inicialmente utilizado foi o de peritonite induzida
por carragenina em ratos. Carragenina € um polissacarideo sulfatado que, quando
injetado na cavidade peritoneal de ratos, provoca reacao inflamatéria aguda, iniciando
através do reconhecimento desta molécula por parte das células residentes,
principalmente macrofagos. Estas células séo, entdo, ativadas a secretar mediadores
inflamatorios, como citocinas (TNF-a, IL-1B), quimiocinas, produtos do acido
araquidonico e oOxido nitrico, que induzem o recrutamento de leucocitos circulantes
para o sitio da inflamacdo. Nesta inflamacéo, de carater agudo, os leucocitos mais
abundantes séo os neutroéfilos (SOUZA et al., 1988).

Os resultados obtidos mostram que Mo-CBP4, quando administrada
endovenosamente, inibiu a migracado de neutrofilos causada por carragenina ja na
menor dose (0,1 mg/kg). Todavia, esse efeito ndo ocorreu de maneira dose-
dependente, ja que ndo houve reducédo do recrutamento de neutrofilos ao aumentar a
guantidade de proteina administrada.

Atividade anti-inflamatoria via endovenosa ja foi relatada para outras
lectinas de plantas, porém nenhuma demonstrou, utilizando a mesma metodologia,
uma atividade tdo potente (em torno de 79%) em uma dose baixa (0,1 mg/kg), quanto
a de Mo-CBP4. Hemaglutinina de Hypnea cervicornis, que tem afinidade por mucina,
no mesmo modelo de peritonite induzida por carragenina, inibiu em 38% a migracao
de neutréfilos na dose de 0,1 mg/kg (BITENCOURT et al., 2008). As lectinas de
Canavalia grandiflora e Parkia biglobosa, ambas manose/glucose especificas,
também diminuiram o recrutamento de neutréfilos induzido por carragenina na dose
de 1 mg/kg (NUNES et al., 2009; SILVA et al., 2013). A lectina galactose especifica
isolada de sementes de Luetzelburguia auriculata apresentou atividade anti-
inflamatoria quando administrada endovenosamente na dose de 2 mg/kg (ALENCAR

et al., 2010). Ja a lectina de Lonchocarpus sericeus, que tem como acucar ligante
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especifico N-acetil-D-glucosamina, so foi capaz de reduzir a migracdo de neutréfilos
induzida por carragenina na dose de 3 mg/kg (NAPIMONGA et al., 2007).

Em estudos anteriores foi demonstrado também que Mo-CBP4, via oral, na
dose de 10 mg/kg, foi capaz de inibir em 52% as contor¢des abdominais induzidas por
acido acético. Esta atividade é bastante promissora jA que a maioria dos farmacos
utilizados é administrada por via oral e deglutidos. Assim, outra abordagem foi
realizada com o intuito de investigar o potencial anti-inflamatério desta proteina,
quando administrada oralmente em modelo inflamatério mais especifico.

O modelo experimental escolhido foi o da peritonite induzida por zymosan,
pois este modelo é utilizado em camundongos, 0 que possibilitou um estudo mais
aprofundado com uma quantidade reduzida de proteina. Zymosan & uma substancia
derivada da parede celular da levedura Sacharomyces cerevisae, contendo uma
mistura de polissacarideo, proteina e lipideo que, quando injetado na cavidade
peritoneal de camundongos, desencadeia um processo inflamatério agudo, com o
aumento da permeabilidade vascular e migracdo de neutrdfilos. Assim como a
carragenina, sua acao é dependente de células residentes, como macrofagos, que
depois de ativados, liberam mediadores inflamatérios, incluindo citocinas,
guimiocinas, produtos do acido araquidonico e 6xido nitrico (DOHERTY, 1985).

Foram utilizadas trés doses crescentes de Mo-CBP4 (10, 20 e 40 mg/kg),
comecando com a dose que apresentou efeito sobre as contor¢cdes induzidas por
acido aceético. Os resultados mostram que somente na dose de 40 mg/kg a lectina
apresentou atividade anti-inflamatoéria, inibindo cerca de 48% a migracdo de
neutrofilos induzida por zymosan.

A habilidade de Mo-CBP4 exercer uma acgao farmacolégica via oral é um
fato a ser frisado no presente estudo. Sabe-se que uma substancia quando passa pelo
trato gastrointestinal estd sujeita a diversos fatores, capazes de provocar sua
inativacdo, como a digestdo mecanica, a digestdo enzimatica e os extremos de pH.
De fato, a proteina aqui estudada parece ser bastante resistente a essas barreiras.
Estudos anteriores, utilizando o modelo de digestibilidade in vitro, mostraram que Mo-
CBP, foi resistente & acdo de proteases de animais monogastricos, como pepsina,
tripsina e quimotripsina, tanto quando a proteina foi incubada com tais enzimas
individualmente, como em sequéncia, simulando a passagem da proteina pelo trato
gastrointestinal (PEREIRA et al., 2011). Em adicdo, analises de estabilidade através

da técnica de dicroismo circular, descritas neste trabalho (Capitulo 2), mostraram,
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também, que a estrutura secundaria de Mo-CBP4 praticamente ndo se alterou quando
ela foi incubada em tampdes com pHs variando de 3 a 11, reforgcando a hip6tese de
gue Mo-CBP4, provavelmente, atravessa o estbmago e chega até o intestino de forma
integra para ser internalizada e exercer sua agéo farmacoldgica.

Seguindo esta tendéncia, a estabilidade da lectina frente a desnaturacéo
térmica também foi estudada, aquecendo-a a 100 °C por 1 hora e depois testando sua
atividade anti-inflamatéria, no modelo de peritonite induzida por zymosan em
camundongos. A proteina foi administrada via oral na dose de 40 mg/kg. Mo-CBP4
aquecida manteve sua atividade, inibindo em torno de 50% a migracéo de neutrofilos
para a cavidade peritoneal. Esse resultado corrobora com o estudo exposto no
Capitulo 2, onde uma analise abordando dicroismo circular mostrou que a proteina
incubada em temperaturas de 20 a 90 °C manteve seus padrdoes de estrutura
secundaria. Adicionado a isso, sequéncias obtidas de peptideos tripticos provenientes
de Mo-CBP4 continham, pelo menos, trés residuos de cisteina, passiveis de formacéo
de pontes dissulfeto, reforcando a estrutura da proteina e dificultando a desnaturacéo
térmica.

Sabe-se que, na medicina tradicional, a infusdo de sementes de M. oleifera
em agua fervente é utilizada contra diversas enfermidades inflamatérias. Caceres e
colaboradores (1992), em um estudo etnofarmacoldgico, demostraram que tal
formulacao popular foi eficaz em inibir o edema de pata induzido por carragenina em
ratos. Diante deste fato, pode ser suposto que Mo-CBP4 seja um dos principios ativos
desta infusdo, pois se trata de uma proteina anti-inflamatoria, solivel em agua e
resistente a altas temperaturas.

Os dados de estabilidade de Mo-CBP4 corroboram com resultados
encontrados para outras lectinas ligantes a quitina, que séo altamente resistentes a
extremos de pH e proteases, tornando-se uma caracteristica comum entre estas
proteinas (BROEKAEST et al.,, 1992; BORMANN et al., 1999). Essa propriedade
parece ser, também, comum as proteinas coagulantes de sementes de M. oleifera,
como a proteina isolada por Ghebremichael e colaboradores (2005), que manteve sua
atividade floculante mesmo depois de aquecida a 95 °C por 5 horas, ou a cMoL, que
permaneceu ativa quando o pH do meio variou de 4,0 — 9,0, ou quando aquecida a
100 °C por 7 horas (SANTOS et al.,, 2009). Mo-CBP3, outra lectina de M. oleifera
isolada por nosso grupo de pesquisa, manteve, também, sua atividade antifingica

mesmo apés aquecimento a 100 °C por 1 hora (GIFONI et al., 2012).
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Os neutrofilos (também conhecidos como granulécitos neutrofilicos ou
leucdcitos polimorfonucleares) séo as células de defesa mais abundantes na
circulacdo sanguinea do homem. Eles tém papel fundamental na defesa imune contra
bactérias e fungos patogénicos e, também, participam da reacdo inflamatéria
(NATHAN, 2006). O recrutamento de neutréfilos do vaso sanguineo para o local
inflamado é dependente da acdo de distintas moléculas, que atuam em sequéncia
especifica. Um inicial e essencial evento na migragdo de neutréfilos envolve o
rolamento e a ades&o de “baixa afinidade” mediada pelas selectinas (lectinas) e seus
carboidratos ligantes. Trés membros da familia de selectinas participam desse
evento: E-selectinas (expressas no endotélio), P-selectinas (expressas no endotélio e
nas plaguetas) e L-selectinas (expressas nos leucocitos). A expressao dessas
proteinas é regulada pela producao de citocinas em resposta ao agente inflamatorio
(VESTWEBER; BLANKS, 1999; LOWE, 2003). Em seguida, uma firme adeséao entre
0s neutrofilos e 0 vaso € causada pelo aumento da expressao de integrinas e seus
ligantes, principalmente moléculas de adesao célula-vaso 1 (VCAM-1) e moléculas de
adesao intercelular 1(ICAM-1). Com esta interacdo, os leucocitos param de rolar, o
citoesqueleto destas células é reorganizado e, finalmente, conseguem migrar para o
sitio da inflamacgédo (COOK-MILLS; DEEM, 2005).

Apesar do papel benéfico dos neutrofilos ao hospedeiro, a ativagao
inapropriada destas células pode levar a danos no tecido durante uma reacéo
inflamatdria exagerada (NATHAN, 2006; NEMETH; MOCSAI, 2012). Assim, drogas
gue tenham como alvo a inibi¢do da interacao neutrofilos-endotélio, para o tratamento
de doencas inflamatorias agudas, tornam-se um campo bastante promissor (PANES
et al., 1999).

E sabido que muitas lectinas exdgenas tém sido descritas como moléculas
capazes de interferir em processos inflamatérios, inibindo o rolamento, adesao e,
consequentemente, a infiltracdo de neutréfilos em diversos modelos experimentais.
Lectinas de Araucaria angustifolia, Hypnea cervicornis e L. auriculata, como descrito
anteriormente, preveniram a migracao de leucdcitos, sendo este efeito dependente do
sitio lectinico, uma vez que a administracdo concomitante com seus respectivos
acucares especificos reverteu tal fato (MOTA et al., 2006; ALENCAR et al., 2010;
FIGUEIREDO et al., 2010).

Diante desses dados, foi decidido, aqui, investigar se a interacao ao

carboidrato consistia em um processo essencial para a atividade anti-inflamatéria de
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Mo-CBP4. A proteina foi, entdo, incubada com seu acUcar especifico, N-acetil-D-
glucosamina (GIcNAc), na concentracdo de 0,1 M, por 1 hora, & temperatura
ambiente. Tais parametros foram escolhidos por serem os mesmos utilizados para
testar a interacdo da proteina com a matriz de quitina, constituindo o primeiro passo
cromatografico do processo empregado na sua purificacdo. Mo-CBP4, ligada ou néo
ao carboidrato, foi administrada oralmente, na dose de 40 mg/kg e, posteriormente, a
peritonite foi induzida por zymosan. Os resultados mostraram que a inibicao (de 40%)
da migracdo de neutréfilos da proteina foi totalmente revertida quando ela estava
complexada ao carboidrato.

Em uma explicagéo classica para o mecanismo de acéo anti-inflamatoria
de lectinas, pode-se dizer que a migracao de neutréfilos esta sendo inibida por Mo-
CBP4 através da competicdo ou bloqueio de carboidratos ligantes comuns as
selectinas que, como ja abordado anteriormente, sdo proteinas essenciais para a
interacéo inicial dos leucdcitos ao endotélio.

Os resultados apresentados também corroboram com estudos realizados
por Alencar et al. (1999), no qual consistiram em investigar o envolvimento de trés
acucares diferentes (incluindo o N-acetil-D-glucosamina) na migracao leucocitaria
induzida por carragenina, utilizando trés lectinas anti-inflamatoérias. Nesse estudo, foi
mostrado que glicoconjugados contendo N-acetil-D-glucosamina sdo essenciais para
0 recrutamento de neutrofilos. Assim, pode ser inferido que Mo-CBP4 pode ser uma
ferramenta especifica na prevencdo da migracao leucocitaria e, por conseguinte, da
atividade anti-inflamatoria. Outros estudos mais especificos devem ser realizados a
fim de esclarecer este efeito inibitério de N-acetil-D-glucosamina.

Outra abordagem utilizada para estudar o mecanismo de acdo de Mo-CBP4
foi avaliar o efeito que esta proteina tem sobre a liberacdo de citocinas pro- e anti-
inflamatorias, apOs ensaio de peritonite induzida por zymosan. Durante a fase aguda
do processo inflamatério, as citocinas TNF-a e IL-1B sao secretadas por células
residentes ativadas por estimulos imunes e ndo imunes (DINARELLO, 2000). Tais
mediadores quando injetados em diferentes modelos animais induzem a migracéo de
neutrofilos (BOMBINI et al.,, 2004). Em contrapartida, a neutralizacdo destas
moléculas ou seus receptores reduz a migracao de leucdcitos induzida por diferentes
estimulos inflamatérios (SMEETS et al., 2005; FELDMANN; PUSEY, 2006). Portanto,

tais citocinas sdo essenciais e primordiais para o processo inflamatério.
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Os resultados apresentados mostram que Mo-CBP4 ndo foi capaz de
interferir na liberacdo dessas citocinas pro-inflamatérias no local da inflamacgéo
(dosagem do fluido peritoneal), porém, reducdao foi detectada no nivel de IL-1 dosada
do soro dos animais.

Outras lectinas também influenciaram na liberagédo de IL-13 em modelos
de inflamagdo aguda. A aglutinina de C. grandiflora em peritonite induzida por
zymosan reduziu os niveis desta citocina no fluido peritoneal (NUNES et al., 2009). A
lectina de L. sericeus, que tem como acucar especifico N-acetil-D-glucosamina, inibiu
a migracao de neutrdéfilos induzida por carragenina, além de reduzir os niveis de IL-13
e TNF-a em modelo de peritonite e edema de pata (NAPIMOGA et al., 2007).

Mo-CBP4 também mostrou afetar os niveis de IL-10 no soro dos animais
submetidos a peritonite induzida por zymosan. IL-10 € a mais importante citocina anti-
inflamatoria da resposta imune. Ela desativa a sintese de citocinas pro-inflamatoérias
por monadcitos/macrofagos, inibindo NF-kB e promovendo a degradacdo de RNA
mensageiro de mediadores proé-inflamatérios (OPAL; DEPALO, 2000). Estudos
utilizando a lectina do latex de Synadenium carcatum mostraram que a administracao
oral desta proteina foi capaz de inibir o extravasamento de neutroéfilos e eosinofilos
em inflamacdo aguda e cronica e de aumentar os niveis de IL-10 no sangue de
animais submetidos a um modelo de asma inflamatdria. A lectina de Viscum album
também induziu a producéo de IL-10 em células mononucleares do sangue periférico
de animais em modelos imunomodulatérios, sugerindo que outras lectinas de plantas
com acdo terapéutica podem agir similarmente a estas duas aglutininas
(HOSTANSKA et al., 1995; ROGERO et al., 2007).

E sabido que existe uma relacdo proxima entre a inflamacdo e dor, ja
evidenciada em diversos estudos. Como dito anteriormente, Mo-CBP4 apresentou
atividade antinociceptiva, quando administrada por via oral na dose de 10 mg/kg,
inibindo as contor¢cBes induzidas por acido acético em camundongos. Porém, o
modelo utilizado € inespecifico quanto a origem da dor que estd sendo inibida.
Portanto, a segunda parte do presente capitulo consistiu em aprofundar os estudos
sobre a atividade analgésica de Mo-CBPa.

A primeira abordagem realizada foi o teste da formalina, que € um dos
modelos mais validos para avaliar a dor clinica (AMARAL et al., 2007). Esse teste
consiste em injetar uma solucéo de formaldeido 2,5% na regido intraplantar da pata

dos animais, provocando um estimulo nociceptivo, que é visualizado através da
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lambedura da mesma. Este teste envolve uma nocicep¢do aguda tbnica moderada
caracterizada por duas fases distintas. A primeira fase é causada predominantemente
pela ativacdo dos nociceptores das fibras sensoriais, principalmente as do tipo C. J&
a segunda fase é caracterizada como uma dor de origem inflamatéria, desencadeada
por uma combinagdo de estimulos inflamatérios, além de mecanismos de
sensibilizacdo espinhal e central (TJOLSEN et al., 1992; TJIOLSEN; HOLE, 1997).
Resultados experimentais tém indicado que a substancia P e bradicinina participam
da fase neurogénica, podendo ser suprimida principalmente por drogas analgésicas
de acao central (opidides, como morfina). Na segunda fase, alguns mediadores como
histamina, serotonina, bradicinina, aminoacidos e prostaglandinas podem estar
envolvidos na dor inflamatoria, a qual € muito sensivel a agdo da maioria dos anti-
inflamatorios néo esteroidais, incluindo o acido acetil salicilico, indometacina e
naproxeno (DAl et al., 2002).

Os resultados obtidos para Mo-CBP4 mostram uma tendéncia da analgesia
estar relacionada a atividade anti-inflamatoria, desde que na dose de 10 mg/kg (a
mesma utilizada no teste de contor¢des induzidas por acido acético) so foi observada
diminuicdo do tempo de lambedura da pata na segunda fase, sendo esta inibicdo de
62%. A lectina de Caulerpa cupressoides mostrou o0 mesmo perfil antinociceptivo de
Mo-CBP4, desde que reduziu apenas a fase inflamatoria da nocicepgéo causada pela
injecdo da formalina. Além disso, essa lectina ndo apresentou atividade analgésica no
teste da placa quente, utilizado para avaliar a atividade central via receptores supra-
espinhal e espinhal (OLIVEIRA et al., 2010). Em contrapartida, a lectina de sementes
de C. brasiliensis reduziu ambas as fases do teste da formalina, além de aumentar o
tempo de laténcia no teste da placa quente, evidenciando uma acdo central via
receptores opiodides (PIRES et al., 2010). Portanto, havendo fortes evidéncias de que
a atividade antinociceptiva de Mo-CBP4 estava envolvida com sua atividade anti-
inflamatoria, e que tais acdes foram obtidas também quando a proteina foi
administrada oralmente, o proximo passo foi investigar o seu potencial analgésico, via
oral, utilizando um modelo mais especifico de dor inflamatéria.

Vérios protocolos podem ser utilizados para o estudo do efeito de
substancias sobre a hipernocicepc¢ao ou nocicepcéo inflamatoria. Tais testes podem
ser de dois tipos principais: 0os que avaliam a acdo de drogas que causam a
estimulacéo de vias nociceptoras, transformando em um comportamento indicativo de

dor manifesta, como € o caso do teste da formalina ou contor¢des abdominais
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induzidas por acido acético; e os que avaliam o poder sobre o efeito de drogas que,
através da sensibilizac@o das fibras neuronais, diminuem o limiar de tolerancia a um
estimulo (seja ele mecanico, térmico ou quimico), indicando a presenca de fenbmenos
como hipernocicepcao ou alodinia (LUZ, 2012).

O teste de pressao crescente ou von Frey eletrbnico € um modelo de
hipernocicepc¢dao inflamatéria mecéanica, que consiste na prévia sensibilizacdo da pata
dos animais utilizando estimulos inflamatérios com acao indireta (carragenina) ou
direta (PGE2 e aminas simpaticas) e na avaliacdo desta sensibilizacdo por meio da
resposta do animal a uma pressao exercida por um anestesidmetro eletrénico. Esta
técnica permite a quantificacdo de analgesia periférica de drogas com diferentes
mecanismos de acdo (CUNHA et al., 2004). Assim, inicialmente, a atividade anti-
hipernociceptiva de Mo-CBP4 foi avaliada utilizando o testes de von Frey. A
carragenina induz a sensibilizacdo inflamatoria através de uma cascata de citocinas
liberadas por células residentes ou células migrantes iniciada pela producdo de
bradicinina (FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993). TNF-a é a primeira citocina a
ser liberada, que provoca a liberacdo de IL-6/IL-1B e CINC-1, responsaveis pela
estimulacdo da sintese de prostaglandinas e liberacdo de aminas simpatomimeéticas,
respectivamente (VERRI et al., 2006). Estes ultimos mediadores sao responsaveis
pela sensibilizacéo direta dos nociceptores (CUNHA et al., 2005).

Os resultados mostram que o tratamento via oral de Mo-CBP4 foi capaz de
inibir a sensibilizacdo causada por carragenina nos trés tempos testados, nas duas
maiores doses (40 e 80 mg/kg), ndo havendo diferencas entre elas. A poténcia anti-
hipernociceptiva da lectina foi equiparada a da indometacina, um anti-inflamatério néo-
esteroidal, utilizado como droga analgésica/anti-inflamatéria padréo para este teste.

Indmeras pesquisas demonstram que na hipernocicep¢do mecanica, a
presenca e ativacao de neutrofilos no foco inflamatorio séo essenciais para a liberacéo
de mediadores quimicos, como prostaglandinas e aminas simpaticas, que atuaréo
diretamente na sensibilizacdo de nociceptores (LEVINE et al., 1984; 1985; LAVICH
et al., 2006; CUNHA et al., 2008; GERRERO et al., 2008; LEMOS et al., 2009; SOUTO
et al., 2011). Tendo esse conhecimento, foi investigado, também, se a atividade anti-
hipernociceptiva de Mo-CBPs; estaria relacionada a inibicdo da migracdo de
neutrofilos, ja discutida anteriormente no estudo da atividade anti-inflamatéria da
proteina. Para isso, foi quantificada a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO),

gue é uma proteina estocada nos granulos azuroéfilos de neutréfilos ativados e liberada
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no fluido extracelular durante o processo inflamatério. Como a MPO representa cerca
de 5% do peso seco total de um neutrdfilo, tal dosagem fornece uma quantificacéo
indireta destas células polimorfonucleares que migraram para o local da inflamacéo
(SUZUKI et al., 1983; LORIA et al., 2008).

Os resultados mostram claramente uma reducdo na migracdo de
neutréfilos nos animais pré-tratados oralmente com Mo-CBP4. Em relagcédo ao grupo
gue recebeu apenas carragenina, a inibicdo chegou em torno de 96%. Este resultado
corrobora com os estudos encontrados para as lectinas de C. grandiflora e L. sericeus
que, utilizando o mesmo protocolo de hipernocicepcédo mecéanica inflamatéria induzida
por carragenina, demonstraram relacdo da atividade antinociceptiva com a reducao
da migracao de neutrofilos, utilizando dosagem de MPO. Para esta ultima lectina, que
tem como acucar especifico N-acetil-D-glucosamina, a reducdo da MPO esta
relacionada a diminuicdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-1B e
TNF-a, no tecido inflamado (NAPIMOGA et al., 2007; NUNES et al., 2009). Lectina da
alga Hypnea cervicornis também apresentou acao anti-hipernociceptiva com
diminuicdo de MPO, porém tal atividade foi similarmente encontrada quando a
sensibilizacao foi induzida por prostaglandina E> (PGEz) (FIGUEIREDO et al., 2010).

As prostaglandinas séo consideradas mediadores finais da dor inflamatoria,
visto que podem ativar diretamente 0s nociceptores, ou seja, independem da liberacéo
de outros mediadores para promover esta sensibilizacdo (FERREIRA et al., 2009).
Dessa maneira, PGE. é capaz de aumentar a permeabilidade vascular, promover
vasodilatacdo e diminuir o limiar de disparos de potenciais de ac¢édo, facilitando a
excitacdo neuronal, levando a hiperalgesia (CALDER, 2009; FERREIRA et al., 2009).
Em adicdo, tem sido demonstrado que, em um quadro inflamatério, além das
prostaglandinas, as aminas simpaticas (noradrenalina, epinefrina e dopamina) séo
capazes de induzir hipernocicepcédo mecanica diretamente (NAKAMURA,; FERREIRA,
1987; KHASAR et al., 1999).

Diante dos dados apresentados, outro modelo foi abordado a fim de
investigar se Mo-CBP4 seria capaz de bloquear diretamente a sensibilizacdo de
nociceptores. Para tanto, foi realizada a inducdo da hipernocicep¢do através da
injecao intraplantar de PGE> ou epinefrina, seguida de quantificacdo da dor mecanica
no von Frey eletrénico. Os resultados mostram que a lectina nao foi capaz de inibir a
hipernocicepcdo exercida pelos mediadores mencionados, indicando que sua

atividade analgésica € dependente da atividade anti-inflamatéria. Este dado corrobora
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com aquele encontrado para a lectina de L. sericeus, que compartilha com Mo-CBP4
semelhanca no acucar ligante especifico (NAPIMOGA et al., 2007). E importante
mencionar o fato de analgésicos que atuam inibibindo a ciclo-oxigenase (anti-
inflamatérios ndo esteroidais), producéo de citocinas (talidomida) ou a migracéo de
neutrofilos (ficuidina), assim como Mo-CBP4, também n&o apresentaram efeito sobre
a hipernocicepcéo induzida por PGE: (RIBEIRO et al., 2000; CUNHA et al., 2008).
Portanto, outros estudos devem ser realizados para aprofundar o mecanismo de acao
antinociceptiva de Mo-CBPa.

Para descartar qualquer hipétese de efeito sedativo, foi avaliada a acdo de
Mo-CBP4 sobre a atividade motora dos animais utilizando o teste do campo aberto.
Esta metodologia é vastamente usada para investigar o comportamento de animais
submetidos a sedativos (CHOLERIS et al., 2001). Os resultados mostram que Mo-
CBP4, na dose utilizada para o modelo de hiperalgesia, ndo afetou a atividade motora
dos animais em relagcdo ao controle salina. JA4 o diazepam, uma droga sedativa,
diminuiu em 79% os quadrados cruzados pelos animais.

Por fim, diante dos dados aqui expostos, Mo-CBP4 mostrou-se como uma
proteina passivel de utilizacdo como ferramenta contra os processos de inflamacéo e
dor, inclusive podendo ser utilizada pela via oral. E provavel que sua atividade seja
via inibicdo de migracao neutrofilica, com efeito tanto sobre citocinas pré-inflamatéria
(IL-1B), como anti-inflamatdria (IL-10). A atividade analgésica da proteina depende da
reducdo do processo inflamatério e ndo afeta a atividade locomotora dos animais.
Estudos mais especificos abordando efeitos sobre mediadores inflamatérios e
modulacdo dos mesmos devem ser realizados, bem como um estudo mais
aprofundado da acdo de Mo-CBP4 sobre o rolamento de neutrofilos, a fim de ser
estabelecer, por completo, o mecanismo de acdo farmacolégica desta lectina de

sementes de M. oleifera.
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7. CONCLUSAO

Mo-CBP4 mostrou potente atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva,
considerando a via de administracdo oral. Sua acdo contra o processo inflamatério foi
dependente do sitio de interacdo ao agucar especifico, N-acetil-D-glucosamina e,
assim como sua estrutura secundaria, a poténcia da acdo nao foi alterada por altas
temperaturas. Essa proteina afetou os niveis de IL-1$ e IL-10 na circulacdo sanguinea
dos animais, mas nao os de TNF-a. A atividade analgésica da lectina esta relacionada

com inibicdo do processo inflamatério por parte desta proteina.
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1. CARACTERIZACAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

Desde os anos 1980, proteinas tém emergido como uma importante nova
classe de farmacos, com mais de 200 produtos disponiveis no mercado. Essas
macromoléculas atuam de maneira dindmica e diversificada, catalisando reacdes
bioquimicas, formando receptores ou canais em membranas, proporcionando a
comunicacdo intra/extracelular, além de poderem transportar moléculas para os
diversos compartimentos celulares ou de um 6rgdo a outro (WALSH, 2010). O
desenvolvimento destas biomoléculas esta principalmente relacionado aos grandes
avancgos na tecnologia do DNA recombinante. Em 2008, Leader e colaboradores
propuseram uma classificacdo de todas as proteinas terapéuticas em uso, baseada
na sua acdo farmacolOgica: proteinas terapéuticas com atividade enzimatica ou
regulatéria (ex. insulina e hormdnio de crescimento), aquelas com atividade sobre
alvos especificos (ex. etanercept e abciximab), vacinas (ex. antigeno de superficie da
hepatite B) e proteinas de diagndstico (ex. hormonio de liberacdo de glucagon). Tais
pesquisadores também chamaram atencao na maneira como essas moléculas atuam,
com alta complexidade e eficacia, que nenhuma droga sintética de pequena massa
molecular consegue mimetizar. Tais a¢des as tornam bastante especificas diminuindo
também os possiveis efeitos adversos. No entanto, apesar das vantagens, as
proteinas terapéuticas, assim como as pequenas moléculas, devem prover pureza,
seguranca e poténcia durante o seu desenvolvimento.

Durante a producdo de uma proteina terapéutica, deve ser realizada uma
sequéncia de estudos nao clinicos, que consistem na andlise da seguranca de
utilizacdo da droga (toxicologia e seguranca farmacoldgica), da farmacocinética e
outras bioandlises, como avaliacdo da imunogenicidade. Todas estas atividades sao
pré-requisitos para iniciar o estudo clinico de um novo biofarmaco. Os objetivos destes
testes sdo semelhantes aos de drogas de pequena massa molecular: reconhecer
potenciais toxicidades (identificacdo, avaliacdo e caracterizacdo de riscos de
utilizacdo), identificar parametros adequados para monitoramento clinico
(biomarcadores) e contribuir para a selecdo da dose que sera utilizada em humanos
(BAUMANN, 2009).

Como ja abordado anteriormente, nosso grupo de estudo isolou uma lectina
ligante a quitina, a partir de sementes de M. oleifera, chamada de Mo-CBP4, que

possui grande potencial de utlizacdo como ferramenta farmacologica contra
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processos de inflamacdo e dor. Devido as diversas utilizacdes desta planta,
principalmente relacionada a purificacdo de agua, existem muitos trabalhos avaliando
a toxicidade do extrato aquoso de suas sementes, constatando baixa ou nenhuma
toxicidade do mesmo (SATTAUR, 1983; JAHN, 1988; FERREIRA et al., 2009; ROLIM
et al., 2011). Contudo, um estudo para analisar possiveis efeitos toxicos da lectina
aqui estudada deve ser realizado, para seguir com seu estudo farmacoldgico. Assim,
foram propostos alguns testes ndo clinicos a fim de se avaliar a seguranca da
utilizacdo de Mo-CBP4 purificada. Portanto, as atividades propostas neste capitulo tem

COMo eixo o0 seguinte questionamento:

Sabendo-se que sementes de M. oleifera apresentam baixa toxicidade oral,
sera que a elevada poténcia farmacoldgica de Mo-CBP4 estaria aliada a uma baixa
toxicidade?
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a atividade toxica de Mo-CBP4 visando estudar sua seguranca

farmacoldgica.

2.2. Especificos

e Realizar teste de toxicidade aguda de Mo-CBP4 por via oral, em dose Unica,
usando camundongos fémeas;

e Realizar teste de toxicidade de Mo-CBP4 por via oral, em doses repetidas
por 28 dias, usando camundongos machos e fémeas;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro de Mo-CBP4, em células tumorais e normais;

e Avaliar a genotoxicidade in vitro de Mo-CBPa.
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3. MATERIAIS

3.1. Animais

Camundongos Swiss (Mus musculus), com massa corporea variando entre
20 e 30 g, foram fornecidos pelo Biotério Central da UFC e mantidos na sala de
manutencdo do Laboratério de Bioprospecc¢édo de Recursos Regionais (Bioprospec)
da UFC. Os animais foram mantidos em caixas plasticas contendo agua e racéo ad
libitum e aclimatados (25 °C) em ciclo claro/escuro de 12 horas, antes da realizagcao
dos experimentos. Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero e o
sofrimento dos animais utilizados. Apos o término dos protocolos experimentais, 0s
animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

Os protocolos experimentais foram realizados em conformidade com as
diretrizes atuais para o cuidado de animais de laboratério e com as diretrizes éticas
para investigacOes experimentais da dor em animais conscientes, revisto e aprovado
pelo Comité de Etica de Pesquisa com Animais (CEPA) da UFC, com o nimero de

protocolo 86/10.

3.2. Células

Linhagens de células leucémicas humana (HL-60), de cancer de colon
(HCT-8) e cancer de cérebro (SF295) foram doadas pelo Instituto Nacional do Cancer
dos Estados Unidos (Bethesda, MD). Células mononucleadas de sangue periférico
humano (CMSP) foram obtidas de doadores saudaveis. Hemacias para o ensaio
hemolitico foram obtidas a partir de sangue de camundongos.

Células de carcinoma de mama (MCF-7) e células de carcinoma de colon
(Caco-2), ambas originadas de humanos, foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA).

3.3. Reagentes quimicos e outros materiais
Albumina sérica bovina (BSA), aminoacidos ndo essenciais, Triton X-100,

Ficoll®-Hypaque, penicilina e estreptomicina foram obtidos da Sigma-Aldrich
Chemical Co (St. Louis, EUA).
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Meio RPMI 1640 e soro fetal de vitelo foram obtidos da Gibco (Carlsbad,
EUA).
Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.
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4. METODOS

4.1. Estudo de toxicidade aguda de Mo-CBP, (dose Uunica) via oral em

camundongos

O estudo de toxicidade aguda de Mo-CBP4 foi baseado no guia 423 da
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OCDE).
Camundongos fémeas (n = 3), pesando entre 20 e 25 g, foram submetidas a uma
Unica dose, via oral, de 2000 mg/kg de Mo-CBP4, dissolvida em salina 0,9%. Um
segundo grupo foi formado para receber apenas o veiculo, constituindo o controle.
Antes e depois da administragdo, os animais ficaram em jejum por 2 e 1 hora,
respectivamente. Apés a administracao e por um periodo de 14 dias, os animais foram
inspecionados quanto a mortalidade e variagbes no comportamento, tais como:
piloerecdo, ptose palpebral, diarreia, contorcdo abdominal, locomocéo, ténus
muscular, tremor, salivacdo e convulsdo. A massa corporea foi mensurada nos dias
0,7 e 14.

4.2. Estudo de toxicidade oral de Mo-CBP, em doses repetidas (28 dias) em

camundongos

O estudo de toxicidade oral de Mo-CBP4, em doses repetidas, foi baseado
no guia 407 preconizado pela OCDE (1995). Para isso, 5 grupos (n = 10; 5 machos e
5 fémeas) foram formados, sendo 2 grupos controle (salina e BSA 100 mg/kg) e 3
experimentais (Mo-CBP4 nas doses de 10, 40 e 100 mg/kg). Tais doses foram
escolhidas de acordo com os estudos prévios, onde 10 mg/kg correspondeu a dose
gue inibiu 52% das contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, quando a
lectina foi administrada oralmente (PEREIRA et al., 2011). As outras duas doses séo
4 e 10 vezes maiores que a dose terapéutica. Diariamente, durante 28 dias, 0os animais
eram deixados em jejum por 2 horas, tratados por gavagem com as respectivas
amostras e deixados novamente em jejum por mais 1 hora. O peso dos animais foi
verificado de 4 em 4 dias. A racdo consumida foi obtida através da diferenca entre a
massa da racdo oferecida e a massa da racdo apos um periodo de 7 dias, dividida
pela massa corpoérea total de todos os animais daquele grupo. Ocorréncia de morte e

variagbes comportamentais, como piloeregéo, ptose palpebral, diarreia, contorcao
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abdominal, locomog¢ao, tonus muscular, tremor, salivacdo e convulsdo, foram
observadas e anotadas. No 28° dia, 3 animais de cada grupo foram colocados em
caixas individuais para coleta de urina. No 29° dia, os animais foram deixados em
jejum durante 2 horas e depois levemente sedados com éter etilico, para coleta de
sangue via seio retro-orbital, a ser usado na determinacdo de parametros
hematoldgicos e bioquimicos. Apds sacrificio por deslocamento cervical, 0s animais
foram pesados, dissecados e analisados quanto a existéncia de variagdo anatomo-
morfolégica nos érgaos. Figado, rins, baco, pulmdes, coragdo, cérebro, estdbmago,
duodeno, jejuno, ileo, intestino grosso, pancreas, bexiga, timo e érgdos do aparelho
reprodutor masculino ou feminino foram removidos e pesados para obter a massa
Umida relativa de acordo com a equacdo abaixo. Por fim, os o6rgdos foram
mergulhados em formalina 10% por 24 horas e depois mantidos em alcool 70%, para
posterior analise histopatologica.

Massa do 6rgao x 100
Massa total do animal

Massa umida relativa (%) =

4.2.1. Determinacado de parametros hematolégicos

Ao final do experimento, com ajuda de capilares heparinizados, 0 sangue
foi coletado pelo plexo retro-orbital dos animais. Parte do sangue coletado foi colocado
em microtubo contendo heparina, para analise hematolégica. Uma aliquota de 15 pL
de sangue de cada animal foi submetida ao analisador hematolégico veterinario
(Sysmex, modelo pocH-100iV Diff, Kobe, Japao). Os parametros hematoldgicos
verificados foram: numero de leucdécitos, nimero de hemacias, concentracdo de
hemoglobina, hematécrito, volume corpuscular médio (V.C.M), hemoglobina
corpuscular média (H.C.M.), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(C.H.C.M.), amplitude de distribuicdo das hemacias medida como coeficiente de
variacdo (RDW-CV), numero de plaquetas, nimero de linfécitos e nimero de outros

leucdcitos (neutrofilos, eosindéfilos e mondcitos).
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4.2.2. Determinacdo de parametros bioquimicos

ApoOs coleta de sangue em microtubos, estes foram deixados em geladeira
em torno de 16 horas, para completa coagulacdo. Apés centrifugacédo a 600 x g, por
10 minutos, o soro foi separado para andlise dos seguintes parametros bioquimicos:
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina,
ureia, proteina total, albumina, colesterol total, lipoproteinas de alta densidade (HDL),
creatinina e triglicerideos. O teor de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foi
estimado utilizando a equacdo de Friedewald (FRIEDEWALD, 1972), mostrada
abaixo. As andlises sorolégicas foram realizadas utilizando kits (Labtest, Belo
Horizonte, Brasil) especificos para cada parametro, seguindo as instru¢cdes do

fabricante.

LDL (mg/dL) = Colesterol total - HDL - ( Triglicerideos/5)

4.2.3. Analise urinaria

Foram escolhidos aleatoriamente 3 animais de cada grupo para realizar a
analise urinaria. Para a coleta, os animais foram colocados individualmente em gaiolas
de plastico higienizadas até urinar de maneira espontanea. Imediatamente apos a
miccado, o animal foi retirado para que ndao houvesse contaminacao da urina. Esta foi
entdo coletada da caixa utilizando uma pipeta. A urina foi entdo colocada em contato
comas tiras de urianalise (Multistix® 10 SG, Bayer HelthCare, Elkhart, EUA) para a
avaliacdo qualitativa. Os parametros, analisados de acordo com as especificacdes do
fabricante, foram: glicose, bilirrubina, corpos cetbnicos, densidade, sangue, pH,

proteina, nitrito e leucaocitos.

4.2.4. Andlise estatistica

Para analise comparativa da massa corpdérea, racao ingerida e massa
relativa dos 6rgaos, foi utilizado o teste de comparag¢do multipla de Dunnett (two way
ANOVA). Ja para os parametros hematolégicos e bioquimicos, foi escolhida a andlise

de variancia simples (one way ANOVA). Todos as andlises foram realizadas pelo
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programa GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA, EUA). Diferencas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.

4.3. Estudo da citotoxicidade de Mo-CBP4

4.3.1. Avaliacéo do potencial hemolitico utilizando eritrécitos de camundongos

Esta metodologia permite avaliar o potencial das substancias teste em
causar danos a membrana celular, seja pela formacéo de poros ou pela ruptura total
da membrana. Para tanto, sangue foi coletado de camundongos Swiss (Mus
musculus) por via retro-orbital e diluido em 30 volumes de soluc¢éo salina (NaCl 0,85%
+ CaClz 0,01 M). As células foram lavadas 2 vezes em solugdo salina, seguida de
centrifugacéo (1500 rpm/5 minutos) para reducao da contaminacéo plasmatica. Apos
esse procedimento, o precipitado foi ressuspendido em salina para obter uma
suspensao de eritrocitos (SE) a 2%. Esse experimento foi realizado em placa de
microtitulacdo de 96 pocos, com a concentracdo da substancia teste variando de 1,56
a 200 pg/mL. Cada poco da 12 fileira recebeu 100 uL da solucéo salina. Na 22 fileira,
0s pocos receberam 80 uL da solucdo salina e 20 uL do veiculo de diluicdo da
substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pocos da 32 fileira, foram adicionados
80 uL de solucéo salina e 20 uL da substancia teste em solugcéao (1 mg/mL). Da 42
fileira em diante, os pocos receberam 100 ul da solucédo salina, excetuando-se os da
tltima fileira, que receberam 80 puL de solucdo salina e 20 uL de triton X-100 1%
(controle positivo). As diluicdes foram feitas da 3% a 112 cavidade, retirando-se 100 uL
da solucdo da cavidade anterior e transferindo para a seguinte, de modo que as
concentracfes fossem sempre diluidas pela metade. Em seguida, 100 uL da
suspensao de eritrocitos 2% foram plaqueados em todos 0s poc¢os. Apos incubacéo
de 1 hora sob agitacdo constante a temperatura ambiente (26 + 2°C), as amostras
foram centrifugadas (5000 rpm/ 3 minutos) e o sobrenadante foi analisado através da

absorbancia a 405 nm, usada para monitorar a liberacdo de hemoglobina.
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4.3.2. Anélise da citotoxicidade de Mo-CBP4 pelo teste do MTT

O teste do MTT (Mosmann, 1983) consiste em uma analise colorimétrica,
baseada na conversdao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) para formazan pela enzima succinil-desidrogenase presente na
mitocondria da célula viavel, permitindo, dessa maneira, a quantificacdo do percentual
de células vivas. Para tal, foram utilizadas linhagens de células tumorais e células
normais humanas.

Células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios
sadios, ap0s centrifugacdo em gradiente de Ficoll. Estas foram removidas, lavadas
com tampao fosfato e ressuspendidas em meio RPMI 1640, suplementado com 20%
de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, para uma
concentracdo final de final 3,0 x 10° células/mL. Fitohemaglutinina (3%) foi adicionada
para induzir a proliferacdo dos linfécitos.

As linhagens celulares HL-60, HCT-8 e SF295 foram cultivadas em frascos
plasticos para cultura (Corning, 25 cm?, volume de 50 mL para células aderidas e 75
cm?, volume de 250 mL para células em suspensdo), utilizando o meio de cultura
RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiGticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas em estufa a 37 °C, com
atmosfera de 5% de CO2, seguida da observacao do crescimento celular, com ajuda
de microscoépio de inversdo, a cada 24 horas. Quando necessario, as células foram
repicadas em meio de cultura novo, na concentracéo de 0,5 - 1,0 x 108 células/ mL.

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em
multiplacas de 96 cavidades, numa densidade de 0,3 x 10° células/mL para células
suspensas e 0,7 x 10° células/mL para as aderidas. Agua estéril (controle negativo)
ou Mo-CBP4 foram incubadas durante 72 horas juntamente com a suspensdo de
células. De uma solucao estoque de 5 mg/mL da lectina, foram realizadas diluicdes
seriadas, resultando em concentracbes que variaram de 0,09 a 25 pg/mL.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. ApGs o periodo de incubacéo, as
placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 minutos) e os sobrenadantes descartados.
Cada cavidade recebeu 200 uL da solucdo de MTT (10% em meio RPMI 1640) e foi
incubada novamente durante 3 horas, em estufa a 37 °C, a 5% de CO,. Apos esse
periodo, as placas foram centrifugadas (3000 rpm/10 minutos), os sobrenadantes

desprezados e o0s precipitados ressuspendidos em 150 pL de DMSO. Para
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quantificagédo do sal reduzido nas células vivas, as absorbancias foram lidas com o
auxilio do espectrofotbmetro de placa, no comprimento de onda de 595 nm. Os dados
foram apresentados como concentracdo (ug/mL) citotdéxica para 50% das células
(Clsp).

4.3.3. Teste de viabilidade celular pelo método do ATPlite™

Linhagens de células tumorais MCF-7 e Caco-2 foram cultivadas em
frascos de cultura de 75 cm?, contendo o meio de cultura DMEM, suplementado com
10% (v/v) de soro fetal de vitelo e 0,6% (v/v) de penicilina-estreptomicina (10000
unidades de penicilina e estreptomicina 10 mg/mL). Para as células Caco-2, também
foi utilizado o meio DMEM, adicionado de aminoacidos n&o essenciais 0,0001 M. As
culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, 5% de CO: e 100% de umidade relativa.

Para o ensaio de viabilidade, através do método do ATPlite™ (PerkinElmer,
Groningen, Holanda), as células foram inicialmente tripsinizadas, quantificadas e
ressuspendidas em meio de cultura para as concentracdes finais de 20000 e 4000
células/poco. A placa de microtitulacdo de 96 pocos foi semeada com 100 pL da
suspensao de células e, em seguida, incubada durante 72 horas para MCF-7, ou 48
horas para as células Caco-2, a 37 °C, 5% de CO; e 100% de umidade relativa.

Solugdes estoque de Mo-CBP4 e concanavalina A (ConA), uma lectina
sabidamente citotdxica, foram preparadas através da suspensao de 2,44 mg de cada
proteina em 0,2 mL de PBS, resultando em solu¢des de 12200 pg/mL. Em seguida,
as soluctes estoque foram diluidas 14,3 vezes em DMEM e, a partir destas, feitas
diluicbes seriadas. Todas as diluicdes foram adicionadas as suspensodes de células,
resultando no volume final de 117 uL em cada poco. A concentracao final das
amostras em cada poco variou de 30,6 a 244,5 ug/mL. Foram realizados controles
nas mesmas condi¢cdes, contendo somente DMSO e PBS a 1,7 e 7%,
respectivamente. Apds 24 horas de incubacdo, o meio de cultura foi renovado,
utilizando uma pipeta manual, procedendo-se com a adicdo a cada poco de 50 pL de
solucdo de lise de células de mamiferos (contetdo do kit ATP-Lite). A placa foi agitada
durante 2 minutos, usando um agitador de placas de microtitulacdo, seguida da adicéo
de 50 pL de solucao de substrato (kit ATP-Lite). A placa, coberta com selo adesivo,
foi novamente agitada durante 1 minuto, adaptada ao escuro durante 10 minutos e a

luminescéncia, entdo, medida, utilizando um leitor de microplacas multi-modo (BIO-
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TEK Synergy HT, Winooski, VT, EUA). O ensaio foi realizado em triplicata para cada
amostra. Ao final do experimento, as células foram visualizadas em microscépio

acoplado a uma camera digital para analisa-las quanto a integridade celular.

4.3.4. Andlise estatistica

Todos as andlises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 6.0
(San Diego, CA, EUA). Diferencas significativas (p < 0,05) foram calculadas por
analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Student-Newman-Keuls.

4.4. Avaliagcdo da atividade genotoxica de Mo-CBP, utilizando o ensaio do

cometa

A versao alcalina do ensaio do cometa, mais especificamente conhecido
pela sigla inglesa SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis), tem sido usada para avaliar
a genotoxicidade in vitro de muitos compostos em células normais e transformadas,
humanas ou animais (DAUER et al.,, 2003). No caso do presente trabalho, o
experimento foi direcionado para avaliar a genotoxicidade contra linfécitos humanos.
B-lapachona (1,0 pg/mL ou 5 x 10 M) foi utilizada como controle positivo.

Linfocitos foram incubados com Mo-CBP4 (25 e 50 pg/mL), B-lapachona
ou agua estéril, por 3 horas, a 37 °C. Ao término da incubacéo, foi retirada uma
aliquota de 20 uL de células, a qual foram adicionados 110 puL de agarose de baixo
ponto de fusdo a 0,5 %, consistindo na segunda camada de agarose a ser utilizada
no preparo das laminas. A primeira camada a ser posta sobre as laminas consistiu
de uma solucédo de agarose de ponto de fusdo normal a 1,5 %, que foi mantida a
temperatura ambiente por 24 horas, para sua completa solidificacdo. Esta camada foi
utilizada para promover a adesdo da segunda camada de agarose apresentada
previamente. Em seguida, as laminas foram cobertas com laminulas (24 x 60 mm),
para uniformizar a distribuicdo das células, e mantidas a 4 °C até solidificacdo da
agarose. Apoés isso, as laminulas foram gentilmente removidas e as laminas
mergulhadas em solucgéo de lise a 4 °C (mantida na geladeira), protegidas da luz por,
no minimo, 1 hora antes da corrida de eletroforese. Depois de removidas da solugéo

de lise, as laminas foram neutralizadas por 15 minutos em solucdo de neutralizacéo e
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dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese. A cuba foi mantida em banho de
gelo, para a manutengéo da temperatura em torno de 4 °C, tendo sido acrescentada
a solucdo de eletroforese até a completa imersdo das laminas. Antes de iniciar a
corrida da eletroforese, as laminas ficaram em repouso por 20 minutos, para permitir
o desenovelamento do DNA, o relaxamento de suas ligacfes e a exposi¢ao dos sitios
alcali-labeis. Posteriormente, a eletroforese foi conduzida em baixa luminosidade,
usando 25 V e corrente de 300 mA, por cerca de 20 minutos. ApGs a eletroforese, as
laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solucdo de neutralizacdo por 5
minutos, a fim de neutralizar a alcalinidade. A fixagcdo do material foi realizada com
etanol 100%. Posteriormente, as laminas foram coradas com 50 pyL de solucdo de
brometo de etidio (20 pg/mL) e analisadas em microscopio de fluorescéncia. A analise
das laminas foi realizada de acordo com o padrdo de escores, previamente
determinado pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa. Foram contados 100
cometas por lamina (n = 4) e classificados dentre as cinco categorias (0, 1, 2, 3 e 4),
gue representam a percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de

dano sofrido pela célula, de acordo com as informacgdes descritas a seguir:

Grau de dano

indice Caracteristica da cauda
do DNA
0 Sem danos ao DNA, portanto, sem cauda <5%
Baixo nivel de danos, com a cauda menor que o diametro
1 5-20 %

da cabeca
Médio nivel de danos, com a cauda representando 1-2

2 . 20-40 %
vezes o diametro da cabeca
Alto nivel de danos, com a cauda representando mais de

3 n 40-95 %
2 vezes o diametro da cabeca

4 Dano total > 05 0

O indice de dano (ID) foi, entdo, obtido utilizando a férmula abaixo, onde n;

€ 0 numero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4).

ID = inixi,
i—0

Os dados foram expressos como média + E.P.M. de experimentos

independentes (n = 2). Diferencas significativas entre os grupos foram verificadas por
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analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Student-Newman-Keuls,

considerando p < 0,05, usando o programa GraphPad 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo de toxicidade aguda de Mo-CBP, (dose Uunica) via oral em

camundongos

Os camundongos fémeas que foram tratados com Mo-CBP4, na Gnica
dose de 2000 mg/kg, por gavagem, nao apresentaram mortalidade ou variacdes
comportamentais quando comparados aos animais que receberam apenas salina,
durante os 14 dias de observacdo. Quanto a massa corpérea, jA mesmo antes do
inicio do experimento, os animais dos dois grupos (salina e experimental) analisados
apresentavam uma discreta, porém significativa diferenca. Essa diferenca foi ainda
visualizada no dia 7, sendo revertida ao final do experimento, quando as massas

corporeas se mostraram similares (FIGURA 1).

5.2. Estudo de toxicidade de Mo-CBP, em doses repetidas (28 dias), por via oral,

em camundongos

Na avaliacao de toxicidade oral da proteina, através de sua administracéo
diaria por 28 dias, em trés doses diferentes (10, 40 e 100 mg/kg), ndo foram
visualizados comportamentos anormais ou sintoma de intoxicacdo nos animais dos
grupos testes e, muito menos, nos controles (salina e BSA). A massa corporea dos
camundongos foi mensurada de 4 em 4 dias, e os dados foram plotados em graficos
separados para machos e fémeas, representados na Figura 2. Para os machos, nao
houve diferenca significativa para todos os grupos testados em relacdo ao grupo
salina. Em contrapartida, as fémeas mostraram-se sensiveis a Mo-CBPa,
apresentando reducédo do ganho de massa no final do experimento para as trés doses
testadas. Esta diminuicdo foi mais proeminente para a dose de 100 mg/kg que, no
altimo dia, resultou em uma média de 27,2+ 1,3 gcontra31,6+2,1ge 30,4+2,0¢g

dos grupos salina e BSA, respectivamente.
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Figura 1. Perfil do ganho de massa corporea de camundongos tratados com
Unica dose de Mo-CBP,4
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Camundongos fémeas foram tratadas com uma unica dose de Mo-CBP4 (2000
mg/kg) e observados durante 14 dias. Salina foi utilizada como controle. Os
dados representam a média + E.P.M. (n = 3). *Representa diferenca significativa
(p < 0,05) em relacéo ao grupo salina, verificada pelo teste de Dunnett (two-way
ANOVA).
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Figura 2. Perfil do ganho de massa corporea de camundongos tratados com

diferentes doses de Mo-CBP,4
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Camundongos machos (A) e fémeas (B) foram tratados diariamente com Mo-
CBP4 (10, 40 e 100 mg/kg), via oral, durante 28 dias. Salina e BSA (100 mg/kg)
foram utilizados como controles. Os dados representam a média + E.P.M. (n =
5). Letras diferentes representam diferenca significativa (p < 0,05) em relacéo
ao grupo salina (a: Mo-CBP4 10 mg/kg; b: Mo-CBP4 40 mg/kg; c: Mo-CBP4 100
mg/kg) pelo teste de Dunnett (two-way ANOVA).
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Outro parametro observado durante os 28 dias foi a quantidade de racao
ingerida. De acordo com a Figura 3, para todos 0s grupos, a quantidade de racéo
consumida foi diminuindo ao longo do experimento, tanto para os machos quanto para
as fémeas. Foi realizada uma compara¢ao entre 0s grupos que receberam proteina
(BSA ou Mo-CBP4) e os animais tratados apenas com salina, em semanas separadas.
As fémeas que receberam Mo-CBP4, na dose de 100 mg/kg, ingeriram mais ragéo do
gue as que receberam salina, durante as duas primeiras semanas, diferenca essa ndo
mais visualizada na 32 e 42 semanas.

Ao final dos 28 dias, os animais foram sacrificados e seus 6rgdos internos
dissecados, para obtencao da massa iumida dos mesmos. As Tabelas 1 e 2 mostram
a massa relativa dos 6rgdos de camundongos machos e fémeas, respectivamente,
tratados com Mo-CBP4 (10, 40 e 100 mg/kg), salina ou BSA (100 mg/kg). Entre os
machos, em geral, ndo houve diferenca significativa (p > 0,01) nas massas dos 6rgaos
analisados, excetuando-se o figado dos animais tratados com BSA, que se
apresentou mais pesado em comparacdo ao do grupo salina. Padrdo similar foi
observado para as fémeas, que também apresentaram aumento da massa do figado
guando tratadas com BSA. Além disso, o tratamento com Mo-CBP4 na dose de 10
mg/kg resultou na leve diminuicdo da massa do figado em relacdo a massa referente
ao grupo salina. Alteracdo esta ndo detectada nos tratamentos incluindo doses

maiores da proteina teste.

5.2.1. Parametros hematoldgicos

As Tabelas 3 e 4 mostram os parametros hematolégicos obtidos para
machos e fémeas, respectivamente, ao final do experimento. Dentre os parametros
analisados, apenas o numero de plaquetas variou nos camundongos machos. Os
animais que receberam Mo-CBP4 nas doses de 40 e 100 mg/kg apresentaram 1184,67
+ 10,59 e 1109,75 + 50,57 x 10° plaguetas/mm3, valores superiores aos encontrados
para o grupo salina (949,50 + 18,50 x 10° plaguetas/mm?), porém semelhantes aos
do grupo controle BSA na dose de 100 mg/kg (1015,80 + 39,53 x 102 plaguetas/mm?).
Emrelagéo as fémeas, ndo houve diferenca significativa (p < 0,0001 e p < 0,001) entre

0s parametros analisados, para todos os grupos avaliados.
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Figura 3. Efeito no consumo de racdo de camundongos tratados com diferentes

doses de Mo-CBP,4
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Camundongos machos (A) e fémeas (B) foram tratados diariamente com Mo-
CBP4 (10, 40 e 100 mg/kg), via oral, durante 28 dias. Salina e BSA (100 mg/kg)
foram utilizados como controle. Os dados representam a média £ E.P.M. (n = 5).
****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05 representam diferenca em
relacdo a primeira semana; ##p < 0,001; #p < 0,01; #p < 0,05 representam
diferencas em relagdo ao grupo salina na mesma semana, atraves do teste de
Dunnett (two-way ANOVA).
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Tabela 1. Massa relativa dos 6rgéos (%) de camundongos machos tratados com Mo-CBP, em diferentes doses por 28 dias

P ~ . Mo-CBP4
Orgéao Salina BSA
10 mg/kg 40 mg/kg 100 mg/kg

Bago 0,179 £ 0,012 0,190 £ 0,022 0,191 £ 0,027 0,193 + 0,058 0,207 £ 0,012
Bexiga 0,110 £ 0,015 0,098 + 0,008 0,105 £ 0,015 0,092 + 0,021 0,085 + 0,025
Cérebro 1,293 + 0,057 1,186 + 0,085 1,202 + 0,064 1,252 + 0,088 1,174 + 0,054
Coragéo 0,486 £ 0,077 0,496 + 0,048 0,473 £ 0,050 0,451 + 0,037 0,429 £ 0,031
Duodeno 0,925 £ 0,225 1,089 + 0,168 1,201 + 0,270 1,158 + 0,287 1,088 + 0,270
Estébmago 0,722 + 0,046 0,728 £ 0,051 0,707 £ 0,085 0,749 + 0,099 0,779 £ 0,104
Figado 4,897 +0,349 5,226 + 0,355** 4,738 £ 0,329 5,050 + 0,406 4,884 £ 0,413
ileo 0,897 £ 0,119 0,902 £ 0,048 0,977 £ 0,103 0,913 +0,121 0,919 £ 0,124
Intestino grosso 1,731 + 0,097 1,907 £ 0,194 1,726 + 0,042 1,611 £ 0,075 1,608 + 0,166
Jejuno 1,107 £ 0,120 1,127 + 0,248 1,146 + 0,237 1,274 £ 0,199 1,059 + 0,294
Pancreas 0,447 £ 0,058 0,465 £ 0,085 0,394 £ 0,006 0,488 + 0,062 0,460 = 0,061
Pulmdes 0,449 £ 0,032 0,469 £ 0,042 0,447 £ 0,037 0,504 + 0,046 0,462 + 0,064
Rins 1,585 + 0,133 1,575 + 0,057 1,583 £ 0,050 1,510 £ 0,061 1,566 + 0,150
Testiculos 0,691 £ 0,068 0,624 £ 0,096 0,554 £ 0,035 0,531 +£ 0,126 0,531 + 0,046
Timo 0,196 £ 0,019 0,170 £ 0,035 0,172 + 0,031 0,214 + 0,014 0,163 = 0,006
Vesicula seminal 0,502 £ 0,082 0,516 £ 0,087 0,463 £ 0,130 0,566 + 0,093 0,440 = 0,086

Os valores representam média + desvio padrdo (n = 5); **Diferenca significativa (p < 0,01) em relag&o ao grupo salina, através do teste de Dunnett (two-way

ANOVA).
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Tabela 2. Massa relativa dos 6rgéos (%) de camundongos fémeas tratadas com Mo-CBP, em diferentes doses por 28 dias

P ~ . Mo-CBP4
Orgéao Salina BSA
10 mg/kg 40 mg/kg 100 mg/kg

Bago 0,296 £ 0,085 0,278 £ 0,042 0,276 £ 0,040 0,260 + 0,025 0,204 + 0,032
Bexiga 0,078 £0,013 0,081 £0,012 0,068 + 0,009 0,075 £ 0,025 0,063 £ 0,017
Cérebro 1,530 +0,111 1,519 + 0,096 1,600 + 0,065 1,651 + 0,109 1,559 + 0,093
Coragéo 0,569 +£0,064 0,479 +0,074 0,543 £ 0,078 0,565 + 0,092 0,447 £ 0,015
Duodeno 1,359 +0,411 1,331+0,473 1,312 + 0,373 1,384 + 0,259 1,327 + 0,362
Estébmago 1,005+0,123 0,828 + 0,062 0,811 £ 0,137 0,872 £0,118 0,847 £ 0,026
Figado 5,203 +0,273 5,523 +0,279* 4,812 £ 0,160** 5,007 + 0,266 4,968 £ 0,270
ileo 0,854 £0,196 1,067 +0,148 0,900 £ 0,127 1,071 + 0,136 1,000 = 0,063
Intestino grosso 1,838+0,171 1,869 + 0,328 1,834 + 0,248 1,718 £ 0,219 1,760 £ 0,341
Jejuno 1,395+0,212 1,380 + 0,090 1,144 £ 0,194 1,343 £ 0,306 1,127 £ 0,117*
Ovarios 0,036 £0,026 0,054 + 0,038 0,060 + 0,035 0,069 + 0,016 0,044 + 0,032
Pancreas 0,539+0,062 0,533 +0,085 0,520 + 0,060 0,644 + 0,123 0,498 + 0,066
Pulmdes 0,562 +0,085 0,531 +0,033 0,560 + 0,029 0,597 + 0,053 0,510 = 0,022
Rins 1,338+ 0,151 1,285 + 0,068 1,221 £ 0,092 1,309 £ 0,100 1,265 + 0,093
Timo 0,287 +£0,030 0,255+ 0,029 0,288 + 0,054 0,235 + 0,032 0,275 + 0,034
Utero 0,289 £0,063 0,332 +0,033 0,409 + 0,140 0,372 £ 0,082 0,354 +0,020

Os valores representam média + desvio padrdo (n = 5); ** e *Diferencas significativas (p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente) em relacéo ao grupo salina, através
do teste de Dunnett (two-way ANOVA).
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Tabela 3. Parametros hematolégicos de camundongos machos tratados com Mo-CBP, em diferentes doses por 28 dias

Mo-CBP,4
Parametros Salina BSA
10 mg/kg 40 mg/kg 100 mg/kg

Leucdcitos (103/mm?) 4,63 +1,04 4,32 +0,61 4,02 +0,38 6,18 + 0,22 5,98 + 0,23
Hemacias (10%/mm3) 9,20+0,18 8,89 +0,14 8,97 £ 0,30 9,01 +0,23 9,10+ 0,20
Hemoglobina (g/dL) 14,44 + 0,51 14,10 + 0,28 14,55 + 0,74 14,22 + 0,38 14,12 + 0,16
Hematoécrito (%) 40,42 + 1,48 39,46 + 0,97 38,38+ 0,71 39,76 + 1,16 40,20 £ 0,41
VCM (pm?3)? 42,73 + 0,30 43,48 = 0,60 44,20 £ 0,64 44,08 = 0,40 44,22 + 0,80
HCM (pg)® 15,30 + 0,18 15,84 + 0,26 15,84 + 0,22 15,78 + 0,17 15,52 + 0,28
CHCM (g/dL)¢ 35,74 £ 0,29 35,76 £ 0,29 35,28 + 0,30 35,76 + 0,18 35,12 + 0,07
RDW-CV (%) 14,83 + 0,27 14,24 + 0,27 14,62 + 0,20 14,70 + 0,18 14,65 + 0,36
Plaquetas (103/mm?) 949,50 £18,50 1015,80 + 39,53* 927,00 +£28,16 1184,67 + 10,59** 1109,75 £ 50,57**
Linfécitos (103/mm?) 4,30 +0,45 3,68 + 0,59 3,24 + 0,30 4,78 + 0,13 4,82 +0,24
Outras células (103/mm?3)®e 1,50 +0,38 0,92 +0,15 0,78 +0,12 1,26 £ 0,19 1,16 £ 0,06

Os valores representam média + desvio padrédo (n = 5); ** e *Diferengas significativas (p < 0,0001 e p < 0,001, respectivamente) em relagdo ao grupo salina,

através do teste de Dunnett (one-way ANOVA ).
aVolume corpuscular médio;

b Hemoglobina corpuscular média;

¢ Concentracdo de hemoglobina corpuscular média;
4 Amplitude de distribuicdo dos eritrdcitos;

¢ Neutrofilos, basofilos e mondcitos.
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Mo-CBP,
Parametros Salina BSA
10 mg/kg 40 mg/kg 100 mg/kg

Leucocitos (103/mm?3) 4,86 +0,74 2,88 £ 0,38 4,65 + 0,56 5,98 + 0,68 5,24 + 0,95
Hemacias (10%/mm3) 8,30 + 0,25 8,37 +£0,18 8,59 + 0,24 8,70+0,15 8,67 £ 0,28
Hemoglobina (g/dL) 13,20 £ 0,10 13,80+ 0,44 13,88 £ 0,18 13,96 £ 0,26 13,78 £ 0,28
Hematocrito (%) 36,76 + 0,53 38,74 +1,59 38,33 £ 0,57 39,34 +1,19 38,60 + 1,00
VCM (pm?3)? 44,38 + 0,76 46,22 +1,13 44,68 + 1,21 45,34 + 1,99 44,50 + 0,41
HCM (pg)® 15,96 £ 0,42 16,46 £ 0,25 16,18 £ 0,33 16,08 £ 0,49 15,92 £ 0,19
CHCM (g/dL)° 3594 +0,41 35,66 + 0,36 36,23 £ 0,23 35,54 +£0,48 35,66 + 0,23
RDW-CV (%)¢ 14,14 £ 0,67 14,20 £ 0,38 14,23 £ 0,48 14,98 + 0,26 14,32 + 0,26
Plaquetas (103 /mm3) 957,20 £ 53,32 860,00 + 53,11  1032,20 £ 142,89 994,80 + 135,85  1065,40 + 69,66
Linfocitos (103/mm?) 3,60+0,31 2,52 +£0,30 3,95+0,48 4,44 + 0,24 4,30 £0,73
Outras células (103/mm3)® 1,26 £ 0,46 0,45 + 0,09 0,56 £ 0,19 1,54 +0,48 0,94 £ 0,22

Os valores representam média + desvio padrdo (n = 5).
aVolume corpuscular médio;

b Hemoglobina corpuscular média;

¢ Concentracdo de hemoglobina corpuscular média;

4 Amplitude de distribuicdo dos eritrdcitos;

¢ Neutrofilos, basofilos e mondcitos.
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5.2.2. Parametros bioquimicos

As Tabelas 5 e 6 contém os parametros bioquimicos determinados para
machos e fémeas, respectivamente. Em relacdo aos machos, algumas diferencas
foram detectadas nos parametros relacionados aos lipideos. A dosagem de
triglicerideos foi mais alta para os animais que receberam Mo-CBP4 nas duas menores
doses, 10 mg/kg (293,10 £ 12,65 mg/dL) e 40 mg/kg (299,47 + 12,13 mg/dL), em
relagéo ao grupo salina (189,03 + 21,92 mg/dL), ndo tendo sido visualizada diferenca
para 0s animais que receberam a maior dose da lectina. Esse aumento também foi
verificado nos animais tratados com BSA (275,75 + 24,56 mg/dL). Para os niveis de
HDL, houve um aumento nos animais tratados com a lectina, mas diferenca
significativa so foi observada para o grupo que recebeu Mo-CBP4 nas doses de 10
mg/kg (65,36 + 2,22 mg/dL) e 40 mg/kg (32,22 = 1,70 mg/dL). Em contrapartida,
diminuicdo da concentracéo desta lipoproteina foi visualizada para o grupo tratado
com a proteina BSA (21,37 + 0,92 mg/dL), mostrando-se menor que aquela
encontrada para o grupo salina (29,06 + 0,67 mg/dL). Como ja esperado, também
houve variagcdo nas concentracdes de LDL quando os animais foram tratados com
Mo-CBP4, mostrando-se menores para as doses de 10 e 100 mg/kg da lectina (75,12
+ 7,57 e 111,80 + 8,11 mg/dL, respectivamente) em relacdo ao grupo salina (138,46
+12,99 mg/dL). Ja para as fémeas, os parametros analisados para os grupos tratados
com as amostras testes e a proteina controle (BSA) ndo apresentaram variacao

guando comparados ao controle salina.

5.2.3. Andlise urinéria

A andlise da urina foi de carater qualitativo, utilizando tiras de
multiparametros. De acordo com a Tabela 7, ndo ha diferencas nos parametros

analisados, tanto para os machos como para as fémeas, em relacdo ao grupo salina.
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Tabela 5. Parametros séricos de camundongos machos tratados com Mo-CBP, em diferentes doses por 28 dias

Mo-CBP4
Parametros Salina BSA
10 mg/kg 40 mg/kg 100 mg/kg

AST (UlimL)? 121,35+24,38 124,75+ 8,17 89,03 + 21,15 98,10 + 15,39 117,38 + 12,89
ALT (U/mL) 94,21 + 8,85 91,14 + 3,71 91,14 + 6,95 86,32+ 4,78 78,43 £ 5,69
Fosfatase alcalina (U/L) 144/45%18,66 11536 + 20,57 130,52 + 22,77 102,93 + 4,76 87,27 + 2,87
Creatinina (mg/dL) 0,94 + 0,19 0,84 +0,14 0,50 + 0,06 0,74 + 0,17 0,51 £ 0,02
Triglicerideos (mg/dL) 189,03 £21,92 27575+ 24,56 293,10 + 12,657 299,47 + 12,13+ 184,66 + 4,61
Colesterol total (mg/dL) 200,22+12,02 216,30 + 8,98 200,87 + 10,43 236,96 + 9,54 185,87 6,21
HDL (mg/dL)° 29,06 + 0,67 21,37 +0,92* 65,36 + 2,22** 32,22 +1,70* 27,49 £ 2,85
LDL (mg/dL)¢ 138,46 + 12,99 143,91+ 5,80* 75,12 £ 7,57*** 144,84 + 12,88 111,80 + 8,11**
Albumina (g/dL) 3,48 £ 0,54 3,35+ 0,14 3,11+ 0,06 3,51+0,19 3,29 0,04

5,47 £0,25 5,54 +0,18 5,00 +0,13 5,40 £ 0,19 5,04 £ 0,06

Proteinas totais (g/dL)

Os valores sdo média + desvio padrédo (n = 3-5); ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05, representando diferencas significativas em relacdo ao grupo
salina, através do teste de Dunnett (one-way ANOVA ).

aAspartato aminotransferase;
bAlanina aminotransferase;
‘Lipoproteina de alta densidade;

dLipoproteina de baixa densidade.
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Mo-CBP4
Parametros Salina BSA
10 mg/kg 40 mg/kg 100 mg/kg
AST (Ul/mL)? 174,09 £+ 16,98 191,67 £ 15,73 218,32 + 40,00 219,03 + 21,85 192,23 £ 15,57
ALT (UI/mL)P 165,19 £7,35 165,19 £7,22 166,95 £+ 5,69 144,60 £ 4,75 137,59 £ 2,34
Fosfatase alcalina (U/L) 84,53 + 3,52 105,66 * 3,60 79,06 + 12,04 99,45 + 14,43 65,88 + 10,17
0,50 £ 0,03 0,54 £ 0,02 0,59 + 0,02 0,67 £0,08 0,56 + 0,02

Creatinina (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL) 195,04 £13,93

Colesterol total (mg/dL) 146,74 £1,65
HDL (mg/dL)® 24,55 +1,05
83,18 +£ 3,10

LDL (mg/dL)¢

Albumina (g/dL) 195,78 £11,18

Proteinas totais (g/dL) 4,78 +£0,07

189,03 +£17,73
171,09 + 18,28
25,26 + 1,06
123,69 + 11,05
188,74 +£ 12,58
4,81 +£0,13

212,83 + 17,88
146,74 £ 1,54
20,14 + 0,98
83,76 + 3,99
182,91 £ 4,32

5,20 +0,18

188,20 + 32,59
169,78 + 16,64
22,43 +1,16
98,35 + 12,92
173,47 £6,22
4,98 +£0,11

218,14 + 16,21
155,44 + 6,36
24,64 +1,23
88,81 + 6,54
182,71 £ 3,79

4,87 £0,11

Os valores sdo média + desvio padrdo (n = 5).
aAspartato aminotransferase;

bAlanina aminotransferase;

‘Lipoproteina de alta densidade;

dLipoproteina de baixa densidade.



Tabela 7. Analise urinaria de camundongos tratados com Mo-CBP4, em diferentes doses por 28 dias

Glicose Bilirrubina qup_os Densidade Sangue pH Proteina Nitrito Leucdcitos
Sexo Tratamento cetonicos
+ - + - + - + - + -+ - + -
Machos  salina 0 3 0 3 0 3 1,02 0 3 75 3(tragos)® 0 0 3 0 3
BSA 0 3 0 3 0 3 1,01 0 3 83 3(tragos) 0 0 3 0 3
Mo-CBPa | 10mg/kg O 3 0 3 0 3 1,01 0O 3 82 3(tracos) 0 0 3 0 3
40 mg/kg 0 3 0 3 0 3 1,01 0 3 82 3(tragos) 0 0 3 0 3
100mg/kg O 3 0 3 0 3 1,01 0 3 83 3(tracos) 0 0 3 0 3
Fémeas salina 0o 3 0 3 0 3 1,01 0O 3 83 3(tracos) 0 0 3 0 3
BSA 0 3 0 3 0 3 1,01 0 3 73 3(tragos) 0 0 3 0 3
Mo-CBPs | 10mg/kg O 3 0 3 0 3 1,01 0O 3 82 3(tracos) 0 0 3 0 3
40 mg/kg 0o 3 0 3 0 3 1,01 0 3 83 3f(tracos) 0 0 3 0 3
100mg/kg O 3 0 3 0 3 1,01 0O 3 80 3(tracos) 0 0 3 0 3

Trés amostras de cada grupo foram analisadas. (+) presenca, (-) auséncia.

aConcentragdo de proteina menor que 100 mg/dL.

170
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5.3. Estudo da citotoxicidade de Mo-CBP4

5.3.1. Potencial hemolitico em eritrécitos de camundongos

Mo-CBP4 nao apresentou atividade hemolitica em suspensdes ( 2%) de
eritrocitos. A concentracdo maxima de proteina foi de 200 pg/mL. Triton X-100, um
detergente utilizado como controle positivo, representou lise total das células.

5.3.2. Analise da citotoxicidade de Mo-CBP4 pelo teste do MTT

A citotoxicidade da proteina estudada no presente trabalho foi acessada
através do teste do MTT, utilizando doxorrubicina como controle positivo. N&o foi
possivel determinar a Clsp de Mo-CBP4, para nenhuma das linhagens celulares
testadas (incluindo linfécitos humanos saudaveis), pois na maxima concentracao
utilizada (25 pg/mL), a absorbancia a 595 nm foi semelhante a da agua (controle
negativo), sugerindo auséncia de toxicidade. Doxorrubicina apresentou consideravel

citotoxicidade para todas as células testadas (TABELA 8).

5.3.3. Teste de viabilidade celular pelo método do ATPlite™

A atividade citotoxica de Mo-CBP4 também foi analisada pelo método do
ATPlite™. Foram utilizadas as linhagens MCF-7 e Caco-2, correspondendo as células
de carcinoma humano de mama e cdlon, respectivamente. A viabilidade das células
incubadas com Mo-CBPs e ConA foi quantificada para quatro concentragdes
diferentes, cujos resultados estdo mostrados na Figura 4. Em relacdo a linhagem
MCF-7, Mo-CBP4 néo foi capaz de reduzir a viabilidade celular para menos de 80%.
Em contrapartida, as células incubadas com ConA, nas concentracdes de 61,1, 122,3
e 244,5 pg/mL, tiveram a viabilidade reduzida para 72,7 + 6,5, 69,6 + 5,6 e 58,1 +
3,7%, respectivamente. Para Caco-2, reducao da viabilidade celular para menos de
80% foi observada com ConA, porém apenas na dose de 244,5 ug/mL (68,2 £ 10,9%).

Ja Mo-CBP4 nao influenciou na viabilidade destas células.
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Tabela 8. Atividade citotoxica, utilizando o método do MTT em diferentes
linhagens de células humanas, ap0s 72 horas de incubacéo

Amostras HL-602 HCT-8P SF-295¢ CMSPd
Mo-CBP, ND ND ND ND
Doxorrubicina 0,03 0,02 0,40 0,97

Os resultados estao representados como valores de concentracdo (ug/mL) citotoxica para 50% das
células (Clso) e intervalo de confianca de 95%. Os experimentos foram feitos em duplicata. ND
representam valores de Clso > 25 pg/mL.

aCélulas leucémicas;

bCélulas de cancer do célon;

¢Células de cancer de cérebro;

dLinfocitos saudaveis.
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Figura 4. Avaliacdo da atividade citotéxica de Mo-CBP4 utilizando o método do
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Linhagem de células Caco-2 (A) e MCF-7 (B) foram incubadas com Mo-CBP4 e

ConA (controle) nas concentracdes 30,6, 61,1, 122,3 e 244,2 ug/mL e depois de

24 horas a viabilidade celular foi avaliada através do conteludo de ATP

intracelular, utilizando o kit ATPlite™. As colunas verticais representam media +

desvio padréo. *Representa viabilidade celular menor que 80%.
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Com a finalidade de confirmar os resultados obtidos por ATPlite™, células
da linhagem MCF-7 (que apresentaram maior sensibilidade a ConA) foram
visualizadas em microscépio acoplado a uma camera digital e analisadas quanto a
integridade celular. A Figura 5 mostra micrografias de células expostas a PBS
(controle) e as lectinas (ConA e Mo-CBP4), na concentracdo de 244,5 pg/mL.
Enquanto a integridade da membrana das células incubadas com PBS ou Mo-CBP4
praticamente nédo foi alterada, houve diminuicdo acentuada de citoplasma das células

tratadas com ConA, o que corrobora com os resultados obtidos no teste do ATPlite™.

5.4. Avaliacdo da atividade genotéxica de Mo-CBP, utilizando o ensaio do

cometa

Para verificar a ocorréncia de dano ao DNA de células mononucleares de
sangue periférico (CMSP) em condicdes alcalinas, apdés 3 horas de tratamento com
Mo-CBP4 ou [-lapachona, foi utilizado o teste do cometa. A lectina, nas duas
concentracfes testadas, ndo apresentou atividade genotoxica, desde que os indices
de dano foram semelhantes ao da agua estéril, usada como controle negativo
(FIGURA 6). Em contrapartida, B-lapachona apresentou alta genotoxicidade para
estas células, com um indice de dano em torno de 20,62 + 9,32, quando comparado

ao controle negativo (6,75 * 2,31).
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Figura 5. Fotografia de células de carcinoma de mama MCF-7 expostas as
lectinas Mo-CBP4 e ConA




176

Figura 6. Avaliacdo da atividade genotdxica de Mo-CBP, utilizando o teste do

cometa
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indice de dano ao DNA apds 3 horas de exposi¢do a B-lapachona (controle
positivo; 1,0 pg/mL) ou Mo-CBP4 (25 e 50 pg/mL), usando a versao alcalina do
teste do cometa. *Diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao controle

negativo, verificada por ANOVA, seguida do teste de Student -Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

O processo de pesquisa e desenvolvimento de um novo farmaco € longo,
arduo e dispendioso, sendo normalmente dividido em vérias etapas, com postos de
controle entre cada um delas, para gerenciar os riscos e custos. Apos a identificacao
de um candidato a farmaco, inicia-se um extenso processo de testes de seguranca e
caracterizacdo do composto selecionado por meio de estudos pré-clinicos, as fases 1,
2 e 3 de estudos clinicos para, finalmente, ocorrer a liberacdo de seu uso em
pacientes, que acarretara na fase 4, consistindo de monitoramento pés-lancamento
no mercado. Especialmente para os medicamentos anti-inflamatdérios, esta fase de
seguranca do uso é essencial, levando-se em conta que as doencas inflamatérias séo,
muitas vezes, de natureza crbnica, precisando-se de um uso continuo dos mesmos
(KNOWLES, 2013). Em relacdo a fase pré-clinica, segundo a agéncia
regulamentadora norte-americana Food and Drug Administration (FDA), os principais
objetivos sao: 1) identificar uma dose inicial segura e, subsequentemente, esquemas
de doses que serdo testadas em humanos; 2) identificar potenciais 6rgaos alvo e
reversibilidade da toxicidade e 3) identificar parametros confiaveis para o
monitoramento clinico.

Os testes supracitados também devem ser abordados aos biofarmacos,
definidos como produtos farmacéuticos derivados de (glico)proteinas e/ou acidos
nucleicos (SCHELLEKEN, 2002). No entanto, os testes ndo clinicos devem ser
adaptados a tais moléculas em relacdo aos utilizados corriqueiramente para
moléculas sintéticas ou de baixa massa molecular, devido as caracteristicas inerentes
a estes farmacos. Apenas para ilustrar a complexidade destas drogas, proteinas
terapéuticas, por exemplo, sdo moléculas formadas por L-aminoacidos e diferentes
moléculas de carboidratos. Eles formam estruturas tridimensionais que consistem em
estrutura secundaria (a-hélices e folhas-B, por exemplo), estrutura terciaria
(enovelamento da estrutura secundéaria em configuracbes mais complexas) e, em
alguns casos, estrutura quaternaria (juncao de diferentes monémeros). Tais estruturas
nao sdo encontradas para drogas de pequena massa molecular (CROMMELIN et al.,
2003). Assim, diferencas nas propriedades fisico-quimicas podem resultar em
variacdes na farmacocinética, toxicidade e imunogenicidade desses biofarmacos
(BAUMAM, 2008).
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M. oleifera € uma planta com mdultiplas utiliza¢des, sendo a mais relatada
sua propriedade de flocular material suspenso na agua, deixando-a propria para o
consumo. Portanto, muitos estudos tém sido realizados a fim de avaliar a seguranga
de sua utilizacdo. As primeiras pesquisas foram feitas testando-se a toxicidade aguda
e subaguda de farinhas de semente em azeite de oliva, nas doses de 50 e 500 mg/kg,
via oral, em ratos, o que resultou em nenhum efeito toxico, apenas no aumento da
massa corpérea dos animais (BERGER et al., 1984). Posteriormente, Oliveira e
colaboradores (1999), investigando aspectos antinutricionais e/ou téxicos das
sementes, mostraram que ratos alimentados por elas, como fonte Unica de proteinas,
apresentaram perda de apetite, comprometimento do crescimento, diminuicdo da NPU
(Nitrogen Production Units) e aumento de alguns 6rgaos como estdémago, intestinos,
pancreas, rins, coracdo e pulmdes; além disso, foram constatados atrofia de baco e
timo em comparacéo com os ratos alimentados com dieta contendo clara do ovo como
fonte proteica. No entanto, no estudo citado, a quantidade de farinha de sementes
consumida por dia foi em torno de 12182,6 mg/kg, o que corresponde a 24 vezes a
guantidade mais elevada utilizada no estudo de Berger e colaboradores (1984).
Relatos mais recentes demonstraram que extrato aquoso de sementes de M. oleifera
(700 mg/kg) causou baixa e mesmo nenhuma toxidade quando administrado via oral
em camundongos e ratos, respectivamente (FERREIRA et al., 2009).

O presente trabalho teve como proposta principal estudar o potencial
farmacoldgico da Mo-CBP4, uma proteina ligante a quitina de sementes de M. oleifera.
Como parte essencial deste estudo, foi incluida sua andlise toxicologica, considerada
uma etapa importante na proposicdo do uso seguro de tal proteina. Uma das
dificuldades encontradas para o inicio desta avaliacéo foi saber se a toxicidade de Mo-
CBP4 deveria ser avaliada utilizando protocolos elaborados especialmente para
biofarmacos (por se tratar de uma proteina) ou guias de farmacos em geral. Para
resolver este impasse, foram considerados aqui estudos-chave, realizados tanto para
o desenvolvimento nao clinico de um biofarmaco, como para drogas de pequena
massa molecular.

Inicialmente, foram realizados os testes de dose Unica (toxicidade aguda)
e em doses repetidas (por 28 dias), ambos por via oral, utilizando como referéncia os
guias 423 e 407, respectivamente, da OCDE. Estes protocolos sdo testes bases
exigidos por agéncias reguladoras como a FDA e a ANVISA, como parte de estudos

ndo clinicos para a aprovacao de novos farmacos.
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O principio do teste de toxicidade aguda consiste em administrar uma Unica
dose da amostra em grupo de 3 animais (de preferéncia fémeas) e, a medida em que
seja mantida 100% de sobrevivéncia, aumenta-se a dose, chegando a um maximo de
2000 mg/kg. No presente trabalho, Mo-CBP; foi testada ja na dose méaxima, pois
estudos anteriores realizados em nosso grupo mostraram que tal proteina, quando
administrada via i.p. (10 e 100 mg/kg) ou e.v. (10 mg/kg), néo resultou em varia¢des
comportamentais, ganho ou perda de peso e alteracdo de parametros hematoldgicos
ou bioquimicos em relacao ao grupo controle (COELHO, 2013). Mo-CBP4, portanto,
ndo causou mortalidade quando administrada por gavagem em uma Unica dose de
2000 mg/kg, categorizando-a no grupo 5 do guia da OCDE, ou seja, nenhuma
toxicidade. Além disso, os camundongos n&do apresentaram variacdo de
comportamento ao longo dos 14 dias de experimento. Em relacdo a massa corporea,
ao final do estudo os animais que receberam a proteina mostraram pesos similares
aos do grupo controle (salina).

Passou-se, entdo, para o teste de toxicidade em doses repetidas. O
desenho experimental levou em consideracdo tanto a dose anti-inflamatoria e
antinociceptiva via oral, obtida no teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido
acético (10 mg/kg), como a dose terapéutica, verificada nos testes realizados com
peritonite e hipernocicep¢cdo mecanica, abordados no Capitulo 3 do presente trabalho
(40 mg/kg). Além disso, foi seguido o protocolo do guia 423 da OCDE, ao utilizar 4 e
10 vezes a dose terapéutica, via oral, obtida em estudos preliminares (PEREIRA et
al., 2011). BSA foi utilizada como controle, por se tratar de uma proteina com baixa
ou nenhuma toxicidade. Antes da administracdo das amostras, que foi realizada
diariamente e sempre no mesmo horario, os animais foram mantidos em jejum por 2
horas para esvaziamento do trato gastrointestinal. Apés 1 hora da administracdo das
amostras, o0s camundongos foram observados, porém nenhuma variacdo
comportamental foi visualizada durante os 28 dias de experimento, quando
comparados 0s animais dos grupos experimentais e controles. Em relacdo ao ganho
de massa corporea, apenas as fémeas que receberam Mo-CBP4, nas trés doses,
mostraram diferenca em relagéo ao grupo controle. Na maior dose (100 mg/kg), essa
diferenca foi ainda mais acentuada, contudo os animais que faziam parte deste grupo,
desde o inicio do experimento ja apresentavam massa inferior quando comparado ao

grupo de referéncia.
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A quantidade de racao ingerida também foi outro parametro analisado. Pelo
menos uma vez por semana a ragdo consumida pelos animais era contabilizada.
Todos 0s grupos apresentaram o mesmo perfil alimentar, pois reduziram a comida
ingerida ao longo do experimento. Tal redugédo pode estar associada com o0 estresse
provocado pela repeticdo da gavagem orogastrica, acarretando desconforto dos
animais para deglutir o alimento (De MEIJER et al., 2010). Assim, a diminuicdo do
ganho de massa apresentado pelas fémeas que receberam a lectina parece néo estar
relacionada com a quantidade de racéo ingerida, desde que reducdao significativa da
ingestdo de comida ndo foi observada. Pelo contrario, os animais que receberam a
maior dose de Mo-CBP4, nas duas primeiras semanas, se alimentaram mais do que o
grupo controle (salina). A quantidade de agua consumida durante os 28 dias de
experimento também foi monitorada uma vez por semana, porém nao apresentou
nenhuma variagao entre os grupos testados (dado ndo mostrado).

O conhecimento de que algumas lectinas sdo téxicas para animais
superiores € bastante relatado, sendo muitas dessas proteinas provenientes de
plantas, constituindo o arsenal quimico de defesa contra herbivoros e fitopatégenos.
Animais experimentais alimentados com dietas contendo lectinas vegetais
apresentaram sinais tipicos de toxicidade aguda, como nausea, inchago, vomito e
diarreia, além de diminuicdo de massa corporea e perda de apetite (VASCONCELOS;
OLIVEIRA, 2004). A proteina do presente estudo, administrada via oral em
camundongos, diferente de outras lectinas, ndo causou perdas expressivas da massa
corporea, particularmente se considerados 0s animais machos.

No 29° dia, apés o sacrificio, os animais foram pesados e dissecados para
obtencdo da massa relativa dos seguintes érgdos: baco, bexiga, cérebro, coracéao,
estbmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo, separadamente), intestino
grosso, pancreas, pulmdes, rins e timo. Ovarios e Utero representaram o sistema
reprodutor feminino, enquanto que testiculos e vesicula seminal constituiram o
sistema reprodutor masculino. Essa andlise de 6rgéo foi realizada, por muitos deles
serem alvos de lectinas vegetais, que apresentam resisténcia a protedlise e
estabilidade em variacdo de pH. Administracéo oral ou parenteral de algumas lectinas,
como WGA, ConA, ConBr (aglutinina de C. brasiliensis), SBA (aglutinina de soja), e
PNA (aglutinina de amendoim), resultou no aumento do intestino delgado de ratos
(PUSZTAI, 1991; GRANT, 1991, 1999). Um representativo crescimento hiperplasico

do intestino delgado também foi observado em animais que receberam lectina de
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Viscum album via oral, provavelmente acarretado pela avida ligacéo que esta proteina
tem pelas células epiteliais intestinais (PUSZTAI et al., 1998). Hipertrofia de pancreas
associada ao aumento de colecistocinina sérica também foi observada em estudos
que incluiram lectinas purificadas em dietas oferecidas a ratos (OLIVEIRA et al., 1994;
VASCONCELOS et al.,, 2001; KELSALL et al., 2002). Uma notavel mudanca
anatdbmica causada por lectinas presentes em dietas foi a atrofia do timo, um érgéo
relacionado com o sistema imune do animal, ndo estando claro como essas proteinas
agem para acarretar tal transformacdo (OLIVEIRA et al., 1994; VASCONCELOS;
OLIVEIRA, 2004). Aumento no tamanho do figado parece ser outro efeito sistémico
provocado por lectinas de plantas, podendo estar relacionado com os disturbios
metabolicos em geral causados por estas proteinas (PUSZTAI, 1991; GRANT et al.,
1995). Por ultimo, hipertrofia de pulméao foi detectada em ratos que ingeriram lectina
de V. album (PUSZTAI et al., 1998). Diante destes fatos e dos resultados obtidos para
Mo-CBP4, pode ser dito que esta lectina ndo induziu alteracdo na massa de 6rgaos
corriqueiramente afetados por outras lectinas, tanto em relacdo aos camundongos
machos como fémeas, quando comparados com o grupo salina.

Adicionalmente, foi realizada analise macroscopica dos 6rgéos dissecados,
ndo tendo sido visualizada nenhuma alteracdo morfolégica. E sabido que o uso de
anti-inflamatoérios ndo esteroidais aumenta os riscos de lesbes gastricas, devido aos
efeitos colaterais decorrentes da inibicdo da sintese de prostaglandinas que protegem
a mucosa gastrica (SULEYMAN; DEMIRCAN; KARAGOZ, 2007). Diferente de outras
drogas anti-inflamatorias, Mo-CBP4, nas trés doses testadas néo foi capaz de causar
lesdes estomacais em camundongos machos e fémeas.

Também foi realizada a andlise de parametros hematoldgicos em todos os
animais. Em relacdo aos machos, apenas o numero de plaquetas foi encontrado
aumentado para os grupos tratados com Mo-CBP4 (40 e 100 mg/kg) e BSA, quando
comparados ao grupo salina. Quantidade elevada de plaquetas € chamada de
trombocitopenia e, geralmente, estd relacionada com uma doenca chamada
policitemia, estando tal desordem sempre acompanhada de aumento no nimero de
leucécitos e eritrocitos (GONZALEZ; SILVA, 2008), o que ndo foi visualizado nos
grupos testados. Além disso, é razoavel levar em conta os valores de referéncias do
namero de plaquetas para camundongos encontrados em outros trabalhos. Por
exemplo, um estudo realizado para avaliar valores minimos e maximos dos principais

parametros hematoldgicos de camundongos saudaveis do Laboratorio Charles River
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mostrou que o numero de plaguetas é considerado normal se estiver dentro da faixa
de 638 — 1177 x 10%mm?3 (CLIFFORD; GIKNIS, 2008). Assim, todos os valores
encontrados apresentam-se dentro da normalidade. Em relagdo as fémeas, nenhum
parametro diferiu dos valores obtidos para o grupo controle.

Quando investigadas a eficacia e seguranca do uso de sementes de M.
oleifera no tratamento da asma bronquica em humanos, foi observado para a maioria
dos pacientes que usaram sachés contendo o p6 da améndoa aumento nos valores
de hemoglobina e taxa de sedimentacdo de eritrécitos diminuida (AGRAWAL;
MEHTA, 2008). Tal perfil ndo foi encontrado para os animais tratados com Mo-CBPa.

Quanto aos parametros bioquimicos, o perfil lipidico do soro foi o que
mostrou alteracdo mais pronunciada, particularmente nos camundongos machos. Os
niveis de triglicerideos foram maiores para os animais tratados com Mo-CBP4, nas
doses de 10 e 40 mg/kg, quando comparados ao grupo salina. Porém, tal resultado
também foi encontrado para o grupo que recebeu BSA, usada aqui como proteina
padrdo. Além disso, na dose mais alta de Mo-CBP4 (100 mg/kg), que era esperado
maiores efeitos deletérios, ndo foi visualizado aumento de triglicerideos. Os niveis de
HDL tenderam a aumentar nos animais que receberam a lectina, porém apenas nos
grupos que foram tratados com 10 e 40 mg/kg. Ja para o grupo tratado com BSA, foi
mostrada uma diminui¢éo nos niveis dessa lipoproteina no soro dos animais. O niveis
de LDL nos animais que receberam a lectina, nas doses de 10 e 100 mg/kg, tenderam
a diminuir, mostrando diferenca significativa do grupo salina. As fémeas tratadas com
a lectina ou proteina padrao nao foram afetadas quanto aos parametros bioquimicos
séricos avaliados. Varios estudos reportam a atividade hipolipidémica de M. oleifera.
Extrato das folhas foi capaz de diminuir a massa corpdrea e massa relativa do
coracao, reduzindo os niveis de triglicerideos e colesterol do soro de animais
experimentais (ARA et al., 2008). Coelhos alimentados com dieta padrdo e
hipercolesterolémica, apds ingerirem sementes cozidas de M. oleifera (200 mg/kg/dia,
v.0.), apresentaram niveis de colesterol, triglicerideos, LDL e VLDL reduzidos no soro,
além de aumento das taxas de HDL. O aumento deste parametro é um dos critérios
desejaveis para um agente hipocolesterolémico ideal, desde que quanto maior esta
taxa, menor é o risco aterosclerotico (MEHTA et al., 2003). Assim, como Mo-CBP4 foi
capaz de modificar os niveis de HDL e LDL do soro dos animais experimentais,

estudos futuros avaliando essa atividade hipocolesterolémica devem ser delineados.
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A andlise urinéria, avaliada de forma qualitativa, ndo resultou em variagédo
entre 0s grupos que receberam proteinas ou apenas salina nos dez parametros
avaliados, tanto para as fémeas quanto para os machos.

Com os resultados obtidos do ensaio de toxicidade em doses repetidas,
convém ser colocado que Mo-CBP4, na dose 10 vezes maior que a terapéutica, ndo
se mostra toxica para camundongos machos e fémeas, parecendo ser segura quanto
ao seu uso. O NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) da lectina neste estudo
foi de 100 mg/kg.

Além dos testes de toxicidade in vitro, os efeitos toxicos in vivo de Mo-CBP4
foram avaliados, utilizando células de camundongos ou humanas, saudaveis ou
cancerigenas. O primeiro experimento tratou de estudar o potencial hemolitico da
lectina, utilizando eritrocitos de camundongos. Mesmo na maior concentracao (200
pHg/mL), Mo-CBP4 nédo foi capaz de lisar eritrocitos, ao contrario do detergente Triton
X-100, utilizado como substancia padrao (controle positivo) neste tipo de teste.

Como a morte da célula pode ser proveniente de outras causas, além da
lise da membrana plasmatica, foi realizado mais um teste de citotoxicidade, desta vez
utilizando o sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolio ou MTT.
Quando células estdo viaveis, a enzima succinil-desidrogenase presente na
mitocondria transforma este sal em cristais de formazam que, depois de solubilizado
em DMSO, se apresenta em uma coloragdo roxa, mensurada por espectrofotometria.
Mo-CBP4, na maior concentracdo (25 pg/mL) testada, néo foi capaz de interferir na
viabilidade de células normais ou cancerigenas. Doxirrubicina foi o composto utilizado
como controle positivo. Trata-se de uma molécula classificada como antraquinona,
bastante utilizada no tratamento contra o cancer, devido ao seu amplo espectro de
atividade antitumoral. Esta molécula interage com o DNA nuclear, resultando em dano
do mesmo, além de induzir a formacgéo de radicais livres, responsaveis pelo estresse
oxidativo da célula (BERETTA; ZUNINO, 2008).

Algumas lectinas de plantas sdo potencialmente citotoxicas. Proteinas
inativadoras de ribossomos do tipo Il (RIPs 1) sdo lectinas que possuem duas cadeias
distintas: a cadeia A, responsavel pela atividade enzimatica capaz de causar dano no
RNA ribossomal e, assim, inibir a sintese proteica; e cadeia B, contendo o sitio
lectinico capaz de se ligar a glicoconjugados presentes na superficie da célula,
mediando o transporte da cadeia A para o citosol e consequente acdo citotoxica

(OLNES, 2004). Como exemplos desse tipo de lectina podem ser citadas a ricina (de
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Ricinus communis) e viscumina (de Viscum album). A WGA, que assim como Mo-
CBP4 é uma proteina ligante a quitina, apresentou notavel toxicidade as células de
cancer de pancreas e de mama, de origem humana, in vitro (SCHUWARZ et al., 1999;
ZALATNAI et al., 2001). Recentes estudos avaliaram o efeito antiproliferativo da ConA
e ConBr em células leucémicas humanas, através do teste do MTT, resultando em
citotoxidade com Clso de 3 e 20 pg/mL, respectivamente (FAHEINA-MARTINS et al.,
2012). Todas estas lectinas sao estudadas como potenciais drogas antineoplasicas.

Para constatar a auséncia de citotoxicidade de Mo-CBP4, foi realizado outro
teste de viabilidade celular, usando linhagens humanas de carcinoma de mama (MCF-
7) e coélon (Caco-2). Estas Ultimas sdo conhecidas por apresentarem varias
caracteristicas semelhantes as células do epitélio intestinal que, por sua vez, sdo 0s
principais alvos de lectinas de planta presentes na alimentacdo (HART et al., 1988;
FARIAS, 2013). O teste baseou-se em monitorar a producdo de ATP, presente em
células metabolicamente ativas. Quando o ATP entra em contato com 0s reagentes
D-luciferina e luciferase (do Kit ATPlite™), estes reagem e liberam energia em forma
de luz, que é quantificada. A luz emitida € diretamente proporcional a concentracéo
de ATP. ConA foi utilizada como controle positivo ou lectina padréo, por apresentar
acao citotoxica. Diferentemente do verificado com a ConA, Mo-CBP4 ndo afetou a
viabilidade celular, mesmo na maior concentracao (244,5 ug/mL).

Como ja mencionado, sabe-se que a maioria do biofarmacos produzidos
trata-se de macromoléculas recombinantes provenientes de proteinas humanas e, por
isso, testes de genotoxicidade geralmente ndo sdo necessarios nos ensaios nao
clinicos de seguranca. Porém, a proposta da utilizacdo de Mo-CBP4 como biofarmaco
nao pode descartar a possibilidade de dano no material genético de células humanas,
por se tratar de uma molécula exdgena. Portanto, foi realizado o teste do cometa, para
avaliar possiveis danos ao DNA de linfocitos saudaveis humanos. Mo-CBP4 pareceu
nao afetar o material genético de linfocitos, desde que apresentou indice de dano
semelhante ao do controle negativo. B-lapachona € uma naftoquinona natural
altamente genotdxica e foi utilizada como controle positivo no teste do cometa (SILVA;
FERREIRA; SOUZA, 2003).

Algumas lectinas de planta sdo sabidamente genotéxicas, como € o caso
da abrina (de Abrus precatorius), que se mostrou altamente toxica ao DNA em culturas
de linfocitos transformados pelo virus Epstein Barr (BENNETT et al., 1982). Usando o

teste do cometa, foi demonstrado que ConA e ConBr produziram taxas de dano ao
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DNA acima de 80% em células leucémicas humanas (FAHEINA-MARTINS et al.,
2012). Estudo analisando a seguranca da utilizagdo de M. oleifera para o tratamento
de agua mostrou que o extrato das sementes, na concentracdo popularmente utilizada
(0,2 pg/pL), ndo apresenta mutagenicidade nos ensaios de Ames, Kado e DNA
plasmidial (ROLIM et al., 2011). Porém, doses 3, 4, 5 e 7,5 vezes maior que a
corriqueiramente usada foram mutagénicas para cepas de Salmonella. No entanto, no
mesmo estudo foi demonstrado que uma lectina floculante isolada das sementes
(WSMolL), apresentada como alternativa no tratamento de agua, ndo mostrou
atividade genotdxica em nenhum dos ensaios realizados. Mo-CBP4, apesar de ser
uma lectina, assim como a WSMolL, parece nao afetar o material genético de células.

Os testes apresentados neste capitulo sdo ensaios preliminares para a
continuacdo do estudo de Mo-CBPs como um potencial biofarmaco. Apesar dos
resultados aqui apresentados mostrarem que essa proteina pouco afetou o
funcionamento normal de camundongos, ou mesmo de ceélulas, muitas outras
analises, como alergenicidade, carcinogenicidade e toxicidade cronica séo essenciais

para assegurar que a utilizacao futura desta lectina ndo causara danos ao homem.
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7. CONCLUSAO

Mo-CBP4 ndo afetou o comportamento e massa corporea de camundongos
guando administrada por via oral, em uma dose elevada (2000 mg/kg). Efeitos
adversos também ndo foram encontrados quando Mo-CBP4 foi administrada
diariamente, por 28 dias, em doses de até 10 vezes a terapéutica. Além de estudos in
vivo, avaliagdes in vitro utilizando diversas metodologias e linhagens de células
saudaveis ou cancerigenas mostraram que Mo-CBP4 ndo apresenta efeitos cito- e
genotoxicos. Apesar de outros estudos serem necessarios para confirmar a seguranca
de utilizacdo de Mo-CBP4, 0 presente estudo ja evidencia que nao ha indicios de
toxicidade relevantes por parte desta lectina.
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CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que a proposta de utilizar uma nova molécula para fins
terapéuticos em humanos requer atividades complexas e multidisciplinares que
podem durar dezenas de anos até a sua devida liberacdo a populagédo. O presente
trabalho estudou os aspectos estruturais, farmacoldgicos e toxicoldégicos de uma
proteina ligante a quitina de sementes de Moringa oleifera, Mo-CBP4, como uma
continuacao do trabalho realizado anteriormente em nosso grupo de pesquisa.

Os experimentos realizados estédo descritos nos trés ultimos capitulos deste
trabalho. No segundo capitulo, foram estudadas as caracteristicas estruturais de Mo-
CBP4. Inicialmente, o protocolo de purificacdo desta proteina foi reavaliado e
modificado a fim de se obter um maior rendimento no final do processo.
Estruturalmente, Mo-CBP4 mostrou-se como uma proteina heterodimérica rica em
residuos de glutamina e aminoacidos basicos. Estudos espectroscopicos mostraram
gue se trata de uma proteina alfa-beta com alta estabilidade a variacdes de
temperatura e pH. Aspectos da estrutura terciaria devem ser objetos de futuros
estudos para se ter uma relacdo estrutura-atividade melhor estabilidade,
proporcionando um maior aproveitamento funcional desta proteina.

O terceiro capitulo abordou o potencial terapéutico de Mo-CBP4 nos
processos de inflamacé&o e dor, visando principalmente a sua utilizagéo por via oral.
Os resultados indicaram que Mo-CBP4 possui uma potente atividade anti-inflamatoria
dependente do seu sitio de interacéo a carboidrato e tal efeito esta relacionado com a
diminuicdo dos niveis de IL-1B e aumento dos niveis de IL-10 no sangue dos animais.
A atividade analgésica desta proteina mostrou dependéncia da agéo anti-inflamatéria
e nenhuma relacdo com um possivel efeito sedativo. Proteinas terapéuticas
geralmente ndo sdo administradas via oral devido a alta susceptibilidade destas a
hidrolise por enzimas do trato digestorio. Portanto, ser resistente a acdo destas
proteases é o grande diferencial de Mo-CBP4 possibilitando a utilizacdo desta proteina
pela via menos invasiva que é a via oral. Aspectos farmacodindmicos e
farmacocinéticos devem ser estudados para considerar uma futura utilizacdo desta
proteina como um farmaco.

E, finalmente, no quarto capitulo foram iniciados os estudos para avaliar a
seguranca da utilizagdo de Mo-CBP4, seguindo protocolos de ensaios nao-clinicos

usados mundialmente para avaliar a toxicidade de novas entidades quimicas. Ensaios
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de toxicidade aguda de dose Unica e doses repetidas via oral, mostraram que 0sS
animais tratados com essa proteina ndo apresentaram mortalidade e nem sinais de
toxicidade. Ensaios in vitro, utilizando cultura de células também mostraram que Mo-
CBP4 néo afetou o funcionamento normal destas.

Portanto, Mo-CBP4 apresenta-se como forte candidata a um futuro agente
terapéutico contra os processos de inflamacao e dor, pois atrelado a esta molécula
esta sua alta estabilidade estrutural, uma potente atividade por uma desejada via de

administracdo para qualquer farmaco e uma alta seguranca na sua utilizagao.
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