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RESUMO

PEREIRA, M.L. Identificagcdo de Uma Proteina Ligante a Quitina em Sementes
de Moringa oleifera Lamarck com Atividades Antinociceptiva e Anti-
inflamatdria. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) — Universidade Federal do
Ceara, Fortaleza, 2010.

Moringa oleifera Lam. € uma arvore conhecida pelo seu valor medicinal, uma vez
gue extratos de todas as partes desta planta mostraram propriedades farmacolégicas
reconhecidas pelo uso popular e corroboradas pela comunidade cientifica. Dentre as
atividades farmacoldgicas, destacam-se aquelas relacionadas a processos inflamatérios.
Este trabalho teve como objetivo o isolamento e caracterizacdo de uma proteina ligante a
quitina de sementes de Moringa oleifera e avaliacdo de suas atividades antinociceptiva e
anti-inflamatéria. As proteinas foram extraidas da farinha delipidada de sementes e o
extrato total foi fracionado em albuminas e globulinas. A fragdo albuminica foi submetida
a cromatografia de afinidade em matriz de quitina. A fragdo ligante a quitina eluida com
N-acetil-D-glucosamina 0,1 M foi submetida a cromatografia de troca ibnica acoplada a
um sistema de FPLC, rendendo cinco picos protéicos. O material eluido com tampéo
acetato de sédio 0,5 M, pH 5,2, contendo NaCl 0,6 M, denominado Mo-CBP, (Mo —
Moringa oleifera; “CBP — “chitin binding protein”), teve um rendimento final de 0,54% e foi
escolhido para dar continuidade ao trabalho. Mo-CBP,4 apresentou-se como duas bandas
protéicas de massas moleculares aparentes de 27,5 e 16,5 kDa, em condi¢gbes néo-
redutoras, e de 9,8 kDa em condi¢cdes redutoras. Eletroforese bidimensional desta
proteina revelou a presenca de dois spots (18,7 e 13,4 kDa), com mesmo ponto
isoelétrico (pl de 10,55). Trata-se de uma glicoproteina com 2,85% de carboidratos, ndo
apresentando atividade hemaglutinante. Mo-CBP, mostrou-se tao eficiente quanto o
sulfato de aluminio e potassio na capacidade de coagular material em suspensao na
agua. A proteina em questéo foi resistente a protedlise no teste de digestibilidade in vitro
utilizando pepsina, tripsina e quimotripsina. Para avaliar os efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatorio de Mo-CBP,, foi utilizado o modelo de contor¢gées abdominais induzidas pela
injecdo de acido acético 0,8% (via i.p.) em camundongos. A proteina, nas doses de 1,0,
3,5 e 10 mg/kg, foi capaz de prevenir as contor¢des de maneira dose dependente,
chegando a 98,9% de inibicdo na dose de 10 mg/kg. Mo-CBP, também apresentou
atividade antinociceptiva por via oral (10 mg/kg), atingindo uma inibicdo de 52,9% quando
administrada 60 minutos antes da injecéo de acido acético. Mo-CBP, inibiu 0 aumento da
permeabilidade vascular (89,1%) e a migracao leucocitaria (60,9%) na dose de 10 mg/kg
via i.p. A propriedade antinociceptiva parece ser independente do sitio de interacdo ao
carboidrato N-acetil-D-glucosamina, enquanto que a atividade anti-inflamatéria mostrou
um decréscimo quando a regido de ligacdo ao carboidrato foi bloqueada. Os resultados
apresentados suportam cientificamente o uso popular da M. oleifera e mostram que uma
proteina ligante a quitina, Mo-CBP,, esta associada aos efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatdrio das sementes.

Palavras-chave: Moringa oleifera; proteinas ligantes a quitina; atividade antinociceptiva;
atividade anti-inflamatoria.



ABSTRACT

PEREIRA, M.L. Identification of a Chitin-Binding Protein from Moringa
oleifera Lamarck Seeds with antinociceptive and anti-inflammatory effects.
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2010.

Moringa oleifera Lam. is a perennial multipurpose tree with a strong
scientific evidence of its curative power and used in folk medicine to cure several
inflammatory processes. This work aimed to isolate and characterize a chitin-
binding protein from Moringa oleifera seeds, and evaluate its antinociceptive and
anti-inflammatory effects. Chitin-binding proteins were obtained after application of
albumin fraction from crude extract of M. oleifera seeds into a chitin column and
the adsorbed fraction was applied in a Resource-S matrix attached to FPLC
system. The fraction eluted with 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.2, containing
0.6 M NaCl, named Mo-CBP,4 was used for the experiment. Mo-CBP, showed a
single band on SDS-PAGE (molecular mass 9.8 kDa) in presence of reducing
agent, however in the absence of 2-mercaptoethanol two bands corresponding to
27.5 and 16.5 kDa were observed. Bidimensional electrophoresis of this protein
revealed the presence of two spots (18.7 and 13.4 kDa), with the same isoeletric
point value corresponding to 10.55. Mo-CBP, is a glycoprotein containing 2.85%
neutral sugar, which failed to agglutinate untreated or trypsin-treated erythrocytes
from rabbit or human origin. This protein showed coagulant activity, similar to
aluminum and potassium sulfate, the coagulant most widely used in water
treatment. Mo-CBP,4 was subjected to in vitro digestion with pepsin, trypsin, or
chymotrypsin and appeared to be markedly resistant to digestion. Acetic acid-
induced abdominal constrictions, increase in vascular permeability and leukocyte
migration tests were used for the antinociceptive and anti-inflammatory activities
assessment. Mo-CBP,4 (1.0, 3.5 and 10 mg/kg) into mice potently and significantly
reduced the occurrence of abdominal writhing in a dose dependent manner by
18.9, 44.6% and 98.9%, respectively. In addition, the oral administration of the
protein (10 mg/kg) resulted in 18% and 52.9% reductions in abdominal writhing
when given 30 and 60 min prior to acetic acid administration, respectively. Mo-
CBP4 also caused a significant and dose-dependent inhibition of peritoneal
capillary permeability induced by acid acetic and significantly inhibited leukocyte
accumulation in the peritoneal cavity. The effect antinociceptive appeared to be
independent on the carbohydrate recognition site. However the anti-inflammatory
activity was partially reversed when Mo-CBP, was pre-incubated with specific
carbohydrate ligand, showing that this effect is dependent on the carbohydrate
recognition site.

Keywords: Moringa oleifera; chitin-binding protein; protein purification;
antinociceptive effect; anti-inflammatory activity.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para o tratamento de diversas enfermidades
humanas é 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, o alto custo
desses farmacos e os efeitos colaterais apresentados por eles, aliados a busca de
uma vida mais saudavel pela populacdo de paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento, motivaram a prospeccdo de novas moléculas derivadas de
produtos naturais com propriedades terapéuticas (RAMOS et al., 2005). Nesse
contexto, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2008), cerca de 80%
da populacdo mundial, principalmente nos paises desenvolvidos, utilizam
farmacos derivados de plantas de forma alternativa ou complementar aos
medicamentos sintéticos.

Durante as ultimas décadas, devido aos avan¢os em biotecnologia, uma
maior énfase tem sido dada aos efeitos farmacoldgicos 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). Dentre as vantagens na
utilizacao de proteinas para fins terapéuticos, destaca-se a alta especificidade a
um conjunto de fungBes complexas que moléculas de pequeno tamanho séo
incapazes de mimetizar, interferindo pouco nos processos bioldégicos normais,
acarretando uma menor quantidade de efeitos adversos (LEADER; BACA;
GOLAN, 2008; STROHL e KNIGHT, 2009). Reichert (2003), comparando a
aceitacdo de novas drogas pela FDA no periodo de 1980 a 2002, demonstrou que
proteinas sdo mais facilmente aceitas e liberadas ao mercado como farmacos,
quando comparadas a drogas de baixa massa molecular de natureza néo-
protéica, evidenciando o sucesso dessa bioterapia.

Apesar da grande diversidade de plantas medicinais existentes, poucas
proteinas derivadas de vegetais sdo exploradas com o objetivo terapéutico, o que
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consiste em um fato bastante contraditério. 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 prospeccédo 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 as partes desta planta mostraram propriedades farmacologicas
reconhecidas pelo uso popular e corroboradas pela comunidade cientifica
(FERREIRA et al., 2008). Quase todas as partes da planta podem ser
consumidas e sdo de grande valor nutricional. Além disso, suas sementes sao
vastamente usadas para purificacdo de adgua em lugares que a agua potavel se
encontra escassa (NDABIGENGESERE e NARASIAH, 1996; MAKKAR e
BECKER, 1997).

Atividades hipotensiva, anticancerigena, anti-inflamatoria, analgésica,
antibiotica, antitripanossomal, anti-ulcerativa, hipocolesterolémica, hipoglicemiante
e hepatoprotetora sao propriedades que tém 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-
inflamatoria e antinociceptiva foram reportadas para raizes, folhas e sementes
(CARCERES et al., 1992; SASHIDHARA et al., 2009; SULAIMAN et al., 2008). No
entanto, apesar da forte evidéncia cientifica do poder curativo de M. oleifera,
estudos adicionais enfatizando o isolamento e a caracterizacdo de compostos
bioativos tornam-se cruciais por duas principais razdes:

e Fornecer suporte cientifico para o uso de M. oleifera como agente

medicinal e;

e Elucidar o mecanismo de acdo dos tradicionais beneficios terapéuticos de

M. oleifera, atribuindo a utilizacao biotecnologica racional de suas partes ou

moléculas derivadas.

Baseando-se nas informacdes apresentadas anteriormente, foi formulada a

seguinte pergunta:
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“Que principio ativo estad associado as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria das sementes de M. oleifera e quais caracteristicas bioquimicas

estariam vinculadas a ele?”

Portanto, no intuito de responder ao questionamento supracitado, varias
abordagens experimentais foram utilizadas, objetivando isolar um principio ativo
de natureza protéica envolvido nas atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva

atribuidas as sementes de M. oleifera.

18



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Moringa oleifera Lamarck

2.1.1 Consideracdes gerais

Moringa oleifera Lamarck € a espécie mais vastamente cultivada da familia
monogenérica Moringaceae, que inclui 13 espécies de arvores e arbustos
distribuidos proximo ao Himalaia, do Noroeste do Paquistdo ao Norte da india
(RAMACHANDRAN et al., 1980). Essa planta tem sido difundida para muitas
partes do mundo, sendo hoje encontrada no Afeganistdo, Bangladesh, Siri Lanka,
Africa, Oeste da Asia e nas Américas, do México ao Peru, llhas Caribenhas,
Paraguai e Brasil (JAHN et al., 1986; MORTON et al., 1991). Na india, ela é
conhecida popularmente como Sajina e Shekta e nos Estados Unidos como
Drumstick ou “bastdo de tambor” devido ao formato de seus frutos. M. oleifera
adapta-se a uma ampla faixa de solos, crescendo em regides subtropicais secas
e Umidas, tropicais secas e florestas umidas (DUKE, 1978).

No Brasil, onde foi introduzida por volta de 1950, € encontrada na regiao
Nordeste, principalmente nos estados do Maranhdo, Piaui e Ceara, sendo
conhecida popularmente como lirio-branco, quiabo de quina ou simplesmente
moringa (AMAYA et al., 1992; MATOS, 1998; CYSNE, 2006).

Trata-se de uma planta de multiplo uso, onde quase todas as suas partes
sao ditas como sendo de valor nutritivo (folhas, frutos verdes, flores e sementes) e
medicinal (PALADA, 1996; MAKKAR e BECKER, 1997). Atualmente a cultura da
M. oleifera vem sendo difundida em todo semi-arido nordestino, devido a sua
utilizac&o no tratamento de agua para o uso doméstico (GALLAO; DAMASCENO;
BRITO, 2006). Suas sementes possuem importancia industrial, ja& que produzem
um Oleo conhecido como “Ben” usado para lubrificar maquinas e na fabricagcao de
perfumes, além de serem vastamente usadas para purificagdo da agua (DUKE,
1978; MORTON, 1991).
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2.1.2 Aspectos Botanicos

Moringa oleifera é classificada taxonomicamente conforme descrito a
seguir (Fonte: USDA):

Reino: Plantae

Diviséo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Dilleniidae
Ordem: Brassicales
Familia: Moringaceae
Género: Moringa
Espécie: Moringa oleifera L.

M. oleifera € uma arvore decidua que geralmente cresce até 10 a 12 m de
altura. Na Ameérica tropical, onde foi introduzida como planta ornamental, é uma
planta de porte arbéreo e de tronco unico (FIGURA 01). 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, exuda um latex branco. Na
medula central ha uma grande quantidade de mucilagem, rica em arabinose,
galactose e acido glucurdnico. As folhas sao verdes-pélida, 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 os laterais. O mesoéfilo contém cristais de célcio (CACERES et al., 1992).
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Figura 01. Moringa oleifera Lamarck. (A) Arvore de Moringa oleifera; (B) Frutos
imaturos; (C) Frutos maduros; (D) Sementes aladas.
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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 séo divididas em calice e corola. Sdo mondclinas, 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 que 600 mm por ano, como nas ilhas do Caribe, as arvores estdo sempre
floridas; caso contrario, a planta s6 se reproduz na estacdo chuvosa. Os frutos
sdo péndulos lineares, possuindo cor verde a marrom esverdeado, 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 séo 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 didmetro (PALANISAMY e KUMERASAN, 1985; LORENZI e
MATOS, 2002; CYSNE, 2006).

2.1.3 Utilizag&o de M. oleifera

M. oleifera é uma planta multifuncional, tendo como caracteristicas
principais: 1) grande quantidade de proteinas, vitaminas, carboidratos e minerais
em toda a planta, o que a torna de alto valor nutricional; 2) presenca de agentes
coagulantes nas sementes que podem ser usados no tratamento da agua; 3) bem
documentada na medicina, onde todas as suas partes mostraram propriedades
farmacoldgicas (FOIDL; MAKKAR; BECKER, 2001; FERREIRA et al., 2008).

2.1.3.1 Nutricao

Segundo Dahot (1998), quase todas as partes de M. oleifera séo
consumidas. Ela tem sido usada para combater a desnutricdo, especialmente de
criancas e maes em periodo de amamentacdo. Organizacdes néo-
governamentais, em particular Trees of Life, Church World Service e Educational
Concerns for Hunger Organization, tém preconizado M. oleifera como “nutricdo

natural dos trépicos” (FAHEY, 2005) podendo ser feita uma associagdo entre os
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paises que tem maior indice de desnutricdo e aqueles onde M. oleifera cresce
(FIGURA 02).

As folhas podem ser consumidas frescas, cozidas ou estocadas como po
seco por muitos meses sem refrigeracdo, mantendo o valor nutricional. Nas
regides secas, onde outros vegetais verdes ndo podem ser encontrados, as folhas
de M. oleifera podem ser colhidas e consumidas. Elas sdo ricas em vitaminas A,
B, C e E, calcio, ferro e fosforo, além de ter uma quantidade razoavel de proteinas
(8,1%) e carboidratos (14,1%). Em particular, a concentracdo de vitamina A
detectada corresponde em média 23 mil UI/100 gramas, destacando-se de fontes
reconhecidas por possuirem alto teor de vitamina A, como o brécolis (5 mil Ul),
cenoura (3,7 mil Ul), espinafre (1,9 mil Ul) e alface (1,0 mil Ul) (SILVA e KERR,
1999).

Flores e frutos jovens contém de 5 a 10% de proteinas e séo usados na
alimentacdo tanto humana como animal. As raizes possuem um gosto picante,
sendo usadas como condimento ou guarnicdo, secando e misturando com vinagre
(MORTON,1991).

A analise quimica das sementes realizada por Galldo, Damasceno e Brito
(2006) mostra que o teor de lipidios € de aproximadamente 19%. Mais de 80% de
seu contetdo sdo de acidos graxos insaturados (BHUPTAWAT; FOLKARD;
CHAUDHARI, 2007). Este 6leo é conhecido comercialmente como Ben oil ou
Behen oil por conter o acido behénico, resistente a oxidagdo e extensivamente
utilizado na industria de perfumes. Este 6leo é similar ao azeite de oliva, sendo
rico em acidos palmitico, estearico e oléico (FOIDL; MAKKAR; BECKER, 2001,
RASHID et al., 2008). A composicdo centesimal das sementes mostra que estas
possuem elevados teores de proteina, chegando a ser maiores que os valores
calculados para leguminosas de importancia na alimentacdo humana, cujas
sementes em geral contém cerca de 18 a 25% de peso seco de proteinas (SINGH
e SINGH, 1992) (TABELA 01).
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M Paises onde Moringa cresce B Paises com 20-35% de populagdo desnutrida®
B Paises com 5-19% de populagio desnutrida®

Figura 02. Associacdo entre os paises que tém maior indice de desnutricdo e aqueles onde a Moringa cresce (United Nations World

Food Programme, 2004).
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Tabela 01. Composicéao quimica das sementes de Moringa oleifera

Composicao Semente
Acucares soluveis (g/100 g) 3,14
Oligossacarideos (g/100 g) 3,31
Amido (g/100 g) 6,02
Proteinas (g/100 g) 39,3
Lipideos (g/100 g) 18,8

Fonte: GALLAO; DAMASCENO; BRITO, 20086.

2.1.3.2 Purificacéo da Agua

Farinha de sementes de M. oleifera é tradicionalmente usada como um
coagulante para purificacdo de agua. No Sudao, 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 sdo capazes de tratar um litro de agua,
reduzindo a turbidez em 92 a 99%.

Acredita-se que 0s agentes responsaveis pela coagulacdo sejam proteinas
homodiméricas catidbnicas de massa molecular em torno de 13 kDa e ponto
isoelétrico entre 10 e 11 (NDABIGENGESERE et al., 1995). Gassenschmidt et al.
(1995) isolaram uma proteina catibnica 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 acdo 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 suspensdo, além de agregar bactérias do tipo Escherichia coli e

Bacillus thurigiensis, inibindo o crescimento de tais microorganismos. Tais
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proteinas permaneceram ativas quando foram aquecidas a 96 °C, por 5 horas
(GHEBREMICHAEL et al., 2005). Recentemente, uma nova lectina chamada de
cMoL foi isolada a partir de extrato salino de sementes de M. oleifera por
cromatografia de afinidade. PAGE-SDS mostrou que cMoL possui massa
molecular aparente de 26,5 kDa e em eletroforese nativa basica foi detectada
como Unica banda. Esta proteina além de possuir atividade coagulante similar ao
sulfato de aluminio manteve-se ativa apds um aquecimento a 100 °C, por 7 horas
(SANTOS et al., 2009).

Além de diminuirem o barro e bactérias contidas em agua néo tratada,
estudos comprovam que as sementes de M. oleifera apresentam efeito higiénico
por remover 90% de cercérias (Schistosoma mansoni, Carcariae) da agua
utilizada no Suddo (OLSEN,1987). As sementes também podem ser usadas
como bioadsorventes, removendo metais pesados que contaminem a agua como
0 cadmio, arsénio e zinco. O mecanismo de adsorcao de tais metais parece estar
ligado com os tipos de aminoacidos presentes nas sementes que geram uma
atmosfera apropriada para atrair ions, funcionando como bioquelantes (KUMARI
et al., 2005; SHARMA et al., 2006; BHATTI et al., 2007).

2.1.3.3 Usos Terapéuticos

M. oleifera também possui numerosos usos farmacoldgicos, 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 combinacdo das atividades diurética, hipocolesterolémica e hipotensiva
faz com que varias partes dessa planta sejam importantes ferramentas no
tratamento e prevencédo de desordens cardiovasculares (ANWAR et al., 2007).
Compostos ativos isolados de extrato etanolico das folhas de M. oleifera foram
capazes de diminuir a pressdo 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.,
1998). Outros estudos mostram que raizes, folhas, flores, latex e infusdo aquosa

de sementes possuem atividade diurética, que geralmente sdo usadas como um
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auxiliar para o tratamento da hipertensdo (MORTON, 1991; CACERES et al.,
1992). Extrato bruto de folhas de M.oleifera reduziu significativamente os niveis
de colesterol do sangue de ratos que se alimentavam com uma dieta rica em
lipideos (GHASI; NWOBOBO; OFILI, 2000). 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 prevencao de aterosclerose (MEHTA et al., 2003).

Atividade anti-espasmaddica foi encontrada em 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 em extratos metandlico e aquoso de
folnas (PAL; MUKHERJEE; SAHA, 1995). Foi reportado também atividade
hepatoprotetora em raizes e folhas (PAL; MUKHERJEE; SAHA, 1995;
RUCKMANI et al., 1998). Em extrato aquoso e alcodlico de flores de M. oleifera
foi encontrado um flavonodide conhecido como quercetina 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 injuria e fibrose em figados de ratos por um mecanismo
relacionado as propriedades antioxidante e anti-inflamatoria, além da habilidade
em atenuar a ativagao das células armazenadoras de gordura no figado (HAMZA,
2010).

Makonnen, Hunde e Damecha (1997) reportaram que folhas de M. oleifera
possuem potencial atividade anti-tumoral. Foram encontrados fitoquimicos
promissores para esse tipo de atividade, como o isotiocianato, que foi capaz de
inibir a ativacdo do virus Epstein-Barr, promotor de tumor (MURAKAMI et al.,
1998). Isotiocianato também é conhecido como indutor de enzimas protetoras
contra o cancer, principalmente de mama (ZHANG, 1994).

A utilizacdo 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 flngicas
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como “pé-de-atleta” e “tinea” (CHUANG et al., 2007). Usos similares foram
relatados na India, Paquistio e Suddo (RAMACHANDRAN; PETER;
GOPALAKRISHNAN, 1980; JAHN; MUSNAD; BURGSTALLER, 1986; DASTUR,
1977). Estudos apontam que células do dermatdfito Trichophyton rubrum (fungo
causador de “pé-de-atleta”), tratadas com extrato etandlico de sementes de M.
oleifera, apds 24 horas, apresentaram uma ruptura na membrana plasmatica e
danos nos componentes intracelulares com consequiente morte celular (CHUANG
et al., 2007).

N-benzil tiocarbamato, N-benzil carbamato, benzil nitrila e um benzil éster
isolados de extrato metandlico dos frutos de M. oleifera foram capazes de
estimular significativamente a liberacdo de insulina de células 3 do pancreas de
roedores. Folhas de M. oleifera j& eram tradicionalmente usadas para o
tratamento de diabetes mellitus. Recentemente, foi revelado que extrato aquoso
das folhas apresenta potencial hipoglicemiante e antidiabético, dando base
cientifica ao uso popular (FRANCIS et al., 2004; JAISWAL et al., 2009).

M. oleifera também é conhecido 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 uréia (1,3-dibenzil urea) responsaveis pelas
atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato alcodlico das raizes. Tais
fitoquimicos exerceram suas atividades via controle de ativagdo dos mastocitos,
inibindo a producdo de TNF-a e IL-2 em condi¢fes inflamatodrias (SASHIDHARA
et al., 2009).

Estudos utilizando testes de contor¢do 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 nao-opidide, além de atividade anti-inflamatéria, 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-
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inflamatdéria (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 producao de
mediadores inflamatérios que causam a febre (HUKKERI et al., 2006). A
investigacdo da atividade anti-artritica de extrato etandlico de sementes de M.
oleifera demonstrou a atividade anti-inflamatoéria deste extrato, desde que houve
um decréscimo do volume do edema de pata em condi¢cfes inflamatorias, além de
reduzir os niveis de mediadores inflamatérios no sangue e infiltracdo de leucdcitos
para a junta sinovial (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 de ambas as anafilaxias, via
inibicdo da liberacdo de histamina por mastocitos (MAHAJAN; MALI; MEHTA,
2007Db).

Apesar de mais de 40% das sementes constituirem-se de proteina, estas
sdo pouco exploradas no sentido farmacologico. Estas macromoléculas sao
apenas mencionadas como cosméticos para tratamento da pele e cabelos
(ANWAR et al., 2007). Assim, proteinas e fracGes protéicas de sementes de M.

oleifera se mostram objetos de estudos inéditos e promissores.

2.2 Resposta Inflamatoria

O termo inflamacéo ou flogose (do latim, inflamare e do grego phlogos,
pegar fogo) retrata como 0S povos mais primitivos comparavam uma regiao
inflamada com algo relativo a chamas, quente ou ardido. Essa analogia deve ter
surgido nos tempos do primeiro contato do homem com o fogo, antes mesmo do
controle de sua producao e manipulacao. A civilizagc&o egipcia antiga deixou,
em hieroglifos, os primeiros registros com relatos médicos sobre a identificagéo e
tratamento da inflamacao, através do uso de procedimentos e formulas (FALTAS,
2004). Celcius caracterizou a inflamacao por quatro sinais cardinais: rubor, calor,
tumor e dor. No século XIX, um quinto sinal, a perda da funcéo, foi adicionado por
Rudolf Virchow (MONTENEGRO e FRANCO, 1999).

Assim, a inflamacdo € uma reagdo complexa a varios agentes nocivos,

como microorganismos e células danificadas, geralmente necréticas, que consiste
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de respostas vasculares, migracdo de leucdécitos e reacdes sistémicas (ROBBINS
et al., 2005).

A inflamacdo pode ser aguda ou cronica. A inflamacdo aguda se inicia
rapidamente (em alguns segundos ou minutos) e tem uma duracao relativamente
curta; suas principais caracteristicas sdo a exsudacdo de fluido e proteinas
(edema) e a migracdo de leucécitos, predominantemente de neutrofilos. A
inflamacé&o crénica tem uma duracdo maior e esta histologicamente associada a
presenca de linfécitos e macréfagos, a proliferagcdo de vasos sanguineos, fibrose
e necrose tissular (ROBBINS et al., 2005).

A inflamacdo aguda consiste em dois componentes principais: uma reacao
vascular e uma reacéao celular.

A reacdo vascular comeca imediatamente apds a lesdo ocorre uma
vasoconstricdo reflexa, de origem neurogénica, mediada por terminacdes do
sistema nervoso autdbnomo 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 sangiineo para a regido, provocando calor e
rubor (ROBBINS et al., 2005).

Nos vasos de pequeno calibre ocorrem modificagdes que permitem a
passagem de proteinas plasmaticas para o espaco extracelular, provocando
aumento da presséo oncoética e retencdo de agua no intersticio (edema). O fluido
rico em proteinas € chamado de exsudato. Ocorre também a estase sanguinea
advinda do aumento de permeabilidade da microvasculatura, uma vez que 0
extravasamento de liquidos e proteinas para o0 intersticio provoca
hemoconcentacdo, aumentando a viscosidade sanguinea e gerando o
alentecimento da circulacdo. Essas alteragfes sdo causadas por substancias
liberadas no local da inflamacédo, 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 6xido nitrico (NO) é um dos EDRFs liberados pelas células
endoteliais (PALMER; FERRIG; MONCADA, 1987; MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991), que participa do controle do fluxo sangiiineo (FORTES; HYSLOP;
DENUCCI, 1994), da expressao de moléculas de adesdo e do aumento da
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permeabilidade vascular induzida pelo fator ativador de plaquetas (PAF) e pela
propria bradicinina (MAYHAN, 1992).

O aumento da permeabilidade vascular, levando ao extravasamento de
fluido rico em proteinas (exsudato) para o tecido extravascular pode ocorrer por
diferentes mecanismos, dependendo dos receptores ativados na célula endotelial
ou da lesdo provocada no vaso sanguineo. O mecanismo mais comum é o da
formacédo de fendas no endotélio vascular, sendo desencadeada pela histamina,
bradicinina, leucotrienos, substancia P e outras classes de mediadores quimicos
(MAJNO e PALADE, 1961; MCDONALD; THURSTON; BALUK, 1999). A ligacao
de mediadores, como a histamina, a seus receptores nas células endoteliais
ativam vias de sinalizacdo intracelular que levam a fosforilacdo de proteinas
contrateis e do citoesqueleto, como a miosina (LAMPUGNAMI e DEJANA, 1997,
VAN HINSBERG e VAN NIEUW, 2002). Essas proteinas contraem-se e causam a
separacdo das juncOes intercelulares, formando as fendas. Citocinas como
interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e o interferon-y (IFN- y)
também aumentam a permeabilidade vascular por causarem uma reorganizacao
estrutural do citoesqueleto, fazendo com que as células endoteliais se retraiam e
se separem. Em contraste com os efeitos da histamina, a resposta induzida pelas
citocinas é mais demorada e duradoura (ROBBINS et al., 2005).

A reacdo celular é representada pelo processo de migracdo de leucocitos
(principalmente neutrofilos) durante a resposta inflamatéria aguda, que é
intermediado por diferentes mediadores inflamatérios e quimiotéticos. Estes
promovem um aumento nas interacdes entre os neutréfilos e as células
endoteliais, favorecendo a migracdo destes leucocitos a favor do gradiente de
concentracdo entre a area lesada e as vénulas pos-capilares (HUTTENLOCHER,;
SANDBORG; HORWITZ, 1995).

Diversas sdo as células envolvidas no processo inflamatério, algumas
células ja estdo presentes no tecido afetado, tais como: células endoteliais,
mastécitos e células mononucleares residentes. Enquanto outras como 0s
leucocitos polimorfonucleares (PMN) (neutrofilos, baséfilos e eosindfilos) e
mononucleares (mondcitos e linfocitos) migram para o local da lesdo. Os
leucdcitos sdo atraidos para a regiao afetada por um processo conhecido como
quimiotaxia. Os macréfagos residentes participam de varios eventos da
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inflamacéo, sendo responséveis pela fagocitose do agente agressor e liberacao
de véarios mediadores desencadeando outros eventos inflamatérios como edema
e dor (FERREIRA, 1980). Eles atuam na iniciacdo da mobilizacdo de neutroéfilos
em direcdo ao local agredido.

O processo de passagem de leucdcitos provenientes do sangue para um
tecido inflamado apresenta-se em cinco eventos: marginagéo, rolamento, adeséo,
diapedese (transmigracdo através do endotélio) e quimiotaxia. A adesao
leucocitaria e a transmigracdo sao reguladas principalmente pela ligacdo de
moléculas de adesdo complementares nos leucécitos e nas superficies das
células endoteliais, e pelos mediadores quimicos (quimiotaxinas e algumas
citocinas), que afetam esses processos modulando a expressao na superficie ou
a avidez dessas moléculas de adesdo (LUSCINSKAS et al., 2002; MULLER,
2002). Os receptores de adesdo envolvidos pertencem a quatro familias
moleculares: selectinas, superfamilia das imunoglobulinas, integrinas e
glicoproteinas semelhantes a mucina (ROBBINS et al., 2005).

As selectinas, chamada assim por possuirem um dominio N-terminal
extracelular relacionado as lectinas que se ligam a acucares, compreendem a E-
selectinas, confinada ao endotélio; P-selectina, presentes no endotélio e
plaguetas; e L-selectina, que se expressa na maioria dos tipos de leucdcito
(GONZALEZ-AMARO e SANCHEZ-MADRI, 1999; MCEVER, 2002).

O recrutamento dos leucécitos para o local da lesdo e infeccdo é um
processo que contém varias etapas, envolvendo a ligacdo dos leucdcitos
circulantes as células endoteliais e sua migracao atraves do endotélio (FIGURA
03). Células residentes como macrofagos tissulares, mastécitos e células
endoteliais respondem aos estimulos nocivos pela secre¢éo de citocinas. TNF-a e
a IL-1 atuam nas células endoteliais das vénulas pdés-capilares adjacentes a
infeccdo e induzem a expressao de varias moléculas de adesédo e de ligantes as
integrinas. As moléculas de adeséo, como as selectinas, promovem interagdes de

baixa afinidade com os carboidratos presentes na membrana dos leucdcitos.
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Figura 03. Etapas do processo de migracéao leucocitaria dos vasos sanguineos para o local da inflamacdo. Os leucdcitos rolam
na superficie do endotélio, depois sdo ativados, aderindo a ele, ocorrendo, entéo, a transmigracao através do endotélio; atravessam a
membrana basal e migram seguindo um gradiente quimiotatico que se origina no local da lesédo. Fonte: ROBINS et al,, 2005.



Essa interacédo de baixa afinidade resulta em rolamento dos leucécitos sobre as
células endoteliais. O aumento da expressdo dos ligantes a integrinas pelas
células endoteliais e das integrinas pelos leucdcitos resulta na firme ligacao dos
leucocitos ao endotélio. Os leucocitos param de rolar, seu citoesqueleto €
reorganizado e eles se espalham pela superficie endotelial. O préximo passo
no processo da migracdo dos leucécitos através do endotélio se chama
transmigracdo ou diapedese. Quimiocinas agem nos leucocitos aderidos e
estimulam as células a migrar através dos espacos endoteliais na dire¢cdo do
gradiente quimiotatico, ou seja, na direcdo do local da lesdo ou infeccéo. Estes
leucécitos serdo ativados para exercer a aniquilagdo do agente causador da
inflamacédo (ROBBINS et al., 2005).

Os compostos responsaveis por orquestrar tanto os eventos vasculares
como os celulares sdo os mediadores quimicos que, em termos simples,
podem ser considerados como mensageiros quimicos para a resposta
inflamatoria. (LANSEN et al., 1993). Tais substancias modulam uma série de
eventos locais, como: vasodilatacdo, opsonizacdo, quimiotaxia para células
inflamatorias, destruicdo tecidual e dor, como também febre e mal estar. Os
mediadores quimicos da inflamacdo podem ser de origem plasmatica ou
tecidual. Os de origem plasmética sdo os sistemas de cinina, complemento, de
coagulacédo e fibrinolitico. Os de origem tecidual sdo as aminas vasoativas
(histamina e serotonina), derivados do acido araquidonico, enzimas
lisossomais, radicais livres, fator ativador de plaquetas (PAF), citocinas,
quimiocinas, oxido nitrico e fatores de crescimento (SIQUEIRA e DANTAS,
2000).

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, liberadas dos mastocitos
e das plaquetas podem ser identificadas no inicio da inflamacédo aguda. A
histamina é o primeiro mediador a atuar, gerando o aumento da permeabilidade
vascular e contracdo do endotélio venular com alargamento de juncgfes
celulares interendoteliais. A serotonina apresenta acdes semelhantes as da
histamina, correspondendo a um segundo mediador pré-formado (ROBBINS et
al., 2005).

Quando as células séo ativadas por diversos estimulos, os lipidios em
suas membranas sdo rapidamente remodelados para gerar mediadores

lipidicos biologicamente ativos. O acido araquidénico € um acido graxo que nao
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se encontra livre nas células, mas sim na forma esterificada nos fosfolipidios,
sendo liberado desses fosfolipidios através da acéo de fosfolipases do tipo Ay,
que podem ser ativadas por estimulos mecanicos, fisicos e quimicos ou por
outros mediadores (ROBBINS et al., 2005). Varios tipos de células liberam
acido araquidénico em resposta a diferentes estimulos tais como bradicinina,
angiotensina Il, vasopressina, trombina, coldgeno, adrenalina, ADP, peptidios
quimiotaticos e histamina (CARVALHO, 1990). Os metabdlitos do &cido
araquidénico, também chamados de eicosandides, sao sintetizados por duas
classes principais de enzimas: as ciclooxigenases e as lipooxigenases.

A via das ciclooxigenases, iniciada por duas enzimas diferentes (a COX-
1, constitutivamente expressa, e a COX-2, uma enzima induzida), leva a
geracdo de prostaglandinas. Estas estdo divididas em séries, com base nas
caracteristicas estruturais. As mais importantes no processo inflamatorio sao:
PGE,, PGD,, PGF,, PGI, (prostaciclina) e tromboxano-A,. A PGE, causa
hiperalgesia, pois torna a pele mais sensivel a estimulos dolorosos (ROBBINS
et al., 2005).

Na via da lipoxigenase o produto principal, a HETE, que € quimiotéatica
para neutréfilos é convertida em uma série de compostos conhecidos como
leucotrienos. Dentre os leucotrienos mais importantes esta o LTB,4, que causa
aderéncia de neutrofilos ao endotélio das vénulas pés-capilares, sendo também
um potente agente quimiotéatico para neutroéfilos. O LTCy4, LTD4 € LTE, causam
vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular
(SIQUEIRA e DANTAS, 2000).

2.3 Dor e Nocicepcao

Segundo a Associagédo Internacional para o Estudo da Dor (do inglés
IASP), a dor €& definida como uma sensacdo e experiéncia emocional
desagradavel associada com um dano tecidual atual ou potencial, ou descrita
como tal dano.

Em condi¢des normais, a dor esta associada com a atividade elétrica em
fibras aferentes primarias de pequeno diametro dos nervos periféricos (RAJA et
al., 1999). Estes nervos tém terminacdes sensoriais nos tecidos periféricos

chamados de nociceptores e sao ativados por estimulos de varios tipos:
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mecanico, térmico ou quimico (CESARE e MCNAUGHTON, 1997; JULIUS e
BASBAUM, 2001). Os nociceptores sédo distinguidos de outros tipos de
receptores mecanicos e térmicos pelo seu limiar mais alto, pois hormalmente
sdo ativados somente por estimulos de intensidade suficiente para causar
algum grau de lesao tecidual (RANG et al., 2007).

Em muitas condi¢fes patoldgicas, a leséo tecidual é a causa imediata da
dor e isto resulta na liberacdo de uma gama de agentes quimicos que se supde
atuarem sobre as terminacfes nervosas, ativando-as diretamente ou
aumentando a sua sensibilidade a outras formas de estimulo (RANG et al.,
2007).

Dentre os mediadores que tém sido propostos na génese e ha
transmissdo da dor, destacam-se 0s provenientes de processo inflamatério
como os metabdlitos do acido araquiddnico (prostaglandinas e leucotrienos),
bradicinina, histamina, serotonina, citocinas, O6xido nitrico, taquicininas,
substéancia P, colecistocinina, adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato
(ADP), protons, entre outros. Além desses, aminoacidos excitatorios
(glutamato, aspartato), acetilcolina e outros compostos que podem ser
produzidos ou liberados apds lesao tecidual ou, ainda, por irritantes exdgenos
(como o acido acético), sdo também responsaveis pela multiplicidade de
eventos que ocorrem durante a transmissdo da dor tanto no sistema nervoso
periférico quanto no sistema nervoso central (RANG et al., 2007).

Nesse contexto, substancias capazes de diminuir a condigdo inflamatéria
podem ser empregadas no tratamento contra a dor, com o intuito de inibir a
producdo de mediadores inflamatérios, ou ainda, no bloqueio das atividades
das fibras aferentes, como os blogueadores dos canais i6nicos. Na verdade, a
grande maioria dos farmacos presentes no mercado que séo utilizados para o
controle da dor possui um cunho anti-inflamatério (MENDELL e SAHENK,
2003). As drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais (DAINES) constituem um
bom exemplo do inacabado cenério da busca pelo analgésico ideal. As drogas
inibidoras da COX-2, de cunho mais especifica, ainda ndo tem mostrado efeitos
satisfatorios devido aos seus efeitos colaterais, como acao citotoxica direta,
além do risco potencial de problemas cardiovasculares (MUKHERJEE, 2002;
TOMISATO et al.,, 2004). Mais recentemente, tem-se investigado a utilizacéo
clinica de DAINEs combinados com opidides (MIRANDA; PRIETO; PINARDI,
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2005) ou o6xido nitrico (MILLER e MEGSON, 2007). Além disso, as descobertas
sobre a COX-3 abrem uma nova perspectiva de explicacdo dos mecanismos
centrais de inibidores da dor e febre (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

2.4 Lectinas de Plantas

Lectinas foram originalmente detectadas por um estudante de medicina
chamado Stillmark (1888), em Dorpat/Estonia, quando ele estava trabalhando
com mamona (Ricinus communis L.). Naquela época, ele notou a presenca de
um fator toxico de natureza protéica que era capaz de aglutinar eritrocitos.

O termo lectina (do latim legere, verbo que quer dizer selecionar) foi
adotado primeiramente por Boyd e Reguera (1949), muitos anos antes de ser
enfatizado a habilidade hemaglutinante destas proteinas.

Atualmente, lectinas sdo definidas como (glico)proteinas que possuem
pelo menos um dominio nado-catalitico, o qual se liga reversivelmente e
especificamente a um mono ou oligosacarideo (PEUMANS e VAN DAMME,
1995). Lis e Sharon (1998) completaram a definicdo enfatizando a origem néo-
imune destas proteinas e que a ligacdo ao carboidrato pode ser do tipo pontes
de hidrogénio ou interacdes de Van Der Waals.

As lectinas sdo proteinas ubiquas, com ampla distribuicdo na natureza,
tendo sido encontradas em bactérias, fungos, algas, vegetais superiores,
vertebrados, invertebrados e virus. Contudo, lectinas de plantas sdo as mais
estudadas atualmente devido as suas importancias econémica 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 e
OLIVEIRA, 2004).

Considerando a estrutura global das lectinas, elas podem ser divididas
dentro de quatro classes principais: merolectinas, que séo proteinas que tem um

anico dominio ligante a carboidrato; hololectinas, compreendendo todas as
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lectinas com dois ou mais sitios de ligacdo a carboidrato; quimerolectinas,
proteinas consistindo de um ou mais dominios de ligagdo a carboidrato
adicionado de um outro sitio catalitico em um dominio distinto daquele(s)
ligante(s) a carboidrato; superlectina, que séo lectinas que possuem dois ou
mais dominios ligantes a carboidratos, sendo que esses dominios tém
especificidade por acucares diferentes (PEUMANS e VAN DAMME, 1995; VAN
DAMME et al., 1998).

Apesar de as lectinas de plantas serem consideradas como um grupo
muito complexo e heterogéneo, é 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 e SHADE, 2002).

Lectinas ligantes a quitina de classe | sdo proteinas que contém um ou
mais dominios heveinicos. O termo heveina refere-se a um polipeptidio de 43
residuos de aminoacido, encontrado no latex da seringueira (Hevea
brasiliensis). Estas lectinas sdo ubiquas em plantas e se ligam especificamente
ao carboidrato N-acetil-D-glucosamina ou ao biopolimero formado por residuos
deste mesmo carboidrato (RAIKHEL e LEE, 1993; ASENSIO et al., 2000;
TRINDADE et al., 2006). Dentre as lectinas ligantes a quitina destacam-se
aguelas 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 e LEE, 1993; CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002; TRINDADE et al.,
2006 ).

Propriedades moleculares, bioquimicas, celulares, fisiolégicas e
evolucionarias tém indicado um papel na defesa de plantas para as lectinas em
geral (PEUMANS e VAN DAMME, 1995). Como as lectinas ligantes a quitina de
plantas reconhecem um carboidrato tipico da parede celular de fungos e
exoesqueleto de invertebrados, sugere-se que estas proteinas tenham um
importante papel na defesa de planta contra patdogenos e insetos (GHOSH,
2009). Essas lectinas formam o grupo de proteinas relacionadas a patogénese
do tipo quatro (PR-4), classe |, e sédo caracterizadas como tendo massa
molecular entre 3,1 e 20 kDa, ponto isoelétrico basico e sdo resistentes a
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variacdo de pH, temperatura e tratamento com proteases (THEIS e STAHL,
2004).

2.4.1 Aplicacdes de Lectinas de Plantas

Devido a 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).

No campo da oncologia, destaca-se a vantagem da associacdo de
farmacos quimioterapicos a lectinas ligantes de glicoconjugados presentes na
superficie de células tumorais, o que possibilita um direcionamento desses
farmacos, bem como a diminuicdo de sua dose terapéutica (GOLDSTEIN et
al.,1980).

Uma lectina isolada de sementes de Cratylia mollis mostrou forte ligacdo
a tecidos cancerigenos, particularmente em glandulas mamarias, Utero e
cérebro, e podendo, quando encapsuladas, exibir efeito anti-tumor através da
estimulacdo do sistema imune de animais (ANDRADE et al., 2004). Avides,
Teixeira e Vicente (2010) isolaram uma lectina ligante a galactose de sementes
de Artocarpus incisa, que foi capaz de induzir apoptose em linhagens de
células de carcinoma mamario e cervical.

Lectinas promoveram avancos na endocrinologia. Como exemplo pode
ser citada a promocéao da absorc¢ado oral da insulina via lipossomos acoplados a
lectina, como a WGA, pela combinacéo sitio-especifica desta lectina a células
da membrana do trato gastrointestinal (ZHANG et al., 2005). Foi relatada
também a fosforilacdo do receptor para insulina, induzida por lectinas vegetais
glucose/manose especificas in vitro (CAVADA et al., 2003).

Uma outra participagéo dessas proteinas € na contratilidade de musculo
liso, pois o tratamento de coelhos com a ricina aumentou significativamente a
contracao 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 liberagdo do fator relaxante
derivado do endotélio (KLEHA; DEVESLY; JOHNS, 1991; LIMA et al., 2004).

No tocante as acdes na inflamacdo e sistema imune, experimentos in

vitro demonstraram que lectinas de plantas podem exercer acdes pré ou anti-
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inflamatodrias dependendo da via em que sdo administradas (ALENCAR et al.,
2004). Estes efeitos geralmente s&o oriundos da ativagdo ou inibicdo de
neutrofilos, via interacdo entre o dominio ligante a carboidrato da lectina e
residuos de carboidratos presentes na membrana das células, por um
mecanismo indireto (FIGUEIREDO et al., 2009).

Lectinas da subtribo Diocleinae foram capazes de provocar mitose em
linfécitos humanos e induzir a producédo 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 migracdo de leucocitos e
formacdo de edema de pata em ratos (BENTO et al., 1993; ALENCAR et al.,
2003, 2004, 2007; FREIRE et al., 2003; ALENCAR et al., 2005a,b,c; COELHO
et al., 2006), o que vislumbra a melhora do tratamento de infec¢des,
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-inflamatdria
(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). Em trabalho
recente, foi demonstrado que o potencial anti-inflamatério da lectina de L.
sericeus é, em parte, devido a habilidade desta lectina em inibir o rolamento e
adeséo dos leucocitos no endotélio vascular in vivo (NAPIMOGA et al., 2007).

Alguns estudos apontam que lectinas que possuem como agucares
ligantes 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 et al. (1999), para estudar o papel de residuos de acucares no
recrutamento de leucocitos, mostraram que glicoconjugados contendo GlycNac
Sao essenciais para o recrutamento de neutréfilos. Adicionalmente, foi relatado
que algumas lectinas de plantas com ligagdo especifica a esse carboidrato

inibiram a secrecdo de histamina de mastdcitos in vitro (BACH e BRASHLER,
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1975; MATSUDA et al., 1994). Lectina isolada de sementes de Araucaria
angustifolia, que possui como carboidrato ligante especifico o GlycNac,
exerceu efeito anti-inflamatorio, atuando como antagonista de receptores de
membrana de mastqcitos, inibindo, assim, a liberacdo do conteudo de seus
granulos. Porém, essa mesma proteina exerceu efeito pro-inflamatério quando
injetada subcutaneamente, atuando como agonista dos receptores de
membrana dos mastdcitos e ativando a liberacdo de mediadores inflamatorios
(MOTA et al., 2006).

Ao que se refere a nocicepc¢éao, os trabalhos relacionados a lectinas com
atividade antinociceptiva geralmente estdo ligados a inibicdo da inflamacéo.
Lectinas de Canavalia grandiflora e Lonchocarpus sericeus possuem atividade
al., 2007; NUNES et al., 2009). Contudo, recentemente, foi mostrado que uma
lectina isolada de sementes de Canavalia boliviana (CboL) apresentou efeito
antinociceptivo de origem tanto periférica quanto central, envolvendo a
participacdo do sistema opidide via dominio lectinico (FIGUEIREDO et al.,
2009).

Portanto, lectinas sao promissores agentes anti-inflamatérios e
antinociceptivos que ainda merecem estudos a fim de esclarecer mecanismos

de acéo e potencial utilizacdo para fins terapéuticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Purificar e caracterizar bioguimicamente uma proteina ligante a quitina,
presente em sementes de Moringa oleifera, bem como avaliar seus efeitos anti-

inflamatorio e antinociceptivo.

3.2 Especificos

e Purificar uma proteina ligante a quitina, a partir de sementes de M.
oleifera, através de técnicas cromatograficas;

e Caracterizar fisico-quimica e biologicamente a proteina purificada
através da determinacdo da massa molecular e ponto isoelétrico,
deteccdo de glicoproteina, digestibilidade e avaliacdo de atividade
hemaglutinante;

e Investigar o potencial antinociceptivo da proteina purificada, através de
testes de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético;

¢ Investigar o potencial anti-inflamatério da proteina purificada, através do
ensaio de permeabilidade vascular e migracao leucocitaria induzidas por

acido acético.
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4. MATERIAIS

4.1 Sementes

Sementes de Moringa oleifera Lamarck foram coletadas de arvores
situadas no Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara (UFC), nos
meses de Dezembro de 2008 e Janeiro de 2009. A exsicata da espécie esta

depositada no Herbario Prisco Bezerra sob o numero EAC34591, na UFC.

4.2 Eritrécitos

Eritrécitos utilizados nos ensaios de aglutinacdo foram obtidos de
amostras de sangue de coelho albino adulto (linhagem Nova Zelandia),
mantido no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
UFC, bem como de sangue humano, dos grupos A, B e O, provenientes do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus), com
massa corporea variando entre 20 e 30 gramas, fornecidos pelo Biotério
Central da UFC. Os animais foram divididos em grupos experimentais (n =
6/grupo), mantidos em caixas plasticas contendo agua e racao ad libitum, tendo
sido previamente aclimatados (25 °C) em ciclo claro/escuro de 12 horas, antes
da realizacao dos experimentos. Todos os esforgos foram feitos para minimizar
0 numero e o sofrimento dos animais utilizados. Apés o término dos protocolos
experimentais, os animais foram sacrificados através da inalacao por halotano.

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

Brasil.
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4.4 Reagentes Quimicos

Acrilamida, N,N™-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina, azul de
Evans, B-alanina, “Coomassie Brilliant Blue” G e R, ditiotreitol, marcadores de
massa molecular, N-acetil-D-glucosamina, pepsina, persulfato de amonio,
quimotripsina, quitina, TEMED, Tris (Ultra Pure Tris) e tripsina foram obtidos de
Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA.

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

A matriz de Resource™ S foi adquirida da GE Healthcare, Suécia.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.
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5. METODOS

5.1. Purificacdo de uma Proteina Ligante a Quitina a Partir de Sementes de

M. oleifera

5.1.1 Preparagéo da Farinha de Sementes de M. oleifera

As sementes coletadas foram destegumentadas manualmente. No
intuito de diminuir o tamanho das particulas e otimizar a extracdo de proteinas,
as améndoas foram trituradas em liquidificador e logo apos processadas em
moinho elétrico de café.

A farinha obtida foi tratada com éter de petréleo, na proporcdo 1:10
(m/v), temperatura ambiente para a completa remocéo dos lipideos. Apds a
delipidacéo, a farinha foi deixada sobre papel de filtro até a evaporacéo total do
solvente, sendo entdo conservada em frascos hermeticamente fechados a 4°C.

5.1.2 Extracdo de Proteinas

A extracdo das proteinas foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Gifoni (2005). A farinha delipidada foi posta em contato com tampéo Tris-
HCI 0,050 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M, na proporc¢ao 1:7 (m/v) e deixada
sob agitacdo moderada por 3 horas a 4 °C. Em seguida, a suspenséo foi
filtrada em pano de trama fina. O residuo foi posto novamente em contato com
o tampdao, porém na proporcao 1:3 (m/v) e submetido a agitagdo continua por 1
hora, a 4 °C. Os filtrados foram reunidos e centrifugados a 15.000 x g, 30
minutos a 4 °C; o precipitado foi descartado e o sobrenadante, apos filtracao
em papel de filtro, denominado de extrato total (FIGURA 04).
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[ FARINHA DE SEMENTE DE ]

MORINGA DELIPIDADA

Tris-HCI10,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M
3 h sob agitacao, 4 °C
Filtracdo em pano de trama fina

|
RESIDUO

Tris-HCI0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M
1 h sob agitacao, 4 °C
Filtracdo em pano de trama fina

FILTRADO 2

I
FILTRADO 1

FILTRADO 1 +2

Centrifugacao 15.000 x g, 30 min, 4 °C

RESIDUO

SOBRENADANTE

Filtracao em papel

EXTRATO

TOTAL

Figura 04. Esquema de obtencé&o do extrato total a partir de sementes de

Moringa oleifera, segundo Gifoni (2005).
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5.1.3 Obtencéao da Fracdo Albuminica

O extrato total foi submetido a dialise exaustiva contra dgua destilada,
em membrana de porosidade de 12 kDa, 4 °C, sob agitacdo moderada. A
suspensao obtida foi centrifugada a 15.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C. O
material protéico presente no sobrenadante, chamado de fracdo albuminica, foi
separado do precipitado (fracédo globulinica).

Como exposto na FIGURA 05, as albuminas foram concentradas por
precipitacdo com sulfato de aménio na faixa de saturacdo de 0-90%. Apos um
tempo de contato de 12 horas, tal suspenséo foi centrifugada a 15.000 x g, por
30 minutos, a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em tampéao de extracao (20
mL), dialisado contra 0 mesmo tampéo e utilizado na etapa cromatografica
posterior (GIFONI, 2005).

5.1.4 Cromatografia em Matriz de Quitina

Este passo cromatografico foi realizado com a finalidade de isolar
apenas as proteinas ligantes a quitina (GIFONI, 2005). A matriz de quitina
(192,3 mL) foi equilibrada com tampao Tris-HCI 0,050 M, pH 8,0, contendo
NaCl 0,15 M. A fracdo 0-90%, previamente dialisada contra tampdo de
equilibrio (575 mgP), foi centrifugada a 8.000 x g, por 5 minutos , a 4 °C e
aplicada na coluna (3,5 x 20,0 cm). O volume aplicado foi de 15 mL, em um
fluxo de 60 mL/h, sendo coletadas fracdes de 2,2 mL. As proteinas nao retidas
foram eluidas com o mesmo tampéao de equilibrio; j& o material retido na coluna
foi eluido, primeiramente, com N-acetil-D-glucosamina 0,1 M (Pnac) €, em
seguida, com &cido acético 0,05 M (Pac). As fragbes eluidas foram monitoradas
por leitura de absorbancia a 280 nm.

O material ndo retido na coluna foi descartado, enquanto que Pyac foi
dialisado contra agua destilada, liofilizado e acondicionado em frascos
hermeticamente fechados, a 4 °C (FIGURA 05).
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5.1.5 Cromatografia em Matriz de Resource S Acoplada ao FPLC

O material eluido da matriz de quitina com N-acetil-D-glucosamina (Pnac;
15 mg) foi submetido a cromatografia de troca idnica em coluna de Resource S
(6,4 mm x 30 mm), previamente equilibrada com tampao acetato de sédio 0,05
M, pH 5,2, tal como descrito por Gifoni (2009). Todas as proteinas eluidas
receberam a denominacdo de Mo-CBP (Mo: Moringa oleifera e CBP: chitin-
binding protein), acrescidas de um namero na ordem em que foram eluidas. As
proteinas nao retidas foram eluidas utilizando o tampéo de equilibrio, onde o
pico resultante foi chamado de Mo-CBP;. As proteinas retidas foram eluidas
com o tampédo de equilibrio acrescido de concentracbes crescentes de NaCl
0,4 M, 05M, 0,6 Me0,7M, sendo os picos obtidos chamados de Mo-CBP,
Mo-CBP3, Mo-CBP, e Mo-CBPs, respectivamente. O processo cromatogréafico
foi desenvolvido em sistema de FPLC, a um fluxo constante de 1,0 mL/min,
sendo coletadas fracdes de 2 mL/tubo (coletor Pharmacia LKB FRAC-100). A
cromatografia foi monitorada através de leituras de absorbancia a 280 nm
(FIGURA 05)

Depois de liofilizado, Mo-CBP,4 mostrou-se como o material com maior
rendimento, portanto foi o pico escolhido para caracterizacdo bioquimica e

avaliacdo de suas propriedades bioldgicas.

5.1.6 Determinacdo de Proteinas

A determinacdo de proteinas totais foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Bradford (1976). A 100 pL de amostra, em diversas concentragoes,
foram adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. A mistura foi agitada e
apos 10 minutos foram feitas as leituras das absorbancias em
espectrofotometro (tipo Novapesc Il, Pharmacia) a 595 nm. A concentracdo
protéica foi estimada através de uma curva padrdo obtida a partir de

concentracfes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).
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EXTRATO
TOTAL
Dialise exaustiva em agua destilada
Centrifugacgado 15.000 x g, 30 min, 4 °C

| |
ALBUMINA GLOBULINA

Precipltacdo a 0-90% (NH,),SO,
Dialise em Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M
Cromatografia em coluna de Quitina

MATERIAL NAO MATERIAL
RETIDO RETIDO
Eluicao com Eluicao com
N-acetil-D-glucosamina 0,1 M ’ Acido acetico 0,05 M
[ I:’NAG I:,AC

Acetato de Sédio 0,05 M, | Resource S
pH 5,2 acoplada ao FPLC

NaCl NaCl NaCl NaCl
0,4 M 0,5M 06M 0,7M

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

Figura 05. Esquema geral de purificacdo das proteinas ligantes a quitina
(MoCBP; — MoCBPs) a partir do extrato total (GIFONI, 2009).
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5.2 Caracterizacao Bioquimica de Mo-CBP,4

5.2.1 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 aplicacéo
encerrava 3,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, preparados em tampéao Tris-HCI
1,0 M, pH 6,8, e o gel de separacdo, 15% de acrilamida e 1,0% de SDS, em
tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. A proteina foi dissolvida em tamp&o Tris-HCI
05 M, pH 6,8, contendo 1,0% de SDS, na presenga 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 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 carb6nica bovina (29,0 kDa),
inibidor de tripsina da soja do tipo Kunitz (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,2
kDa). As bandas protéicas foram visualizadas através da coloracdo por
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% dissolvido em uma solucdo 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 solugdo de metanol, &cido
acético e agua (1,0:3,5:8,0 v/vlv). Comparacado das mobilidades das bandas
protéicas em relacéo aguelas dos marcadores foi empregada para o calculo da
massa molecular aparente de Mo-CBP4.

5.2.2 Eletroforese Bidimensional

A determinacdo do ponto isoelétrico de Mo-CBP, foi efetuada atraves
de eletroforese bidimensional seguindo o protocolo descrito e modificado por
Gorg et al., 2000. Amostras de Mo-CBP4 (50 ug) foram ressuspendidas em 200

50



puL de tampéo de re-hidratacdo composto por uréia 8 M, 7 mg de DTT, CHAPS
2%, azul de bromofenol e 2% de tampao IPG (pH 6-11; GE Helthcare),
centrifugadas a 10.000 x g, durante 5 minutos e aplicados em tiras (strips) de
11 cm com variacdo nao linear de pH de 6 a 11, sendo deixados em contato
com a amostra durante a noite. A focalizacdo isoelétrica foi realizada em
focalizador Multiphor Il (Amersham Pharmacia Biotech) seguindo os seguintes
parametros: 1 h a 200 V; 2 h a 500 V; 2 h a 5.000 V e 10.000 V até atingir
18.000 V. Em seguida, as fitas foram imersas em uma solucao de equilibrio
contendo uréia 6 M, DTT 1%, SDS 2% e azul de bromofenol durante 15
minutos e submetidas a separacdo na segunda dimensdo por eletroforese
desnaturante descontinua descrita por Laemmli (1970). Foram utilizadas placas
de 18 x 24 x 0,15 cm e as corridas foram coduzidas a 250 V, 50 mM e 10 W,
durante 5 horas em temperatura constante de 4 °C. Os marcadores de massa
molecular foram o0s mesmos utilizados na eletroforese desnaturante
descontinua descrita no item anterior. A coloracdo dos géis foi efetuada
utilizando Coomassie Coloidal (WANG; LI; LI, 2007). Os géis obtidos foram
digitalizados (LabScan software) e analisados utilizando o programa Image
Master TM 2D Platinum v. 7.0 (GE Helthcare).

5.2.3 Eletroforese Nativa para Proteinas Basicas

A eletroforese nativa para proteinas béasicas foi conduzida de acordo
com o método descrito por Reisfield (1962) e adaptado para géis em placas. O
gel de aplicagcdo continha 3,5% de poliacrilamida, preparado em tampéao
acetato de potassio 0,25 M, pH 6,8. O gel de separacdo encerrava 12,5% de
acrilamida, preparado em tampéao acetato de potassio 1,5 M, pH 4,3, utilizando
glicerol 50% no lugar da agua. A solucdo utilizada nas camaras catoddica e
anddica foi tampao B-Alanina-acido acético, pH 4,5. A amostra (2,5 mg/mL) foi
dissolvida em tampdo acetato de potassio 0,25 M, pH 6,8 e, apdés a
centrifugacéo a 10.000 x g, por 5 minutos, foram adicionados cristais de glicina
e azul de metileno 0,1%. A corrida eletroforética foi realizada em sistema
vertical, onde os géis foram submetidos a uma voltagem de 150 V e
amperagem de 30 mA. As bandas protéicas foram visualizadas através da

coloracdo por Coomassie Brilliant Blue R-250, tal como descrito anteriormente.
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5.2.4 Deteccdao de Glicoproteina em Gel

A determinagéo de carboidratos presentes na estrutura de Mo-CBP, foi
avaliada por meio de eletroforese na presenca de SDS, cujo gel foi revelado
pelo método do Acido Periodico de Schiff (PAS), descrito por Zacharius et al.
(1969). Os géis e a amostra foram preparados como descrito no item “5.2.17,
bem como as condi¢bes de corrida utilizadas. Ao término da corrida, o gel foi
embebido em uma solucao fixadora de acido acético a 7,5% e, apds 1 hora, foi
transferido para uma solucéo de &cido periodico a 0,2%, na qual permaneceu
por 45 minutos, a uma temperatura de 4 °C. Em seguida, o gel foi corado com
o reagente de Schiff (Sigma), a 4 °C, por mais 45 minutos. O descoramento foi

realizado com uma solucéo de matabissulfito de potassio 0,5% em HCI 0,05 M.

5.2.5 Quantificacao de Carboidratos Totais

A anadlise de carboidratos totais foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Dubois et al. (1956), modificada por Masuko et al. (2005). Em
microplacas com 50 pL de solucdo de Mo-CBP4 (3 mg/mL), foram adicionados
150 pL de &cido sulfarico concentrado e 30 L de fenol 5% (p/p). ApGs a adicdo
dos reagentes, a placa foi aquecida em banho-maria por 5 minutos a 90 °C.
Apos resfriada a solucao, as leituras foram realizadas em leitor de ELISA a 492
nm. A concentracdo de carboidratos totais foi estimada atraves de uma curva

padrdo a partir de concentragdes conhecidas de um agucar padréo (galactose).

5.2.6 Determinacao de Atividade Hemaglutinante

Para determinacdo de atividade hemaglutinante, foi utilizada a
metodologia citada por Moreira e Perrone (1977). Solucdo de Mo-CBP, (1
mg/mL) foi submetida a diluicdes seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, etc) em tubos de
ensaio, na presenca de NaCl 0,15 M. A 200 pL de cada diluicéo, foi adicionado
igual volume de uma suspensdo de hemacias (2%), provindas de coelho e
humano (A, B e O), tratadas ou ndo com tripsina. Os tubos foram incubados a
37 °C, 30 minutos, deixados em repouso por mais 30 minutos a temperatura

ambiente e, em seguida, centrifugados a 3.000 x g, 30 segundos, temperatura
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ambiente. A visualizacdo dos aglutinados foi feita a olho nu e os resultados
foram expressos em unidade de hemaglutinagéo (UH), definida como o inverso
da maior diluicdo da amostra ainda capaz de aglutinar hemacias.

A técnica utilizada para tratamento enzimatico dos eritrocitos foi descrita
por Lis e Sharon (1972). Inicialmente, amostras contendo 1 mL de sangue
foram lavadas trés vezes com NaCl 0,15 M e, em seguida, tripsina foi
adicionada na proporgéo de 0,1 mg de enzima para 10 mL da suspenséo de
eritrocitos 2%. Essa suspensao foi incubada por 1 hora, 4 °C, sob agitacdo
ocasional e centrifugada a 3.000 x g, 5 minutos. Os eritrdcitos tratados foram
novamente lavados com NaCl 0,15 M (6 vezes) e o “pellet” de células
resultante, suspenso em um volume de NaCl 0,15 M, suficiente para obtencao

de hemacias a 2%.

5.2.7 Determinagéo de Atividade Coagulante

Sabendo-se que muitas proteinas isoladas de sementes de M.oleifera
sdo capazes de coagular material em suspensédo, foi avaliada a atividade
coagulante de Mo-CBP4. A metodologia utilizada foi a mesma descrita por
Ghebremichael et al. (2005), na qual a turbidez da agua é medida pela
absorbancia a 500 nm. Inicialmente, a suspensdo de argila foi preparada
adicionando-se 5 g de argila a 100 mL de agua, sob agitacdo continua por 15
minutos. Suspensfes de alta ou baixa turbidez foram obtidas deixando a
suspensao decantar em bancada por 1 hora ou aproximadamente 12 horas,
respectivamente. A 2 mL do sobrenadante, em cubetas de plastico, foram
adicionados 10 pL de uma solu¢cdo de Mo-CBP,4 (10 mg/mL). O mesmo foi
valido para o controle positivo: sulfato de aluminio e potassio (10 mg/mL); e
controles negativos: agua e albumina sérica bovina (10 mg/mL). Os testes
foram realizados para alta (absorbancia inicial de 1.919) e baixa (absorbancia
inicial de 0.524) turbidez e um grafico comparativo de absorbéancias foi gerado
a partir dos dados resultantes. Ao final do experimento, as cubetas contendo a

suspensao de argila com a amostra teste e controles foram fotografadas.

5.2.8 Avaliagdo da Digestibilidade in vitro de Mo-CBP,4
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5.2.8.1 Digestibilidade in vitro de Mo-CBP,4 — Enzimas individuais

A metodologia utilizada para digerir as fragdes in vitro foi baseada na
técnica descrita por Sathe (1993).

Inicialmente, foi realizada a digestdo utilizando pepsina. A 200 pL de
uma solucdo de Mo-CBP, (2 mg/mL), em HCI 0,1 M, pH 1,78, foram
adicionados 40 pL de solucdo de pepsina (1,0 mg/mL), preparada também em
HCI 0,1 M, pH 1,78, equivalendo a uma relacdo enzima/proteina de 1:10. ApoOs
estabilizacdo a 37 °C, aliquotas de 25 pL foram retiradas nos tempos de zero,
0,5, 1, 2, 4 e 6 horas. A cada aliquota foi acrescido tampao de amostra (Tris-
HCI 0,125 M, pH 6,8, SDS 2%) duas vezes concentrado, seguido do
aguecimento a 100 °C, por 10 minutos. Albumina sérica bovina, na mesma
proporcdo e condi¢cdes da amostra teste, foi utilizada como controle da agéo
catalitica, porém as aliquotas foram coletadas no tempo zero e 2 horas do
inicio da digestéao.

Foi realizada também a digestao pelas enzimas tripsina e quimotripsina,
geralmente encontradas no intestino de animais monogastricos. A metodologia
utilizada obedeceu a mesma sequéncia descrita para o tratamento enzimatico
com pepsina, modificando-se, além das enzimas, o tampé&o utilizado (Tris-HCI
0,1 M, pH 8,1, em lugar de HCI 0,1 M).

Para verificar o grau de hidrélise enzimatica das proteinas nos diferentes
tempos de exposicao, foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida
(15%), de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). A
quantidade de proteina aplicada nos pocos foi de 5 pug e as bandas protéicas
foram visualizadas através da coloracdo por Coomassie Brilliant Blue R-250, tal

como descrito anteriormente.

5.2.8.2 Digestibilidade in vitro de Mo-CBP,4 - Forma Sequencial

Para avaliar a digestibilidade de Mo-CBP, de maneira sequencial,
amostra de 1,0 mg da proteina foi dissolvida em 500 pL de solucdo de pepsina
(0,2 mg/mL dissolvidos em HCI 0,1 M, pH 1,78), permanecendo incubada a 37
°C, por 2 horas. Ao término desse periodo, foram retirados 250 pL de amostra
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e acrescidos, imediatamente, de tampao de amostra (Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8,
SDS 2%) duas vezes concentrado, seguido de aquecimento a 100 °C, por 10
minutos. Aos 250 pL restantes, foram acrescidos 250 pL de uma solucao
contendo tripsina e quimotripsina (0,2 mg/mL dissolvido em Tris-HCI 0,25 M,
pH 8,91), mantida a 37 °C, por 3 horas. As solu¢des enzimaticas foram
preparadas de forma a proporcionar uma relacdo enzima/proteina de 1:10. Ao
término das 3 horas, a aliqguota de 250 pL foi adicionado, imediatamente,
tampdo de amostra (Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, SDS 2%) duas vezes
concentrado, sendo aquecida a 100 °C, por 10 minutos. Como controle de acdo
catalitica das enzimas, albumina sérica bovina foi digerida na mesma
proporcédo e condi¢cdes da amostra teste. Eletroforese em gel de poliacrilamida
(15%), seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970), foi utilizada para

verificar o grau de hidrélise das proteinas.

5.3 Atividades Antinociceptiva e Anti-inflamatéria de Mo-CBP4

5.3.1 Atividade Antinociceptiva

O modelo escolhido para avaliacdo da atividade antinociceptiva foi
aguele descrito por Koster, Anderson e De Beer (1959), que consiste em
observar contor¢cdes abdominais, acompanhadas por extensdo dos membros
inferiores, apo6s injecdo intraperitoneal (i.p.) de &acido acético 0,8% em
camundongos.

Inicialmente foi testada a fracdo protéica Pnag, por conter as proteinas
retidas em coluna de quitina eluidas estritamente por competicdo pelo sitio de
ligacdo. Camundongos Swiss machos, com massa corporea entre 25 e 35 g,
previamente aclimatados, foram separados em 2 grupos (6 animais/grupo),
sendo um controle e um experimental. O grupo controle foi tratado com solugéo
salina 0,9% (0,1 mL/10 g de massa corpdérea, via i.p.) € 0 grupo experimental
com solucdo de Pnag em salina 0,9% na dose de 35 mg/kg de peso corporeo
(via i.p.). Trinta minutos depois as contor¢bes abdominais foram induzidas
através de administracdo de &acido acético 0,8% (0,1 mL/10 g de massa
corpérea, via i.p.). Depois de dez minutos, as contor¢cdes foram contadas

durante 20 minutos. Em seguida, o mesmo procedimento foi realizado, porém,
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ao grupo experimental foi administrado Mo-CBP4 purificada, ressuspendida em
salina 0,9%, na dose de 35 mg/kg de peso corporeo, via i.p.

Para obtencéo da curva dose resposta foram injetadas, via i.p., solu¢des
de Mo-CBP4 nas doses de 1, 3,5 ou 10 mg/kg de massa corpérea, onde 0s
grupos controle foram salina 0,9% e indometacina dissolvida em salina 0,9% na
dose de 10 mg/kg de massa corporea Trinta minutos apos a administracdo das
solucdes testes, foi administrado acido acético 0,8%, via i.p. (0,1 mL/10 g de
massa corporea). As contorcbes abdominais foram contadas durante 20
minutos, iniciando-se dez minutos apds a administracéo do acido acético.

Utilizando o mesmo modelo experimental, foi testada a atividade
antinociceptiva de Mo-CBP,4 administrada oralmente (v.0.). Para tal, os animais,
previamente aclimatados, foram separados em 3 grupos (n = 6): um controle e
dois experimentais. O grupo controle recebeu, 30 minutos antes da inducédo
com o &cido acético, solucdo salina 0,9% (0,1 mL/10 g de massa corporea,
v.0). Aos grupos experimentais foram administrados, oralmente, Mo-CBP,4 na
dose de 10 mg/kg de massa corpérea (escolhido por ter sido a dose com maior
inibicdo de contor¢cbes abdominais via i.p.), 30 ou 60 minutos antes da inducdo
das contor¢cdes por acido acético. Os dados experimentais obtidos foram
expressos como o numero total de contor¢cées abdominais e o grau de inibicdo
foi expresso pela diferenca entre a resposta obtida nas doses de Mo-CBP, e o

grupo controle, sendo esses valores mostrados em termos percentuais.

5.3.2 Atividade Anti-inflamatoéria

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria de Mo-CBP,4, foram usados
o modelo de permeabilidade vascular e migracado de leucocitos induzidos por
acido acético.

5.3.2.1 Permeabilidade Vascular Induzida por Acido Acético

O efeito de Mo-CBP, sobre o aumento da permeabilidade vascular
induzido por acido acético foi avaliado de acordo com a metodologia descrita
por Whittle (1964), medindo-se o extravasamento do corante azul de Evans a
partir do compartimento vascular para dentro da cavidade peritoneal.
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Camundongos Swiss machos, previamente aclimatados, foram
separados em grupos controle e experimentais (6 animais/grupo). A todos foi
administrado azul de Evans, via endovenosa (5 mg/mL; dose de 0,1 mL/10 g de
massa corporea). Trinta minutos apds a aplicacdo do corante, foram
administrados, no grupo controle, salina 0,9 % (0,1 mL pL/10 g de massa
corporea; i.p.) € nos grupos experimentais, Mo-CBP4 nas doses de 1, 3,5 ou 10
mg/kg de massa corpdrea, via i.p. Trinta minutos ap6s os tratamentos, &cido
acético 0,8 % (0,1 mL/10 g de massa corporea) foi injetado via i.p., sendo
registrado o numero de contorcBes abdominais como descrito anteriormente.
Os camundongos foram sacrificados através de inalacao por halotano e tiveram
suas cavidades peritoneais lavadas com 2,5 mL de salina heparinizada
(heparina 5 U/L), para obtencdo do lavado peritoneal, que foi centrifugado a
1.000 rpm por 10 minutos seguida da determinacédo da absorbancia a 610 nm.
A medida da concentracdo do corante no lavado foi determinada utilizando-se
uma curva padrao do corante azul de Evans. Os dados experimentais obtidos
foram expressos como concentracdao de azul de Evans (ug/mL de lavado) e o
grau de inibicao foi obtido pela diferenca entre as respostas obtidas nas doses

de Mo-CBP4 e 0 grupo que recebeu apenas salina.

5.3.2.2 Migracéo de Leucdcitos Induzida por Acido Acético

Para avaliar o efeito de Mo-CBP, sobre a migracdo leucocitaria induzida
por acido acético, animais, previamente aclimatados, foram separados em
quatro grupos: um controle e trés experimentais (CARBONERO et al., 2008).

Trinta minutos antes da administracdo do agente inflamatorio, os animais
foram tratados com salina 0,9% (0,1 mL/10 g de massa corpérea; i.p.) ou Mo-
CBP4 nas doses de 1, 3,5 ou 10 mg/kg (0,1 mL/10 g de massa corporea; i.p.).
Apds 30 minutos da administracdo do acido acético 0,8% (0,1 mL/10 g de
massa corporea; i.p.), os camundongos foram sacrificados através de inalacéo
de halotano e tiveram suas cavidades peritoneais lavadas com 1,5 mL de salina
heparinizada (heparina 5 U/L). A contagem total de leucdcitos foi realizada
conforme metodologia descrita por Souza e Ferreira (1985). Nesse
procedimento, o lavado peritoneal coletado de cada animal foi diluido em
reagente de Turk (1:20) e, posteriormente, usado para a contagem total de
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leucocitos em camara de Neubauer. Os resultados foram expressos como

média + e.p.m. do ndmero de células x 10*/mm? de fluido peritoneal.

5.3.3 Avaliacdo das Atividades Antinociceptiva e Anti-inflamatéria de Mo-

CBP4 apo6s Incubacdo com N-Acetil-D-Glucosamina

Para avaliar a ligacdo entre o sitio de interacdo ao carboidrato e as
atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria de Mo-CBP,, esta foi previamente
incubada com uma solucéo de N-aceltil-D-glucosamina (NAG) 0,1 M durante 30
minutos a 37°C.

Os animais previamente aclimatados foram separados em 4 grupos. Os
grupos foram tratados com salina 0,9%, salina 0,9% com NAG 0,1 M, Mo-CBP4
(10 mg/kg) com NAG 0,1 M ou Mo-CBP,4 (10 mg/kg), via i.p. Acido acético
(0,8%; 0,1 mL/10 g de massa corpérea) foi administrado apds trinta minutos do
tratamento. Passados 10 minutos, as contor¢cbes foram contadas por um
periodo de 20 minutos. Os animais foram, entdo, sacrificados e tiveram suas
cavidades peritoneais lavadas com 1,5 mL de salina heparinizada (heparina 5
U/L). A contagem total de leucdcitos foi realizada conforme metodologia

descrita anteriormente.

5.3.4 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + e.p.m. (erro padrdo da
média). Para a verificagdo das diferengcas estatisticas entre os grupos foi
realizada Analise de Variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnett e t-
Student utilizando o programa Graphpad Prism, v. 5.0. Foi considerado

significante p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Purificacdo de uma Proteina Ligante a Quitina a Partir de Sementes de
M. oleifera

O extrato total obtido apresentou uma quantidade de proteinas
correspondente a 216,44 + 4,72 mg/gF (TABELA 02). Do extrato total, através
de didlise exaustiva contra 4gua e centrifugacédo, foi obtida a fracdo albuminica
contendo um teor de proteina de 144,71 + 1,74 mg/gF, o que corresponde
66,85% das proteinas do extrato total. Devido ao grande volume da fracéo
albuminica, foi procedida sua concentracdo com sulfato de aménio (fracéo O-
90%), onde o rendimento protéico foi de 122,33 + 2,04 mg/gF, representando

56,47% das proteinas do extrato total.

Com a finalidade de obter proteinas ligantes a quitina a partir da fracao
0-90%, foi realizada uma cromatografia de afinidade em coluna de quitina. A
FIGURA 06 mostra o perfil cromatogréfico apds eluicdo com N-acetil-D-
glucosamina 0,1 M e &cido acético 0,05 M para obtencao das fracdes protéicas
Pnac € Pac respectivamente. Pyag, que teve um rendimento protéico em massa
de 6,50 + 0,38 mg/gF, foi utilizado para o proximo passo cromatografico, por ter
sido eluido por afinidade e ndo por mudanca de pH, como aconteceu com 0

Pac.

Os picos obtidos através da cromatografia em matriz de troca ibnica
Resource S acoplada ao FPLC, foram chamados de Mo-CBP (Mo: Moringa
oleifera; CBP: chitin-binding protein), com numeros subscritos de 1 a 5 de

acordo com a ordem de eluigéo (FIGURA 07).

Conforme ja mencionado na segédo “Métodos”, apds liofilizagdo, Mo-
CBP4 mostrou-se como o pico com maior rendimento (TABELA 02). Assim
sendo este foi escolhido para caracterizacdo bioquimica e avaliacdo de suas
propriedades biolégicas, em particular atividades antinociceptiva e anti-

inflamatoéria.
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Tabela 02. Etapas de purificacdo de Mo-CBP4, com 0s respectivos teores e

rendimentos protéicos

Etapas @ Proteina (mg/gF)° Rendimento (%)°
Extrato total 216,44+ 4,72 100,0
Fracao albuminica 144771 +£1,74 66,85
F 0-90% [(NH4)2S04] 122,33 + 2,04 56,47
Pnac” (Quitina) 6,50 + 0,38 3,00
Mo-CBP,° (Resource S) 1,17 + 0,07 0,54

Os resultados representam a media + desvio padrdo de seis experimentos

similares.
& Etapas de purificagao.

b Quantidade total de proteina recuperada (mg) em cada etapa de purificacéo

por grama de farinha de sementes de Moringa oleifera.

¢ Recuperacéao de proteina em cada etapa de purificacédo, considerando aquela
determinada no extrato total como sendo 100%.

d Fracao protéica ligante a quitina eluida com N-acetil-D-glucosamina.

® Proteina retida de Resource S, eluida com tamp&o acetato de sédio 0,05 M
contendo NaCl 0,6 M.
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Figura 06. Perfil cromatografico obtido apés aplicacdo da fracédo
albuminica de sementes de M. oleifera em matriz de quitina. A fracédo
albuminica das sementes (575 mg de proteina) foi aplicada em matriz de
quitina (3,5 x 20,0 cm) previamente equilibrada com Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0,
contendo NaCl 0,15 M. P; corresponde as proteinas nao retidas eluidas com o
tampdao de equilibrio. Pyac € Pac representam as proteinas retidas na matriz de
quitina, eluidas com N-acetil-D-glucosamina 0,1 M e acido acético 0,05 M,
respectivamente. Fracdes (2,2 mL) foram coletadas em um fluxo de 60 mL/h e

as proteinas eluidas foram monitoradas em absorbancia a 280 nm.
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Figura 07. Perfil cromatografico obtido apds aplicacdo de Pyac €em matriz
de Resource S acoplada ao sistema de FPLC. A fracdo protéica eluida da
coluna de quitina com N-acetil-D-glucosamina 0,1 M (Pnac; 15 mg de proteina)
foi aplicada em Resource S (6,4 mm x 30 mm), previamente equilibrada com
tampdo acetato de sddio 0,05 M, pH 5,2. Mo-CBP representam as proteinas
ligantes a quitina purificadas das sementes de Moringa oleifera. Mo-CBP,
corresponde as proteinas ndo retidas na matriz Resource S, eluidas com o
tampao de equilibrio. Mo-CBP,, Mo-CBP3, Mo-CBP, e Mo-CBPs representam
as proteinas retidas, que foram eluidas com o tampéo de equilibrio acrescido
de 40, 50, 60, ou 70% de NaCl 1 M, respectivamente. Fragdes (2,0 mL) foram
coletadas em um fluxo de 60 mL/h e as proteinas eluidas foram monitoradas

em absorbancia a 280 nm.
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6.2 Caracterizacao Bioquimica de Mo-CBP,4

O perfil eletroforético de Mo-CBP4 sob condi¢cdes desnaturantes em gel
de poliacrilamida 15% mostra que, na auséncia de agente redutor (raia 2), Mo-
CBP, apresentou-se em duas bandas protéicas: uma de massa molecular
aparente de 27,5 kDa e outra de 16,5 kDa. J4 na presenca de 2-
mercaptoetanol (2%) e aquecimento a 100 °C, por 10 minutos (raia 3), foi
verificada uma Gnica banda com massa molecular aparente de 9,8 kDa
(FIGURA 08).

Por eletroforese bidimensional, foram obtidos dois “spots” de massas
moleculares aparentes de 18,7 e 13,4 kDa com mesmo ponto isoelétrico, 10,55
(FIGURA 09).

Devido a Mo-CBP, ser uma proteina extremamente bésica, a
eletroforese nativa so foi possivel com o protocolo para gel acido, apropriado
para proteinas basicas. O perfil eletroforético ndo foi muito diferente em relacao
aguele encontrado para condi¢cdes desnaturantes, tendo sido visualizadas
também duas bandas protéicas (FIGURA 10).

A natureza glicidica de Mo-CBP4 foi verificada em gel de poliacrilamida
em condi¢des desnaturantes revelada pelo método do acido periédico de Schiff
(FIGURA 11). Mo-CBP, portou-se como uma glicoproteina possuindo um teor
de carboidrato de 2,85%.

Apesar de Mo-CBP, ter a capacidade de se ligar a quitina (carboidrato),
no ensaio de hemaglutinacdo néo foi visualizada aglutinagédo de eritrocitos de
coelho nem de humanos (tipos A, B e O), mesmo quando estes foram tratados

com tripsina.
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Figura 08. Eletroforese de Mo-CBP, em gel de poliacrilamida sob
condicbes desnaturantes. Amostras de Mo-CBP, (5 pg de proteina),
preparadas em tampao de amostra, foram aplicadas em gel de poliacrilamida
15%. Raia 1 - marcadores de massa molecular; Raias 2 e 3 — Mo-CBP4, em
condicBes ndo-redutora e redutora (2-mercaptoetanol), respectivamente. O

gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25%.
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Figura 09. Eletroforese bidimensional de Mo-CBP,4. Os marcadores de
massa molecular estdo assinalados a direita do gel de poliacrilamida
(15%). As amostras foram submetidas a focalizacéo isoelétrica em tiras
de 11 cm com gradiente de pH 6-11 e o gel foi corado com Coomassie

coloidal.
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Figura 10. Eletroforese de Mo-CBP, em gel de poliacrilamida em
condi¢cbes nativas para proteinas basicas. Amostra de Mo-CBP4 (5 ug
de proteina), preparada em tampao de amostra, foi aplicada em gel de
poliacrilamida 12,5%. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-
250.
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Figura 11. Eletroforese de Mo-CBP, em gel de poliacrilamida em
condi¢cbes desnaturantes para identificacdo de carboidrato. Amostra
de Mo-CBP4 (5 ug de proteina), preparada em tampédo de amostra, foi
aplicada em gel de poliacrilamida 15%. O gel foi corado com acido

periodico de Schiff.
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Na investigacdo de atividade coagulante de Mo-CBP4 (FIGURA 12), os
controles dgua e BSA adicionados a suspensao de argila permaneceram com a
absorbancia basicamente inalterada durante as 2 horas de experimento, sendo
lenta a sedimentacéo, tanto para alta (A) como para baixa (B) turbidez. Ja o
sulfato de aluminio e potassio (controle positivo) apresentou uma constante
queda na absorbancia, até chegar a aproximadamente zero nos dois
experimentos. Mo-CBP, foi capaz de coagular material em suspensao ja nos
primeiros 15 minutos, sendo que o efeito foi melhor para agua de baixa turbidez
do que alta turbidez, apresentando perfil semelhante aquele obtido com sulfato
de aluminio e potassio.

A fotografia das cubetas (FIGURA 13), contendo os controles e a amostra-
teste, mostra que nao ha diferenca a olho nu entre a suspenséo tratada com

Mo-CBP4 ou sulfato de aluminio e potassio.
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Figura 12. Atividade coagulante de Mo-CBP,4. Dez microlitros de uma solucdo
de Mo-CBP4 (10 mg/mL) foram adicionados a 2 mL de agua com alta (A) e baixa
(B) turbidez. Como controle negativo e positivo foram utilizados albumina sérica
bovina (BSA) e sulfato de aluminio e potassio (SAP), respectivamente, ambos
na mesma concentracdo de Mo-CBP,. A atividade foi medida por meio de

monitoramento da absorbancia a 500 nm, a cada 5 minutos, por 2 horas.
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Arg + Arg + Arg + Mo- Arg +
H20 H,O SAP CBP, BSA

Figura 13. Fotografia ilustrativa da atividade coagulante de Mo-CBP,.
Cubetas que continham 2 mL de H,O ou suspensado de argila (Agua de baixa
turbidez), apos 2 horas de adicao de controles (H,O, BSA e SAP 10 mg/ml) e
amostra teste (Mo-CBP,). Legenda: Arg: argila; SAP: sulfato de aluminio e

potassio; “BSA”: albumina sérica bovina.
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A digestibilidade in vitro de Mo-CBP, foi realizada utilizando enzimas
digestivas encontradas no trato digestorio de animais monogastricos.

Mo-CBP, foi posta em contato com pepsina, nas condi¢des ideais para
hidrolise enzimatica. A albumina sérica bovina (BSA), utilizada como um
controle positivo, foi totalmente digerida, garantindo assim que a pepsina se
encontrava na forma ativa. Entretanto, Mo-CBP, néo foi digerida, mesmo
depois de 6 horas em contato com a enzima, ja que se mostrou como duas
bandas no gel de eletroforese 15% em condi¢des desnaturantes (FIGURA 14).

Mo-CBP, foi posta em contato com tripsina e quimotripsina
separadamente, nas condicfes ideais para hidrélise enzimética. A albumina
sérica bovina (BSA) foi digerida, pois a intensidade de sua banda diminuiu
depois das 4 h em contato com as enzimas. Ja& Mo-CBP, foi apenas
parcialmente digerida ao longo do experimento (FIGURA 15).

Foi realizada, também, a digestdo como ocorre no seu curso fisioldgico,
ou seja, de forma sequencial, utilizando-se primeiro a pepsina (estbmago),
seguida de tripsina e quimotripsina (intestino). O perfil eletroforético (FIGURA
16) mostra que enquanto BSA foi totalmente digerida, Mo-CBP4 se mostrou

resistente a degradacéao proteolitica.
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Figura 14. Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%; PAGE-SDS) de Mo-
CBP, submetida a digestao por pepsina. Mo-CBP, foi dissolvida em HCI 0,1
M, pH 1,78, e posta em contato com pepsina (P) a 37 °C (enzima/proteina:
1:10). Aliquotas retiradas em diversos tempos (h) foram submetidas a PAGE-
SDS e coradas com Coomassie Brilliat Blue R-250 0,25%. Albumina sérica
bovina (BSA) foi utilizada como controle. A quantidade de proteina aplicada por

poco foi de 5 ug. “M”: marcadores de massa molecular.
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Figura 15. Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%; PAGE-SDS) de Mo-
CBP,4 submetida a digestdo por tripsina ou quimotripsina. Mo-CBP, foi
dissolvida em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,1, e posta em contato com tripsina (T) ou
guimotripsina (Q) a 37 °C (enzima/proteina: 1:10). Aliquotas retiradas em
diversos tempos (h) foram submetidas a PAGE-SDS e coradas com Coomassie
Brilliant Blue R-250. Albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como controle.
A quantidade de proteina aplicada por pocgo foi de 5 ug. “M”; marcadores de

massa molecular.
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Figura 16. Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%; PAGE-SDS) de Mo-
CBP4 submetida a digestdo sequencial (S). Mo-CBP, foi posta em contato
com uma solucdo de pepsina (enzima/proteina: 1:10). Apdés 2 h aliquota foi
retirada e submetida a PAGE-SDS. O restante foi colocado em contato com
solucéo de tripsina e quimotripsina e, apos 3 h, submetido a PAGE-SDS. As
bandas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250. Albumina sérica
bovina (BSA) foi utilizada como controle e a razdo enzima/proteina foi de 1:10.
A quantidade de proteina aplicadas por pogo foi de 5 pg. “M”: marcadores de
massa molecular; “P2h”: proteina em contato com pepsina por 2 h; “T/Q3h”:

proteina em contato com tripsina/quimotripsina por 3 h.
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6.3 Atividade Antinociceptiva e Anti-inflamatéria de Mo-CBP4

6.3.1 Atividade Antinociceptiva

A atividade antinociceptiva foi determinada por teste classico de
analgesia periférica utilizando o modelo de contor¢cdes por acido acético.
Primeiramente foi investigada esta atividade na fracdo protéica eluida de
quitina com N-acetil-D-glucosamina (Pnac). A FIGURA 17-A mostra que Pnac,
na dose de 35 mg/kg de peso corpoéreo, foi capaz de inibir 66,1% das
contor¢bes induzidas por acido aceético. Quando a atividade foi realizada
utilizando Mo-CBP4 na dose de 35 mg/kg de peso corporeo (FIGURA 17-B), a
inibicdo chegou a 98,9%, mostrando que a atividade antinociceptiva se
concentrou a medida que a proteina foi purificada.

Quando foram utilizadas doses crescentes de Mo-CBP,, a porcentagem
de inibicdo também foi aumentada, mostrando que a atividade antinociceptiva
da proteina em questdo é de natureza dose-dependente. A dose de 10 mg/kg
foi capaz de inibir 98,9% das contorcbes induzidas por &cido acético,
porcentagem maior que a verificada com a indometacina (controle positivo), na
mesma dose (FIGURA 18).

Mo-CBP4 foi capaz de reduzir significativamente o numero de
contor¢cdes abdominais, mesmo quando administrada por via oral, sendo esse
efeito ainda mais acentuado (52,9% de inibicdo das contor¢des) quando a
proteina foi administrada 60 minutos antes da inducao do estimulo nociceptivo
por acido acético (FIGURA 19).
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Figura 17. Efeito da administracdo intraperitoneal de Pyac € Mo-CBP4
sobre as contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético 0,8% em
camundongos. No eixo das abscissas estdo apresentados o controle (NaCl
0,15 M) e os grupos experimentais utilizados, ao passo que o0 eixo das
ordenadas representa o numero de contor¢cdes abdominais determinado em um
periodo de 20 minutos, apés 10 minutos da administracdo de acido acético
0,8% (v/v) por via intraperitoneal. (A) refere-se ao efeito de Pyac € (B) ao efeito
de Mo-CBP4 sobre as contor¢gbes abdminais. As colunas verticais representam a
meédia + desvio padrdo de 6 animais. Letras diferentes indicam valores que

diferiram significativamente (p < 0,05) pelos testes de Dunnett e t-Student.
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Figura 18. Efeitos da administracao i.p. de Mo-CBP4, em diferentes doses,
nas contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético 0,8% em
camundongos. O eixo das abscissas representa o controle (NaCl 0,15 M) e os
grupos experimentais (Mo-CBP, nas doses de 1, 3,5 e 10 mg/kg de peso
corpéreo e indometacina na dose de 10 mg/kg de peso corpéreo, 100 pL/10 g),
ao passo gue no eixo das ordenadas esta apresentado o niumero de contorcées
abdominais determinado em um periodo de 20 minutos, apés 10 minutos da
administracdo de acido acético 0,8% (100 pL/10g). As colunas verticais
representam a média + desvio padrdo de 6 animais. Letras diferentes indicam
valores que diferiram significativamente (p < 0,05) pelos testes de Dunnett e t-

Student.
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Tabela 03. Inibicdo das contorcbes abdominais induzidas por acido acético

pelo tratamento com Pyac € Mo-CBP4

~ Controle (NaCl 0,15M)  73,16#844* 00
PrnAG 35,0 24,80 + 7,72° 66,1
Mo-CBP, 35,0 0,80 + 1,78¢ 98,9
1,0 59,33 + 8,38" 18,9
3,5 40,50 * 3,10° 44,6
10,0 0,80 + 1,78¢ 98,9
Indometacina 10,0 7,29 + 0,89 90,0

Os resultados representam a media + desvio padrao do nimero de contor¢des

de seis animais por grupo.
* O percentual de inibi¢cao foi calculado de acordo com a formula:

% inibicdo do grupo = 100 — N° de contor¢cdes do grupo x 100

N° de contor¢des do controle

Letras diferentes correspondem a valores que diferiram significativamente (p <
0,05) pelos testes de Dunnett e t-Student.



Tabela 04. Efeito de Mo-CBP4 no numero de contor¢des induzidas por acido
acético, via oral

: Média do N° de % de
Tratamento Tempo (min) Contorcdes InibicAo
|
Controle(NaCl 0,15M) - 73,2 + 8,4°% -
Mo-CBP, 30 60,0 + 4,2° 18,0%
10 mg/k
( g/ka) 60 34,5+ 6,3° 52,9%

Namero de contorgdes
N
ol

Controle Mo-CBP4 30min Mo-CBP4 60 min

Figura 19. Efeitos da administracédo oral de Mo-CBP4 (10 mg/kg) sobre as
contorcdes abdominais induzidas por acido acético em camundongos. No
eixo das abscissas estao apresentados o controle (NaCl 0,15 M) e Mo-CBP4 (10
mg/kg de peso corpéreo) administrada pela via oral 30 e 60 minutos antes da
administracdo do acido acético. O eixo das ordenadas representa 0 numero de
contorgbes abdominais determinado em um periodo de 20 minutos, apés 10
minutos da administracdo de acido acético 0,8% (v/v), via intraperitoneal. As
colunas verticais representam a meédia + desvio padrdo de 6 animais. Letras
diferentes indicam valores que diferiram significativamente (p < 0,05) pelos

testes de Dunnett e t-Student.



6.3.2 Atividade Anti-inflamatoria

Para verificar se Mo-CBP, possui efeito na permeabilidade vascular,
foram utilizadas as doses de 1, 3,5 e 10 mg/kg, usando como controle NacCl
0,15 M. O corante azul de Evans foi administrado endovenosamente para que
pudesse ser mensurado o aumento ou diminuicdo da permeabilidade através
do grau de extravasamento deste corante. Como apresentado na FIGURA 20,
houve uma diminuicdo de extravasamento de azul de Evans quando os animais
foram pré-tratados com a proteina, mostrando que Mo-CBP, foi capaz de
prevenir o aumento da permeabilidade causada pelo &cido acético. Este efeito
foi dose dependente, chegando a uma inibicdo de 89,1% (TABELA 05) na

maior dose.

Para avaliar se Mo-CBP, exerce algum efeito sobre a migracao
leucocitaria induzida por acido acético, foram usadas doses de 1, 3,5 e 10
mg/kg da proteina (FIGURA 21). Apesar da proteina ndo diminuir
significativamente a migracdo leucocitaria na menor dose na (1 mg/kg), é
evidente a reducao deste evento quando os animais foram pré-tratados com as
outras doses, chegando a uma porcentagem de inibicdo de 60,9% na maior
dose (TABELA 05).
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Figura 20. Efeitos da administracéo i.p. de Mo-CBP4 no sobre o aumento
da permeabilidade vascular induzido por acido acético em camundongos.
O eixo das abscissas representa o controle (NaCl 0,15 M) e Mo-CBP4 nas doses
de 1, 3,5 e 10 mg/kg de peso corpéreo (100 puL/10 g). No eixo das ordenadas
esta apresentada a concentracdo de azul de Evans (ug/mL) obtida a partir do
lavado da cavidade intraperitoneal dos animais, coletado 30 minutos apds a
administracdo de acido acético 0,8% (100 pL/10g). As colunas verticais
representam a meédia + desvio padrdo da concentracdo de azul de Evans de 6
animais. Letras diferentes indicam valores que diferiram significativamente (p <

0,05) pelos testes de Dunnett e t-Student.
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Tabela 05. Efeito de Mo-CBP4 sobre o aumento da permeabilidade vascular e

migracgao leucocitéria induzidos por acido acético em camundongos

Dose " N° de Leucocitos
Tratamento [AE]” (ug/mL) 4
(mag/kg) (x 10%)
Controle(NaCl 0,15M) - 14,94 + 2,292 160 * 28,63°%
Mo-CBP,4 1,0 10,99 + 1,57° (26,4%) 152 + 20,2% (5,0%)
3,5 5,25 + 0,97° (64,9%) 87,5 + 3,53"
(45,3%)
10,0 1,63 + 0,43% (89,1%) 62,5 +12,58°
(60,9%)

Os resultados representam a media + desvio padrao do nimero de contor¢des

de seis animais por grupo.

Os valores entre parénteses correspondem as porcentagens de inibicdo em
relacdo ao controle. Letras diferentes ha mesma coluna correspondem a valores
que diferiram significativamente, na mesma coluna, (p < 0,05) pelos testes de
Dunnett e t-Student.

# Concentracdo do corante Azul de Evans.
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Figura 21. Efeitos da administracao i.p. de Mo-CBP, sobre a migragcéo de
leucdcitos para a cavidade peritoneal induzida por acido acético 0,8% em
camundongos. O eixo das abscissas representa o controle (NaCl 0,15 M) e
Mo-CBP4 nas doses de 1, 3,5 e 10 mg/kg de peso corpéreo (100 pL/10 g). No
eixo das ordenadas estd apresentado o numero de leucdcitos migrados para a
cavidade intraperitoneal apés 30 minutos da administracdo de acido acético
0,8% (100 pL/10g). As colunas verticais representam a média + desvio padrédo
do numero de leucécitos de 6 animais. Letras diferentes indicam valores que

diferiram significativamente (p < 0,05) pelos testes de Dunnett e t-Student.
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6.3.3 Avaliacdo das Atividades Antinociceptiva e Anti-inflamatéria de Mo-

CBP4 ap6s Incubacdo com N-Acetil-D-Glucosamina

Para avaliar a participacdo do sitio de interagdo a carboidrato de Mo-
CBP, nas atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria, esta proteina foi
incubada com uma solucéo de N-aceltil-D-glucosamina (NAG) 0,1 M durante 30
minutos a 37°C.

A atividade antinociceptiva foi avaliada através do método de inducao de
contor¢cdes abdominais por &cido acético. Como pode ser visualizado na
FIGURA 22-A, mesmo incubando Mo-CBP, com o acucar, houve inibicdo das
contor¢cdes, ou seja, a antinocicepcdo da proteina parece ser um efeito
independente do sitio de ligacédo ao carboidrato.

Em relacdo a atividade anti-inflamatéria, a avaliacao foi realizada através
do teste de migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal induzida por
acido acético. A incubacdo com NAG reverteu parcialmente a inibicdo da
migracao leucocitaria por parte de Mo-CBP,4 (FIGURA 22-B).
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Figura 22. Avaliacdo do envolvimento do sitio de interacdo a N-acetil-D-
glucosamina (NAG) na atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria de Mo-
CBP4. O eixo das abscissas representa os controles (NaCl 0,15 M e NaCl 0,15
M + NAG 0,1 M) e Mo-CBP,4 (10 mg/kg) incubado ou ndo com NAG 0,1 M. No
eixo das ordenadas estdo apresentados o numero de contor¢cdes (A) e o
namero de leucoécitos migrados para a cavidade intraperitoneal (B) apdés
administracdo de acido acético 0,8% (100 pL/10g). As colunas verticais
representam a média + desvio padrédo do niumero de contor¢cdes ou leucocitos
de 6 animais. Letras diferentes indicam valores que diferiram significativamente
(p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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7. DISCUSSAO

Moringa oleifera € uma planta conhecida popularmente pelas suas
diversas utilizagdes, chegando a ser chamada de “arvore milagrosa” (FUGLIE,
1999). Esta planta, que cresce principalmente em paises tropicais, parece
fornecer suporte as populacdes mais necessitadas do globo. Quase todas as
suas partes possuem grande valor nutricional e farmacologico, e suas
sementes tém propriedade purificadora da agua, mostrando o grande potencial
biotecnoldgico dessa planta.

Ressaltando as propriedades farmacologicas, ja foi descrito que todas as
partes de Moringa oleifera sdo usadas para o tratamento de diversas doencas.
Atividades hipotensora, anticancerigena, anti-inflamatéria, analgésica,
antibiotica, antitripanossomal, anti-ulcerativa, hipocolesterolémica,
hipoglicemiante e hepatoprotetora, sdo algumas das propriedades que tém 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).

Como ja mencionado anteriormente, as atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva ja foram descritas para raizes, folhas e sementes (CACERES et
al., 1992; SULAIMAN et al., 2008; SASHIDHARA et al., 2009). Porém, apesar
das fortes evidéncias cientificas do poder anti-inflamatorio e antinociceptivo de
M. oleifera, estudos adicionais com énfase em caracterizacdo e isolamento de
compostos bioativos sdo necessarios para entender o mecanismo de acao e
fornecer suporte cientifico para o uso desta tradicional planta.

Em nosso grupo de estudo foram isoladas proteinas ligantes a quitina de
sementes de M. oleifera. Como essas proteinas tém a capacidade de se ligar a
carboidrato (quitina), estdo, portanto, inseridas no grupo das lectinas
(PEUMANS e VAN DAMME, 1995). Devido a alta reatividade e especificidade a
epitopos de carboidratos, muitas lectinas foram descritas como anti-
inflamatorias e antinociceptiva (PUSZTAI; BARDOCZ; EWEN, 2008 ).

Diante dos dados expostos, o presente trabalho teve como foco principal
a purificacdo e caracterizacdo de uma proteina ligante a quitina de M. oleifera

com atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria.
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O procedimento de purificacdo foi 0 mesmo descrito por Gifoni (2009). O
extrato protéico total das sementes rendeu uma quantia significante de
proteinas (216,44 + 4,72 mg/gF). Segundo Galldo, Damasceno e Brito (2006),
proteina é o composto encontrado em maior quantidade em sementes de M.
oleifera, aproximadamente 40%, podendo ser comparada com sementes de
grande importancia na alimentacéo animal como a soja, que possui de 30-45%
de proteina e feijdo comum, com aproximadamente 22-36% (BURTON, 1997;
MESQUITA et al., 2007).

Apos a obtencdo de fracdo albuminica por dialise exaustiva, esta foi
concentrada para ser aplicada em matriz de quitina, a fim de se obter proteinas
ligantes a quitina. O primeiro pico retido (Pnac) foi eluido por competicdo entre
o monossacarideo N-acetil-D-glucosamina e a quitina pelo sitio de ligacdo a
carboidrato dessas proteinas. No caso do segundo pico (Pac), as proteinas
estavam tdo fortemente ligadas a matriz, que foi necessaria uma mudanca de
pH, pois assim, as proteinas mudam a sua conformacdo nativa e podem se
desprender da quitina. Pyac foi 0 pico escolhido para dar continuidade ao
processo de purificacdo por se tratar de um material eluido estritamente por
afinidade.

No segundo passo cromatografico, Pyag foi aplicado em uma matriz
trocadora de cations (Resource S) acoplada ao sistema de FPLC. Foram
obtidos um pico ndo retido e quatro retidos utilizando-se concentracdes
crescentes de NaCl. Todos os picos receberam a denominacao de Mo-CBP (M.
oleifera — chitin binding protein), por se tratarem de materiais provenientes de
Pnac contendo proteinas ligantes a quitina. Como o presente trabalho teve
como um dos objetivos verificar se o material purificado possuia atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria, Mo-CBP, foi selecionada para dar
continuidade aos estudos por se tratar do pico de maior rendimento protéico,
uma vantagem quando se deseja realizar experimentagdo com animais.

Proteinas ligantes a quitina ja foram isoladas de diversas espécies e
geralmente possuem massas moleculares aparentes variando entre 3,1 e 20
kDa e pontos isoelétricos basicos, além de serem altamente resistentes a altas
temperaturas (BORMANN et al., 1999; BROEKAEST et al.,, 1992). Muitas
dessas proteinas ligantes a quitina sdo conhecidas pela atividade antifingica
gue exercem, sendo classificadas como proteinas relacionadas a patogénese
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do tipo 4 (PR-4) e subdivididas em duas classes: classe I, que tém um dominio
NH,-terminal ligante a quitina similar ao dominio presente em heveina, uma
proteina encontrada em latex de Hevea brasiliensis; e classe Il, que sao
aguelas que nao possuem o dominio parecido com heveina (THEIS e STAHL,
2004). Em nosso grupo de estudo, foi avaliada a atividade antifingica de Mo-
CBP4, sendo esta proteina capaz de inibir a germinacdo de esporos de
Fusarium solani (um fungo bastante conhecido por ser fitopatogénico), um forte
indicio de esta proteina estar inserida no grupo das proteinas PR-4.

Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes foi
realizada com o intuito de verificar a purificagdo do material, bem como
determinar a massa molecular aparente de Mo-CBP4,. Como mostrado
anteriormente na FIGURA 08, a proteina em condicbes ndo redutoras
apresentou-se como duas bandas protéicas: uma de 27,5 kDa e outra de 16,5
kDa. Em condi¢des redutoras, a proteina mostrou-se como Unica banda de
massa molecular aparente de 9,8 kDa. Esse resultado sugere que a proteina
parece estar nas formas trimérica e dimérica predominantes em condi¢cées ndo
redutoras, e quando é adicionado o agente redutor, as pontes dissulfeto se
desfazem resultando em mondémeros com massas moleculares semelhantes (9
kDa). Vale salientar que a amostra utilizada na eletroforese n&o continha
nenhuma molécula abaixo de 12 kDa, ja que durante o processo de purificacao
de Mo-CBP4 foram realizadas diversas dialises em membrana com porosidade
de 12 kDa. Perfil eletroforético semelhante foi encontrado para uma
hemaglutinina de sementes de M. oleifera denominada MoL. Esta proteina &
uma hololectina que em PAGE-SDS apresentou massa molecular aparente de
7,1 kDa na presenca de 2-mercaptoetanol. Contudo, na auséncia do agente
redutor mostrou-se como duas bandas com massas moleculares de 13,6 e 27,1
kDa, sendo esse evento explicado pela formacédo de agregados protéicos na
molécula de 7,1 kDa (KATRE et al., 2008).

Atraves de eletroforese bidimensional de Mo-CBP4, foram encontrados
dois spots de massas moleculares diferentes: um de 18,7 kDa e outro de 13,4
kDa. Provavelmente, assim como na eletroforese em condi¢cdes desnaturantes
a banda de 18,7 kDa seria a proteina na sua forma dimérica. Como no
protocolo de eletroforese bidimensional o DTT esta presente e sendo este um
agente redutor, boa parte da banda de 18,7 kDa teve suas pontes dissulfeto
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desfeitas, e toda a banda que representava o trimero foi produzindo banda de
13,4 kDa com maior intensidade .

O ponto isoelétrico de ambos os spots foi de 10,55, mostrando que a
proteina deve apresentar em sua estrutura primaria uma grande quantidade de
residuos de aminoéacidos basicos, como arginina, lisina e histidina. O carater
basico de Mo-CBP, corrobora com o fato de que esta proteina estaria
positivamente carregada em pH 5,2, utilizado na cromatografia de troca idnica
e por isso necessitou de uma alta concentracdo de NaCl (0,6 M) para ser
eluida de uma matriz carregada negativamente (Resource S). Além disso, 0s
resultados corroboram com aqueles encontrados para outras proteinas ligantes
a quitina, descritas anteriormente (BROEKAEST et al., 1992; BORMANN et al.,
1999).

Devido a Mo-CBP, ser uma proteina de carater basico, a eletroforese
nativa em gel de poliacrilamida foi realizada em gel &cido (pH de 4,5) e tampao
de corrida também acido (com mesmo pH), a fim de se manter a carga da
proteina e possibilitar a entrada no gel. Como pode ser visualizado na FIGURA
10, o perfil eletroforético de Mo-CBP, em condi¢Bes nativas foi semelhante
aquele encontrado em condi¢cdes desnaturantes, apresentando-se também
como duas bandas protéicas.

Em contraste as outras lectinas encontradas em sementes de M.
oleifera, Mo-CBP4, apesar de ser uma proteina que se liga ao polissacarideo
quitina, ndo foi capaz de aglutinar eritrécitos de coelhos ou humanos (A, B e
0O), mesmo quando tratados com tripsina. A auséncia de atividade
hemaglutinante pode ser devido ao fato de a proteina possuir apenas um sitio
de ligacdo a carboidrato. Segundo a classificacdo de lectinas proposta por
Peumans e van Damme (1995), Mo-CBP, estaria inserida no grupo das
merolectinas, proteinas incapazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados, devido a presenca de um unico sitio de ligacdo a carboidrato.

Ja foram isoladas diversas merolectinas ligantes a quitina como a
heveina, uma proteina encontrada no latex de Hevea brasiliensis, que néo foi
capaz de aglutinar eritrocitos de coelho, pombo ou humanos (VAN PARIJS et
al., 1991). Em sabugueiro (Sambucus nigra) e Withania somnifera também
foram isoladas proteinas “hevein-like”, incapazes de aglutinar eritrocitos (VAN
DAMME, 1998; GHOSH, 2009).
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Apesar de Mo-CBP, se comportar como uma merolectina, ndo é
descartada a hipétese de que a auséncia de aglutinacdo seria devido ao néo
reconhecimento de carboidratos presentes na superficie dos eritrocitos
utilizados neste trabalho, necessitando de estudos mais detalhados que
comprovem em qual grupo das lectinas a proteina em questao estaria inserida.

Assim como a maioria das lectinas, Mo-CBP, é uma glicoproteina, pois
foi corada pelo acido periddico de Schiff. O teor glicidico da proteina foi
estimado em 2,85%, porcentagem maior que aquela encontrada na
hemaglutinina de sementes de M. oleifera, que foi de 1,5% (KATRE et al.,
2008). Apesar de néo ter sido mencionado, foi realizada uma deglicosilacio de
Mo-CBP,, utilizando uma sequéncia de enzimas diferentes que removem
carboidratos N- e O-ligados a fim de esclarecer que tipo de carboidrato faz
parte da proteina. O método consiste em retirar o carboidrato intrinseco a
glicoproteina e realizar eletroforese para evidenciar a diferenca nas massas
entre a proteina com e sem carboidrato. N&o foi visualizada diferencga entre as
massas de Mo-CBP, com e sem carboidrato, talvez devido a pequena
porcentagem glicidica que esta proteina possui. Outros métodos sao
necessarios a fim de esclarecer o tipo de carboidrato que faz parte desta
glicoproteina.

Sabe-se que a farinha de sementes de M. oleifera é usada
tradicionalmente como coagulante natural no tratamento de agua em paises
onde agua potavel é escassa (GASSENSCHIMIDT et al., 1995). Os principais
agentes coagulantes séo proteinas catiénicas (pl entre 10-11), geralmente na
forma homodimérica, com massas moleculares variando de 12-14 kDa
(NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995). Inclusive Mo-CBP3, uma
proteina ligante a quitina obtida através das mesmas etapas cromatograficas
de Mo-CBP,, porém eluida da matriz de Resource S com concentracdo de
NaCl menor, obteve caracteristicas semelhantes a tais agentes bioativos de
sementes de M. oleifera e foi capaz de coagular material em suspenséo
(GIFONI, 2009). Assim, devido a semelhanga bioquimica de tais proteinas com
Mo-CBP,, foi testada a capacidade desta proteina de coagular material em
suspensao. A metodologia utilizada foi a mesma descrita por Ghebremichael et
al. (2005), que usa como parametro a turbidez da agua. Esta turbidez

corresponde a reducado da transparéncia da dgua ocasionada pelo material em
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suspensao, dificultando a passagem da luz pela solucdo. Normalmente a
medida da turbidez é dada em NTU (nephelometric turbidity units) (TOMAZON
et al., 2005), porém, na metodologia descrita no presente trabalho foi utilizado a
espectrofotometria, no comprimento de onda de 500 nm, para estimar a
turbidez da agua. Alta turbidez corresponde a uma absorbancia em torno de
1.900 (250-300 NTU), enquanto que baixa turbidez tem absorbancia de 0.500
(75-100 NTU).

Mo-CBP, foi capaz de coagular material em suspensédo tanto para agua
de turbidez inicial alta como baixa, sendo que nesta ultima a atividade foi maior,
chegando a um perfil semelhante ao do sulfato de aluminio e potassio.
Acredita-se que o mecanismo de coagulacdo dessas proteinas de sementes de
M. oleifera (incluindo Mo-CBP,) seja regido por forcas do tipo Coulomb, ou
seja, atracao e repulsédo de cargas. Como estas proteinas sdo macromoléculas
catibnicas, as cargas positivas sobre suas superficies se ligam
eletrostaticamente com particulas negativas de argila e bactérias. A reducéo da
repulsdo eletrostatica leva a aglomeracdo das particulas. Geralmente uma
pequena parte carregada positivamente das macromoléculas liga-se a uma
particula negativa, assim, muitas outras cargas em suas superficies ficam livres
para se ligarem a outras particulas, formando assim os flocos, que por
gravidade decantam, deixando a agua livre de residuos (GASSENSCHIMDT et
al., 1995).

Coagulantes naturais podem ser encontrados em muitas espécies de
plantas como em sementes de Cassia angustifolia, castanha e, inclusive, no
feijdo comum. Entretanto, os coagulantes mais conhecidos e estudados sao
agueles provenientes de sementes de M. oleifera (SANGHI;
BHATTTACHARYA; SINGH, 2002; SCIBAN et al., 2009; ANTOV e SCIBANA,
2010). Os floculantes naturais, assim como Mo-CBP4, tém vantagem sobre os
sais de aluminio, por serem biodegradaveis e produzirem menor volume de
residuos sedimentados, causando, portanto, menos dano ao meio ambiente
(NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995; KATAYON et al., 2006).
Além disso, sais de aluminio (coagulante inorganico vastamente utilizado) séo
extremamente neurotOxicos e possuem propriedades carcinogénicas
(MALLEVIALLE; BRICHET; FIESSINGER, 1984). De acordo com a resolucao
n° 20 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 1986), que define
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parametros e indicadores especificos para avaliar a qualidade de aguas doces,
salobras e salinas, estabelece-se como limite méaximo de aluminio uma
concentragdo de 0,1 mg/L na agua tratada destinada ao abastecimento
domeéstico. Na Europa o maximo permitido dos sais de aluminio chega a 0,1
pg/L (Commission Directive 98/83/EC, 1998). Em adicao, estudo de toxicidade
aguda em ratos demonstrou que extrato aquoso de sementes de M. oleifera é
considerado apenas moderadamente téxico (LDsy de 446,5 mg/kg de peso
corporeo), quando comparado aos padrdes toxicoldogicos humanos (HODGE e
STERNER, 1944 apud FERREIRA et al., 2009).

Sabendo-se das propriedades antinociceptiva e anti-inflamatoéria de M.
oleifera, o proximo passo do trabalho foi buscar um principio ativo responsavel
por tais atividades nas sementes. A atividade antinociceptiva foi testada
utilizando o método classico de contor¢cbes abdominais induzidas por acido
acético. Apesar de este modelo ser pouco especifico, possui boa sensibilidade,
sendo uma ferramenta de triagem para descoberta de novos agentes
analgésicos. Além disso, esse teste pode ser considerado como um teste pré-
clinico de importancia para avaliacdo do efeito antinociceptivo porque permite
uma correlagdo adequada entre o valor da dose eficaz em animais e as doses
analgésicas em humanos (COLLIER et al., 1968; IKEDA et al., 2001; LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001).

E conhecido que muitas lectinas possuem atividades antinociceptiva e
anti-inflamatéria, portanto, primeiramente foi testada a fracédo rica em proteinas
ligantes a quitina, eluidas exclusivamente por competicdo (Pnac). Como
mostrado anteriormente, Pnag foi capaz de inibir em 66,1% as contor¢cbes
causadas pela administracdo intraperitoneal de acido acético. Ao realizar o
mesmo teste com Mo-CBP, ja purificada, na mesma dose utilizada para Pyag, a
inibicAo aumentou para 98,9%, indicando uma concentragdo da atividade
antinociceptiva ao longo da purificagdo. Quando foram utilizadas doses de 1,
3,5 e 10 mg/kg de peso corporeo, a atividade antinociceptiva de Mo-CBP4
também aumentou, mostrando que o efeito é dose-dependente, chegando a
um nivel de inibicdo de quase 100% ja na dose de 10 mg/kg. O efeito
antinociceptivo da proteina em questao foi superior ao da indometacina, um
analgésico utilizado como controle positivo neste tipo de teste, mostrando que
esta proteina possui potente atividade analgésica.
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E sabido que o acido acético atua indiretamente através da liberagéo de
mediadores enddgenos que estimulam o0s neurbnios nociceptivos. Em
camundongos, apoés a injecao intraperitoneal de acido acético, h4 um aumento
nos niveis de PGE; e PGFy,, como também produtos da lipooxigenase no
fluido peritoneal. A liberacdo de tais mediadores € precedida da liberacdo de
TNF-a, interleucina-1p e interleucina 8 provenientes de células residentes
(macréfagos e mastocitos) (RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001). Além
disso, a injecdo de acido acético também pode ativar diretamente canais de
cations ndao-seletivos localizados na via aferente primaria (JULIUS e
BASBAUM, 2001). O resultado é uma inflamacdo aguda no peritbnio com
aumento da permeabilidade vascular, irritacdo peritoneal e dor aguda, que faz
o animal responder através de contorcbes abdominais, reducdo e
incoordenacdo da atividade motora (BRAGGIO et al, 2002; LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001). Portanto, Mo-CBP, pode estar inibindo a
biossintese ou a acdo de mediadores inflamatoérios, principalmente PGE, e
PGF., agindo de forma periférica, ou pode estar agindo diretamente no
sistema nervoso central.

A atividade de Mo-CBP,4 segue a caracteristica de muitas lectinas, como
aguela encontrada em sementes de Canavalia grandiflora, que foi capaz de
inibir a hipernocicep¢cdo mecanica causada por carragenina (efeito
hipernociceptivo inflamatorio), na dose de 10 mg/kg, via endovenosa (NUNES
et al.,, 2009). Lectinas de algas marinhas, como a aglutinina de Hypnea
cercornis (HCA) e a de Caulerpa cupressoides (LCc), na dose de 10 mg/kg,
também foram capazes de inibir em 72 e 86% respectivamente, as contor¢cdes
induzidas por &cido acético (BITENCOUR, 2007; VANDERLEI, 2008).

Nas raizes de M. oleifera, um dipeptideo (acetato de aurantiamida) e um
derivado de uréia apresentaram significativa inibicdo de TNF-a, interleucina 2 e
na dor por estimulacdo térmica, mostrando que estes compostos sdo 0s
responsaveis pelas atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva de raizes, que
séo tradicionalmente usadas para dores de artrite reumatdide (SASHIDARA et
al., 2009). O extrato aquoso das folhas de M. oleifera exibiu atividade
antinociceptiva dose-dependente no teste de contorcdo induzida por acido
acético e a infusdo das sementes mostrou atividade anti-inflamatéria
(CACERES et al., 1992; SULAIMAN et al., 2008). Porém, ndo ha relatos na
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literatura de uma proteina de sementes de M. oleifera com potente atividade

antinociceptiva, mostrando a originalidade do presente trabalho.

Sabendo-se que, em sua maioria, 0os farmacos sdo administrados pela
via oral e deglutidos, foi investigada a atividade antinociceptiva de Mo-CBP,4 por
via oral, visando a utilizacdo desta proteina como um futuro fitoterapico. Para
isso, foi testada a dose de 10 mg/kg, que corresponde a dose de maior inibicao
das contorcbes quando a proteina foi administrada intraperitonealmente. A
administracdo da proteina 30 minutos antes da injecdo de acido acético foi
capaz de inibir em 18% as contor¢cdes. Quando o tempo entre a administracédo
de Mo-CBP, e de &cido acético foi maior (60 minutos), a inibicdo das
contor¢cdes foi ainda maior, chegando a 52,9%, quando comparado ao grupo
controle, quase trés vezes maior que no tempo de 30 minutos. Na verdade, &
sabido que a absorcdo € mais lenta quando um farmaco € administrado via
oral. Geralmente para que 75% de uma substancia seja absorvida quando
administrada oralmente, € necessario um tempo de 1-3 horas (HANG et al.,
2007). No presente estudo, efeito inibitério de Mo-CBP,4 foi maior quando o
tempo também foi maior. Em contrapartida, quando uma substancia é
administrada intraperitonealmente, esta € mais rapidamente absorvida devido a
maior area de contato e irrigacdo sanguinea naquela regido. Dessa forma, na
mesma dose (10 mg/kg) e mesmo tempo (30 minutos), a atividade
antinociceptiva da proteina foi bem maior pela via intraperitoneal do que pela

via oral.

E de conhecimento que uma substancia quando passa pelo trato
gastrointestinal esta sujeita a diversos fatores que provocariam sua inativagéao,
como a digestdo mecanica, a digestdo enziméatica e os extremos de pH. O fato
de Mo-CBP4 apresentar efeito antinociceptivo pela via oral sugere que esta
proteina seja, pelo menos, parcialmente resistente a tais fatores. Assim, foi
analisada a digestibilidade in vitro de Mo-CBP,, utilizando proteases que séo
encontradas no sistema digestério de animais monogastricos, como a pepsina,
tripsina e quimotripsina. Inicialmente, a digestdo foi realizada com as enzimas
separadamente e depois foi estimulada a digestdo como ocorre em seu curso

ao longo do trato gastrointestinal, isto €, de forma sequencial.
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Como mostrado na FIGURA 14, o perfil eletroforético de Mo-CBP,4 apos
incubacdo com pepsina em pH &cido, em diferentes tempos, indica que, em
comparacao ao controle (BSA), a proteina ndo foi completamente digerida pela
pepsina. Assim, moléculas de Mo-CBP, podem ter atravessado o estbmago do
animal sem ter sido hidrolisadas, chegando de forma integra ao intestino
delgado. Assim sendo, foi avaliada a digestibilidade in vitro de Mo-CBP, pela
tripsina e quimotripsina separadamente. Mo-CBP,4, em relagéo ao controle, ndo
foi completamente digerida por ambas as enzimas.

Na simulacédo da digestdo como ocorre em seu curso ao longo do trato
gastrointestinal, enquanto BSA foi completamente digerida j& com a acao da
pepsina, Mo-CBP,4 se mostrou resistente a protedlise total (depois de pepsina,
tripsina e quimotripsina). Dessa forma, pode ser colocado que a proteina nao é
completamente digerida pelas enzimas do trato gastrointestinal de animais
monogastricos, sendo absorvida em uma forma ainda capaz de exercer sua
acao antinociceptiva como mostrada anteriormente. A resisténcia de Mo-CBP4
as enzimas digestivas corrobora com resultados encontrados para outras
proteinas 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).

Geralmente, no individuo adulto, as proteinas sdo completamente
digeridas antes de serem absorvidas. Exce¢Bes acontecem para alguns
alérgenos, por exemplo (MATTHEWS, 1971). Porém, é sabido que proteinas
de plantas sdo geralmente mais resistentes a protedlise que a maioria das
proteinas animais (FRIEDMAN, 1996; SGARBIERI, 1996; EL-ADAWY, 2002). A
aparente digestibilidade de proteinas in vivo de sementes cruas de
leguminosas e de oleaginosas varia de 15,6% a aproximadamente 80%,
dependendo de sua origem (GRANT et al., 1995; CARBONARO et al., 2000;
PREET e PUNIA, 2000; CUADRADO et al.,, 2002). Em contraste, proteinas
animais, como a BSA, ou a caseina, sdo 85-94% digeridas in vivo (OLIVEIRA
et al.,, 1999; VASCONCELOS et al., 2001). Em particular, assim como Mo-
CBP4, muitas lectinas de plantas mostraram ser resistentes a degradacéo por
proteases in vitro e in vivo, podendo ser de fato uma caracteristica comum
entre as lectinas (CARBONARO et al., 1997; PUSZTAI, 1991; VASCONCELOS
e OLIVEIRA, 2004). E possivel que no intestino, tais proteinas sejam
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protegidas da proteolise devido a ligacdo com componentes do epitélio e limen
intestinais. Lectinas, quando ligadas as células epiteliais do intestino, podem
ser internalizadas por endocitose e depois liberadas para o espaco intercelular
por exocitose. Assim, formas integras e reativas das lectinas podem ser
distribuidas na circulagdo e tecidos internos (VASCONCELOS e OLIVEIRA,
2004). Lectinas com especificidade a N-acetil-D-glucosamina, como WGA
(aglutinina do gérmen de trigo), UDA (aglutinina de Urtica dioica) e DAS
(aglutinina de Datura stramonium), quando oferecidas a ratos (7 g/kg de dieta),
ligam-se as células epiteliais do intestino delgado e sdo endocitadas (PUSZTAI
et al., 1993). Mo-CBP,4, que também € uma lectina com acucar ligante
especifico N-acetil-D-glucosamina, deve ser absorvida pelo mesmo mecanismo
gue o das aglutininas citadas acima.

Como ja descrito anteriormente, a atividade anti-inflamatéria ja foi
reportada para diversas partes de M. oleifera, inclusive em suas sementes,
porém ndo foi isolada nenhuma substéncia responsavel por tal atividade.
Assim, foi testada a atividade anti-inflamatéria de Mo-CBP4, ja que esta
proteina ja havia mostrado atividade antinociceptiva que, por sua vez, poderia
estar diretamente relacionada com inibicdo da producdo ou acao de
mediadores inflamatérios. Os modelos utilizados foram os de efeito sobre a
permeabilidade vascular e migracéo leucocitaria induzidas por acido acético.

O modelo de permeabilidade vascular consistiu na administracao
intravenosa de corante azul de Evans, que se liga as proteinas do plasma
(albumina), formando um complexo corante-albumina. Quando o acido acético
é injetado intraperitonealmente, ocorre dilatacdo dos capilares pela contracdo e
separacdo das células endoteliais, expondo a membrana basal que é
livremente permeavel a proteinas do plasma (OKOLI et al., 2007). Assim, o
complexo corante-albumina € extravasado para a cavidade peritoneal, podendo
o azul de Evans ser mensurado através de espectrofotometria. Este ensaio foi
realizado simultaneamente ao de contor¢cbes abdominais, sendo o azul de
Evans injetado 30 minutos antes do tratamento com Mo-CBP, e ao final da
contagem das contorcbes os animais foram sacrificados para obtencdo do
lavado peritoneal para quantificacdo do extravasamento do corante por

espectrofotometria.
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Mo-CBP,4 preveniu o aumento da permeabilidade vascular de maneira
dose-dependente, chegando a uma inibicdo de 89,1% para a maior dose. A
migracdo celular também foi inibida em até 60,9%, quando comparada ao
grupo controle. Portanto, Mo-CBP, mostrou-se como um potente agente anti-
inflamatorio. Estudos posteriores devem ser realizados a fim de esclarecer o
mecanismo de ac¢éo anti-inflamatorio e antinociceptivo desta proteina.

Mo-CBP4 pode ser comparada a muitas lectinas que também possuem
atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria. Em sementes de Araucaria
angustifolia, uma lectina ligante a quitina (AaL) exerce efeito anti-inflamatorio
inibindo a liberacdo de mediadores de mastdcitos residentes (MOTA et al.,
2006). Outra lectina encontrada em sementes de Canavalia grandiflora
(ConGF) apresentou efeito analgésico e anti-inflamatorio, inibindo a migracao
neutrofilica e hipernocicepcéo inflamatéria mecanica, mediadas via IL-1B e
TNF-a, reducao do rolamento e adesao endotelial de leucdcitos (NUNES et al.,
2009).

Para algumas dessas lectinas, o sitio de ligacdo ao carboidrato € uma
regido indispensavel para exercerem suas atividades antinociceptiva e anti-
inflamato6ria, como o caso da lectina de Araucaria angustifélia, que tem
especificidade também pelo acucar N-acetil-D-glucosamina (MOTA et al.,
2006). Portanto, para saber se ha envolvimento do sitio de ligacdo a
carboidrato de Mo-CBP,4 em suas atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria,
a proteina foi incubada com o acucar especifico N-acetil-D-glucosamina antes
de ser injetada em camundongos a fim de avaliar se havia prevencao das
contor¢des e migracao leucocitaria induzidas por acido acético. Os resultados
obtidos mostraram que a atividade antinociceptiva independe do sitio de
ligagéo a carboidrato da lectina. Porém, quando foi testado o efeito do agucar
na atividade anti-inflamatoria, houve uma reversdo parcial da migracdo
leucocitaria. Como ja foi exposto, a migracdo leucocitaria apresenta-se em
cinco eventos: marginacao, rolamento, adesao, diapedese e quimiotaxia; esses
eventos sdo dependentes de moléculas de adesdo presentes tanto na
membrana dos leucdcitos, quanto na membrana das células que revestem o
endotélio vascular. Dentre as moléculas de adesao, destacam-se as selectinas,
gue sao proteinas capazes de se ligar a carboidrato, ou seja, lectinas (ROBINS

et al., 2005). Portanto a migracdo depende de uma interacdo lectina-
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carboidrato. Algumas lectinas exdgenas podem se ligar aos carboidratos
atrapalhando a adesé&o das selectinas e, por conseguinte, a rolagem e posterior
diapedese dos leucécitos no processo inflamatério (ALENCAR et al., 1999).
Sendo Mo-CBP, uma lectina, a inibicdo da migracao leucocitaria pode estar
ocorrendo via competicdo entre esta proteina e as selectinas presentes nos
leucécitos ou células endoteliais pelos carboidratos. Assim, quando o sitio de
interacdo a carboidrato de Mo-CBP,4 € bloqueado, incubando a proteina com o
acucar ligante especifico (N-acetil-D-glucosamina), a atividade anti-inflamatéria
€ revertida. Os resultados apresentados 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-inflamatarias.
Nesse estudo, foi mostrado que glicoconjugados de N-acetil-D-glucosamina
sdo essenciais para o recrutamento de neutroéfilos. Assim, pode ser inferido que
Mo-CBP, torna-se uma ferramenta especifica na prevencdo da migracao
leucocitaria e, por conseguinte, da atividade anti-inflamatoria.

E sabido que muitas proteinas séo utilizadas hoje em dia como agentes
terapéuticos em condi¢cdes especificas, sendo chamadas de biofarmacos.
Dentre as vantagens da utilizacdo dessas proteinas, destaca-se a alta
especificidade a um conjunto de fungdes complexas que nenhum composto
quimico pode imitar. Devido a alta especificidade das proteinas, elas pouco
interferem com processos bioldgicos normais acarretando em menos efeitos
adversos (LEADER; BACA; GOLAN, 2008; STROHL e KNIGHT, 2009). Assim,
os resultados obtidos sugerem que Mo-CBP, possa ser utilizado como um
futuro farmaco devido as suas potentes atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria. Estudos ainda devem ser realizados a fim de esclarecer o
mecanismo de acéo e caracterizar melhor a proteina, além de sua avaliacao

toxicoldgica para um possivel uso de Mo-CBP,4 como um farmaco.
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8. CONCLUSAO

No presente trabalho, foi purificada uma proteina ligante a quitina de
sementes de Moringa oleifera denominada de Mo-CBP,4, que se apresentou
como uma glicoproteina com massa molecular aparente de 9,8 kDa, em
condi¢cbes redutoras, e ponto isoelétrico de 10,55. Nas condi¢cdes de ensaio,
Mo-CBP, se comportou como uma merolectina, bastante resistente a
protedlise, com apreciavel capacidade de coagular material em suspenséo na
agua e potentes atividades antinociceptiva (via i.p. ou oral) e anti-inflamatéria
(i.p.). A propriedade anti-inflamatdria parece envolver seu sitio de interacdo ao

acucar N-acetil-D-glucosamina, mas a antinociceptiva néo.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Moringa oleifera Lam. is a perennial multipurpose tree that

has been successfully used in folk medicine to cure several inflammatory processes.

Aims of the study: To purify and characterize a chitin-binding protein from Moringa oleifera

seeds, named Mo-CBP,, and evaluate its antinociceptive and anti-inflammatory effects in vivo.

Materials and methods: Mo-CBP, was purified by affinity chromatography on chitin followed
by ion exchange chromatography. Acetic acid-induced abdominal constrictions assay was used

for the antinociceptive and anti-inflammatory activity assessments.

Results: Mo-CBP, is a glycoprotein (2.9% neutral carbohydrate) composed of two protein
subunits with apparent molecular masses of 28 and 18 kDa (9 kDa in the presence of reducing
agent). The intraperitoneal injection of Mo-CBP, (3.5 and 10 mg/kg) into mice potently and
significantly reduced the occurrence of abdominal writhing in a dose dependent manner by
44.7% and 100%, respectively. In addition, the oral administration of the protein (10 mg/kg)
resulted in 18% and 52.8% reductions in abdominal writhing when given 30 and 60 min prior to
acetic acid administration, respectively. Mo-CBP, also caused a significant and dose-dependent
inhibition of peritoneal capillary permeability induced by acid acetic and significantly inhibited

leukocyte accumulation in the peritoneal cavity.

Conclusion: Data of this pioneering study describes that the chitin-binding protein Mo-CBP,,
from M. oleifera seeds, exhibits anti-inflammatory and antinociceptive properties and

scientifically supports the use of this multipurpose tree in folk medicine.

Keywords: Moringa oleifera; chitin-binding protein; protein purification; antinociceptive effect;

anti-inflammatory activity.
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1. Introduction

Moringa oleifera Lam. (drumstick tree, horseradish tree), a multipurpose tree native to
Northern India that grows well throughout the tropics, is widely cultivated in East and
Southeast Asia, West Indies and in some areas of South America, such as Northeast Brazil
(Ramachandran et al., 1980; Jahn et al., 1986). It belongs to the Moringaceae family, which
comprises 14 species of deciduous trees classified in a single genus, namely, Moringa
(Ramachandran et al., 1980; Chuang et al., 2007). It is a perennial tree that grows rapidly, even
in poor soil, and is affected minimally by drought and pests. It is also considered relatively safe

for medicinal uses (Anwar and Bhanger, 2003; Adedapo et al., 2009).

Indeed, a large number of reports exist regarding successful traditional use of many
parts of the M. oleifera tree to cure several diseases in folk medical practices. Detailed studies
have also been published in an attempt to understand the mechanisms underlining its curative
power in vitro (cultured cells) and in vivo (animal); among the reported benefits, hypotensive,
anti-inflammatory, anti-tumour, antibiotic, antitrypanosomal, antinociceptive, antiulcer, hypo-
cholesterolemic and hypoglycemic activities have been assayed (Faizi et al., 1995; Ezeamuzle
et al., 1996; Murakami et al., 1998; Chuang et al., 2007; Chumark et al., 2008; Jaiswal et al.,

2009).

In particular, the anti-inflammatory and antinociceptive properties were demonstrated
when orally administered preparations of hot water infusions of M. oleifera seeds significantly
inhibited carrageenan-induced edema and acetylcholine-induced contraction (Caceres et al.,
1992). Ezeamuzle and colleagues (1996), motivated by an incident when a traditional healer in

Kuwait successfully used a topically applied, freshly ground root preparation of M. oleifera to

127



treat a large trauma-initiated chronic inflammatory swelling of the ankle, demonstrated the
anti-inflammatory property of roots using various experimental animal models. It was also
discovered that M. oleifera leaves possess peripherally-non-opioid-mediated and centrally-
opioid-mediated antinociceptive and anti-inflammatory activities (Sulaiman et al., 2008).
Moreover, recent studies have revealed that a rare dipeptide (aurantiamide acetate) and a
urea derivative (1,3-dibenzyl urea) isolated from M. oleifera roots exhibit anti-inflammatory
and antinociceptive effects through inhibition of TNF-a and IL-2 production (Sashidhara et al.,
2008). Nevertheless, in spite of strong scientific evidence of the curative power of M. oleifera,
additional studies emphasising isolation and characterisation of bioactive compounds are
crucial for two principle reasons: (i) to scientifically support the use of M. oleifera for
antinociceptive and anti-inflammatory purposes and (ii) to elucidate the mechanism of action
of M. oleifera’s traditional therapeutic benefits leading to control of nociceptive and

inflammatory processes.

In the present work we report, for the first time, the purification of Mo-CBP,, a chitin-
binding protein found in M. oleifera seeds that exhibits potent antinociceptive and anti-

inflammatory properties in mice.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

Moringa oleifera seeds were harvested from trees at Campus do Pici of Federal
University of Ceara (UFC), Fortaleza, Brazil. A voucher specimen (No. EAC34591)

was deposited in the Prisco Bezerra Herbarium, UFC.
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2.2. Experimental animals

Male Swiss mice, weighing 25-35 g, were provided by the Animal House of UFC. The
animals were housed in groups of six in standard cages at room temperature (25 + 3 °C) and
exposed to a 12 h dark/12 h light cycle; both food and water were offered ad libitum. Twelve
hours before experimentation, they were transferred to the laboratory and housed only with
water ad libitum. The experimental protocols were performed in accordance with the current
guidelines for the care of laboratory animals and the ethical guidelines for investigations of
experimental pain in conscious animals, reviewed and approved by the Animal Ethics

Committee (CEPA) of UFC, Brazil.

2.3. Preparation of M. oleifera seed extract

Mature seeds were ground in a coffee grinder fitted with a 1-mm mesh screen
and the resulting flour was treated with n-hexane (1:10, w/v). Seed protein extract was
prepared by mixing 30 g of defatted M. oleifera flour with 300 ml of 0.05 M Tris-HCI
buffer, pH 8.0, containing 0.15 M NaCl under agitation at 4 °C for 4 h. The suspension
was filtered through a layer of cheesecloth, and the filtrate centrifuged at 15,000 x g
and 4 °C for 30 min. Crude protein extract was stored at 4 °C until separated

chromatographically.

2.4. Purification of chitin-binding proteins

Crude protein extract was exhaustively dialysed against Milli-Q grade water and the

insoluble material was removed by centrifugation at 15,000 x g and 4 2C for 30 min. The
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supernatant (albumins) was recovered and (NH,),SO, (ultra-pure) was added to 90%
saturation. The resulting precipitate was separated by centrifugation as before, but for 40 min,
and dissolved with 20 ml of 0.05 M Tris-HCI buffer, pH 8.0, containing 0.15 M NaCl. Excess
(NH,;),SO, was removed by dialysis (MW cut-off of 12,000 D) against the aforementioned
buffer, and the protein fraction was applied (10 ml; 575 mg protein) to a chitin affinity column.
The column was percolated with 0.05 M Tris-HCI buffer, pH 8.0, containing 0.15 M NaCl, until
unbound proteins were completely removed. Bound proteins were eluted by first applying the
above Tris buffer containing 0.1 M N-acetyl-D-glucosamine (NAG) followed by 0.05 M acetic

acid. Elution peaks corresponding to retained proteins were named Pyag and Py, respectively.

A sample of 15 mg Pyag was dissolved in 2 ml of 0.05 nM sodium acetate buffer, pH
5.2, dialysed against the same solution, centrifuged at 15,000 x g and 4 2C for 15 min, and the
clean supernatant was applied to a cation-exchange (Resource S™) matrix previously
equilibrated with the buffer from above and attached to an FPLC system (GE Healthcare). Five
major protein peaks (Mo-CBP,, Mo-CBP,, Mo-CBP;, Mo-CBP, and Mo-CBP;) were recovered
using the equilibrium buffer followed by stepwise elution with 0.4, 0.5, 0.6 and 0.7 M NaCl,

respectively.

2.5. Polyacrylamide gel electrophoresis

The purity and molecular mass of the chitin-binding protein Mo-CBP, from M. oleifera
was carried out under denaturing conditions (SDS-PAGE) using the discontinuous
electrophoresis method described by Laemmli (1970). A 15% polyacrylamide gel in 0.025 M
Tris-HCI, pH 8.8, containing 0.2 M glycine and 1% sodium dodecyl sulphate (SDS), was mounted
in a vertical electrophoresis system. Samples and molecular weight standards were prepared

in 0.5 M Tris-HCI buffer, pH 6.8, containing 0.1% SDS, in the presence or absence of 1% 2-
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mercaptoethanol, and boiled at 98 °C for 10 min before loading on the gel. Electrophoresis

was performed with a constant current of 20 mA for approximately 4 h.

2.6. Protein and carbohydrate content

Protein content was determined using the method described by Bradford (1976) with
bovine serum albumin as standard. Absorbance at 280 nm was also used to determine the
protein content of column eluates. The neutral carbohydrate content of Mo-CBP, was
estimated by the phenol-sulphuric acid method with D-glucose as a reference (Dubois et al.,
1956, modified by Masuko et al., 2005). The presence of carbohydrate was also evaluated by
specific staining of the Mo-CBP, band after SDS-PAGE using the Glycoprotein Detection Kit

(Sigma).

2.7. Haemagglutination activity

Serial twofold dilutions of 0.1 mg/100 uL of Mo-CBP, in phosphate buffered saline (100
pL) were incubated with 100 uL of a 2% erythrocyte suspension and cell agglutination was
scored after 1 h at 37 °C. Haemagglutination activity was assayed against rabbit and human

ABO erythrocytes (Vasconcelos et al., 1997).

2.8. Antinociceptive and anti-inflammatory activities of the purified chitin-binding protein from

M. oleifera (Mo-CBP,)

Antinociceptive activity of Mo-CBP, was quantified using the writhing test (Koster et
al., 1959). Briefly, control animals were intraperitoneally (i.p.) injected with 0.8% acetic acid

(10 ml/kg) and the number of abdominal constrictions registered during 20 min; the
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monitoring period was initiated 10 min after acetic acid injection. Test animals were treated
with Mo-CBP, at doses of 1, 3.5 and 10 mg/kg given i.p. 60 min before acetic acid injection.
Indomethacin (10 mg/kg) was administrated (i.p.) to mice as a positive control. To check
whether Mo-CBP, possess oral antinociceptive activity, it was orally given (10 mg/kg) to
animals 30 or 60 min prior to acetic acid injection. A significant reduction of the writhing
number with any treatment, as compared to controls, was considered a positive analgesic

response.

To evaluate the effect of Mo-CBP, on acid acetic-induced vascular permeability, it was
administered to mice (i.p.) and chased 30 min later by injection (i.v.) with a 25 mg/kg saline
solution of Evans Blue (Sigma, St. Louis, Missouri, USA). Thirty minutes later, acetic acid was
injected (i.v.), and after an additional 10 min, the number of abdominal contractions counted
during a 20 min-period. Immediately following the test, mice were sacrificed by cervical
dislocation and the peritoneal cavity was washed with 2 ml of sterile saline plus heparin (25
IU/ml). Washes were collected, centrifuged at 1000 rpm for 10 min, and the absorbance of the
supernatant at 610 nm was recorded. Peritoneal capillary permeability induced by acetic acid
is expressed in ug/ml dye leaked into the peritoneal cavity based on a standard curve of known
concentrations of Evans Blue (Lucena et al.,, 2007). Anti-inflammatory effects were also
evaluated by counting the number of total leukocytes in the peritoneal lavage fluid using a

Neubauer chamber after diluting the sample with Tirk solution (1:20, v/v).

To assess the involvement of NAG on the antinociceptive and anti-inflammatory
activities, Mo-CBP, was incubated with 0.15 M NAG for 30 min at 37 °C followed by injection
into a mouse (10 mg/kg, i.p. or v.0.) 60 min prior to acetic acid injection. Control animals

received saline (0.15 M NaCl) or 0.15 M NAG in saline.

2.9. Statistical analysis
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The results are presented as the mean + S.E.M. Statistical comparison of the data
was performed by analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's test or by use

of the Student's unpaired t-test. P values less than 0.05 were considered significant.
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3. Results and Discussion

A chitin-binding protein was isolated from M. oleifera seeds by affinity
chromatography followed by ion exchange chromatography. The albumin fraction obtained
from crude seed extract, after precipitation with 90% (NH,),SO,, was applied to a chitin column
and two retained fractions (Pyag and Pac) were eluted with 0.1 M NAG (Pyag) and 0.05 M acetic
acid in equilibration buffer, respectively (Fig. 1). Further fractionation of Py, Was achieved
after cation exchange chromatography on a Resource S matrix, as typically shown in Fig. 2A.
Four major retained peaks (Mo-CBP,, Mo-CBP3;, Mo-CBP, and Mo-CBPs) were eluted with 0.4,
0.5, 0.6 and 0.7 M NaCl in equilibration buffer, respectively. Mo-CBP,, the protein selected for
further analyses in this study, represents about 1.17 mg per gram of flour and is obtained in

0.54% from crude seed extract (Table 1).

SDS-PAGE analysis in the absence of 2-mercaptoethanol revealed that Mo-CBP, is
composed of two protein bands with apparent molecular masses of 28 and 18 kDa. However,
in the presence of the reducing agent, a single protein band with apparent molecular mass of 9
kDa was observed (Fig. 2B). These findings suggest that a 9 kDa monomer associates into
dimer and trimer species under non-reducing conditions most likely through interchain
disulfide bonds. Similar electrophoretic behaviour was observed for haemagglutinin isolated
from M. oleifera seeds (MolL). A single 7.1 kDa band observed by SDS-PAGE in the presence of
2-mercaptoethanol corresponded to a monomer, which in the absence of the reducing agent,

associates into both a 13.6 kDa dimer and 27.1 kDa tetramer (Katre et al., 2008).

Mo-CBP, is a glycoprotein, as confirmed by its reactivity with periodic acid/Shiff
reagent (Fig. 2C), that contains 2.9% neutral carbohydrate. Contrary to MolL, which contains
1.5% neutral sugar (Katre et al., 2008), the purified chitin-binding protein Mo-CBP, did not
agglutinate human or rabbit erythrocytes. This indicates that this protein has just a single
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binding site for carbohydrate and thus constitutes a merolectin (Peumans and Van Damme,
1995). Many proteins and peptides have been isolated from different parts of M. oleifera.
From seeds, cationic and acidic hololectins with flocculating activity (Gassenschimidt et al.,
1995; Ndabigengesere et al.,, 1995; Santos et al., 2005, 2009; Katre et al., 2008) and an
antioxidant protein (Santos et al., 2005) have been described. In roots, a rare dipeptide with
anti-inflammatory and antinociceptive activities was purified (Sashidhara et al., 2008).
However, to our knowledge, this is the first report of the presence in M. oleifera of a non-

agglutinating chitin-binding glycoprotein containing a unique carbohydrate binding domain.

Pharmacological tests showed that intraperitoneal injection (3.5 and 10 mg/kg) of Mo-
CBP, into mice potently and significantly (p < 0.05) reduced the occurrence of abdominal
writhing in a dose dependent manner by 44.7% and 100%, respectively (Fig. 3A). Remarkably,
the potency of this protein, without induction of apparent acute toxicity or gastric damage
within 24 h after administration, was similar to that of indomethacin (89.2% writhing
inhibition), a well-known anti-inflammatory agent. Moreover, oral administration of the
protein to mice (10 mg/kg) resulted in 18% and 52.8% reductions in abdominal writhing when

given 30 and 60 min prior to acetic acid administration, respectively (Fig. 4).

Interestingly, the above doses of Mo-CBP, also caused (Fig. 3B) a significant (p < 0.05)
and dose-dependent inhibition of peritoneal capillary permeability induced by acid acetic and

significantly inhibited (p < 0.05) leukocyte accumulation in the peritoneal cavity (Fig. 3C).

It has been postulated that acetic acid acts indirectly by inducing the release of
endogenous mediators, such as PGE, (prostaglandin E,) and PGF,, in peritoneal fluids, as well
as lipooxygenase products. It also causes the release of some cytokines, such as TNF-q,
interleukin-1B and interleukin-8 via modulation of macrophages and mast cells localised in the
peritoneal cavity, which stimulate the nociceptive neurons sensitive to non-steroidal anti-

inflammatory drugs (Ribeiro et al., 2000). Therefore, the inhibitory action of Mo-CBP, on acetic
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acid-induced writhing in mice might be due to inhibition of cytokine release and/or
lipooxygenase and cyclooxygenase inhibition in peripheral tissues thereby reducing
prostaglandin synthesis and interfering with the mechanism of transduction in primary
afferent nociceptors. With regard to the anti-inflammatory effect of Mo-CBP,, it might be

related to inhibition of leukocyte migration into the mouse peritoneal cavity.

According to Alencar et al. (1999), NAG-containing glycoconjugates are essential for
neutrophil recruitment in different models of inflammation. However, it is unlikely that the
antinociceptive and anti-inflammatory activities of Mo-CBP, are mediated by its NAG
recognition domain since incubation with 0.15 M of NAG (a similar concentration used to elute

Mo-CBP, from the chitin column) did not inhibit those responses (data not shown).

In conclusion, this pioneering study describes the presence of a chitin-binding protein
isolated from M. oleifera seeds that exhibits anti-inflammatory and antinociceptive properties

and scientifically supports the use of this multipurpose tree in folk medicine.
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Figure Legends

Fig. 1. Affinity chromatography. The seed albumin fraction (575 mg protein) was applied to a
chitin column (3.0 x 31.0 cm) previously equilibrated with 50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.0,
containing 150 mM NaCl. Peak 1 (Pl) is composed of unabsorbed proteins eluted (60 mi/h)
with the equilibrium buffer; Chitin absorbed peak 2 (Pyag) and peak 3 (Pnc) were eluted,
respectively, with 0.1 M N-acetyl-D-glucosamine (arrow) and 0.05 M acetic acid (arrow).
Fractions (2.2 ml) were collected at a flow rate of 60 ml/h and the eluted protein peaks were

monitored at 280 nm.

Fig. 2. (A) Cation exchange chromatography. The chitin absorbed protein fraction eluted with
0.1 M N-acetyl-D-glucosamine (Pyac; 15 mg protein) was applied to a Resource S column (1 ml)
previously equilibrated with 0.05 M sodium acetate buffer, pH 5.2. The flow-through fraction
was eluted with equilibration buffer (Mo-CBP,). The absorbed protein peaks (Mo-CBP,, Mo-
CBP;, Mo-CBP, and Mo-CBP;) were eluted, respectively, with 0.4, 0.5, 0.6 and 0.7 M NaCl in
equilibration buffer. Mo-CBP represents the purified chitin-binding proteins from M. oleifera
seeds. Fractions (2.0 ml) were collected at a flow rate of 60 ml/h and the eluted protein peaks
were monitored at 280 nm. (B) SDS-PAGE - Samples (10 ug of protein) were loaded on a 15%
polyacrylamide gel and resolved with a constant current of 20 mA for approximately 4 h.
Protein bands were stained with Coomassie Blue R250. Lane 1, molecular mass markers
(Phosphorylase b - 97 kDa, bovine serum albumin - 66 kDa, ovalbumin - 45 kDa, carbonic
anhydrase - 29 kDa, soybean trypsin inhibitor - 20.1 kDa and lactalbumin - 14.4 kDa); Lanes 2
and 3: Mo-CBP, under non-reduced and reduced (2-mercaptoethanol) conditions, respectively.

(C) Mo-CBP, stained with Schiff’s reagent.
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Fig. 3. Pharmacological properties of Mo-CBP,. (A) Inhibition of acetic-acid-induced writhing in
mice; (B) Inhibition of peritoneal capillary permeability induced by acid acetic; (C) Inhibition of
leukocyte accumulation in the peritoneal cavity of mice. Each value represents the
mean + S.E.M. of six mice. Values are given as the mean + S.E.M. (n = 6). * p <0.05 compared

to control group.

Fig. 4. Effect of oral administration of Mo-CBP, on acetic acid-induced writhing in mice. Protein
(10 mg/kg) was given to mice 30 or 60 min prior to acetic acid injection. Values are given as the

mean + S.E.M. (n = 6). * p < 0.05 compared to control group.
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Table 1

Yield of the chitin-binding protein Mo-CBP, from Moringa oleifera seeds at different

purification steps

Step Protein (mg/gF) Yield (%)’
Crude extract 216.44 +4.72 100.0
Albumin 14471 +1.74 66.85
F 0-90% (NH,),SO0,4 122.33+2.04 56.47
Pras’ (Chitin) 6.50 +0.38 3.00
Mo-CBP, (Resource S) 1.17 £0.07 0.54

Results are the mean * standard deviation of six similar runs.

"Recovered protein (mg) in each step of purification, from 1 g of Moringa oleifera seed flour.

% Chitin-binding protein fraction eluted by 0.1 M N-acetyl-D-glucosamine.
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Figure 1. Pereira et al., 2010
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Fig. 3. Pereira et al., 2010
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Fig. 3 (cont.) Pereiraetal., 2010
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