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RESUMO

Calotropis procera (Ait.) R.Br é uma planta laticifera, reconhecida por suas
propriedades farmacologicas. As proteinas soluveis do latex (PL) desta planta
apresentam atividades anti-inflamatérias, antitumoral entre outras. Apesar dos
estudos realizados a respeito do potencial fitoterapico de PL, ainda sdo incipientes
0s conhecimentos sobre suas propriedades toxicolégicas e imunomoduladoras.
Estudo prévio a respeito do potencial imunomodulador de PL por via subcutanea e
oral, mostrou que esta fragdo foi capaz de induzir resposta imune por via
subcutéanea, com producdo de IgE e sinais de anafilaxia, entretanto quase sem
resposta imune por via oral. O objetivo do trabalho foi determinar o potencial
toxicologico e imunomodulador das proteinas do latex de Calotropis procera. PL foi
processada e caracterizada para utilizacdo de ensaios in vivo. Os ensaios de
toxicidade foram realizados em camundongos Swiss, por via oral e intraperitoneal,
avaliando o perfil comportamental, hematoldgico, bioquimico e histolégico. A
atividade imunomoduladora foi determinada através de protocolo de tolerancia oral
em camundongos BALB/c, sendo quantificado o nivel de anticorpos, citocinas, DTH
e realizado analises hematoldgicas e histolégicas. Os animais que receberam doses
de até 5000 mg/kg por via oral, ndo exibiram praticamente nenhum efeito adverso
nos parametros fisioldgicos, bioquimicos e hematoldgicos, apresentando uma DL50
acima de 5000 mg/kg. Entretanto, 20% de mortes foram registradas para a dose de
75 mg/kg por via intraperitoneal. Doses menores (35 e 15 mg/kg) foram administrada
e mortes ndo foram registradas. Consequentemente, PL foi classificada na categoria
3, com DL50 na faixa de 50 a 300 mg/kg (OECD, N°423). Uma possivel modulagéo
supressora da resposta imune, através do processo de tolerancia oral, foi observada
com a reducdo da IgE e IgG no soro, IL-4 e IFN-y em homogenato de bago e
auséncia de sinais de anafilaxia. PL, por via oral, apresentou baixa toxicidade e
imunogenicidade de acordo com 0s ensaios de toxicidade e imunomodulagéao
realizados. Por via intraperitoneal, entretanto, apresentou alta toxicidade devido,
principalmente, a atividade proteolitica da amostra. Embora a tolerancia oral tenha
sido alcancada nas diferentes doses estudadas, mais estudos devem ser realizados
para o estabelecimento do uso seguro de PL.

Palavras-chave: Anafilaxia. Proteinas do latex. Tolerancia oral.



ABSTRACT

Calotropis procera (Ait.) R.Br is a lactiferous plant, recognized for its pharmacological
properties. The latex soluble proteins (LP) of this plant present anti-inflammatory,
antitumor, anti-arthritis, among others activities. Despite the studies carried out
regarding the phytotherapic potential of LP, knowledge about its toxicological and
immunomodulatory properties is still incipient. Preliminary study on the
immunomodulatory potential of PL by subcutaneous and oral route showed that this
fraction was able to induce immune response subcutaneously, with production of IgE
and symptoms of anaphylaxis, but with almost no immune response orally. The
objective of this study was to determine the toxicological and immunomodulatory
potential of the latex of Calotropis procera. LP was processed and characterized for
use in vivo assays. The toxicity tests were performed in oral and intraperitoneal
Swiss mice, evaluating the behavioral, hematological, biochemical and histological
profile. Immunomodulatory activity was determined by oral tolerance protocol in
BALB / ¢ mice, and the level of antibodies, cytokines, DTH and hematological and
histological analyzes were quantified. Animals given up to 5000 mg/Kg orally
exhibited almost no adverse effects on physiological, biochemical and hematological
parameters, with LD 50 above 5000 mg/kg. Death (20%) was documented when LP
(75 mg/Kg) was given in the peritoneum. Minor doses (35 and 15 mg / kg) were
administered and deaths were not documented. Accordingly, PL was classified in
category 3 with LD50 in the range of 50 to 300 mg / kg (OECD, No. 423).
Suppression of the immune response through the oral tolerance process was
confirmed by the lowering of IgE and IgG in the serum, IL-4 and IFN-[] in spleen
homogenates and the absence of anaphylaxis signs. PL, orally, showed low toxicity
and immunogenicity according to the toxicity and immunomodulation tests
performed. By intraperitoneal route, however, it presented high toxicity mainly due to
the proteolytic activity of the sample. Although oral tolerance has been achieved at
the different doses studied, further studies should be performed to establish the safe
use of PL.

Keywords: Anaphylaxis. Latex proteins. Oral tolerance.
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1 INTRODUCAO

Calotropis procera € uma planta laticifera explorada em varios paises,
como India, Paquistdo, Egito e Malasia, e em menor intensidade no Nordeste do
Brasil (FIGUEIREDO et al.,, 2014). Seu latex apresenta diversas propriedades
farmacoldégicas e € utilizado tradicionalmente para o tratamento de infec¢des
cutaneas, doencas inflamatorias, entre outras doencas relacionadas (SHARMA et
al., 2012).

Nosso grupo de pesquisa avaliou diversas propriedades biolégicas das
proteinas do latex de C. procera (PL) como potencial inseticida (RAMOS et al., 2010)
e antifungico (SOUZA et al., 2011), além de inUmeras atividades farmacolégicas,
dentre estas, atividades antinociceptivas (SOARES et al.,, 2005), pro e anti-
inflamatoérias (ALENCAR et al., 2006), atuacdo depressora sobre o sistema nervoso
central (LIMA et al., 2010), atividades citotéxica e antitumoral (OLIVEIRA et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2010), atividade anticonvulsivante (LIMA et al., 2012),
prevencdo de mucosite oral e intestinal induzida por 5-fluorouracil e irinotecano,
respectivamente (FREITAS et al., 2012; ALENCAR et al., 2016), acédo contra choque
séptico causado por infeccdo com bactérias patogénicas (LIMA-FILHO et al., 2010;
OLIVEIRA et al.,, 2012; NASCIMENTO et al., 2016), potencial cicatrizante
(FIGUEIREDO et al., 2014; RAMOS et al., 2016), pro-coagulante (RAMOS et al.,
2012) e atividades antiedematogénica, antioxidante e antiartrite (CHAUDHARY et
al., 2015; CHAUDHARY et al., 2016).

A composicdo do latex de C. procera apresenta uma diversidade de
compostos quimicos do metabolismo secundario como fendlicos variados
(flavonoides, taninos), acidos graxos e compostos aromaticos, esteroides,
glicosideos cianogénicos; além de metabdlitos primarios: carboidratos, incluindo
amido, e diversas proteinas (HELI et al., 2008; SANTOS ; VAN, 2011; JUCA et al.,
2013; ). As propriedades toxicas deste latex foram relatadas por diversos
pesquisadores (MAHMOUD et al.,, 1979; PAHWA,; CHATTERJEE, 1988; EL
SHEIKH et al., 1991; EL BADWI et al., 1998; FAHIM et al., 2016 e AHMED et al.,
2016). Em relacdo a composicdo das proteinas do latex, sdo encontradas
principalmente enzimas antioxidantes como superoxido dismutase e ascorbato

dismutase, tendo maior atividade para superéxido dismutase. Além de apresentar



20

atividade quitinolitica e forte atividade proteolitica devido as proteases cisteinicas
(FREITAS et al., 2007). Entretanto, as propriedades toxicas destas proteinas do
latex ainda precisam ser investigadas.

Além da falta de estudos sobre a toxicidade das proteinas do latex de C.
procera, outro fator limitante ao uso farmacoldgico destas proteinas seria a inducao
de respostas alérgicas, como visto anteriormente em nosso estudo sobre avaliagéo
da resposta imunologica induzida por PL pelas vias subcuténea e oral (RAMOS et
al., 2007a). Resposta imune foi determinada com producédo de IgG e IgA e repostas
alérgicas através da producdo de IgE e sinais de anafilaxia, por via subcuténea.
Entretanto, por via oral, auséncia de respostas alérgicas e baixa producéo de IgG
foram mensuradas. A via oral naturalmente induz tolerancia imunolégica, que é
definida como diminui¢cdo da capacidade de um individuo em produzir anticorpos ou
células ativadas em resposta a um antigeno quando este é conduzido a um
tratamento por via oral (SAKAI et al., 2006). As proteinas de C. procera,
administradas oralmente, podem ter modulado a resposta imune negativamente,
induzindo tolerancia oral sistémica, diminuindo assim a producdo de IgE e,
consequentemente, amenizando as manifestagoes alergénicas.

Diante do exposto, realizar uma investigacdo detalhada sobre as
propriedades toxicas e moduladoras das proteinas do latex de Calotropis procera
apresenta uma grande relevancia cientifica no momento que vem a somar com 0s
achados do nosso grupo de pesquisa, podendo contribuir também economicamente

e socialmente por fornecer subsidios para sua utilizacdo como futuro fitoterapico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Latex e Plantas laticiferas

Semelhante a acdo do sangue nos animais, os tecidos de plantas
laticiferas, quando danificados, transbordam latex que coagula rapidamente quando
exposto ao ar (AGRAWAL & KONNO et al., 2009).

Latex, armazenado em tecidos chamados laticiferos, contém muitos
compostos fitoquimicos, tais como proteinas, acidos graxos, Oleos, amidos,
acucares, resinas, gomas e poliisopreno, alcaloides, esteréis, taninos, além de
possuir também muitas proteinas enzimaticas como proteases cisteinicas, serinicas,
quitinases, oxidases, glucosidades, lipases, esterases, trombinas, plasminas,
peroxidases, lectinas, inibidores de proteases e diversos alérgenos (VAN DIE, 1955;
SANTOS; VAN, 2011; HELI et al., 2008).

Cerca de 10% das espécies de angiospermas libertam fluidos laticiferos
gquando seus tecidos sdo danificados (NASCIMENTO et al., 2016). Entretanto,
somente seringueira (Hevea brasiliensis) é utilizada comercialmente como fonte de
borracha natural, devido ao seu excelente rendimento e propriedades fisicas (AOKI
et al., 2014).

A borracha natural é produto do processamento do citosol, da arvore
Hevea brasiliensis, sendo que 90% dos produtos desta espécie sdo processados por
coagulacéo acida, dando origem a produtos como pneus de automoveis. Os outros
10% sao processados por adicdo de ambnia sem coagulacédo, que origina produtos
como luvas de borracha, baldes e preservativos (YUNGINGER, 2009).

Os latices de outras espécies laticiferas sdo amplamente utilizados na
medicina popular para diversos fins, como: cicatrizacdo, dores nas articulacoes,
controle de verminoses, entre outros fins terapéuticos (UPADHYAY, 2011).

Dentre as plantas laticiferas, as espécies estudadas por nosso grupo de
pesquisa sdo pertencentes a familia Apocynaceae como Calotropis procera,
Cryptostegia grandiflora, Himatanthus drasticus, Plumeria rubra e Thevetia
peruviana.

Himatanthus drasticus é conhecida popularmente como Janaguba, sendo
indicada para enfermidades como Ulcera gastrica, cancer, cicatrizacdo de feridas,

verminoses, artrite e laxante (BITU et al; 2015) (Figura 1). Apresenta propriedades
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farmacolégicas comprovadas cientificamente como agdo anti-inflamatoria e de
antinocicepcao (LUCETTI et al., 2010; MATOS et al., 2013), e atividade antitumoral
(MOUSINHO et al., 2011). Calotropis procera também possui diversas propriedades
farmacoldgicas, atribuidas a varias partes da planta, tendo seu latex diferentes
compostos bioativo s, incluindo glicosideos, taninos, proteinas e isopreno, entre
outros (JUNCKER et al.,2009).

Figura 1 - Planta Himatanthus drasticus (Mart.)
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Fonte: www.plantaslaticiferas.ufc.br (2017).

Plumeria rubra, nomes populares jasmim, arvore-pagode, frangipane, é
usado popularmente com fins medicinais para tratar ou aliviar febre, frio, infeccdes
cutaneas, distlrbios gastrointestinais e hepatite (ALENCAR et al., 2015) (Figura 2). A
fracdo proteica obtida do latex desta planta foi caracterizada quanto suas atividades
proteoliticas (SOUSA et al.,, 2011) e enzimaticas relacionadas ao metabolismo
antioxidante (FREITAS et al., 2010). Adicionalmente, foram determinadas atividades
como acado repelente sobre insetos (RAMOS et al.,, 2011) e prevencao de lesdes
gastricas induzidas por etanol (ALENCAR et al., 2015).



23

Figura 2 - Planta Plumeria rubra Linn.
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Fonte: www.plantaslaticiferas.ufc.br (2017).

Cryptostegia grandiflora (conhecida como bombom ou alamanda), arbusto
encontrado em regides tropicais. A planta produz latex que € liberado ap6s danos
em pequenos ramos (ALBUQUERQUE et al.,, 2009) (Figura 3). Existem poucos
relatos sobre os constituintes quimicos ou atividades presentes no latex desta
planta. Entretanto, suas proteinas mostraram potente atividade larvicida sobre Aedes
aegypti (RAMOS et al., 2009), além disso, seu latex modulou processo inflamatdrio
em ratos (ALBUQUERQUE et al., 2009) e suas proteases cisteinicas conferiram

atividades fibrinogenolitica e pro-coagulantes in vitro (VIANA et al., 2013).
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Figura 3 - Planta Cryptostegia grandifiora R. Br.

Fonte: www.horsedvm.com (2017).

Por fim, Thevetia peruviana (conhecida como chapéu de napoledo) é uma
arvore pequena de 2-6 m de altura, perene, com uma ampla distribuicdo geografica
e ecologica, sendo suas partes usadas para fins medicinais pela medicina Indiana
(SAMANTA et al., 2016) (Figura 4).

As principais fracdes da folha de T. peruviana foram relatadas por
apresentarem aucubina, &cido ursolico e cardendlideos. A planta é fonte
principalmente de terpendides e glicosideos cardiacos (KOHLS et al., 2012) e sua
ingestdo acidental pode causar problemas gastricos intestinais como nauseas,
vomitos e dores abdominais (BANDARA et al., 2010). Recentemente foi identificado
no latex desta planta, uma proteina tipo germina com atividade peptidase cisteinica,
uma atividade desconhecida para esta familia de proteina, até o momento (FREITAS
et al., 2016).
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Figura 4 - Planta Thevetia peruviana (Pers.) Schum.

Fonte: www.plantaslaticiferas.ufc.br (2017).

Apesar dos avancgos conferidos aos estudos com plantas medicinais,
muitas terapias com estas plantas ainda sao suportadas por descobertas empiricas
(GURIB-FAKIM, 2006), sendo necessarios mais estudos sobre suas propriedades

fitoterdpicas, assim como seus efeitos toxicos e imunolégicos adversos.

2.2Calotropis procera

Calotropis procera (Ait.) R.Br. é um arbusto pertencente a familia
Apocynaceae, nativo de regides tropicais, explorado principalmente pelos povos
indigenas (FIGUEIREDO et al., 2014). Teve sua origem na india, sendo disseminada
para outras partes do mundo como planta ornamental. Essa espécie pode ser
encontrada nas regides aridas e semi-aridas da Asia, Africa e Sul da América,
incluindo o Brasil (KAKKAR et al., 2012 ). Seu crescimento se da em solos secos,
arenosos e em climas quentes, podendo também crescer como erva daninha em
terrenos agricolas (ABHISHEK et al., 2010). No Brasil, C. procera € conhecida como
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algodao de seda, paninha de seda, leiteiro, queimadura e jacauna, sendo no Ceara
mais conhecida como ciume, flor de seda e horténcia (VIANA, 2011) (Figura 5).

Figura 5 - Aspectos gerais da planta Calotropis procera (Ait.) R.Br.

a. Planta, b. inflorescéncia e fruto globoso, c. sementes ligadas a fios de seda e d. folha

exsudando latex. Fonte: www.plantaslaticiferas.ufc.br (2017).

Nos fluidos laticiferos de C. procera ja foram identificados diversos
compostos como cardenolideos, alcaloides, carboidratos, esteroides, terpenos,
carbonatos organicos, proteases cisteinicas, quitinases, osmotinas, inibidores de
proteases entre outros (FREITAS et al., 2007; RAMOS et al., 2010; FREITAS et al.,
2011), fazendo deste latex uma potente fonte de compostos com atividades
farmacoldgicas.

Todas as partes desta planta apresentam diversos usos medicinais,
sendo utilizadas pela populacdo no combate de doencas como febre, reumatismo,

indigestéo, tosse, resfriado, eczema, asma, elefantiase, nduseas, vomitos, diarreia
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(ABHISHEK et al., 2010), bem como no tratamento da hanseniase, doencas de
pele, Ulceras, hemorroidas, tumores, doencas do baco, do figado e do abdome
(KRITIKAR; BASU, 1999). Contudo, ainda faltam comprovacdes cientificas para
muitas atividades descritas popularmente.

A primeira atividade farmacoldgica do latex de C. procera, comprovada
cientificamente, foi reportada por Kumar & Basu (1994), que mostraram seu
potencial anti-inflamatério apés inibicdo de edema de pata induzido por carragenina
e formalina. Em seguida, determinou-se o0 potencial angiogénico e mitogénico
(RASIK et al., 1999) e mais tarde, acdo analgésica através da inibicdo de contorcdes
abdominais induzidas por acido acético em ratos (DEWAN et al., 2000).

Acdao antidiarreica do latex de C. procera em ratos que receberam éleo de
mamona, também foi determinada (KUMAR et al., 2001), assim como efeito
antipirético alcancado pelos extratos aquosos do latex de C. procera (LARHSINI et
al., 2002). Ademais, extratos alcodlicos do latex de C. procera conferiram protecéo
ao infarto do miocardio quando administrados oralmente em ratos (MUEEN et al.,
2004). O latex de C. procera atua sobre os musculos lisos do trato gastrointestinal
resultado numa diminuicdo no transito e no conteudo intestinal (KUMAR; SHIVKAR,
2004a) e induz melhorias em ratos diabéticos através do seu potencial antioxidante
e anti-hiperglicémico (ROY et al., 2005).

Na segunda metade dos anos 2000, nosso grupo uniu esforgos,
juntamente com os indianos, para tentar entender o potencial farmacolégico e as
limitagBes toxicoldgicas do latex de C. procera.

O latex de C. procera foi processado através de centrifugacoes e dialises,
tornando-se livre da fracdo de borracha e retido em membranas de dialise com
poros de 8.000 Da. Esta fracdo proteica retida foi denominada PL. Atividade
antinociceptiva de PL foi determinada por nosso grupo de pesquisa (SOARES et al.,
2005), assim como anti-inflamatoria, enquanto sua fracdo proteica complementar, de
baixo peso molecular apresentou atividade pro-inflamatoria (ALENCAR et al., 2006).

PL foi exaustivamente estudada em relacdo a outras atividades
farmacoldgicas, como atividade citotoxica contra linhagens de células cancerigenas
(OLIVEIRA et al.,, 2007), atividade antitumoral avaliada em camundongos
transplantados com sarcoma 180 (OLIVEIRA et al., 2010), ag&o depressora sobre o
sistema nervoso central (LIMA et al., 2010) e acédo anticonvulsivante avaliada pelo

modelo de convuls&o induzido por pentilenotetrazol (LIMA et al., 2012).



28

Entretanto, resultados mais relevantes foram alcangados quando se
estabeleceu a capacidade das proteinas do latex em prevenir choque séptico em
animais letalmente infectados com Salmonella enterica Typhimurium (LIMA-FILHO et
al., 2010), assim como o efeito fitomodulatério indutor de inflamacdo destas
proteinas, protegendo camundongos submetidos a febre tifoide por infeccdo com
Salmonella (OLIVEIRA et al., 2012). Adicionalmente, PL e sub-fracdes
apresentaram papeéis importantes na coagulacdo e homeostasia de camundongos
sépticos (RAMOS et al., 2012).

Atividade farmacoldgica, igualmente relevante, foi observada quando
todos os efeitos adversos clinicamente ocasionados por mucosite oral e intestinal,
foram eliminados de animais experimentais tratados com PL (FREITAS et al., 2012,
ALENCAR et al., 2016). Além destas atividades, outras mais foram determinadas,
como acgao cicatrizante topica (FIGUEREIDO et al.,, 2014; RAMOS et al., 2016),
atividade antiartrite (CHAUDARY et al., 2016), potencial antiedematogénico e
antioxidante de sub-fracdo das proteinas do latex de C. Procera (CHAUDHARY et
al., 2015) e potencial imunomodulador protetor de infegdo com Listeria
monocytogenes (NASCIMENTO et al., 2016).

Em todos os casos estudados, a capacidade de PL em inibir processos
inflamatoérios foi avaliada através da modulacdo de mediadores inflamatérios
importantes. Diante disto, PL reuniu, preliminarmente, pré-requisitos procurados nos
medicamentos modernos, como ter potencial para aplicacgdo a mais de uma
finalidade clinica. O entendimento atual sobre 0 uso seguro de PL esta limitado aos
nossos proprios estudos e, portanto, h4 uma necessidade em avancar este

entendimento sobre 0os conhecimentos toxicolégicos deste fitoterapico.

2.3 Toxicidade

O uso de plantas medicinais como alternativa para o tratamento de
doencas vem aumentando mundialmente e ganhando popularidade em paises em
desenvolvimento (ROSIDAH et al., 2009). Embora as plantas medicinais possam
apresentar atividades biologicas benéficas aos seres humanos, o potencial de
toxicidade destas substancias sempre deve ser investigado (ALMANCA et al., 2011).

Estas substancias ditas “naturais” devem ser utilizadas com cautela, pois podem
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causar reacdes adversas, principalmente se forem administradas em doses
excessivas ou juntamente com drogas convencionais (SAAD et al., 2006).

O latex possui uma composicdo complexa de compostos quimicos e
proteinas (KONNO et al.,, 2011), o qual pode apresentar compostos toxicos para
animais e insetos. Dentre estes, os cardenolideos séo altamente tdxicos por inibirem
as bombas de sddio-potassio. Estas bombas sdo responsaveis pela manutencdo do
potencial elétrico de células animais, e sdo particularmente importantes na
manutenc¢ao da condutividade elétrica do coracdo (ASLANI et al., 2004).

Outros componentes presentes no latex, como os alcaloides, sédo
considerados toxicos para animais e insetos por afetarem neurotransmissores e
lectinas que se ligam as porcdes especificas de carboidratos, promovendo
coagulacdo (WALDHOER et al., 2004).

Apesar das inumeras atividades farmacologicas citadas anteriormente
para o latex de C. procera, relatos sobre sua toxicidade ja vém sendo abordado ha
bastante tempo na literatura. Mahmoud e colaboradores (1979), avaliaram a
toxicidade aguda do latex de C. procera em carneiros e cabras por diferentes vias de
administracéo, em doses Unicas ou multiplas (6 — 0,001 mL/kg). O latex foi capaz de
causar mortalidade por todas as vias, para ambas espécies, causando danos
severos aos rins, figado, coracao, pulmdes, cérebro e intestino.

Administracdo oral de uma Unica dose do latex de C. procera (1,2 ou 1,5
mL/Kg) provocou a morte de cabras em até 7 horas apos a aplicacdo (EL SHEIKH et
al., 1991). El Badwi e colaboradores (1998) também constataram a morte de cabras
apos a administracdo oral do latex de C. procera na dose de 1 mL/kg e por via
intravenosa ou intraperitoneal na dose 0,005 mL/kg, entre 20 min. e 4 dias,
respectivamente. Entretanto, quando a dose de 0,005 mL/kg foi administrada por via
oral ou intramuscular, nenhuma morte ocorreu entre as cabras. As principais lesbes
detectadas foram congestao e hemorragia, cianose pulmonar,
enterohepatonefropatia, peritonite (nas cabras que receberam latex pela via
intraperitoneal) e mucosite hemorragica no local da injecao do latex.

C. procera também é utilizada para fins ndo convencionais. A planta é
utilizada para préticas de suicidio de acordo com Rutten & Statius Van Eps (1998)
gue relataram um caso de envenenamento intencional, assim como Kosaraju e
colaboradores (2015) que também registraram casos de suicidios realizados pela

populacio da zona rural da india apés consumo de C. procera.
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As propriedades inflamatérias do latex de C. procera também foram
relatadas. Latex pode ser utilizado como modelo de indugédo de inflamacédo para
avaliacdo do potencial de drogas anti-inflamatérias (SINGH et al., 2000; KUMAR &
SHIVKAR, 2004b).

Singhal & Kumar (2009) avaliaram os efeitos toxicos de suspensédo
aguosa do latex em po6 de C. procera, livre da fracdo de poli-isopreno (borracha),
sobre a funcéo hepatica e renal de ratos. A suspencéo foi administrada por 45 dias,
via oral, nas doses de 10, 100 e 400 mg/kg. Nenhum efeito adverso foi observado
pelos autores durante o periodo de tratamento, sugerindo que a fracdo de borracha
seja a principal responséavel pelos efeitos toxicos.

Corroborando com as conclusdes de Singhal & Kumar (2009), Lima e
colaboradores (2011) constataram que o latex integro (com fracdo da borracha) de
C. procera, possui propriedades cardiotdéxicas e hepatotoxicas apos administracao
intraperitoneal em ratos, na dose de 1 mL/kg. Os ratos chegaram a Obito com 2
horas apds administracdo da amostra, apresentando fortes lesdes no coracdo como
focos de necrose por coagulacédo, citoplasma eosinofilico sem estrias transversais,
presenca de nucleos picndticos, além de infiltracdo de células inflamatorias e
proeminente vacuolizacdo do sarcoplasma. Ja o figado mostrou difusa vacuolizacédo
do citoplasma, congestdo sinusoidal com poucos depdsitos de hemossiderose nos
hepatdcitos.

Recentemente, Fahim et al. (2016) e Ahmed et al. (2016) avaliaram os
efeitos toxicos do latex de C. procera. Fahim e colaboradores (2016), definiram DL50
do latex por via oral, em 1,32 mL/kg. Ademais, avaliaram o efeito da administracéo
do latex de C. procera nas doses de 1/10 e 1/20 da DL50, em ratos por 4 ou 8
semanas. A administracdo do latex causou aumento sérico dos marcadores de
danos renais para ambos tratamentos, de maneira dose dependente. Aumento da
peroxidacao lipidica e deplecdo do nivel de glutationa nos rins, além de alteracdes
na estrutura e integridade dos mesmos também foram observados, sendo as lesdes
mais deletérias ocasionadas com tempo de tratamento.

Complementarmente, Ahmed e colaboradores (2016) observaram os
efeitos toxicos no coracao e nos testiculos de ratos que foram tratados com latex de
C. procera, de acordo com trabalho de Fahim et al. (2016). Aumento nos niveis
séricos de creatina quinase, aspartato aminotransferase e lactato desidrogenase

foram observados nos dois tratamentos, de maneira dose dependente. Aumento de
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peroxidacdo lipidica, TNF-a e diminuigdo dos niveis de glutationa e das enzimas
antioxidantes no coracao e nos testiculos de ambos tratamentos foram mensurados.
Além de causar perturbacdes na arquitetura e integridade do coracdo e dos
testiculos.

Apesar de todos os efeitos adversos relatados para o latex de C.
procera, ainda ndo se sabe os efeitos toxicos agudos ocasionados pela fracédo
proteica deste latex, embora varias propriedades farmacoldgicas sejam atribuidas a
mesma.

A caracterizagdo bioquimica de PL determinou que esta fragdo proteica é
predominantemente composta por proteinas béasicas (Pl > 6,0), com massas
variando entre 5-95 KDa, sendo as de 26 KDa, aproximadamente, as mais
evidentes. Entre as enzimas antioxidantes, superdxido dismutase e ascorbato
dismutase estdo presentes, sendo a Ultima em menor grau de atividade. Apresenta
atividade quitinolitica e forte atividade proteolitica conferida pelas proteases
cisteinicas (FREITAS et al., 2007).

Atividade enzimatica presente em PL é provavelmente responsavel por
sua resisténcia a fitopatdgenos e insetos, apresentando toxicidade a algumas pragas
como Anticarsia gemmaralis e Callosobruchus maculatus, conhecidas popularmente
como lagarta de soja e caruncho do feijao, respectivamente (RAMOS et al., 2007b,
RAMOS et al., 2010). Entretanto, quando avaliamos a digestibilidade in vitro e in vivo
de PL, foi possivel observar parcial digestibilidade in vitro e auséncia de PL em
material fecal de ratos tratados com PL em agua de ingestdo por 35 dias. Estes
dados reunidos sugeriram que a toxicidade do latex deve estar relacionada com a
fracéo de borracha (RAMOS et al., 2006).

A fragdo proteica do latex de C. Procera, PL, necessita de estudos
padronizados por 6rgdos normatizadores como OECD (Organiza¢cdo de Cooperagao
e Desenvolvimento Econdémico) e OMS (Organizacdo Mundial da Saude) para
garantir resultados confiaveis que possibilitem seu uso de forma segura.
Adicionalmente, propriedades adversas de PL, como alergenicidade, precisam ser

descartadas a fim de permitir a validacdo do uso da mesma para fins terapéuticos.

2.4 Alergia
A prevaléncia de doencas alérgicas estd aumentando desde meados do

século XX, entretanto a compreensdo da causa deste aumento ainda ndo esta
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totalmente clara (GOMEZ-CASADO; DIAZ-PERALES, 2016). Classificada como
hipersensibilidade do tipo |, alergia consiste em manifestacdo clinica da resposta
imune contra moléculas proteicas estranhas, comumente conhecidas como
alérgenos, que sdo indutores potentes da sintese de imunoglobulinas IgE (GOULD;
SUTTON, 2008; HOLGATE; POLOSA, 2008).

Primeiramente, ocorre a fase de inducdo pelo antigeno (sensibilizagédo
alérgica), a qual é caracterizada pela producdo de anticorpos IgE, que séao
distribuidos sistematicamente e associados aos mastocitos nos tecidos através de
receptores de membranas plasmaticas especificos (FceR). A exposi¢cado subsequente
do individuo, sensibilizado pelo antigeno, promove a degranulacdo de mastécitos
associados com IgE. Mediadores sintetizados e pré-formados séo liberados
provocando uma reacado inflamatéria sistémica que caracteriza os sintomas clinicos
da alergia (DEARMAN; KIMBER, 2009) (Figura 6).

Figura 6 - Esquema de reacao de hipersensibilidade do tipo |
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Os alérgenos possuem enzimas ou fatores irritantes que ajudam na
penetracdo da mucosa. ApOs a primeira exposi¢cdo, os alérgenos sdo capturados
pelas células apresentadoras de antigenos e sao processados em fragmentos
peptidicos (LI et al., 2007). Estes fragmentos peptidicos sdo associados ao
complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC-Il), os quais séo
apresentados as células TCD4". Essas células, também chamadas de T helper, se
dividem em dois tipos, Th; e Th,, classificadas basicamente pelo tipo de citocinas
que produzem (LIPSCOMB; WILDER; MASTEN, 2007). O sinal de ativacdo de
células B e a mudanca de classe para IgE sé&o, principalmente, induzidos por IL-4,
IL-5 e IL-13, as quais séo liberadas por células Th, (ROY et al., 2013).

Nas plantas encontram-se as principais fontes de alérgenos que induzem
respostas imunes mediadas por IgE (SINHA et al., 2014). Alérgenos presentes em
pblen, esporos e outras partes associadas das plantas sdo responsaveis por
sintomas como rinoconjuntivite, asma, edema, urticarias e anafilaxias (MAYORAL et
al., 2008).

Os grupos mais comuns de alérgenos de plantas estdo relacionados as
proteinas de armazenamento de sementes, proteinas estruturais e proteinas
relacionadas com a patogénese (PRs) (MILLS et al., 2002). O latex apresenta em
sua composicdo proteinas PRs que realizam ligac6es cruzadas com IgE devido a
sua homologia com muitos alérgenos vegetais (ASERO, 2011), sendo o latex uma
fonte de potenciais alérgenos.

Além disso, outras caracteristicas peculiares aos alérgenos proteicos de
vegetais podem ser ressaltadas como: compacta estrutura tridimensional, elevado
namero de pontes dissulfeto e glicosilagdes que conferem estabilidade ao sistema
gastrointestinal, presenca em abundéancia nas plantas, interacdo com estruturas
lipidicas e pertencer a grupos especificos de proteinas (superfamilia das cupinas,
superfamilia das prolaminas e proteinas relacionadas a patogenicidade vegetal)
(BREITENEDER; MILLS, 2005).

Os principais estudos sobre alergia ao latex envolvem a espécie Hevea
brasiliensis. Reacdes mediadas por IgE, contra compostos da borracha natural do
latex de H. brasiliensis, tém sido frequentemente observadas em profissionais da
saude e da jardinagem, os quais se expdem diariamente a produtos derivados do
latex (BOUSQUET et al., 2006).
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Em relacdo a fracdo proteica do latex de Calotropis procera (PL), seu
potencial alergénico ja foi avaliado por nosso grupo de pesquisa (RAMOS et al.,
2007a). PL foi capaz de induzir respostas alérgicas com producéo de IgE e sinais de
anafilaxia, por imunizacédo subcutanea, entretanto quando administrado por via oral,
estes parametros ndo foram observados. A via de administragéo oral & naturalmente
uma via de inducdo de tolerdncia imunoldgica. Provavelmente, a tolerancia
imunologica tenha sido induzida quando PL foi administrado por via oral em

camundongos.

2.5 Tolerancia Imunolégica

A tolerancia imunoldgica é o mecanismo pelo qual o sistema imune
previne reatividade patolégica ao préprio ou a antigenos indcuos (BLUESTONE et
al.,, 2011). Uma das formas de inducdo de tolerancia imunoldgica ocorre pela

administracdo de antigenos por via oral, denominada tolerancia oral.

Tolerancia oral € um permanente estado imunoldgico no qual exposi¢cdes
antigénicas, por via oral, ndo resultam em reacdes alérgicas devido a baixa
reatividade a estes antigenos ou alérgenos (VAN WIJK & KINIPPELS, 2007). Ela
ocorre naturalmente quando a mucosa intestinal € exposta a uma vasta quantidade
de antigenos estranhos ao corpo, principalmente no momento da alimentacgéo, tendo
que discriminar entre antigenos prejudiciais, gerando resposta imune protetora, e
materiais inofensivos, induzindo tolerancia imunoldgica a estes (PABST; MOWAT,
2012).

A inducdo e manutencdo da irresponsividade a antigenos especificos
inbcuos, através da tolerancia oral, torna-se um caminho para prevencdo de
respostas imunes prejudiciais ou mesmo a cura de desordens imunes como doengas
alérgicas (AKDIS ;AKDIS, 2009).

O estado de tolerancia oral pode ser induzido em animais por exposicao
de antigenos através da alimentacdo forcada (gavagem) ou natural, denominada
tolerancia inerente, ou por transferéncia de células T regulatorias (Tregs) de animais
ja tolerantes, denominada tolerancia adquirida (SIMIONI et al., 2004; YAMASHITA et
al.,, 2012). A tolerancia inerente foi relatada como mais eficiente na supresséo da

resposta imune (YAMASHITA et al., 2012), sendo utilizada no presente trabalho.
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Vérios fatores podem influenciar o processo de inducdo da tolerancia,
como a natureza do antigeno e sua solubilidade, a dose e tempo de exposicéo, a
idade do animal experimental, a microbiota intestinal e a via de exposicdo do
antigeno (CABRERA; URRA, 2015). Em relacéo a dose e a frequéncia de exposicao,
a tolerancia imunolégica pode ser induzida pela ingestdo de uma Unica dose do
antigeno, em altas concentracdes (5-100 mg), ou pela ingestdo de repetidas doses
do mesmo, em baixas concentracdes (0,5 — 1 mg/dia) (TANG; MARTINO, 2013).
Administracfes de altas doses favorecem o processo de delecao clonal ou anergia,
enquanto multiplas doses baixas do antigeno estéo relacionadas com supresséo da
resposta imune mediada por células T (WEINER et al., 2011).

Anergia ocorre quando células apresentadoras de antigenos (APCs) nao
expressam moléculas co-estimulatorias, anulando a reatividade das células T frente
ao antigeno (MELO; CARVALHO, 2009). Células T anergizadas persistem na
periferia, mas com baixa capacidade de expansao clonal e para sintetizar um
completo repertério de citocinas contra antigenos, restringindo-se a producao de IL-
10 (TANG; MARTINO, 2013). Delecédo clonal € um processo de apoptose ou
inativagdo de linfocitos T autoreativos no timo, estando desta forma envolvido na
tolerancia imunolégica aos antigenos préprios (MELO; CARVALHO, 2009). J4 as
células Tregs participam da tolerancia imunoldgica através da supressao das células
T efetoras, bloqueando a ativacdo e a funcdo destes linfécitos, controlando a
resposta imunoldgica aos antigenos proprios e nao-proprios (SOJKA et al., 2008)
(Figura 7).
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Figura 7 - Mecanismo de indugé&o da tolerancia oral

ADMINISTRACAO ORAL DO ANTIGENO
GALT
[ALTAS DOSES | BAIXAS DOSES |
DELECAO OU ANERGIA INDUCAO DE CELULAS
DAS CELULAS Th1 E Th2 REGULATORIAS-SECREGAO
DE IL-4, IL-10 E TGF-B

Legenda: Th: células T helper; IL: interleucinas, TGF-B: fator de transformacgdo do
crescimento beta. Fonte: BUENO & PACHECO-SILVA (1999).

De fato, a tolerancia oral ainda néo esta totalmente esclarecida em relacdo ao
seu mecanismo de acdo. Apesar da regulacdo imunolégica de Tregs estar
relacionada com exposi¢cdes antigénicas continuas em baixas concentragdes, ja se
sabe que estas células regulatérias também podem exercer papel importante na
tolerancia induzida por altas doses (TANG; MARTINO, 2013).

Varios subtipos de células Tregs estdo envolvidos na tolerancia oral, incluindo
células Ths secretoras de TGF-B, células Tr; secretoras de IL10 e células CD4"
CD25'/FOXP3" (KARLSSON et al., 2010). O balanco efetivo entre células efetoras e
reguladoras no intestino, aparentemente, regulam a tolerdncia a alérgenos da
alimentacdo. Consequentemente, falhas na inducdo de células Tregs na lamina
prépria implicam no desenvolvimento de alergias alimentares (SHREFFLER et al.,
2009).

O sistema de tolerancia oral pode ser mensurado pela supressao da resposta
imune humoral, através dos niveis de anticorpos séricos (IgE, 1gG1, IgG2a e IgA) e
da resposta celular pelo controle de células T e suas citocinas, assim como da
reacao de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) (PABST; MOWAT, 2012).

As citocinas Th, como IL-4, IL-5 e IL-13 estdo relacionadas com as
principais reacfes alérgicas, que levam a hipersensibilidade do tipo | mediada por

IgE (ROY et al., 2013). Quando a tolerancia é estabelecida, os niveis de IgE s&o
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suprimidos de forma significativa (BAEK et al., 2017), evitando a liberacdo de
mediadores que provocam reacgfes inflamatérias sistémicas. Apesar das reacdes
alérgicas serem caracterizadas, principalmente, pelo aumento sérico dos niveis de
IgE, os anticorpos IgG e IgA também estdo envolvidos neste tipo de reacéo.
Aumento de complexos imunes envolvendo IgG, IgE e IgA foram encontrados em
pacientes com asma (KURMA et al., 2012).

IgA é uma imunoglobulina chave na imunidade mucosal e esta envolvida
nos mecanismos de protecdo e homeostasia do intestino (CERUTTI, 2008).
Camundongos transgénicos, com baixa producdo de imunoglobulinas poliméricas
(IgA e IgM), mostraram-se predispostos ao desenvolvimento de anafilaxia apos
sensibilizagao parenteral (KARLSSON et al., 2010). A importancia da diminuigao dos
niveis de Igs (IgE, 1gG e IgGl) e da producdo controlada de IgA, induz o
estabelecimento da tolerancia oral.

Tolerdncia oral também esta relacionada com a supressao tanto de
subtipos de células Thl como Th2. IFN- y € um citocina estimulante do perfil de
resposta Thl. Modelos animais de artrite foram tratados com Lactobacillus casei e
desenvolveram tolerancia atraves da supressdo da reposta imune Thl com
diminuicao nos niveis de IFN-y (SO et al., 2008).

J& as citocinas IL-4 e IL-10 estimulam a resposta Th,. IL4 é a principal
citocina responsavel pela indugido de diferenciacdo de células T CD4" em Thy,
atuando nas reacdes alérgicas e nas parasitoses (BAEK et al., 2017). IL10 é uma
citocina imunossupressora que possui papel fundamental na manutencdo da
tolerancia, apresentando diferentes acdes sobre a supressdo das respostas
humorais e celulares. Ela é capaz de suprimir a producdo de IgE, migracdo de
mastécitos, basofilos e eosindfilos para o tecido (WAMBRE et al.,, 2012). A
quantificacéo de IL10 e TGF-B, produzidas por células Tregs FoxP3", e relacéo entre
as respostas Th,/Th; foram utilizadas para mensurar a inducédo da tolerancia oral
(LING et al., 2004; FAITH et al., 2003).

Ademais, IL-10 apresenta papel importante na supressdo da resposta
DTH através da acdo das células T CD4" e CD25" (Wang et al., 2016). DTH tem sido
comumente usada como parametro para avaliar a imunidade celular em relacédo a
estados de infec¢cOes e vacinagéo. Esta reacédo de hipersensibilidade ocorre devido
as células imunocompetentes como linfocitos T CD4" linfécitos T citotoxicos;

macréfagos e outras células secretoras de citocinas inflamatdrias, as quais migram
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para o local de aplicacdo da amostra, causando recrutamento celular, edema e
proliferacéo de fibroblastos (SCHIJNS et al., 2001). As reacdes de hipersensibilidade
do tipo tardia tém sido reconhecidas como um parametro primordial para avaliar a
inducdo da tolerancia oral (KUMAR et al., 2014). A tolerancia oral induzida por
administragdes orais de ovalbumina (OVA) foi reportada por suprimir DTH
completamente em camundongos (KARLSSON et al., 2010).

Outro parametro para avaliar respostas de alergenicidade, assim como de
tolerancia, é o estado inflamatério do intestino. O epitélio intestinal, em boas
condicbes de saude, forma uma barreira dindmica que exclui antigenos e
microrganismos, representando a primeira linha de defesa para a manutengcédo da
imune homeostasia no intestino. Em adicdo, as células epiteliais possuem funcdes
regulatorias que podem direcionar a resposta imune para tolerancia ou inflamacéo
(TANG; HSIAO, 2016). O processo inflamatério alergénico envolve a presenca de
infiltrados celulares, hiperplasia de células produtoras de muco, aumento do nimero
de células de Paneth, espessamento da camada muscular, alongamento de criptas e
atrofia de vilosidades (NAKAJIMA-ADACHI et al., 2006). Quando o antigeno atua na
inducdo da tolerdncia imunoldgica, estes sintomas sdo atenuados ou nédo
observados.

PL administrado por via oral ndo induziu reacdes alérgicas em
camundongos, de acordo com nosso trabalho mencionado anteriormente (RAMOS
et al., 2007). A hipétese de inducdo da tolerancia oral necessita de confirmacdo,
visto inUmeras propriedades farmacolégicas atribuidas a PL, para que juntamente
com o estudo de toxicidade possam contribuir para validacdo do uso seguro desta

fracdo proteica como fitoterapico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a toxicidade e o potencial de induzir tolerancia oral das

proteinas do latex de Calotropis procera in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o perfil comportamental de camundongos Swiss submetidos a doses
agudas de PL por via oral e intraperitoneal;

e Determinar parametros fisiolégicos, bioguimicos e hematoldgicos de
camundongos Swiss em exposicdo aguda de PL por via oral e intraperitoneal;

e Analisar perfil histolégico dos oOrgaos vitais de camundongos Swiss em
avaliacao de toxicidade aguda;

e Avaliar o papel das proteases de PL na toxicidade pela administracdo
intraperitoneal;

e Verificar se ha inducéo de tolerancia imunoldgica as proteinas de C. procera
guando administradas previamente por via oral em camundongos BALBI/c;

e Caracterizar o perfil hematolégico dos camundongos BALB/c em protocolo de
tolerancia oral;

e Quantificar anticorpos IgA, 1gG, 1gG1, IgE no soro de camundongos BALB/c
em diferentes dias do periodo de tratamento de inducdo da tolerancia oral;

e Avaliar parametros de alergenicidade como — perda de peso, sinais de
anafilaxia e diminuicdo da temperatura corpérea;

e Avaliar o desenvolvimento de reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia
(DTH) em camundongos BALB/c sensibilizados por via oral, imunizados por
via ip e desafiados por via sc com proteinas de C. procera,

e Mensurar peso relativo dos 6rgéos linfoides como baco e timo e analisar perfil
histolégico do intestino delgado de camundongos BALB/c submetidos ao
protocolo de tolerancia oral;

e Determinar o perfil de citocinas 1L4, IL10 e IFN-y em homogenato do baco de

animais submetidos ao protocolo de tolerancia oral.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Marcadores de Massa Molecular, persulfato de amoénio, membrana de
dialise com poro de exclusdo de 8.000 Da, acrilamida, bis-acrilamida, azocaseina,
pepsina (E.C. 3.4.4.1) Ref. P6887 16 , extraida da mucosa estomacal de suinos e
tripsina (E.C. 3.4.2.1.4) Ref.(T-8253), extraida de pancreas bovino, hidroxido de
aluminio, mouse IgE ELISA Kit (RAB0799), mouse IL-4 ELISA Kit (RAB0299), mouse
IFN-gamma ELISA Kit (RAB0224), 1gG e IgA de coelho anti-mouse conjugado com
fosfatase alcalina, p-nitrofenil fosfato dissédico foram obtidos da Sigma-Aldrich,
Brasil. DuoSet® ELISA Kits IL10 (M1000B) foi obtido de R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA. Kits Labtest: Transaminase oxalacética (TGO/AST),
Transaminase piravica (TGP/ALT), Creatinina color/p. final, Ureia , ref.: 52; 53; 35 e
27, respectivamente. A coluna de troca i6nica Mono-Q e a coluna de fase reversa
tipo C18 marca HICHROM, foram obtidas da GE HealthCare, Brasil. Ditiotreitol
(DTT), dodecil sulfato de sédio (SDS), iodoacetamida (IAA), resina de troca idnica
CM-Sepharose Fast Flow foram obtidos da Amersham Bioscience, USA. Tween 20 e
Albumina Sérica Bovina (BSA) foram obtidas de INLAB, Brasil. Os demais reagentes

foram de grau analitico e de diferentes fornecedores.

4.1.2 Material Vegetal

A planta Calotropis procera (Ait) R.Br., pertencente a familia
Apocynaceae, foi identificada pelo Professor Edson de Paula Nunes, taxonomista do
Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara e foi depositada sob
exsicata de numero 32663. A coleta do latex foi realizada nos arredores da regiédo

metropolitana de Fortaleza-CE.
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4.1.3 Animais

Camundongos fémeas Swiss (Mus musculus) oriundos de colonias do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara foram utilizados no presente
trabalho para os ensaios de toxicidade. Para os ensaios de tolerancia oral foram
utilizados camundongos fémeas BALB/c (Mus musculus), provenientes do Biotério
Central da Universidade de Fortaleza. Os animais foram mantidos na sala de
experimentacdo animal do Laboratério de Plantas Laticiferas, na Universidade
Federal do Ceara em caixas plasticas a temperatura ambiente (25°C), umidade entre
50-60% e submetidos a 12 horas de luz e 12 horas de escuro, recebendo racao e
agua a vontade.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animal
(CEPA) da Universidade Federal do Ceara sendo aprovado com numero de
protocolo n°8/2016. Os animais foram manipulados de acordo com as normas do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2 Métodos

4.2.1 Etapa I: Extracdo e caracterizacdo bioquimica de proteinas do latex de
Calotropis procera

O latex de Calotropis procera foi processado para obtencdo da fracdo
proteica do latex (PL). Esta fracdo foi utilizada nas demais etapas do trabalho.
Subfracdes (PL-Pl e PL-PIl) de PL também foram obtidas, através de cromatografia
de troca idnica, no intuito de investigar o mecanismo de acdo das proteases em
relacdo as propriedades toxicas, quando as proteinas sdo administradas por via
intraperitoneal.

Para a caracterizacdo bioquimica da fracdo proteica, foram realizados
ensaios de cromatografia, dosagem de proteinas pelo método de Bradford,

eletroforese em gel de poliacrilamida e atividade proteolitica.
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4.2.1.1 Coleta do latex

O latex de Calotropis procera foi coletado no periodo da manha, entre 07-
09 horas, através de incisdes no apice caulinar de espécimes com o auxilio de tubos
do tipo Falcon, contendo 20 mL de &gua destilada, sendo o mesmo misturado na
proporcao de 1:1 (v/v). A coleta de até 20 mL pode ser obtida de um Unico exemplar
da planta e leva em média 10-15 min. (RAMOS et al., 2010).

Adicionalmente, o latex foi coletado em tubos do tipo Falcon com 20 mL
de solugéo de iodoacetamida 30mM, e submetido ao processamento.

4.2.1.2 Processamento do latex

O latex de C. procera, ap0s coleta em agua, foi centrifugado a 5.000 x g
por 10 min. a 4° C. O precipitado obtido foi descartado e o sobrenadante submetido
a dialise em membranas com poros de 8.000 Da, contra agua destilada a 4°C
durante trés dias (com trés trocas de agua por dia, totalizando 9 trocas). Apés a
segunda centrifugacdo, nas mesmas condi¢cdes acima, o sobrenadante limpido e
completamente desprovido de borracha foi obtido (ALENCAR et al., 2006). Esta
fracdo designada como Proteinas do Latex (PL) foi submetida ao processo de
liofilizacdo e posteriormente armazenada para demais analises (Figura 1). O latex
coletado em solugcdo de iodoacetamida e processado conforme figura 1, foi
designado como Proteinas do Latex inibidas com iodoacetamida (PL IAA).
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Figura 8 - Processamento do Latex para obtencéo das proteinas do latex

Coleta do latex em agua (1:1; v/v)
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4°C
Precipitado 1
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Liofilizagao

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.2.1.3 Cromatografia de troca ibnica em coluna de CM-Sepharose

De acordo com a metodologia de Ramos e colaboradores (2006), PL foi
submetido a cromatografia de troca ibnica em coluna de CM - Sepharose Fast Flow
(14 x 2,5 cm). Inicialmente a coluna foi equilibrada com tampé&o acetato de sodio 50
mM (pH 5,0). Uma amostra de 80 mg de PL foi dissolvida em 8 mL da solug&o de
equilibrio e em seguida centrifugada a 10.000 x g, a 4 °C, durante 10 min., sendo o
sobrenadante obtido aplicado a coluna.

Proteinas néo retidas a coluna foram inicialmente eluidas com a solucao
de equilibrio, obtendo-se desta forma o pico | (PL-PI). As proteinas retidas, por sua
vez foram eluidas apds aplicagdo de tampdo acetato de so6dio 50 mM (pH 5,0)
acrescido de NaCl 0,2 M para obtencé&o do pico Il (PL-PIl). J& o pico Ill (PL-PIII) foi
obtido apds a aplicacdo, novamente, da solucdo de equilibrio acrescida de NaCl 0,3
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M. O fluxo de coleta das fragOes foi de 0,5 mL/min totalizando em um volume de 5
mL/tubo para cada fracdo, sendo o teor proteico determinado por absorbancia em
espectrofotometro a 280 nm. O material obtido de cada fracéo foi reunido, dialisado
e liofilizado, nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. As fracdes PL-PI e PL-
PIl foram avaliadas quanto ao seu grau de pureza através de eletroforese

unidimensional. A fragdo PL-PIII ndo foi utilizada neste trabalho.

4.2.1.4 Analise do perfil proteico através de eletroforese unidimensional

As eletroforeses foram feitas em gel de poliacrilamida 12,5%, em
condi¢cBes desnaturantes. A técnica foi conduzida de acordo com o método descrito
por Laemmli (1970), adaptada para o uso de géis de separacdo em placas.

Foram utilizados géis de aplicacdo com 5% de poliacrilamida, em tampao
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS (Dodecil Sulfato de Sadio) 1%. Os géis de separacao
foram feitos com tampéao Tris-HCI 3 M, pH 8,9, SDS 1% e 12,5% de poliacrilamida.

As amostras liofilizadas (PL, PL-PI e PL-PII) foram dissolvidas em tampé&o
Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, contendo SDS 1%, submetidas a centrifugacdo por 5 min
a 25° C em uma centrifuga de bancada e aos sobrenadantes obtidos foram
adicionados tracos de azul de bromofenol 0,02% e cristais de sacarose, para a
marcacao da frente de corrida eletroforética.

Para a estimativa da massa molecular das proteinas em andlise, foram
utilizados os seguintes marcadores de massa molecular: fosforilase B (97,0 kDa),
albumina sérica bovina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbénica (30,0
kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e alfa-lactalbumina (14,4 kDa).

As corridas foram realizadas sob as condi¢des de 15 mA por placa e 120
V, por um periodo médio de 2 horas, a 25 °C, utilizando a solucdo de Tris 0,025 M
(pH 8,3) contendo glicina 0,192 M e 0,1% de SDS como tampao de corrida. As
bandas proteicas foram visualizadas apds coloracdo dos géis com uma solucéo de
metanol, acido acético e agua destilada (4:1:5; v:v:v) contendo o corante Coomassie
Brilhante Blue R-250 (PhastGel Blue R) e revelados com uma solucéo contendo os

mesmos componentes, porém, sem O corante.
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4.2.1.5 Dosagem de proteinas

O teor de proteinas de PL foi estimado pelo método colorimétrico descrito
por Bradford (1976). A partir de 100 yL da amostra em diferentes concentracgdes,
adicionou-se 2,5 mL do reagente de Bradford. As misturas foram levemente agitadas
e apdés 10 min. foram realizadas as leituras das absorbancias a 595 nm em
espectrofotometro. A quantidade de proteinas foi estimada utilizando-se Albumina

Sérica Bovina (BSA) como referéncia padréo para a curva de calibracao.

4.2.1.6 Atividade proteolitica

Azocaseina foi utilizada como substrato para investigar a atividade
proteolitica total de PL, PL inibido com iodoacetamida 30 mM (IAA), PL-PI, PL-PIl e
PL —PIl IAA (FREITAS et al., 2007).

Inicialmente, 100 pL da solucdo de proteinas (1 mg/mL, em tampao
fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, contendo DTT 3 mM) foi incubada por 10 min. para
ativacdo das proteases cisteinicas. Apés este periodo, foram adicionados 200 uL de
azocaseina 1% e 250 pL de tampao acetato de s6dio 50 mM (pH 6,0). Depois de 1
hora de incubacéo a 37°C, a reacdao foi parada com TCA 10% (&cido tricloroacético),
seguida de centrifugacao (10.000 x g a 10 °C por 10 min). Foram retirados 400 pL do
sobrenadante e adicionado 400 pL de hidréxido de sédio 2N. A cor desenvolvida foi
medida a 420 nm no espectrofotbmetro. Ao branco da reacdo, a azocaseina foi
adicionada apos parada da reacdo com TCA. Uma unidade de atividade é definida

como a quantidade de enzima capaz de aumentar a absorbancia em 0,01.

4.2.2 Etapa Il: Avaliacdo de toxicidade aguda por via oral e intraperitoneal de
proteinas do latex de Calotropis Procera

Diante de diversas propriedades farmacoldgicas das proteinas do latex de
Calotropis procera (Alencar et al., 2006; Kumar et al., 2006; Oliveira et al., 2010;
Ramos et al. 2012; Oliveira et al., 2012; Freitas et al., 2012; Chaudary et al. 2016;
Alencar et al., 2016), avaliar seu potencial toxicologico agudo tornou-se necessario.

Os ensaios de toxicidade basearam-se nas orientacbes da Organizacdo Mundial de
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Saude (OMS) e da Organizagdo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico
(OECD), de acordo com o guia para testes de produtos quimicos.
Foram realizadas exposicfes agudas em camundongos, por via oral e

intraperitoneal, seguindo o protocolo 423 da OECD, com modificacdes.

4.2.2.1 Avaliacdo do Potencial Agudo Oral

Os testes de toxicidade aguda foram realizados de acordo com as
orientacbes para testes de produtos quimicos da OECD, numero 423, de 17 de
dezembro de 2001, que objetiva identificar a menor dose que cause mortalidade,
verificar a faixa estimada da DL50 e classificar a substancia testada em uma das
cinco classes como preconiza o método de classes de toxicidade aguda.

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas saudaveis, com 8-10
semanas de idade, peso 25 + 3g, divididos em trés grupos (n=3); grupo controle:
animais que receberam solugdo salina (200 pL), grupo PL 2000: animais que
receberam PL (2000 mg/kg de peso corporeo) dissolvido em salina (200 L) e grupo
PL 5000: animais que receberam PL (5000 mg/kg) em salina (200 pyL). Segundo as
orientacdes da OECD, a avaliacdo do potencial téxico agudo de uma determinada
substancia, quando ja existem estudos prévios sobre sua toxicidade (RAMOS et al.,
2006), pode ser iniciada com administracdo de doses elevadas, denominadas como

doses limites (Figura 9).
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Figura 9 - Esquema de administracédo das doses em exposi¢oes de toxicidade aguda

o

Smglkg
3 animais

50mglkg
3 animais

300ma/kg
3 animais

2000mglkg
3 animais

50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
|
PP OP OP T
4
GHS Categoria Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 Categoria 5 ou
>0-5 > 50 - 300 > 300 - 2000 nao-classificado

3 (em 300)
na 1? etapa

corte DL50
mg'kg p.c.

- trés animais de um Gnico sexo (fémeas no geral) sdo usados por etapa
- 0,1, 2, 3: nimerode moribundos ou mortos em cada passo
- GHS: Sistema de Classificagio Global te Normalizado {mg/kg p.c.)

- = : néo classificado
- Testado em 5000 mo/kg p.c.: ver Anexo 3

Legenda: p.c: peso corporal. 0,1,2,3: nUmero de animais moribundos ou mortos. GHS: Globally
Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (Sistema de Classificagdo Globalmente
Normalizado). Este sistema classifica os produtos quimicos por categorias. Cada categoria possui uma
faixa onde a DL50 se enquadra, ou seja, dose capaz de matar 50% de uma populacao.

Fonte: n°423/OECD (2001).

As doses foram administradas de forma sequencial, de acordo com as
recomendacdes preconizadas (Figura 9). Primeiramente foi administrada a dose de
2000 mg/kg em trés animais, devido & auséncia de morte, a dose de 5000mg/kg foi
administrada a outros trés animais. De acordo com o guia n° 423, substancias que
nao causam morte aos animais quando administradas nas doses de 2000 mg/kg ou
5000 mg/kg sdo classificadas na categoria 5, 0 que significa que determinada
substancia apresenta DL 50 acima de 5000 mg/kg.

As proteinas do latex de C. procera foram administradas uma unica vez,
por via oral, precedidos de um jejum de racdo, e ndo de agua, de 4 horas e
permanéncia de mais 1 hora de jejum apds a administracdo da amostra (Figura 10).
Os animais foram observados quanto ao seu comportamento durante as primeiras
horas (0,5; 1, 2, 4, 8 e 24 horas) ap0s a administracdo da amostra e diariamente

durante 14 dias de acordo com o item 3.13.
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Ao final do experimento, os animais foram sangrados e necropsiados,
sendo o0 soro utilizado para posteriores analises hematologicas (item 3.14) e

bioquimicas (item 3.15).

Figura 10 - Desenho experimental do ensaio de toxicidade aguda (ORAL)

Controle (salina) PL (2000/5000) Jejum de rag3o 4 horas
V.0

_ . + 30min, 1,2, 4, 8 24horas; * Consumo de racdo e agua e peso
Avaliagdo do screening |. piariamente por 14 dias  *  0as fezes (diariamente)

hipocratico +  Peso corpdreo (6x)

[

|
1

+ Determinagdes bioquimicas;

Coleta de sangue + Contagem total e diferencial de leucocitos

|

Anélise dos 6rgdos | * Figado, rinsebaco ——|  Pperoxidagdo Lipidica

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.2.2.2 Avaliacdo do Potencial Agudo Intraperitoneal

Os testes de toxicidade intraperitoneal seguiram as orientacées da OECD,
n°423 (2001), entretanto com algumas adaptacoes. A via intraperitoneal foi escolhida
devido as atividades farmacoldgicas de PL por esta via (LIMA-FILHO et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010).

Camundongos Swiss fémeas saudaveis, com 8-12 semanas de idade,
peso 27 = 3 g, foram divididos em grupos (n=5) de acordo como os resultados de
percentual de sobrevivéncia obtidos para cada dose administrada. Inicialmente foi
administrada a dose de 300 mg/kg, logo apés doses sequenciais de 150 e 75 mg/kg
foram realizadas objetivando-se identificar principalmente a menor dose que cause
mortalidade. Novos ensaios com a mesma dose foram realizados, quando
necessario, para confirmacgéo dos resultados obtidos.

No intuito de investigar se os efeitos toxicos devem-se as proteinas
cisteinicas, presentes em PL, alguns grupos experimentais adicionais foram

realizados na dose de 75mg/kg adicionada de iodoacetamida (30 Mm) e em
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paralelo, a administracdo de mais duas doses menores, 35 e 15mg/kg sem
iodoacetamida.  Fragdes cromatograficas também foram  administradas,
denominadas PL-PlI e PL-PlIl na dose de 75 mg/kg, sendo PL-PIl com
iodoacetamida. A iodoacetamida € uma substancia que promove a inibicdo de
proteases cisteinicas, as principais proteases presentes no latex de C. procera
(Freitas et al., 2007). Ja em relacéo aos picos cromatograficos escolhidos, PL-PI ndo
apresenta atividade proteolitica, entretanto PL-PIl possui esta atividade, podendo
assim investigar se possiveis sintomas toxicos estdo relacionados as proteases
(Ramos et al., 2012). O desenho experimental do ensaio de toxicidade aguda por via
intraperitoneal encontra-se na figura 11.

Figura 11 - Desenho experimental do ensaio de toxicidade aguda
(INTRAPERITONEAL)

Doses (mg/kg) i.p

PL 300 PL 300
. 25 N PL73
FL LT3 (TAA 30mM\)

|
IEEI PL-PI 75

- PLPI 75
PL13 @AA 30mMD

Parametros Avaliados

Diariamente Avaliagao ao final do experimento

+ Analises hematologicas
+ Analises Bioguimicas ;

+ Peso relativo dos 0rgaos;
» Analises histologicas.

Sinais de toxicidade e mudancas comportamentais;
Consumo de agua e racao;

Producao de excretas e urina;

Peso corporeo.

Legenda: PL (15-300): proteinas do latex de C. procera administradas na dose de 15-
300 mg/kg por via intraperitoneal; PL-Pl e PL-PII: fracdes proteicas referentes aos picos

cromatograficos Pl e PII; IAA: iodoacetamida. Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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O grupo controle recebeu somente salina em volume de 200 pL e os
demais grupos tiveram suas amostras (PL e fracbes) dissolvidas em 200 uL de
salina.

Semelhante ao procedimento adotado na toxicidade por via oral, os
animais foram mantidos em jejum de racao por 4 horas antes da administracéo da
amostra e permaneceram mais 1 hora ap6és a administracdo da mesma.
Observacbes comportamentais sistematicas foram realizadas (item 4.12), assim

como analises hematoldgicas (4.13), bioquimicas (4.14) e histoldgicas (4.15).

4.2.2.3 Observac6es Comportamentais e Necropsia

Observacdes comportamentais sisteméaticas foram realizadas avaliando o
screening hipocratico, sendo o0s seguintes parametros avaliados: atividade geral
(frequéncias de locomocdo e levantar dos animais), frémito vocal, irritabilidade,
reflexo das corneas, reflexo auricular, resposta ao aperto de cauda, resposta ao
toque, contorcdo, posicdo do trem posterior, reflexo de endireitamento, tonus
corporal, forca para agarrar, ataxia, tremores, convulsées, enrijecimento da cauda ou
cauda ereta (straub tail), hipnose, anestesia, ptose, lacrimacao, miccéo, defecacéo,
piloerecdo, hipotermia, respiracdo e cianose que englobam caracteristicas
relacionadas ao sistema nervoso central e autbnomo, ao sistema psicomotor e ao
sistema sensorial. Estas observa¢des foram mensuradas em escores (0-4), segundo
Brito (1994) (anexo ).

O peso corpéreo foi avaliado no primeiro dia, antes da administracdo das
amostras, e por mais cinco vezes no decorrer dos 14 dias. As quantidades de ragéao
e agua consumidas e peso das fezes foram mensurados diariamente. Apés 14 dias
de avaliacdo, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cetamina
(60mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) e amostras de sangue foram coletadas para a
realizacdo das analises hematologicas e bioguimicas.

Os animais foram sacrificados por inalacdo de Halotano® e os 6rgdos
figado, baco e rim direito foram retirados para ensaio de toxicidade oral e ensaios
iniciais de toxicidade intraperitoneal, entretanto, na avaliacdo de algumas doses por
via i.p, além dos referidos 6rgdos, adicionalmente foram retirados os pulmbes e
coracdo. Os orgdos foram pesados para verificagdo do peso relativo e analisados

macroscopicamente quanto a quaisquer lesdes ou necroses existentes. Uma fragao
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do figado foi pesada e congelada rapidamente em nitrogénio liquido e armazenada a
- 80°C para posterior analise de peroxidacao lipidica. A fracao restante do figado e
os demais orgaos de forma integra foram armazenados em solucéo de formol a 10%

para posteriores analises histologicas.

4.2.2.4 Analises Hematoldgicas

Amostras de sangue dos diferentes grupos (via oral e i.p) foram coletadas
pelo plexo retro orbital apos serem anestesiados com cetamina e xilazina, sendo
uma aliquota retirada para o ensaio de contagem total e diferencial de leucécitos e o
restante das amostras de sangue deixadas em repouso durante 2 horas, a
temperatura ambiente, para retragdo do coagulo. Posteriormente, os soros foram
separados dos coagulos por centrifugacdo 6.000 x g por 10 min., a 4° C e
armazenado a -20° C para posteriores analises bioquimicas.

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada, através de esfregacos

corados pelo método Panotico rapido e examinados ao microscépio optico.

4.2.2.5 Analises Bioquimicas

Nos soros, obtidos através da coleta de sangue (item 4.13), foram
dosados os niveis das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), além de teores de ureia e creatina através de Kit's

comerciais (Labtest) de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.2.2.5.1 Ensaio de Peroxidacao Lipidica

O ensaio de peroxidacédo lipidica foi realizado, de acordo com Agar e
colaboradores (1999), em amostras de figados dos animais submetidos aos ensaios
de toxicidade aguda oral e intraperitoneal. Resumidamente, 0 ensaio consiste em
macerar com tampao cloreto de potassio 10% (pH 7,4) uma fracdo do figado de
camundongos. Logo apds, foram retirados 250 pL desse homogenato e as amostras
foram mantidas a 37° C durante 60 min. em banho-maria. Posteriormente,

adicionou-se 4acido perclérico 35% e submeteu-se o homogenato a uma
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centrifugacédo de 8.000 x g por 10 min. a 4° C. O sobrenadante resultante foi
misturado com &cido tiobarbitdrico 1,2% e aquecido a 98°C durante 30 min. em
banho-maria. Ap0s esse periodo, as amostras foram mantidas a temperatura
ambiente até o resfriamento e depois foram lidas a 532 nm em leitor de microplacas.
Para a realizacdo dos calculos, foi utilizado o reagente 1,1,3,3 tetrametoxipropano
como padréo, construindo-se uma curva com diferentes concentracdes. Os
resultados foram expressos em nanomoles de MDA (malondialdeido) por grama de
tecido (nmol MDA/g de tecido).

4.2.2.6 Analise Histoldgica

Amostras do figado, rim direito, baco, pulmdes e coracdo, dos grupos
administrados com PL e fra¢des por via i.p, foram coletadas e fixadas em formalina
10 % tamponada pH 7,6 e encaminhadas para laboratério de histologia. Os 6rgaos
foram desidratados em alcool 70%, diafanizados em xilol e posteriormente imersos
em parafina. Seccbes de 5 um de espessura foram coradas com hematoxilina-
eosina (H&E) e examinadas por microscopio optico Zeiss acoplado a uma camera
digital de alta resolucdo (AxioCam Icc 3). As imagens capturadas foram salvas em
formato TIF pelo software Axio vision (versédo 4.8.2, SP1/2011), padronizando a
luminosidade, objetiva e a altura do condensador (NOURSADEGHI e colaboradores,
2008) e analisados posteriormente utilizando o software ImageJ® versdo 1.4.3.67
(U.S. National Institutes of Health, USA). A presenca de alteracdes morfolégicas,

lesBes e/ou citotoxicidades foram alvo de investigacdes (MATOS et al., 2013).

4.2.3 Etapa lll: Avaliagcdo da capacidade de proteinas do latex de Calotropis

procera em induzir tolerancia oral em camundongos

De acordo com o0s estudos realizados por Ramos et al. (2007), as
proteinas do latex de C. procera induziram reacdes alérgicas quantificadas por via
subcutdanea em camundongos Swiss, entretanto, ndo induziram reacfes alérgicas
por via oral. No intuito de investigar um possivel efeito de tolerancia oral frente as
proteinas de C. procera foi desenvolvido, no presente trabalho, um protocolo de
tolerancia oral em camundongos BALB/c tratados oralmente e imunizados por via

intraperitoneal com PL.
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A quantificacdo de imunoglobulinas e o perfil de citocinas foram
determinados por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), no soro e
homogenato do baco de camundongos, respectivamente. Outros parametros
também foram avaliados como sinais de anafilaxia, reacédo de hipersensibilidade do

tipo IV, andlises hematologicas e histopatoldgicas.

4.2.3.1 Desenho experimental do protocolo de tolerancia oral

O protocolo de tolerancia foi estabelecido de acordo com Simioni et al.,
(2004) e Ramos et al., (2007), com adaptacdes. Foram utilizados camundongos
BALB/c fémeas, divididos em seis grupos (n=5). Os animais foram distribuidos da
seguinte forma: Grupos Controle OVA e Controle PL: animais que nao foram
sensibilizados com proteinas (OVA ou PL) por via oral, receberam somente solucéo
salina por esta via; Grupo OVA (controle positivo): animais sensibilizados por via oral
através da administracdo de 0,07mg de ovalbumina (OVA) dissolvida em solucdo
salina e Grupos PL 2,5; PL 5 e PL 10: animais sensibilizados por via oral através da
administracdo de 2,5; 5 e 10 mg/ kg de peso corporeo de PL dissolvido em salina,
respectivamente.

Os animais, dos diferentes grupos, sensibilizados ou néao, receberam por
via oral (200 pL de PL ou OVA) diariamente, durante dez dias consecutivos. No
vigésimo primeiro (21°) dia, todos os animais receberam um refor¢co por via oral nas
mesmas condicbes ditas anteriormente. No vigésimo oitavo (28°) dia, 0s mesmos
foram imunizados por via intraperitoneal (i.p) com 10 pg de PL juntamente com 1 mg
de hidréxido de aluminio em 100 pl de salina. Ja os grupos Controle OVA e OVA
foram imunizados com 10 ug de OVA adicionado de 1 mg de hidréxido de aluminio
em 100 pL de salina. No quadragésimo segundo (42°) dia, todos os animais foram
desafiados nas mesmas condicbes da imunizacdo, exceto pela auséncia do
hidroxido de aluminio. No quadragésimo nono (49°) dia, os animais foram
novamente desafiados, entretanto agora por via subcutanea (s.c), com 50 ug de PL
dissolvida em 50 pL de salina para todos os grupos, exceto os grupos controle OVA
e OVA que foram desafiados com 50 pg de OVA em solucdo salina (Figura 12).
Antes e 24 horas ap6s o desafio (s.c), a espessura das patas dos animais foi
mensurada para avaliar a resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH),

conforme item 4.21.
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Figura 12 - Desenho experimental do protocolo de tolerancia oral

Grupos Tratamento Refor¢o | Imunizagdo | Desafio Desafio
oral (v.0) (i.p) (i.p) (s.c)
Controle Salina Salina Qva ou PL/ Ova ou Ova ou PL
Al(OH); PL
OVA OVA OVA Qval Qva Ova
Al(OH);
PL PL PL PL/ PL PL
Al(OH);

J—
Sangria pelo plexoretro orbital : "i

Tempo (dias) 0 10 14 21 28 42 49 50
T v I iy
Sensibilizagdo oral Refor¢o Imunizagéo Desafio Desafio Sacrificio

diariamente (v.0) (i.p) (iLp) (s.¢)
Ova ou PL (10 pg)
+ (1mg)Al

Ova (0.07 mg) ou (OH)yfimunizagéio oV
PL(2,5; 5 ou 10 mglkg) - Al (OH), /desafio (50 ug)

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Todos os animais foram sangrados no inicio do tratamento (dia zero) e
novamente no décimo quarto (14°) dia, no vigésimo oitavo (28°) dia antes da
imunizacdo, no quadragésimo segundo (42°) dia antes do desafio e no
quadragésimo nono (49°) dia antes do segundo desafio.

As amostras sanguineas foram coletadas via plexo retro-orbital dos
camundongos, sob anestesia de cetamina (60mg/kg) e xilazina (8 mg/kg). Uma
aliquota de sangue de cada coleta foi retirada para o ensaio de contagem total e
diferencial de leucécitos como descrito no item 4.13. As amostras de sangue
restantes foram destinadas a separacdo dos soros e armazenadas a -80°C para
analises posteriores de imunoglobulinas pelo método de ELISA (item 4.17) e por
anafilaxia cutanea passiva (PCA) (item 4.18).

No decorrer do experimento de 50 dias, parametros como peso e
temperatura corporea e sinais de anafilaxia foram registrados (item 4.19). Ao final do
experimento, os animais foram sacrificados com inalagdo de Halotano® e
necropsiados. Orgdos como baco e timo foram pesados para determinacdo do peso
relativo, sendo o baco, apds a pesagem, imediatamente congelado em nitrogénio

liguido para analise de citocinas por ELISA (item 4.21).
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Uma porgao do intestino delgado (jejuno) foi colocada em solugdo de
formol a 10% e processada de acordo com item 4.15. A presenca de infiltrados
celulares, producdo de muco, formacdo de edema foram alvos de investigacdes da

analise histoldgica.

4.2.3.2 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os soros obtidos pelas sangrias, de acordo com o desenho experimental
(Figura 5), foram utilizados para dosar e quantificar o teor de imunoglobulinas
(isotipos 1gG, IgGi, IgA e IgE). Os niveis especificos de IgG e IgA foram
quantificados de acordo com Ramos et al., (1996). Os niveis de IgE total foram
guantificados através de kit enzimatico mouse IgE ELISA (Sigma), de acordo com as
instruc6es do fabricante. J& os niveis de 1gG; foram quantificados através de ensaios
de PCA.

Para a quantificacdo de 1gG e IgA, placas de microtitulacdo com 96 pocos
foram sensibilizadas com 150 pL de PL dissolvida em tampao do antigeno (Na,COg
0,1M e NaHCO3; 0,1M, pH 9,6) na concentragcédo de 8 pg/ml (IgG) e 31 pg/ml (IgA),
de acordo com estudo prévio de Ramos et al., (2007a). Logo ap6s, o material foi
incubado overnight a 4° C. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com
tampédo de lavagem (NaCl 0,15M; KH,PO, 0,003M e K,HPO, 0,007M; pH 7,4;
Tween 20 0,05%), secadas e bloqueadas por 1h, a 37°C, com solucdo de BSA (BSA
10 mg/ml em tampéo PBS, pH 7,4). Feito isto, uma segunda lavagem foi realizada
como ja descrito. Depois, 0os soros obtidos dos diferentes dias de coleta foram
dissolvidos no tampédo de anticorpo (KH,PO, 0,001M, Na,HPO, 0,01M, KCI
0,002M, NaCl 0,15M, pH 7,6, Tween 20 0,025%), na proporcédo de 1:10.000 (IgG)
e 1:5.000 (IgA), e mantidos em repouso por 2 horas a 37°C. Em seguida, uma
terceira lavagem foi realizada nas mesmas condi¢des anteriores.

Apos isso, foi aplicada uma aliquota de 150 yL, em cada pogo da placa,
do anticorpo secundario conjugado com a enzima fosfatase alcalina, dissolvido no
tampao de anticorpo em propor¢cdo de 1: 2.000. Os mesmos permaneceram em
repouso por 2 horas, a 37°C. E entdo uma quarta lavagem foi realizada.

Em seguida, o substrato p-nitrofenil fosfato dissddico foi adicionado,
juntamente com o tampéao de substrato (NaCO3; 0,05 M; NaHCO3; 0,05 M e MgCl,
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0,01 M; pH 9,8), e mantido em repouso por 30 min a 37°C. A reacao foi paralisada
com a adigcao de NaOH 4 N e a leitura feita a 405 nm em leitor de microplacas.

Para o ensaio de IgE total, foram adicionados 100 pyL dos soros diluidos
em tampédo de diluicdo (1:10.000) em placa de microtitulacdo com 96 pocos ja
fixadas com anticorpo primario anti-IgE. A placa foi mantida a temperatura ambiente
por 2,5 horas em leve agitacdo. Logo apds, o soro foi descartado da placa e foram
realizadas quatro lavagens com tampao de lavagem. Em seguida, 100 pL do
anticorpo de deteccéo biotinilado e diluido no tampéo de diluicdo foi adicionado na
proporcdo 1: 80. A placa foi mantida por 1 hora a temperatura ambiente em leve
agitacdo. A solucdo foi descartada e mais 4 lavagens foram realizadas. Foram
adicionadas 100uL de estreptavidina conjugada com peroxidase (1:1.200) e
manteve-se a mistura incubada por 45 min. a temperatura ambiente em leve
agitacdo. Novamente mais 4 lavagens foram realizadas. Adicionou-se entdo o
reagente colorimétrico tetrametilbenzidina (TMB) por 30 min. a temperatura ambiente
em leve agitacdo e na auséncia de luz. A reacdo foi parada com adicdo de acido

sulftrico 0,2 M e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de microplacas.

4.2.3.3 Anafilaxia cutanea passiva para IgG;

As determinacdes dos titulos de anticorpos do tipo IgG; foram feitas em
camundongos Swiss fémeas, pesando entre 35-40g, com 6 meses de idade. A pele
da regido do dorso dos animais foi tricotomizada, sob anestesia com cetamina
(60mg/kg) e xilazina (8 mg/kg), e as diluicbes dos soros dos diferentes grupos, em
relacéo aos dias 0, 28 e 49, foram injetadas (50 pl) por via intra-dérmica em pontos
previamente marcados no dorso dos animais.

ApO6s um periodo de laténcia de 2 h, foram injetados por via endovenosa,
no plexo retro orbital, 250 ul de solugao salina de Azul de Evans 0,5 % contendo 250
Mg do antigeno especifico: PL ou OVA. Apdés 30 min, os ratos foram sacrificados
com halotano e a pele foi dissecada para a leitura da reacdo feita através da
visualizacdo de manchas azuladas provocadas pelo extravasamento do corante nos

locais das aplicagdes dos soros (FLORINDO et al., 2002).
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4.2.3.4 Parametros relacionados a manifestacGes alergénicas

O peso corporeo dos animais foi mensurado no periodo de 10 dias do
tratamento por via oral, durante 7 dias ap0s a imunizacéo (28° dia) e durante mais 7
dias apos o desafio (42°dia). A temperatura corpérea também foi mensurada antes
e 20 min. ap6s a imunizacdo e o desafio, utilizando um termémetro retal digital
(Brasmed, Brasil).

Em relacdo aos sinais de anafilaxia, os mesmos foram mensurados
através de uma escala com escores de 0 a 5 (KUMAR et al., 2014), em que cada
escore significa: sem sintomas (escore 0); cocar e esfregar em torno do focinho e da
cabeca (escore 1); inchaco ao redor dos olhos e focinhos, piloerecdo, diarreia,
reducdo na atividade geral e aumento da taxa respiratoria (escore 2); chiado no
peito, respiracdo dificil, cianose ao redor da boca (escore 3); perda da consciéncia,
tremores e convulsdes (escore 4) e morte (escore 5). Estes sintomas foram

avaliados logo apos a imunizacdo e apos o desafio por via intraperitoneal.

4.2.3.5 Determinacédo de reacao de hipersensibilidade do tipo IV ou tardia (DTH)

No quadragésimo nono (49°) dia, os animais foram desafiados com 50 ug
de PL ou OVA em 50 pl de solucao salina, no coxim plantar da pata traseira direita e
50 uL de salina na pata esquerda. A espessura da pata foi medida antes e 24 horas
apés as aplicacdes utilizando-se um micrdmetro digital (Forbes, 25 mm) para

determinar a espessura do edema formado (STRID et al., 2004).

4.2.3.6 Determinagéo do perfil de citocinas

As citocinas IL4, IL10 e IFN-y foram determinadas em homogenato de
bacos de camundongos dos diferentes grupos. Amostras de 100 mg de bagos foram
adicionadas com 600 yL de tampdo PBS 1x e homogeneizadas em aparelho
homogeneizador de amostras (Polytron). Logo apds, os homogenatos foram
centrifugados a 5000 x g por 10 min. a 4° C e o sobrenadante recolhido e
armazenado a -80°C para posteriores andlises de citocinas (SAFIEH-GARABEDIAN
et al., 1995). As citocinas IL-4, IL-10 e IFN- y foram determinadas através de kits
enzimaticos (mouse IL-4 ELISA Kit e mouse IFN-gamma ELISA Kit (Sigma); ELISA
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Kits IL10 (R&D Systems). Os testes foram realizados de acordo com as instrugoes

do fabricante, procedimentos semelhantes ao realizado no item 3.18.

4.2.3.7 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média *+ erro padrdo. Todos os
calculos foram realizados usando o programa estatistico Graph-Pad Prism Software
versao 6.0. Os dados resultantes da comparacdo entre os diferentes tratamentos
experimentais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido dos testes
de Tukey ou Bonferroni ou submetidos a Teste t de Student seguido do teste Mann—

Whitney, com um nivel de confianca de 95% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Etapa | - Extracdo e caracterizacdo bioquimica de proteinas do latex de

Calotropis procera

5.1.1 Cromatografiade Troca ibnica

A fracdo proteica de Calotropis procera (PL) obtida no presente trabalho
através da coleta e processamento do latex foi utilizada para a maioria dos ensaios
in vivo. Entretanto para tentar compreender o efeito das proteases de PL frente a
toxicidade aguda gerada quando administrada por via intraperitoneal, fez-se
necessario o fracionamento através da cromatografia de troca idnica para obtencéo
de picos cromatograficos que pudessem ser usados nos ensaios in vivo.

O fracionamento das proteinas presentes em PL foi realizado com éxito
através de cromatografia de troca ibnica, em matriz de CM-Shepharose fast flow de
acordo com metodologia determinada por Ramos et al., 2006 (Figura 13-A). As trés
fragOes obtidas foram denominadas PL-PI, PL-PIl e PL-PIIl. O pico PL-PI (pico néo
retido) foi eluido com tampéao acetato de sédio 50 mM, pH 5 e os picos PL- Pll e PL-
PlII (picos retidos) foram eluidos pelo aumento da forca ibnica com acréscimo de 0,2
e 0,3 M de NacCl, respectivamente. Foram escolhidas as fracdes PL-Pl e PL-PII para
utilizacao nos ensaios in vivo.

Atividade proteolitica de PL pode estar relacionada com a toxicidade
aguda por via intraperitoneal. No intuito de responder esta hipétese, PL e PL-PII
foram inibidas com iodoacetamida 30 mM, devido alta atividade proteolitica presente
em ambas as fragdes. O pico PL-PIII ndo foi utilizado neste trabalho, pois apesar de
possuir atividade proteolitica, o pico PL-PIl apresenta esta atividade de forma mais
expressiva, sendo suficiente, juntamente com o PL-PIl (sem atividade proteolitica),
para entendimento da acdo das proteases por via ip. O perfil proteico de cada
fracdo, assim como sua inibicdo com iodoacetamida foi avaliado por SDS-PAGE
12,5% (Figura 13-B).
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Figura 13 - Perfil cromatografico e eletroforético de PL e fracdes inibidas com
iodoacetamida.
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A - Cromatografia de troca ibnica das proteinas do latex de C. procera em coluna de CMSepharose
Fast Flow pH 5,0. As setas indicam a elui¢cdo de proteinas retidas com o tampéo acetato de s6dio 50
mM, contendo NaCl 0,2 e 0,3 M, respectivamente. B - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% de
PL: proteinas do latex (1), PL IAA: proteinas do latex inibida com iodoacetamida (2), PL-PI: pico
cromatografico Pl (3), PL-PII: pico cromatogréfico PII (4) e PL-PII IAA: pico cromatografico PII inibido
com iodoacetamida (5). (M) Marcadores de massa molecular. Foram aplicados 25 uL das frages no

interior de cada poco, a partir de solu¢des de 2 mg/mL.

5.1.2 Atividade proteolitica

Foram testadas as atividades proteoliticas in vitro das proteinas totais de
C. procera e de suas fragbes PL-Pl e PL-PIl, assim como de PL e PL-PIl inibidas
com iodoacetamida 30mM. Observou-se que PL-Pl possui baixa atividade
proteolitica, 97,3% menor que a das proteases da papaina (Pp). JA PL e PL-PII
possuem atividades proteoliticas semelhantes as Pp (Figura 14). As mesmas foram
diminuidas nas fracdes inibidas com iodoacetamida (PL IAA e PL-PIl IAA) e foram

tdo baixas quanto as de PL-PI.
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Figura 14 - Atividade proteolitica total de PL e fragfes inibidas com iodoacetamida
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Dados apresentados como média + erro padrdo. Pp: papaina (controle positivo); PL: proteinas do
latex; PL IAA: proteinas do latex inibida com iodoacetamida; PL-PI: pico cromatografico PI; PL-PII:
pico cromatografico PII; PL-PIl 1AA: pico cromatografico PIlI inibido com iodoacetamida. Letras
diferentes representam diferenca estatistica significativa (p < 0,05; ANOVA-Teste Tukey).

5.2 Etapa Il - Avaliagcdo do potencial toxicoloégico agudo oral e intraperitoneal
de proteinas do latex de Calotropis procera

5.2.1 Toxicidade aguda oral

As proteinas totais do latex de C. procera apresentaram baixa toxicidade
guando administradas por via oral nas doses limites de 2000 mg/kg e 5000 mg/kg.
De acordo com o método utilizado (OECD, 2001), PL se enquadram na classe 5
sendo assim uma substancia com DL50 superior a 5000 mg/kg.

Neste sentido foi verificado que, apés 14 dias de administracdo de PL,
nenhum dos animais foi a 6bito. Observou-se diferencas pontuais em relacdo aos
parametros que avaliaram a influéncia de PL sobre atividade geral, sistema
psicomotor (contor¢do, trem posterior, reflexo do endireitamento, tdbnus corporais,
forca para agarrar e ataxia), sistema sensorial (frémito vocal, irritabilidade, reflexo
auricular, reflexo corneal, aperto da cauda e resposta ao toque) e sistema nervoso
central (tremores, convulsbes, straube tail, hipnose e anestesia), quando

comparados com o grupo controle.
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Para a dose de 2000 mg/kg, os animais apresentaram contor¢des, ou
seja, movimentos vermiformes do corpo somente apos duas horas de aplicacdo da
amostra, sendo este sintoma ndo observado novamente ao decorrer dos 14 dias de
avaliacdo (Tabela 1). Ja para a dose de 5000 mg/kg, os animais apresentaram
hipotermia na primeira hora de aplicagdo da amostra, com patas ligeiramente frias
que retornaram a temperatura normal com uma hora apdés. Os mesmos animais
também apresentaram comportamento fora do padrédo em relacédo ao aperto intenso
da extremidade da cauda com uma pinca, parametro denominado aperto de cauda.
Os animais moveram-se, correram e pularam intensamente apds este estimulo. Em
relacdo aos demais parametros avaliados, os animais que receberam as doses 2000

e 5000 mg/kg apresentaram comportamento semelhante ao controle.

Tabela 1. Efeito de PL 2000 e 5000, administrado por via oral, sobre parametros

comportamentais de camundongos durante a avaliacédo de toxicidade aguda

Grupos Sintomas de Toxicidade Animais
(mg/kg) (M/T)

Sistema Sistema Sistema Atividade

Nervoso Nervoso Psicomotor Gerall/

Central Autbnomo Sistema

Sensorial
Controle Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 0/5
PL 2000 Nenhum Nenhum Contorcoes, Nenhum 0/5
2h*
PL 5000 Nenhum Hipotermia, Nenhum Aperto de 0/5
1h* cauda, 6d*

Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni comparado com controle). Controle: animais que receberam v.o (salina); PL 2000 e 5000:
animais que receberam v.o (2000 e 5000 mg/kg de PL, respectivamente). Sistema Nervoso Central:
tremores, convulsdes, cauda ereta, hipnose e anestesia; Sistema Nervoso Auténomo: ptose,
lacrimacéo, micc¢bes, defecacdo, piloerecao, hipotermia, respiragéo e cianose; Psicomotor: contor¢ao,
trem posterior, reflexo de endireitamento, ténus corporal, forca de agarrar e ataxia; Atividade Geral/
Sistema Sensorial: atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, reflexo auricular, reflexo corneal,
aperto de cauda, resposta ao toque. Nenhum: nenhum sintoma de toxicidade com diferenca

estatistica em relacdo ao controle. M: morte, e T: total de animais tratados.
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Os pesos corporeos dos animais foram mensurados antes e no decorrer
de 14 dias da administracdo das amostras (Figura 15). Os animais ndo perderam
peso, e ainda ganharam mais peso que o grupo controle ao longo da avaliacdo. A
perda de peso apds a administracdo de uma substancia € considerada um sinal
clinico caracteristico de toxicidade, entretanto, os animais, apesar de elevadas
doses administradas, cresceram e ganharam peso como esperado no seu

desenvolvimento fisiolégico normal.

Figura 15 - Peso corporeo de camundongos tratados oralmente com PL 2000 e 5000

durante a avaliagédo de toxicidade aguda.
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Dados apresentados como meédia + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni). Controle: animais que receberam v.o (salina); PL 2000 e 5000: animais que receberam
v.0 (2000 e 5000 mg/kg de PL, respectivamente). Diferenca em relagdo grupo controle () e aos

grupos PL 2000 e PL 5000 (*) em relacdo ao primeiro dia.

Parametros fisiolégicos como producdo de fezes, producdo de urina,
consumo de agua e racdo, foram verificados durante os 14 dias de avaliacao
(Tabela 2). Animais tratados com PL nas doses 2000 e 5000 mg/kg exibiram perfil

fisiol6gico semelhante ao controle.
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Tabela 2 - Parametros fisiolégicos de camundongos tratados oralmente com PL
2000 e 5000.

Grupos
Parametros Controle PL 2000 PL 5000
Producéo de 1,86 £ 0,09 2,02+0,12 2,05+0,13
excretas (g/dia)
N° de pellets 9494+521  101,3+5,33 103,4 + 5,39
(n°/dia)
Producéo de 3,53+0,16 3,31 +0,27 3,30+ 0,30
urina (n°/dia)
Consumo de 8,33+ 0,27 8,86 + 0,27 8,11+0,19
agua (ml/dia)
Consumo de 4,26+ 0,23 4,70 £ 0,28 451 +0,23

racao (g/dia)

Dados apresentados como média referente aos 14 dias de avaliacéo * erro padréo (5 animais/grupo).
Sem diferenga estatistica em rela¢é@o ao controle. Controle: animais que receberam v.o (salina); PL

2000 e 5000: animais que receberam v.o (2000 e 5000 mg/kg de PL, respectivamente).

Os parametros hematolégicos foram quantificados em soros de
camundongos coletados ao final do experimento (Tabela 3). A contagem total e
a diferencial de leucécitos ndo demonstraram diferenca em relacdo ao controle,
exceto para 0s mondcitos, 0s quais se encontraram aumentados nos grupos
tratados. Em relacdo aos parametros bioquimicos, também ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos tratados com PL e os néo-tratados, com

todos os resultados dentro da normalidade.
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Tabela 3 - Parametros hematolégicos e bioquimicos de camundongos tratados

oralmente com PL 2000 e 5000

Grupos
Parametros Controle PL 2000 PL 5000
Hematoldgicos
Contagem Total de 1,80+0,15 2,82 +0,54 1,84 £ 0,10
Leucécitos (10%/uL)
Linfocitos (%) 76,40 £ 1,43 75,80 £ 2,27 78,00 + 2,96
Neutréfilos (%) 19,40 + 1,21 14,40 + 3,08 14,40 + 2,84
Mondcitos (%) 4,60 + 0,51 9,80+0,97  11,40+0,25
Eosinofilos (%) 0 0 0
Basofilos (%) 0 0 0
Biogquimicos
ALT (U/L) 62,93 + 3,49 60,17 £ 2,21 56,10 + 4,96
AST (U/L) 120,30 + 3,88 117,60 +6,41 111,70+5,05
Creatinina(mg/dL) 0,40 £ 0,04 0,50 £ 0,03 0,49 = 0,02
Ureia (mg/dL) 55,41 £5,28 68,95 + 3,45 53,71 £6,95

Peroxidacao lipidica
(nmol de MDA/g de

tecido)

195,80 + 28,63

118,90 + 14,37 110,10 + 20,99

Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste

Bonferroni comparado com controle). Controle: animais que receberam v.o (salina); PL 2000 e 5000:

animais que receberam v.o (2000 e 5000 mg/kg de PL, respectivamente).

O peso relativo dos 6rgaos vitais como figado, rim e baco também foram

medidos ao final do experimento (Tabela 4). N&do houve diferencas significativas

entre os pesos dos 6rgaos de grupos tratados com PL em relacdo ao controle, assim

como também ndo houve diferencas em relacdo ao controle nos aspectos

macroscopicos dos 6rgaos avaliados.
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Tabela 4 - Peso relativo dos érgaos de camundongos tratados com PL 2000 e 5000

Grupos
Peso Relativo Controle PL 2000 PL 5000
Figado 4,71+0.21 4,38 +0,11 4,15+0,15
Rim direito 0,67 + 0,03 0,66 + 0,03 0,64 + 0,01
Baco 0,24 + 0,02 0,24 +0,01 0,22 +0,01
Peso Corporal 28,00+ 1,049 24,97+ 0,55 24,80 + 0,64

@

Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). Sem diferenca estatistica em

relacdo ao controle. Peso Relativo: (Peso do 6rgdo /peso corporal) x100. Controle: animais que
receberam v.o (salina); PL 2000 e 5000: animais que receberam v.o (2000 e 5000 mg/kg de PL,
respectivamente).

5.2.2 Toxicidade aguda intraperitoneal

A avaliacdo de toxicidade aguda por via intraperitoneal foi realizada
devido as inumeras atividades farmacoldgicas encontradas por esta via e a auséncia
de trabalhos prévias sobre toxicidade, por esta via. Os testes de toxicidade aguda
foram iniciados com a dose de 300 mg/kg. Ao aplicar PL, nesta concentragao, para
cinco camundongos Swiss fémeas, todos morreram apés 30 minutos de aplicacao.
Ressalta-se ainda o fato que logo apds a aplicacdo da amostra os animais ficaram
bastante debilitados, letargicos, apresentando diminuicdo de atividade geral,
andando com dificuldade e arrastando as patas traseiras (trem posterior), sem
respostas a estimulos como toque e aperto de cauda, sem reflexo de
endireitamento, com piloerecédo, hipotermia e presenca de contor¢cfes intensas. Com
30 minutos decorridos da aplicacdo da amostra, 0s animais apresentaram tremores,
convulsdes e contorgcdes até chegarem ao Obito. Analises macroscopicas dos 0rgaos
vitais foram realizadas observando-se vermelhiddo intensa na regiao do peritdnio,
hemorragias e lesdes teciduais com focos de necrose.

A proxima dose em sequéncia foi 150 mg/kg. PL foi administrada em 5
animais. Todos 0s animais morreram entre 1 e 2 horas apés aplicacdo da amostra
apresentando sinais clinicos semelhantes aos observados para a dose de 300
mg/kg. Com 1 hora de aplicacdo da amostra, 2 animais ja haviam morrido, com 1,5

hora mais 2 animais morreram e ao final das 2 horas o ultimo animal morreu. Apos
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necropsia, aa analise macroscopica demonstrou mesmas caracteristicas observadas
para os animais que receberam 300 mg/kg, porém com menor intensidade.

Dando continuidade ao processo de avaliacdo toxicoldgica, uma dose de
75 mg/kg foi aplicada em 5 animais, dos quais 1 morreu com 8 horas. Na primeira
hora apés a aplicacdo da amostra, o referido animal ja apresentou baixa atividade
geral e na segunda hora, respiracao ofegante que se intensificou na quarta hora. O
mesmo apresentou também piloerecdo, hipotermia e auséncia a estimulos como
toque e aperto de cauda, chegando a Obito com 8 horas apés a administracédo
intraperitoneal. Os demais animais do grupo sobreviveram durante os 14 dias de
observacbes e apresentaram sintomas téxicos que afetaram alguns parametros do
sistema nervoso autbnomo, psicomotor, sensorial e atividade geral até o 4° dia, mas
especificamente, nas primeiras horas apos aplicacdo (Tabela 5).

Diante do numero de mortalidade mensurada no ensaio de toxicidade
para a faixa de dose de 300 a 75, podemos concluir que a DL50 da substancia deve
estar dentro desta faixa, classificando a substancia PL na categoria 3 para via
intraperitoneal, a qual determina que a DL50 se enquadra numa faixa de 50-
300mg/kg.
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Tabela 5 - Efeito de PL 75, 150 e 300 (i.p) sobre os parametros comportamentais de

camundongos durante a avaliagdo de toxicidade aguda.

Sintomas de Toxicidade Animais
Grupos (M/T)
Sistema Sistema Psicomotor Atividade
(mg/kg) :
Nervoso Nervoso Geral/ Sistema
Central Autdonomo Sensorial
Controle Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 0/5
PL 75 Nenhum Piloerecéo, Contorcao, 30 Atividade geral,1, 2, 1/5
1°dia; i min.; : 4, 8h e 1°dia; :
Hipotermia, 30 Forca de Frémito vocal, 4 e 8
min. e 8h: *  agarrar,8hand h: *
Respiragdo, ~ 1°dia. Irritabilidade, 1 h;
8h, 17, 20’*30 € Aperto de cauda, 4
4°dia; e 8h: *
N® de peIIe*ts, Resposta ao toque,
1° e 2°dia. sesh’
PL 150 Tremores, Hipotermia, 30  Contorcdes, 30 Atividade geral,30 5/5
1h; min.;* min.;* min.;*
Piloerecdo, 30  Trem posterior, Aperto de cauda,
min.* 1 h;* 1h; .
Reflexo de Resposta ao toque,
endireitamento, 1 p."
1h.
PL 300 Tremores, Hipotermia, 30  Contorcdes, 30 Atividade geral, 30 5/5
30 min.;* min.;* min.;* min.;*
Convulsdes, Piloerecdo, 30  Trem posterior, Aperto de cauda, 30
30 min.* min.* 30 min.;* min.; ’
Reflexo de Resposta ao toque,

endireitamento,

30 min.

30 min.”

Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA - Teste

Bonferroni comparado com controle). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 75,150 e 300:
animais que receberam ip (75, 150 e 300 mg/kg de PL, respectivamente). Sistema Nervoso Central:
tremores, convulsdes, cauda ereta, hipnose e anestesia; Sistema Nervoso Autbnomo: ptose,
lacrimacéo, micc¢bes, defecacéo, piloerecao, hipotermia, respiragéo e cianose; Psicomotor: contorcéo,
trem posterior, reflexo de endireitamento, ténus corporal, forca de agarrar e ataxia; Atividade Geral/

Sistema Sensorial: atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, reflexo auricular, reflexo corneal,
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aperto de cauda, resposta ao toque. Nenhum: nenhum sintoma de toxicidade com diferenca
estatistica em relacdo ao controle. M: morte, e T: total de animais tratados.

Os animais do grupo 75 perderam peso (Figura 16) até o 4° dia e
diminuiram seu consumo de racédo, producdo de fezes até o 3° dia de avaliacéo
(Tabela 6). O consumo de agua s6 foi menor em relacdo ao controle no 2° dia de
avaliacdo, tanto que a média geral de consumo foi superior a do controle. Apos
estes primeiros dias, todos foram se recuperando e apresentando comportamento
fisiolégico semelhante ao controle. Entretanto, ndo foram observadas alteractes
significativas em comparacdo com o controle, em relacdo aos dados hematol6gicos

e bioquimicos (Tabela 7).

Figura 16 - Peso corpéreo de camundongos tratados (i.p) com PL 75 durante a

avaliacao de toxicidade aguda

—&— Controle
324
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[
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Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 75: animais que receberam ip (75 mg/kg

de PL). Diferenca em relac&o grupo controle () e ao grupo PL 75 (*) em relacdo ao primeiro dia.
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Tabela 6 - Parametros fisioldgicos de camundongos tratados com PL 75 (i.p)

Parametros

Producéo de excretas (g/dia)
N° de pellets (n°/dia)
Producéo de urina (n°/dia)

Consumo de agua (ml/dia)

Consumo de racao (g/dia)

Grupos
Controle PL 75
2,15+ 0,31 1,95+ 0,89
98,20 + 8,92 90,59 + 26,94
2.45 + 0,46 2,73 +0,58
6,54 + 0,54 6,64 +1,67
4,30 + 0,65 3,91+1,66

Dados apresentados como média + erro padrao (5 animais/ grupo). (*p < 0.05, T TEST-Mann Whitney

comparado com controle). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 75: animais que

receberam ip (75 mg/kg de PL). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 75: animais que

receberam ip (75 mg/kg de PL, respectivamente). Diferengas observadas até o 3° dia de avaliagéo.
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Tabela 7 - Parametros hematolégicos e bioquimicos de camundongos tratados com
PL 75 (i.p)

Grupos
Parametros Controle PL 75
Hematoldgicos
Contagem Total de 289+1,16 260+1,21
Leucécitos (10°/uL)
Linfécitos (%) 86,00 + 3,08 82,00 £ 6,36
Neutrofilos (%) 9,00 £ 2,00 12,75 + 5,09
Mondcitos (%) 3,60+1,54 4,75+ 1,60
Eosinofilos (%) 0,40 £ 0,25 0
Basofilos (%) 1,00+£0,32 0,50 £ 0,29
Bioquimicos
ALT (U/L) 71,05 + 12,01 84,95 + 20,28
AST (U/L) 78,67 £ 22,98 95,84 + 18,52
Creatinina (mg/dL) 0,31+ 0,07 0,38 £ 0,06
Urea (mg/dL) 70,78 £ 10,59 72,81 £ 15,07
Peroxidacéo lipidica 38,55+ 5,52 51,71+ 5,89

(nmol de MDA/g de

tecido)

Dados apresentados como média + erro padrao (5 animais/ grupo). (*p < 0.05, T TEST-Mann Whitney
comparado com controle). Sem diferenca estatistica. Controle: animais que receberam ip (salina); PL

75: animais que receberam ip (75 mg/kg de PL).

O efeito relacionado ao peso dos 6rgédos também foi avaliado (Tabela 8).
N&o houve mudancas significativas no peso relativo do figado, rim e baco, nem
alteracdes macroscopicas em suas estruturas.

A microestrutura dos 6rgédos também foi avaliada através de analises
histologicas tanto para a dose de 75 como para a dose de 150 mg/kg. Nao houve
presenca de alteracdes morfolégicas, lesdes e/ou qualquer citotoxicidade no figado,
rim e baco dos animais tratados com PL na dose de 75 mg/kg, sendo mantidas a

organizacao e a arquitetura dos referidos 6rgéao ao final dos 14 dias de avaliacao.
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Entretanto, para a dose de 150 mg/kg foi observada intensa congestéo
vascular com hemossiderose, hemorragias intersticiais e presenca isolada de células
necroticas no figado e nos rins, com maior intensidade para o figado (Figuras 17, 18
e 19). O baco nao foi afetado. De forma geral, a arquitetura e organizacdo dos

orgaos foram mantidas.

Tabela 8 - Peso relativo dos 6rgdos de camundongos tratados com PL 75 (i.p)

Grupos
Peso Relativo Controle PL 75
Figado 4,82 +0,51 4,83 +£0,25
Rim direito 0,73+0,10 0,71 +0,04
Baco 0,27 + 0,05 0,28 +£ 0,05
Peso Corporal (g) 24,38 + 0,77 23,42 £1,93

Dados apresentados como média + erro padréo (5 animais/grupo). Sem diferenga
estatistica em relacdo ao controle. Controle: animais que receberam ip (salina); PL
75: animais que receberam ip (75 mg/kg de PL). Peso Relativo: (Peso do érgéo /peso

corporal) x100.
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Figura 17 - Microestrutura do figado de camundongos tratados com PL (75 e 150
mag/kg, i.p)

(H&E 100 x e 200 x) Controle: animais que receberam ip (salina); PL 75 e 150: animais que
receberam ip (75 e 150 mg/kg de PL, respectivamente). a. controle e b. PL 75: sem alteragtes
estruturais; c. PL 150: congestdes vasculares com hemossiderose (c.1, setas pretas); hemorragias

intersticiais (c.2, setas vermelhas).
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Figura 18 - Microestrutura do rim direito de camundongos tratados com PL (75 e 150
mag/kg, i.p)

(H&E 100 x e 200 x) Controle: animais que receberam ip (salina); PL 75 e 150: animais que
receberam ip (75 e 150 mg/kg de PL, respectivamente). a. controle e b. PL 75: sem alteragcBes
estruturais; c. PL 150: congestfes vasculares com hemossiderose (c.1, seta preta); hemorragias

intersticiais (c.2, seta vermelha).



75

Figura 19 - Microestrutura do baco de camundongos tratados com PL (75 e 150
mg/kg, i.p)

(H&E 100 x). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 75 e 150: animais que
receberam ip (75 e 150 mg/kg de PL, respectivamente). a. controle, b. PL 75 e c. PL150: sem

alteracdes estruturais.
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Diante dos resultados obtidos para avaliacdo de toxicidade aguda por via
intraperitoneal, fez-se necessario investigar, se os efeitos toxicos atribuidos as
doses administradas estariam relacionados com a atividade das proteases
cisteinicas. Para tanto, foram realizados mais dois experimentos independentes, nas
doses de 75, 35 e 15mg/kg, sendo a dose de 75 inibida com iodoacetamida e outro
experimento utilizando os picos cromatograficos Pl e PIl, na dose de 75 mg/kg, com
PIl inibido com iodoacetamida.

Em ambos experimentos, nenhum animal foi a 6bito e os sintomas toxicos
apresentados pelos referidos grupos foram mais brandos em relagdo as doses
administradas anteriormente.

Para a dose de 75 mg/kg de PL inibida com iodoacetamida, os animais
apresentaram apenas algumas contorcfes na 4° e 8° hora apos aplicacdo. Em
relacdo as duas doses menores (35 e 15mg/kg de PL), os animais foram afetados
guanto sua atividade geral nas primeiras horas e mostraram-se irritados na 2° e na
4° hora para a dose de 35 mg/kg (Tabela 9). Quanto os picos cromatograficos Pl e
Pl inibido com iodoacetamida, os animais apresentaram apenas piloerecao leve e
respiracdo um pouco ofegante nas primeiras horas apos aplicacdo da amostra (PI) e
respiragdo ofegante e um pouco de irritabilidade (Pll) nas primeiras horas. De
acordo com parametros comportamentais observados, podemos inferir que a

toxicidade pode estar relacionada com atividade das proteases.
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Tabela 9 - Efeito de PL (15-75 IAA/ Pl e PIl IAA, i.p) sobre parametros
comportamentais de camundongos durante a avaliagéo de toxicidade aguda.

Sintomas de Toxicidade Animais
Grupos Sistema Sistema Sistema Atividade Geral/ (MIT)
(mg/kg) Nervoso Nervoso Psicomotor Sistema de
Central  Autbnomo Sensorial
Controle Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 0/5
PL 15 Nenhum Nenhum None -Atividade Geral, 0/5
30min., 1,2,4,8
h'.
PL 35 Nenhum Nenhum Nenhum - Atividade Geral, 0/5
30 min., L e 2h";
-Irritabilidade, 2 e
ah',
PL 75 Nenhum Nenhum -Contorcéo, 4 Nenhum 0/5
IAA e 8h'.
Controle Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 0/5
PL-PI Nenhum -Piloerecéo, Nenhum Nenhum 0/5
75 30 min., 1,
2 e4h’
Respiragéo,
30min., 1 e
2h",
PL-PII Nenhum - Nenhum -Irritabilidade 0/5
75 IAA Respiracao, (1h)".
30min.,1l e
2h",

Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA - Teste
Bonferroni comparado com controle). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75; PL-
Pl e PL-PII: animais que receberam ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente e pico Pl e pico PII
na dose de 75 mg/kg, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. Sistema Nervoso Central:
tremores, convulsdes, cauda ereta, hipnose e anestesia; Sistema Nervoso Autbnomo: ptose,
lacrimacéo, micc¢bes, defecacéo, piloerecao, hipotermia, respiragéo e cianose; Psicomotor: contorcéo,

trem posterior, reflexo de endireitamento, ténus corporal, forca de agarrar e ataxia; Atividade Geral/
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Sistema Sensorial: atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, reflexo auricular, reflexo corneal,
aperto de cauda, resposta ao toque. Nenhum: nenhum sintoma de toxicidade com diferenca

estatistica em relacdo ao controle. M: morte, e T: total de animais tratados.

Em relacdo ao peso corpoéreo (Figura 20), os grupos PL 35 e 75 IAA
aumentaram peso como esperado para o desenvolvimento fisioldgico normal no
decorrer de 15 dias de avaliagdo. JA4 os animais da dose de 15 mg/kg néo
aumentaram o peso de forma significativa durante o periodo de avaliacéo, entretanto
ndo perderam peso. Com a avaliacdo de outros parametros fisiolégicos,
hematolégicos e bioguimicos pode-se concluir que o aumento nédo significativo de
peso para este grupo ndo deve estar relacionado a toxicidade da amostra.

Os grupos que receberam as sub-fracdes de PL apresentaram uma perda
de peso inicial, recuperando o peso por volta do décimo dia do experimento. Tanto a
sub-fracdo Pl como PIl com IAA afetaram o0 peso dos animais de forma negativa,
sugerindo que além das proteases outras substancias podem conferir certo grau de
toxicidade as amostras de latex de C. procera. Por outro lado, os animais do grupo
controle ndo aumentaram o peso durante os dias de avaliacdo, indicando que outros
fatores externos possivelmente podem ter influenciado negativamente o
desenvolvimento dos animais e ndo necessariamente 0s sintomas toxicos estejam

relacionados com amostra estudada.
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Figura 20 - Peso corpdreo de camundongos tratados com PL (i.p) (a. 15-75 IAA / b.
Pl e PIl IAA) durante a avaliagéo de toxicidade aguda
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Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni). Diferenca em relacdo grupo controle (*) e aos demais grupos PL/PL-PI e Pl (*) em

relacdo ao primeiro dia. Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75; PL-PI e PL-PII:
animais que receberam ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente e pico Pl e pico PIl na dose de

75 mg/kg, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida.

Em relacdo aos parametros fisiolégicos (Tabela 10), os grupos PL 35 e PL
75 1AA, apesar de apresentarem diferencas em relacdo ao controle como na
producdo de excretas, numero de pellets e consumo de racdo, estas diferencas
manifestaram-se de maneira discreta e esporadica. O grupo PL 35 produziu um
menor numero de pellets nos dias 1, 4, 6 e 12. Adicionalmente, o grupo PL 75 IAA
apresentou também uma diminuicdo do nimero de pellets nos dias 1, 12 e 13,
entretanto aumentou a producéo de excretas nos dias 3, 4 e 6 e 0 consumo de racao
no 3° dia. Mudancas nestes parametros de forma esporadica, ndo foram suficientes
para alterar de forma significativa o desenvolvimento dos animais nos referidos
grupos.

O mesmo perfil de alteracbes esporadicas foram registrados para o0s
grupos PL-PI 75 e PL-PII 75 IAA. O numero de producdo de pellets foi menor, em
relacdo ao controle, somente no 1° dia para PL-PI 75 e no 1°, 2° e 4° dia para o
grupo PL-PIl 75 IAA. Ja a producdo de excretas e o consumo de racdo foram
menores, em comparagao com controle, somente no 2° dia (grupo PL-PII 75 1AA),
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tanto que a média dos resultados dos 14 dias apresentou-se maior do que a do

controle.

Tabela 10 - Parametros fisioldgicos de camundongos tratados com PL (15-75 IAA/ PI

e Pl 1AA) por via intraperitoneal.

Parametros

Producéo de
excretas (g/dia)
N° de pellets
(n°/dia)
Producéo de
urina (n°/dia)
Consumo de
agua (ml/dia)
Consumo de

racéo (g/dia)

Producéo de
excretas (g/dia)
N° de pellets
(n°/dia)
Producéo de
urina (n°/dia)
Consumo de
agua (ml/dia)
Consumo de

racao (g/dia)

Grupos
Controle PL 15 PL 35 PL 75 IAA
2,75 + 0,34 2,94 + 0,57 3,20+ 0,68 3,63+0,84
101,60+ 10,41 99,87 +12,82 79,04 +13,13 86,27 +17,16
2,43 + 0,43 2,44 + 0,47 2,81+0,35 2,67 + 0,49
7,69 0,86 7,31+ 0,95 8,77 + 0,99 9,71 +1,42
4,77 + 0,86 4,99 1,12 5,17 + 1,10 5,63+ 1,27
Controle PL-PI 75 PL-PII 75 IAA
1,87 + 0,33 1,82 + 0,42 1,96 + 0,64
86,53 + 10,57 83,96 + 16,75 85,87 + 23,85
2,81 +0,29 2,94 + 0,29 3,10 + 0,27
7,70 £ 1,50 7,83 +1,70 7,63 1,80
4,40 + 0,80 451 +1,15 4,63+1,29

Dados apresentados como média = erro padrdo (5 animais/ grupo). (*p < 0.05, ANOVA — Teste

Bonferroni comparado com controle). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75; PL-

Pl e PL-PII: animais que receberam ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente e pico PI e pico PII

na dose de 75 mg/kg, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida.
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Para os parametros hematologicos e bioquimicos, ndo foi observada
diferenca significativa dos animais tratados com PL ou sub-fragbes em relagdo aos

animais do controle (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11 - Parametros hematoldgicos e bioquimicos de camundongos tratados com

PL (15-75 IAA) por via intraperitoneal.

Parametros Grupos

Controle PL 15 PL 35 PL 75 IAA
Hematolbgicos
Contagem Total 3,31+£0,91 2,16 £1,10 3,36 £1,23 294 0,81
de Leucdcitos
(10%/uL)
Linfocitos (%) 68,80 + 7,43 79,40+ 4,41 82,80 = 3,07 87,80+ 2,35
Neutrdfilos (%) 18,00 £ 7,35 13,00 £ 4,18 11,60 £ 3,14 8,40 £ 1,96
Monacitos (%) 6,20 + 1,53 320+1,71 2,40 £ 0,40 1,80+ 0,49
Eosinofilos (%) 2,20 £ 0,58 1,80+ 0,58 2,00 £0,71 0,40 + 0,40
Basdfilos (%) 4,80+ 0,73 2,60+0,75 1,20 £ 0,49 1,60+ 1,36
Bioquimicos
ALT (U/L) 98,53 + 34,66 89,68 +£ 19,77 95,26 + 15,34 121,90 + 26,38
AST (U/L) 130,10 + 36,06 107,80+ 14,66 107,90+ 28,54 129,60 = 22,87
Creatinina 2,01+1,32 2,55+ 0,77 3,30+ 0,78 3,08 + 1,49
(mg/dL)
Ureia (mg/dL) 78,86 + 19,78 62,67 +12,89 88,73 + 25,88 87,59 +11,84
Peroxidacao 105,40 * 39,69 94,25 + 42,26 89,23 £ 35,93 47,21 + 24,74

lipidica (nmol de
MDA/g de tecido)

Dados apresentados como média * erro padrdo (5 animais/ grupo). (*p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni comparado com controle). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75:
animais que receberam ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente), IAA: inibido com

iodoacetamida.
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Tabela 12 - Parametros hematoldgicos e bioquimicos de camundongos tratados com
PL (Pl e PII IAA) por via intraperitoneal.

Parametros Grupos
Controle PL-PI 75 PL-PIl 75 1AA

Hematoldgicos

Contagem Total de

Leucoécitos 4,39 + 0,80 5,04 £ 2,55 4,17 + 2,18
(10%/pL)

Linfocitos (%) 94,00 £ 0,45 92,60 + 1,47 92,40 + 1,40
Neutrofilos (%) 3,40+0,51 4,00+1,05 5,20 £ 0,97
Mondcitos (%) 1,40 £ 0,25 1,60 £ 0,75 1,20 + 0,20
Eosindfilos (%) 0,40 + 0,25 1,00 + 0,55 0,40 + 0,25
Basofilos (%) 0,80 %+ 0,20 0,80 +£ 0,49 0,80 £ 0,20
Bioquimicos

ALT (U/L) 49,89 + 26,57 39,06 + 17,49 51,27 + 4,16
AST (U/L) 53,72 £ 12,47 67,05+ 10,78 88,57+ 42,01
Creatinina (mg/dL) 0,57 +0,30 0,62 +0,18 0,63+0,11
Ureia (mg/dL) 72,25 + 14,27 68,06 + 34,08 70,74 + 6,89
Peroxidacao 91,22 + 19,24 98,06 + 19,78 103,40 + 45,22

lipidica (nmol de
MDA/g de tecido)

Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/ grupo). (*p < 0.05, ANOVA - Teste
Bonferroni comparado com controle). Controle: animais que receberam ip (salina); PL-PIl e PL-PII:
animais que receberam ip pico Pl e pico Pll na dose de 75 mg/kg, respectivamente), IAA: inibido com

iodoacetamida.

Na avaliacdo macroscopica dos oOrgaos vitais, peso relativo (Tabela 13) e
avaliacdo microscopica (Figuras 21-30) foi possivel observar que, de uma maneira
geral, os diferentes tratamentos apresentaram baixa toxicidade. Todos os 6rgaos
apresentaram aspectos macroscopicos semelhantes aos controles. N&o foi
observada nenhuma mudanca no peso dos 0rgaos, exceto o peso do figado do
grupo PL 15, que apesar de ser uma diminuicéo significativa, ndo foi acompanhado
de outras mudancas significativas, uma vez que PL, nesta concentracdo, nao afetou

outros parametros hematologicos e bioquimicos.
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Nas andlises histologicas, foi possivel observar uma leve toxicidade no
figado e nos rins de animais do grupo PL 35, apresentando discretos focos de
congestdes vasculares no figado, retracdo da capsula de Bowman e necroses
tubulares nos rins de forma isolada. Para o grupo PL 75 IAA, os animais
apresentaram também retracdo da cdpsula de Bowman e alteracdo da estrutura dos
glomérulos com processo de necrose, igualmente de forma discreta e isolada. Por
altimo, foram observadas alteracdes reversiveis nos figados dos animais do grupo
PL-P1 75, como leve a moderado focos de degeneracédo hidropica centro lobular. De
uma forma geral, a arquitetura e organizacdo de ambos, rins e figado, foram
mantidas para todos os tratamentos avaliados e os demais 6rgdos como baco,

pulm&o e coracdo se mantiveram semelhante ao controle..

Tabela 13 - Peso relativo dos 6rgados de camundongos tratados com PL (15-75 IAA/

Pl e PIl IAA) por via intraperitoneal

Grupos Peso Relativo

(mg/kg) Figado Rim direto Bago Coragéo Pulmao Peso
corporeo (g9)

Controle 4,85+0,39 0,68+0,03 0,23+0,02 050+0,04 055%0,06 2543+1,10

PL15 412+044 065+004 021+0,06 050+0,06 047+0,02 26,37+0,97

PL 35 431+0,15 063+006 0,27+0,06 047+002 050005 2753+1,31

PL 75 4,19+034 063+005 0,23+0,04 047+0,03 053+0,09 2847+1,17

I1AA

Controle 5,14+035 0,64+0,08 0,32+0,05 0,59+0,09 0,59+0,07 27,03+0,27

PL -PI 491+0.38 062+008 044+0,10 0,50+0,08 0,59+0,04 28,03+0,96

75

PL- PlI 521+046 0,71+0,07 0,39£0,09 0,49+0,05 0,57+0.04 29,33+1.20

75 1AA

Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/ grupo). (*p < 0.05, ANOVA - Teste
Bonferroni comparado com controle). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75; PL-
Pl e PL-PII: animais que receberam ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente e pico PI e pico PII

na dose de 75 mg/kg, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida.
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Figura 21 - Microestrutura do figado de camundongos tratados com PL (15 -75 IAA

(i.p)

(H&E 100 x e 200 x). Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75: animais que
receberam ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. a.
controle; b. PL 15: sem alteragdes estruturais; c. PL 35: discretos focos de congestbes vasculares

(seta preta); d. PL 75 IAA: sem alteracdes estruturais.
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Figura 22 - Microestrutura dos rins de camundongos tratados com PL (15 -75 1AA)

(i.p)

Foto representa o todo e detalhes (H&E 100 x e 200 x). Controle: animais que receberam ip (salina);
PL 15, 35, 75: animais que receberam ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente), IAA: inibido
com iodoacetamida. a. controle e b. PL15: sem alteracdes; c. PL35: retracdo de capsula de Bowman
(c.1, seta preta), leve necrose tubular (c.2, seta vermelha); d. PL 75 IAA: retracdo de capsula de
Bowman (d.1, seta preta) e altera¢des na estrutura dos glomérulos, processo de necrose (d.2, seta
vermelha).
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Figura 23 - Microestrutura do baco de camundongos tratados com PL (15 -75 IAA

(i.p)

(H&E 100 x) Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75: animais que receberam
ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. a. controle e b.
PL 15, c. PL 35, d. PL 75 IAA: sem alterac¢des estruturais



87

Figura 24 - Microestrutura do coracdo de camundongos tratados com PL (15 -75
IAA (i.p)

(H&E 100 x) Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75: animais que receberam
ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. a. controle e b.
PL 15, c. PL 35, d. PL 75 IAA: sem alteracdes estruturais
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Figura 25 - Microestrutura dos pulmdes de camundongos tratados com PL (15 -75
IAA (i.p)

(H&E 100 x) Controle: animais que receberam ip (salina); PL 15, 35, 75: animais que receberam
ip (15, 35 e 75 mg/kg de PL, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. a. controle e b.
PL 15, c. PL 35, d. PL 75 IAA: sem alteracdes estruturais.
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Figura 26 - Microestrutura do figado de camundongos tratados com PL —PI/PIlI IAA

(i.p)

Foto representa o todo e detalhes (H&E 100 x e 200 x). Controle: animais que receberam ip (salina);
PL-PI e PL-PII: animais que receberam ip (pico Pl e pico Pll na dose de 75 mg/kg, respectivamente),
IAA: inibido com iodoacetamida. a. controle: sem alterag@es; b. PL-PI 75: focos de degeneracao

hidrépica (b.1/b.2, setas pretas); c. PL-PIl 75 IAA: sem alteracdes.
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Figura 27 - Microestrutura dos rins de camundongos tratados com PL-PI/PII I1AA (i.p)

(H&E 100 x) Controle: animais que receberam ip (salina); PL-PI e PL-PIl: animais que receberam ip
(pico PI e pico PIl na dose de 75 mg/kg, respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. a.
controle, b. PL-PI 75 e c. PL-PII 75 IAA: sem alteragfes estruturais.
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Figura 28 - Microestrutura do baco de camundongos tratados com PL-PI/PIl IAA

(i.p).

(H&E 100 x) PL-PI e PL-PII: animais que receberam ip (pico Pl e pico Pll na dose de 75 mg/kg,
respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. a. controle, b. PL-PI 75 e c. PL-PIl 75 IAA: sem

alteracdes estruturais.
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Figura 29 - Microestrutura do coragdo de camundongos tratados com PL-PI/PII IAA

(i.p)

(H&E 100 x) PL-PI e PL-PII: animais que receberam ip (pico Pl e pico Pll na dose de 75 mg/kg,
respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. a. controle, b. PL-PI 75 e c. PL-PIl 75 IAA: sem

alteracdes estruturais.
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Figura 30 - Microestrutura dos pulmdes de camundongos tratados com PL-PI/PII
IAA (i.p)

(H&E 100 x) PL-PI e PL-PII: animais que receberam ip (pico PI e pico Pll na dose de 75 mg/kg,
respectivamente), IAA: inibido com iodoacetamida. a. controle, b. PL-PI 75 e c. PL-PIl 75 IAA: sem

alteracdes estruturais.



94

5.3 Etapa lll: Inducdo de tolerancia oral em camundongos através de
administracao de proteinas do latex de Calotropis procera

5.3.1 Perfil hematoldgico e Teor de Imunoglobulinas

Os animais submetidos ao protocolo de tolerancia oral foram sangrados
nos dias 0, 14, 28, 42 e 49 (Figura 12). A contagem total e diferencial dos leucocitos
foi determinada no dia zero e no dia 49 (Tabela 14). Ja as imunoglobinas (IgG, IgA e
IgE) foram determinadas nos diferentes dias de sangria por ELISA, enquanto 1gG; foi
determinada no dia 49 por PCA (Figuras 31-34).

As contagens total e diferencial de leucocitos no dia zero se mantiveram
constantes para os diferentes grupos. No dia 49, algumas diferencas foram
observadas nos numeros de leucdcitos e linfécitos, entretanto estas diferencas
podem n&o estar relacionadas ao tratamento, visto que apesar de significativas, néo
foram expressivas quando se trata dos grupos OVA e PL 2,5. Em relacdo ao
controle PL, apesar de ter diminuido em relacdo ao controle OVA, nao diferiu
significativamente em relacdo aos demais grupos tratados com PL. Os nimeros de
eosindfilos e basofilos, células associadas a processos alérgicos, mantiveram-se

inalterados, sem diferenca entre 0s grupos.
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Tabela 14 - Parametros Hematolégicos de camundongos submetidos ao protocolo

de tolerancia oral.

Parametros Grupos - Dia Zero

Ct OVA OVA CtPL PL 25 PL5 PL 10
Leucdcitos 426+0,39 573+0,30 452+0,36 4,77 £ 0,35 5,01+ 0,32 5,16 + 0,36
(10%/p1)
Linfécitos (%) | 87.80+2,78 84,20+0,86 86,80+0,80 8560+1,03 8960+051  84,20%1,07
Neutrofilos (%) | 10,00+2,05 11,80+0,49 12,00+0,63 10,60+0,93  960+0,40 11,60 0,40
Mondcitos (%) | 1,00+055  0,40+025 0,80 +0,20 0,40 £ 0,25 0,80 £ 0,20 1,20 + 0,20
Eosinofilos (%) 0 0,40 + 0,25 0 0 0,20 + 0,20 0,20 + 0,20
Basofilos (%) 1,20+0,37 1,20+020  0,60+0,25 0,60 + 0,40 0 0,60 + 0,25
Parametros Grupos - Dia 49

Ct OVA OVA Ct PL PL 2.5 PL5 PL 10
Leucdcitos 966+1,41 665+021 516+0,14 6,60 + 0,31 7,45 + 0,59 7,10 + 0,56
(10%/n1)
Linfécitos (%) | 84,00+0,71 81,40+060 8320+0,20 81,00+0,32" 8200+032 81,800,337
Neutrofilos (%) | 14,00+0,71  14,80+058 14,80+0,20 1580%0,49  1500%055 15,00 0,55
Mondcitos (%) 1,00+ 0,0 1,00 + 0,0 1,00+ 0,0 1,00+ 0,0 1,00+ 0,0 1,00+ 0,0
Eosinophils 0 0 0 0 0 0
(%)
Basofilos (%) 1,00+ 0,0 0,80 + 0,20 1,00+ 0,0 0,80 £ 0,20 0,40 £ 0,25 0,80 0,20

Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/ grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste

Bonferroni comparado com Ct OVA (*) e Ct PL (#)). Ct. OVA e Ct. PL: animais que nao foram

sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente; OVA, PL 2,5,

PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.0 com OVA ou PL nas doses de 2,5-10mg/kg e

foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.

Em relacédo aos niveis de imunoglobulinas, IgG (Figura 31) referente aos

dias de sangrias 0, 14 e 28 foi pouco expressiva devido os animais, até o0 momento,

s6 terem sido submetidos a administracdo de PL por via oral. Entretanto, no dia 42

os niveis de IgG aumentaram significativamente, pois 0s animais ja tinham sido

imunizados por via intraperitoneal. Os grupos controles (OVA e PL) apresentaram

discreto aumento na producdo de IgG (dia 42), pois os animais destes grupos so

receberam salina por via oral. Por fim, no dia 49, apds desafio por via intraperitoneal,
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observou-se um aumento expressivo nos niveis de IgG para 0s grupos controles
(OVA e PL) e para o grupo OVA. Entretanto, os grupos tratados com PL (2,5; 5 e 10)
mantiveram os niveis de IgG praticamente inalterados, tendo os grupos PL 5 e PL 10
ainda menor producéo de IgG (PL 5- 1,29 abs (42 d); 1,14 abs (49d) e PL 10- 0,89
abs (42d); 0,74 abs (49d)). O grupo PL 10 apresentou uma reducéo de 17% na
producgéo de IgG no dia 49 em comparagao ao dia 42, com valores semelhantes ao
controle PL. Esta diminuicdo na producao de IgG dos grupos tratados com PL por

via oral indica uma possivel tolerancia imunolégica.
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Figura 31 - Nivel de imunoglobulina IgG de camundongos submetidos ao protocolo

de tolerancia oral
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Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/ grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni comparado com Ct OVA (*) e Ct PL (#).Ct. OVA e Ct. PL: animais que néo foram
sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente; OVA, PL 2,5,
PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.o com OVA ou PL nas doses de 2,5-10mg/kg e

foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.

Para os niveis de IgA (Figura 32), podemos observar que 0s grupos
controle OVA e OVA praticamente ndo produziram IgA. Os demais grupos, de
maneira geral, apresentaram producdo constante de IgA ao longo dos diferentes

dias de tratamento. Um discreto aumento nos niveis de IgA foi observado nos dias
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14 e 42, como esperado, visto que, o aumento de IgA no dia 14 esta relacionado a
producdo de anticorpos devido a administracao oral por 10 dias consecutivos de PL
e 0 aumento no dia 42 esta relacionado a imunizacgao intraperitoneal de PL no dia
28. A producdo constante de IgA dos grupos tratados com PL por via oral, com
valores comparaveis aos do controle, mostra uma tendéncia a tolerancia oral ja que
a producdo de IgA estd envolvida na homeostasia imunolégica (PABST; MOWAT,
2012).
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Figura 32 - Nivel de imunoglobulina IgA de camundongos submetidos ao protocolo

de tolerancia oral.
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Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/ grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste

Bonferroni comparado com Ct OVA (*) e Ct PL (*).Ct. OVA e Ct. PL: animais que n&o foram

sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente; OVA, PL 2,5,

PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.0 com OVA ou PL nas doses de 2,5-10mg/kg e

foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.

O aumento na producao de IgE e IgG; é caracteristico de manifestacdes

alergénicas, consequentemente a diminuicdo de ambas pode representar que houve

inducéo da tolerancia oral.
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No dia 28, a producdo de IgE foi praticamente constante para todos o0s
grupos, exceto para o grupo controle OVA (Figura 33). Entretanto, no dia 49 os
grupos controles aumentaram a producdo de IgE de forma expressiva enquanto a
producdo dos grupos que receberam PL ou OVA por via oral foi atenuada. O grupo
controle PL aumentou a producédo de IgE em 180% no dia 49 em relacdo ao dia 28,
ja os grupos PL (2,5; 5, 10) aumentaram a producdo em 112; 41,66 e 46,15%,
respectivamente.

A menor producdo de IgE nos grupos que receberam PL por via oral é
indicativo de tolerancia oral. J& em relacdo a producéo dos titulos de 1gG1 (Figura
34), a diminuicao da sua producdo em relacdo ao controle néo foi observada.

Figura 33 - Nivel de imunoglobulina IgE em camundongos tratados com OVA ou PL.

Dia 28
0.41
3
c
3 0.34
<
©
"
e}
<
u *
2 * — *
©
E o

-I- T T
OVA CtPL PL25 PL5 PL10

Dia 49

IgE Total (Abs 450nm)
o
)
1

CtOVA OVA CtPL PL25

Dados apresentados como média + erro padrao (5 animais/ grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni comparado com Ct OVA (*) e Ct PL (#).Ct. OVA e Ct. PL: animais que ndo foram
sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente; OVA, PL 2,5,
PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.o com OVA ou PL nas doses de 2,5-10mg/kg e

foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.
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Figura 34 - Titulos de imunoglobulina 1gG; de camundongos submetidos ao

protocolo de tolerancia oral.
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Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/ grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni comparado com Ct OVA (*) e Ct PL (*).Ct. OVA e Ct. PL: animais que n&o foram
sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente; OVA, PL 2,5,
PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.0 com OVA ou PL nas doses de 2,5-10mg/kg e

foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.
5.3.2 Parametros relacionados a manifestacdes alergénica

Ao longo do experimento de tolerancia oral, os pesos corporeos dos
animais foram mensurados, assim como sinais clinicos de anafilaxia e temperaturas
corpéreas antes e depois da imunizacédo (dia 28) e desafio (dia 42).

Os pesos corpéreos dos animais dos diferentes grupos, de uma maneira
geral, se mantiveram constantes, aumentando de forma significativa a partir do dia
28 e apresentando um leve declinio no dltimo dia (Figura 35). Esta perda de peso é
esperada devido a sangria realizada no dia anterior (dia 49). O ganho de peso dos
animais ao decorrer dos 50 dias de experimento ocorreu de forma inversamente
proporcional a dose. Este ganho, entre o intervalo do dia zero ao dia 49, foi de
2,759; 1,63 g e 0,889 para os grupos PL 2,5; PL 5 e PL 10, respectivamente.
Enquanto os demais grupos ganharam aproximadamente 3g de peso. A perda de
peso € um dos sintomas relacionado a manifestacdes alergénicas. Neste
experimento, 0os animais ndo perderam peso, entretanto a diminuicdo no ganho de

peso pode indicar certo grau de toxicidade para PL em concentragcdes maiores.
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Figura 35 - Pesos corpéreos de camundongos durante o experimento de tolerancia

oral.
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Dados apresentados como média = erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni). Diferengca em relagéo controle OVA (*), controle PL (**) e aos demais grupos OVA e PL
(2,5-10) (#) em relacé@o ao primeiro dia. Ct. OVA e Ct. PL: animais que ndo foram sensibilizados v.o e
foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente; OVA, PL 2,5, PL 5 e PL 10:
animais que foram sensibilizados v.0 com OVA ou PL nas doses de 2,5-10mg/kg e foram imunizados

e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.

Sinais de anafilaxia foram avaliados logo ap6s imunizacdo e desafio
(Figura 36). Cocgar e esfregar em torno do focinho e da cabega (escore 1) foram os
mais observados para a maioria dos animais em todas as doses. Dos 5 animais que
receberam PL na dose de 10 mg/kg, apenas 1 apresentou 0s sinais clinicos
referentes ao escore 1 apds imunizacdo, e 2 animais de 5 apresentaram estes
mesmos sinais apos desafio.

Diminuicdo de temperatura corpOrea € considerada também como sinal
de anafilaxia. Todos os animais mantiveram sua temperatura constante apoés
imunizacao e desafio (Figura 37).

De acordo com a avaliagdo destes parametros, PL na dose de 10 ug por
via intraperitoneal ndo foi capaz de induzir anafilaxia e o grupo PL 10 que recebeu
previamente PL por via oral na dose de 10 mg/kg parece ter amenizado os sinais de

anafilaxia.
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Figura 36 - Sinais de anafilaxia ap6s imunizacdo (dia 28) e desafio (dia 42) de

animais durante o experimento de tolerancia oral.
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Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni). Diferenca em relagéo controle OVA (*) e controle PL (#). Ct. OVA e Ct. PL: animais que
nao foram sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente;
OVA, PL 2,5, PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.o com OVA ou PL nas doses de

2,5-10mg/kg e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.
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Figura 37 - Temperatura corpérea antes e depois da imunizagdo (dia 28) e desafio

(dia 42) de animais durante o experimento de tolerancia oral.
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foram sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente;

nao

OVA, PL 2,5, PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.o com OVA ou PL nas doses de

2,5-10mg/kg e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.

5.3.3 Reacéo de hipersensibilidade tardia (DTH)

A reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia estd relacionada com a

resposta imune mediada por células, a qual se encontra atenuada em estado de

tolerancia oral.

Ao final do protocolo de tolerancia oral, os animais foram desafiados por

via subcutanea com PL na pata direita e a espessura da mesma foi medida antes e
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24 horas ap6s o desafio (Figura 38). O grupo controle PL teve aumento significativo
de 11% na espessura da pata, enquanto os grupos PL 2,5 e 5 aumentaram
respectivamente 4,7 e 9,8%, mas essa diferenca néo foi significativa. Ja o grupo PL

10 teve um aumento significativo de espessura de 16%.

Figura 38 - Reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia avaliada em animais
submetidos ao protocolo de tolerancia oral.
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Dados apresentados como média *+ erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni). Diferenca em relagdo a 24 horas apoés o desafio (*).Ct. OVA e Ct. PL: animais que néo
foram sensibilizados v.0 e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente;
OVA, PL 2,5, PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.o com OVA ou PL nas doses de

2,5-10mg/kg e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.

5.3.4 Perfil de citocinas

Ao final do experimento, os animais foram necropsiados e 0s bacos
foram retirados para avaliacéo dos teores de citocinas como IL4, IFN-y e IL10.

No estado de tolerancia oral, os niveis destas citocinas estdo mais
baixos. Foi possivel observar que para as citocinas IL4 e IFN-y (Figura 39), os
grupos que foram tratados oralmente com PL ou OVA apresentaram menores
concentracbes de ambas citocinas em relacdo aos seus controles, 0os quais sO
receberam salina por via oral.

Intensa reducdo de ambas citocinas foi observada para 0s grupos

tratados oralmente com PL nas diferentes doses. Para IL4, observou-se uma
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reducdo de 90, 100 e 99% nos grupos PL 2,5; PL 5 e PL 10, respectivamente em
relagdo ao controle PL. Para IFN-y a reducdo também foi intensa, com 84, 97 e
99% de reducado nos grupos PL 2,5; PL 5 e PL 10, respectivamente. Entretanto,
para a citocina IL10 o mesmo perfil ndo se repetiu. Os valores obtidos para os
grupos tratados oralmente com PL ou OVA né&o reduziram de forma significativa.

A reducéo dos niveis de IL4 e IFN-y nos grupos tratados oralmente com

PL indica uma possivel tolerancia oral.
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Figura 39 - Niveis de citocinas em homogenatos de bacos de animais durante o

experimento de tolerancia oral
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Dados apresentados como média + erro padrdao (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni). Diferenca em relagédo controle OVA (*) e controle PL (#). Ct. OVA e Ct. PL: animais que
ndo foram sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente;
OVA, PL 2,5, PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.0o com OVA ou PL nas doses de

2,5-10mg/kg e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.
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5.3.5 Pesos dos 6rgéos linfoides e histologia do intestino

Ao final do experimento, 6rgdos como baco, timo e intestino foram
retirados. Orgéos linfoides, como baco e timo, foram pesados e o intestino delgado
foi fracionado em trés partes, sendo a parte central (jejuno) fixada em formol e
encaminhada para andlises histologicas.

Apesar dos pesos do baco e do timo poderem ser afetados em
situacdes de desequilibrio ou resposta imunologica, 0os pesos destes 6rgdos néo
foram afetados pelo experimento de tolerancia oral realizado (Figura 40).

Nas manifestacOes alergénicas, o intestino delgado sofre um processo
inflamatoério com aumento de células muciperas, producdo de muco, presenca de
edemas, infiltrados celulares e aumento de recrutamento de eosindfilos. Os grupos
que receberam PL por via oral apresentaram um discreto aumento na producao de
células muciperas e producdo de muco com presenca de edema, de maneira dose

dependente (Figura 41).

Figura 40 - Pesos relativos dos 6rgédos linfoides, baco e timo de animais durante o

experimento de tolerancia oral.
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Dados apresentados como média + erro padrdo (5 animais/grupo). (p < 0.05, ANOVA — Teste
Bonferroni). Diferenca em relagédo controle OVA (*) e controle PL (#). Ct. OVA e Ct. PL: animais que
nao foram sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente;
OVA, PL 2,5, PL 5 e PL 10: animais que foram sensibilizados v.o com OVA ou PL nas doses de

2,5-10mg/kg e foram imunizados e desafiados ip com OVA e PL, respectivamente.



109

Figura 41 - Microestrutura do intestine delgado de animais tratados com PL 2,5; 5
e 10

Foto representa o todo e detalhes (H&E 100 x e 200 x). Controle: animais que ndo foram
sensibilizados v.o e foram imunizados e desafiados ip com PL; PL 2,5, PL 5 e PL 10: animais que
foram sensibilizados v.0 PL nas doses de 2,5-10mg/kg e foram imunizados e desafiados ip com PL,
respectivamente. a. controle: sem alteragbes; b. PL 2,5: presenca de células muciparas em
quantidades normais (b.1, setas pretas); c.PL 5: discreto aumento de células muciparas (c.1, setas
pretas); d. PL10: moderado aumento de células muciparas (d.1, setas pretas) e aumento na produgdo

de muco (d.2, setas vermelhas). obs.: setas pretas indicando observagdes.
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6 DISCUSSAO

Diversas propriedades farmacolégicas documentadas cientificamente
para a planta Calotropis procera validam suas aplicacbes na medicina tradicional.
Vérias partes de C. procera so utilizadas, principalmente na Asia e no Norte da
Africa, no combate de diferentes doencas, sendo o latex produzido pelos laticiferos
provavelmente a principal fonte dos compostos ativos.

Estudos sobre as propriedades toxicologicas de C. procera foram
relatados por El Badwi e colaboradores em 1998. Neste estudo, foi observada a
morte de cabras que receberam latex de C. procera por via oral ou por via
intravenosa. Efeitos toxicos no coracdo e nos testiculos de animais foram relatados
recentemente por Ahmed et al. (2016), quando extratos etandlicos de folhas e latex
de C. procera foram administrados por via oral. Estes efeitos também séo de
conhecimento popular, visto que ha relatos na literatura em que Calotropis procera
também é utilizada para praticas de suicidios pela populacdo da zona rural da
india (KOSARAJU et al., 2015).

De fato, a literatura dedicada aos aspectos toxicolégicos desta planta
vem sendo estabelecida (WAIKAR; SRIVASTAVA, 2015), apesar de ainda sofrer
certo grau de limitacdo nas investigacfes em relacdo ao latex e de suas fracoes
organicas. Ademais, a toxicologia das proteinas do latex ainda permanece néao
determinada.

Em estudos anteriores (FREITAS et al., 2007), realizados no laboratério
de plantas laticiferas, com o latex de C. procera, foi determinado que a fracdo de
borracha compreende mais de 90% da matéria-seca, e a fracdo de proteinas
solaveis € inferior a 3%. Teores de outros compostos, tais como metabdlitos
secundarios, ainda precisam ser estimados. Muitas propriedades quimicas e
atividades farmacologicas tém sido descritas na literatura para a fragdo proteica
soltvel (FREITAS et al., 2012, OLIVEIRA et al., 2010, FREITAS et al., 2016). Por
conseguinte, a toxicidade observada, pelo menos em parte, € ocasionada pela
borracha presente no latex.

A remocéo eficiente do contetdo de borracha do latex ndo é um processo
laborioso, portanto este procedimento ndo deve ser um empecilho para 0os usos
farmacoldgicos indicados para esta planta. Apds a coleta, os simples processos de

centrifugacdes e dialises aos quais o latex & submetido, ja garantem a recuperacao
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das proteinas laticiferas livres de borracha e componentes do latex (Alencar et al.,
2006).

Apesar dos avancos na purificacdo de proteinas do latex e a descricdo de
suas propriedades funcionais e moleculares, dados relacionados as suas
propriedades toxicologicas ainda ndo estdo disponiveis. Esta € uma situagéo
incoerente, desde que uma literatura robusta aponta as proteinas do latex como
fortes candidatas a serem responsaveis pelas diversas propriedades farmacoldgicas
atualmente conhecidas para o mesmo. Dentre estas propriedades, temos a
supressao do crescimento tumoral, efeitos antiartriticos e antissépticos e prevencao
da mucosite induzida por via oral e intestinal (OLIVEIRA et al., 2010; KUMAR et al.
2006; CHAUDARY et ai. 2016; OLIVEIRA et al. 2012; FREITAS et al. 2012,
ALENCAR et al. 2016).

Embora a medicina tradicional tenha sua importancia ja reconhecida,
frequentemente essas terapias sdo empiricas, sem definicAo de tempo de
tratamento, dosagens diarias e uso especifico. Portanto, esforcos atuais foram
direcionados para a compreensao da acao biolégica das proteinas extraidas do latex
de C. procera, levando em conta toda experiéncia anterior com as propriedades
bioguimicas e farmacoldgicas da amostra, denominada PL.

As observacdes do grupo de pesquisa Proteinas Laticiferas, que trabalha
h&4 mais de uma década, indicam PL como detentora de uma forte atividade
proteolitica, a qual se mantém perene e constante em todas nossas amostras apos
processamento. Esta atividade foi confirmada através de ensaios de atividade
proteolitica total, antes que amostras de PL, ou de suas fracdes, fossem
administradas nos ensaios in vivo.

Os dados apresentados neste estudo e outras observacbes néao
publicadas, nos permitem sugerir que essa atividade endégena, por um lado, tem
efeito negativo quando PL é administrada intraperitonealmente a animais. Por outro
lado, a atividade proteolitica desencadeia eventos inflamatdrios iniciais que sinalizam
e melhor direcionam a resposta imune adaptativa. Esse controle da imunidade
adaptativa pela imunidade inata é atualmente um paradigma bem estabelecido
(IWASAKI & MEDZHITOV, 2015).

Os efeitos desta atividade proteolitica podem explicar os danos ostensivos
observados na cavidade peritoneal dos animais, a resposta de IgE e o aumento de

mediadores pro-inflamatorios. No entanto, animais que receberam PL oralmente
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mantiveram-se de forma saudavel, talvez por esta atividade contribuir para uma
digestibilidade parcial das proteinas alimentares.

As implicacBes da atividade proteolitica por via intravenosa (i.v) ndo foram
agui consideradas. No entanto, estudos mostram que PL, em baixas doses, 5 e 25
mg/kg i.v, diminui processo inflamatorio causado por artrite (KUMAR et al., 2014),
atua como anti-inflamataério inibindo varios mediadores pro-inflamatérios (KUMAR et
al., 2015), além de promover melhorias em animais com quadro de mucosite
intestinal, quando administrado nas doses de 5 e 50 mg/kg (ALENCAR et al., 2016).
Porém, avaliacdo de toxicidade aguda, com altas doses, por esta via, devem
produzir resultados imprevisiveis, visto que a atividade proteolitica de PL apresentou
tanta atividade fibrinogenolitica como fibrinolitica em ensaios in vivo (RAMOS et al.,
2012).

A administracdo oral de PL nao ocasionou nenhum efeito adverso
significativo quando administrada em altas doses (2000 e 5000 mg/kg). Teste limite
(5000 mg/kg) é utilizado para substancias ndo téxicas ou que apresentem baixa
toxicidade (MOH, 2003). Apesar de discretas alteracbes no perfil comportamental e
aumento no numero de mondcitos, estas alteragcbes ndo foram acompanhadas de
mudancas nos demais parametros avaliados. O aumento de monécitos também foi
observado nos estudos de Oliveira e colaboradores (2010), que mostraram in vivo
inibicdo do crescimento tumoral, quando camundongos receberam PL por via oral. O
aumento da contagem de mondécitos sugere que PL, de fato, desencadeia
estimulacdo imune. Em estudos mais recentes, PL foi denominado como
fitomodulador devido a capacidade de ativar a resposta imune-inflamatéria
(OLIVEIRA et al., 2012).

Logo PL, por via oral, para a dose limite testada, é considerada
substancia de baixa toxicidade e pode ser classificada na categoria 5 do Sistema
Mundial Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Substancias Quimicas -
GHS (OECD, 2008).

Enquanto a DL50 de PL, por via oral, estd acima de 5000 mg/kg, a do
latex e das folhas de C. procera foram determinadas em 1,3 mL /kg (FAHIM et al.,
2016) e 95,52 mg/kg (EL-SHAFEY et al., 2011), respectivamente. Estes dados
sugerem que a toxicidade aguda / letal do latex, quando administrado por via oral,

deve estar relacionada a borracha e as fragdes organicas.
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Em relacdo a via intraperitoneal, nas maiores doses (300 e 150 mg/kg),
PL ocasionou morte em 30 minutos a 1 hora apds aplicacdo. A forte atividade
proteolitica presente em PL, nestas concentracdes, deve ser a principal responsavel
por sintomas de letargia, contor¢des intensas entre outros, assim como vermelhidao
e hemorragias na cavidade peritoneal. Sintomas de letargia com diminuicdo da
atividade locomotora ja foram documentados, em camundongos, quando PL foi
administrada i.p nas doses de 50 e 100 mg/kg (LIMA et al., 2010), sugerindo um
efeito depressor do sistema nervoso central. Ademais, a presenca de vermelhidédo e
hemorragias na cavidade intraperitoneal pode ser resultado de um possivel efeito
vascular, elevando a pressao arterial e provocando a ruptura de vasos sanguineos.
Além disso, efeitos hemoliticos e anticoagulantes também podem estar envolvidos
contribuindo para os efeitos observados.

A dose de 75 mg/kg, ainda ocasionou 20% de morte, entretanto quando
PL foi inibida com iodoacetamida, houve 100% de sobrevivéncia. Adicionalmente,
para confirmar a hipétese que a atividade proteolitica € o principal efeito responsavel
pela toxicidade da amostra, foram avaliadas as acdes de PL-PI e PL-PIl IAA na dose
de 75 mg/kg. PL-PIl € uma mistura complexa de isoformas de quitinases (Freitas et
al., 2016), ndo apresentando atividade proteolitica e PL-PIl apresenta alta atividade
proteolitica (RAMOS et al., 2012), por isso foi inibida com iodoacetamida. Tanto PL-
Pl como PL-PIl IAA ndo causaram morte aos animais, confirmando assim nossa
hipétese de que a morte pode ter sido causada pela atividade proteolitica.
Paralelamente, doses menores (35 e 15 mg/kg) foram avaliadas no intuito de obter a
menor dose que ndo causasse efeitos adversos. Essas duas doses ndo causaram
efeitos adversos significativos. Isto ja era esperado visto que, trabalhos anteriores
com doses semelhantes ( 5-30mg/kg), por via intraperitoneal, mostraram atuacao
benéfica de PL com efeitos farmacolégicos como atividade anti-inflamatoria,
antitumoral e sobrevida de animais sépticos (ALENCAR et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2010; RAMOS et al., 2012).

Os animais sobreviventes dos diferentes tratamentos, por via i.p,
apresentaram de forma geral perda de peso e alteracdes discretas nos parametros
fisiologicos. A mortalidade € um sintoma obvio de toxicidade, porém outras variaveis
podem indicar efeitos adversos tais como perda de peso, diminuicdo ou aumento no
consumo de agua, racdo e producédo de fezes e urina (TRAESEL et al., 2014).

Alteracbes no consumo de ragcédo e na producdo de fezes foram observadas para
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diferentes grupos que receberam PL i.p, entretanto estas alteracbes se mantiveram
dentro dos parametros fisiolégicos normais para espécie (ANDRADE et al., 2002).

Variacbes no peso relativo de orgaos vitais também podem ser
considerados sinais de toxicidade (CUNHA et al.,, 2009). Os pesos relativos dos
figados de camundongos do grupo PL 15 diminuiram significativamente em relacéo
ao controle, entretanto esta alteracdo nao foi considerada sinal de toxicidade, desde
gque nao foram observadas mudancas nos marcadores bioquimicos de danos no
figado (AST e ALT) e na avaliacao histoldgica.

A avaliacdo histolégica dos tecidos de animais tratados com PL (i.p) na
dose de 150 mg/kg revelou intensa congestdo e hemorragias no figado e rins. Ja na
dose de 75 mg/kg, ndo foi possivel observar qualquer efeito adverso. Entretanto,
efeitos toxicos discretos e isolados foram observados no figado como congestéao
vascular (PL 35) e degeneracao hidropica (PL-PI) e retracao da capsula de Bowman,
alteracfes na estrutura glomerular e células necroticas nos rins (PL 35 e PL 75 IAA).

Congestao vascular com presenca de hemossiderose € um indicador de
impacto negativo sobre a capacidade de reciclagem de ferro no figado, o qual é
liberado em excesso durante a hemdlise (ALMANSOUR et al, 2017). J4 a
degeneracdo hidropica é caracterizada pela entrada de 4gua nas células resultando
em citoplasma palido, nucleo desorganizado e deslocado para a periferia. Esta leséo
citoplasmatica pode resultar em perturbacées das membranas dos hepatdcitos que
levam ao influxo macico de agua e Na* (DEL MONTE, 2005).

Latex de C. procera quando administrado em ratos na dose de 1 mL/kg
por via intraperitoneal, ocasionou a morte de todos os animais com até 2 horas de
aplicacdo da amostra. Vasta degeneracao hidrépica com congestdo sinusoidal e
depdsito de hemossiderose foram observadas nos hepatécitos. O coracdo também
foi fortemente afetado apresentando entre outros danos, necrose das fibras
musculares, infiltrados de células inflamatorias, granulacédo basofilica e pertinente
vacuolizacdo do sarcoplasma (LIMA et al., 2011). No presente estudo, tecidos do
coragcao nao foram afetados com administracdo de PL. Entretanto, congestéo
vascular foi observada nas maiores doses e degeneracdo hidropica em baixa
intensidade nos figados dos animais do grupo PL-PI, porém nao foram observadas
no PL-PII.

Alteracbes nas estruturas dos glomérulos, assim como retracdo da

capsula de Bowman podem estar relacionadas com a diminui¢éo de fluxo sanguineo
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para os glomérulos (DA SILVA et al., 2008), que podem levar a quadros isquémicos
com presenca de células necroticas. Desorganizacdo nesta delicada anatomia,
implicam na adaptacdo da funcdo renal na tentativa de manter a homeostase,
observada em quadros clinicos de hipertenséo e diabetes (KAMBHAM et al., 2001,
DE PAULA et al., 2006; KRIKKEN et al., 2009).

Danos nos rins também foram observados quando uma dose de 132 uL/kg de
latex de C. procera, referente & 1/10 da DL50, por via oral, foi administrada em ratos
por 8 semanas. Desorganizacdo da arquitetura do rim, presenca de vacuolizagéo,
congestdo dos capilares, focos de necroses associados com infiltracdes de células
mononucleares, assim como apoptose do epitélio tubular renal foram mensurados
(FAHIM et al., 2016). Ja4 a administracao intraperitoneal de PL em baixas doses (75 e
35 mg/kg), no presente estudo, ocasionou alteracdes discretas e que nao foram
acompanhadas com aumento de creatinina e ureia (marcadores de danos renais), ou
seja, alterou discretamente a morfologia mas nao a funcgao.

Estes dados sugerem, novamente, que o maior potencial de toxicidade se
encontra na fracdo da borracha. A atividade proteolitica, presente em PL, esta
associada a danos ostensivos, entretanto, mesmo quando inibida, sinais marginais
foram revelados pela histologia. Estes sinais estdo, provavelmente, associados as
proteinas presentes na fracdo PL-Pl, que anteriormente, demonstrou ser citotoxica
para diferentes células cancerosas com valores de IC50 abaixo de 3 ug / ml
(OLIVEIRA et al., 2007).

De acordo com avaliacdo toxicoldgica aguda i.p, PL foi classificada na
categoria 3 do sistema GHS, com LD50 entre 50-300mg/kg. A literatura relata
inimeros estudos de atividades farmacologicas de relevancia clinica por via
intraperitoneal. Estes estudos estabeleceram que PL é promissora em doses tao
baixas como 5 mg/Kg. Consequentemente, as avaliagdes realizadas neste trabalho
sugerem que PL pode ser administrada, com seguranca, nessa concentracao.
Contudo, sdo necesséarios mais estudos e monitoramentos de dados, a fim de validar
Seu uso seguro em seres humanos.

Outra barreira é a alergenicidade que deve ser superada antes que as
proteinas possam ser propostas como bioterapéuticas. A tolerancia imunoldgica as
proteinas de C. procera foi avaliada através de sua administracdo oral seguida de

imunizacao/desafio por via intraperitoneal.
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Estudo anterior de Ramos et al (2007) mostrou que animais que
receberam PL por via oral praticamente ndo responderam imunologicamente, com
uma discreta producéo de IgG e auséncia de producao de IgA e IgE. Entretanto, PL
foi capaz de desencadear consistentes respostas de IgE, 1gG, IgA e de anafilaxia.
Um aumento expressivo na producéo de IgE esta relacionado a resposta alérgicas.
Desde que PL vem demonstrando um grande potencial como fitoterapico, torna-se
imprescindivel o entendimento dos seus efeitos adversos.

A maioria das substancias administradas por via oral tende a induzir uma
tolerancia imunoldgica como um processo fisiolégico normal do organismo, no intuito
de evitar reacdes alérgicas alimentares. Como PL por via oral ndo induziu uma
expressiva resposta imunolégica, surgiu o questionamento se teria ocorrido a
inducdo de tolerancia oral. Como observado nos resultados do presente trabalho,
quando os animais foram expostos a um protocolo de administracédo oral de PL,
induziu-se tolerancia para estas proteinas. O delineamento experimental realizado
foi estabelecido de acordo com estudos anteriores (SIMIONI et al., 2004, Kim et al.,
2013).

Ovalbumina é a proteina mais abundante (58%) na clara do ovo e é
considerada o segundo alérgeno mais importante, depois da ovomucoide, envolvido
em reacdes de hipersensibilidade ocasionadas por ovos (DHANAPALA et al., 2015).
Ela jA vem sendo usada ha tempos como modelo padrdo de proteina para estudos
de alergenicidade (KNIPPELS et al., 1998). Alguns autores nao consideram a OVA
um alérgeno ideal para modelos de alergenicidade, pois costuma desencadear
tolerancia imunolégica em camundongos em exposicdo cronica (GUALDI et al.,
2010). Consequentemente, vem sendo usada em protocolos de inducdo de
tolerancia oral, incluindo os trabalhos de Simioni et al. (2004) e Kim et al. (2013) que
deram suporte ao desenho experimental deste trabalho. No presente estudo, o
grupo OVA parece ter induzido tolerdncia com diminuicdo de IgE, IL-4, IFN-y e
auséncia de DTH.

O perfil hematolégico avaliado para os diferentes grupos tratados, néo
apresentou alteracbes no numero de eosindfilos e basdfilos. Eosindfilos e basofilos
sdo células efetoras predominantes nas reagfes alérgicas (PEREIRA et al, 2008)
entretanto, no estado de tolerancia essas células encontram-se em menores
quantidades. A menor producdo dos niveis de IgE em soro de camundongos

tratados oralmente com PL sugeriu que a tolerancia imunoldgica foi alcancada
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(LABROSSE et al., 2016). A diminuicdo de IgG e manutencdo da producéao de IgA
também dao suporte a hipotese de tolerancia oral.

A tolerancia imunolégica € manifestada pela inabilidade de um
determinado organismo em produzir anticorpos ou ativar resposta celular, quando
este € induzido, por administracdo oral, a antigenos indcuos. Imunoterapias
direcionadas a pacientes com alergias alimentares utilizam o principio de indugéo de
tolerancia oral para alcancar a dessensibilizacdo, evitando os sintomas clinicos
tipicos de reacdes alérgicas (LEMON-MULE et al., 2008; LEONARD et al., 2012).

Protocolos de tolerancia oral, aplicados as imunoterapias, tém se
mostrado bastante efetivos, principalmente, na supressdo da producdo de IgE em
respostas alergénicas (BAEK et al., 2017). Destaca-se que imunoterapia oral para o
tratamento de alergias ao leite, ovos e amendoim levou a uma diminuicdo de niveis
séricos de IgE e dos numeros de mastocitos e basofilos determinados pelo teste
cutdneo de alergia (Prick test) e teste de ativacdo de basdfilos, respectivamente,
ap6s 3-6 meses de tratamento (MARTORELL et al., 2011; GARCIA RODRIGUEZ et
al., 2011; JONES et al., 2009). OVA irradiada com raios gama induziu tolerancia oral
em camundongos BALB/c quando administrada oralmente e posteriormente por via
i.p, diminuindo os niveis séricos de IgE e Igs totais (IgG+ IgM + IgA) (YANG et al.,
2016).

IgA, produzida em resposta de mucosa, € um importante fator regulatorio
de possiveis quadros de alergia, uma vez que sua producdo inibe respostas
anafilaticas induzidas por ingestdo de antigenos/alérgenos (STRAIT et al., 2011).
Neste estudo, a diminuicdo de IgE e IgG foi acompanhada de uma producéo
constante de IgA nos grupos tratados oralmente com PL, contribuindo para a
manutencdo da homeostasia imunoldgica e possivel reducdo da alergenicidade ja
relatada para PL.

A inducdo de tolerancia oral pode ser tipicamente mensurada pela
reducdo na producdo de citocinas, proliferacdo de células T e no sistema de
hipersensibilidade do tipo tardia (PAST; MOWAT, 2012). Os niveis reduzidos de IL-4
e IFN-y suportam a hipotese de indugao da tolerancia. IL-4 atua diretamente sobre
0S mastocitos impulsionando sua proliferacdo intestinal e aumentando a
suscetibilidade a anafilaxia em modelos murinos de alergia (BURTON et al., 2013).
Enquanto IFN-y é a principal citocina ativadora de macrofagos e exerce fungdes

criticas na imunidade inata e na imunidade adaptativa mediada por células
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(MINCIULLO et al., 2016). A producéo e proliferacéo de IL4 e IFN-y foram reduzidas
em esplendcitos de camundongos tratados por 28 dias com clara de ovo em pé
submetida a tratamento térmico, sugerindo que a alimentacdo a longo prazo com
clara de ovo pode induzir tolerancia mediada por células T ( WATANABE et al.,
2014). Ademais, Simioni e colaboradores (2004) mostraram que células dendriticas
isoladas de camundongos tolerantes foram pouco eficientes na inducdo da
proliferacéo de IFN-y, IL-4 e IL-10.

IL-10 é uma citocina imunossupressora que tem como prioridade a
manutencdo da tolerancia, apresentando diferentes acdes sobre as respostas
celulares e humorais (WAMBRE et al.,, 2012). Em varios trabalhos, cita-se um
aumento dos niveis de IL-10 (CABRERA; URRA, 2015, VICKERY et al., 2010,
JONES et al., 2009). Contudo, como observados nos resultados, IL-10 manteve-se
inalterada. Todavia, outros estudos também mencionaram a baixa producéo de IL-10
em estados estabelecidos de tolerancia oral (TOBAGUS et al., 204; YAMASHITA et
al., 2012; SIMIONI et al., 2004).

Quando observados os resultados da resposta de hipersensibilidade
tardia (DTH), ndo h4 um aumento significativo nos animais tratados com 2,5 ou 5,0
mg/Kg de PL, mas sim nos tratados com 10 mg/Kg. DTH é parametro de interesse
na avaliacdo de inducdo de tolerancia oral (KUMAR et al., 2014), tendo sido
totalmente suprimida em estudo de tolerancia induzida por OVA (KARLSSON et al.,
2010). No presente trabalho isto ndo foi observado para a dose de 10 mg/kg. Como
IL-10 € uma citocina anti-inflamatéria envolvida na regulacdo negativa da resposta
celular (MULLER et al., 2002), a baixa producdo de IL-10 pode explicar a nao
supressdo da DTH (hipersensibilidade do tipo V) na concentracdo de 10mg/kg de
PL. Wang e colaboradores (2016) também mostraram a relacdo da producao de IL10
e TGF-B na supressao da resposta DTH induzida por ovalbumina. Por outro lado, os
sinais clinicos de anafilaxia (hipersensibilidade do tipo I) foram reduzidos em animais
guando PL foi administrada a 10 mg/Kg.

As reacg0Oes alérgicas afetam varios parametros relacionados com o0 peso
e temperatura corpoOrea, peso de orgaos linfoides como baco e timo. No estado de
tolerancia imunolégica, essas reacdes devem ser inibidas ou enfraquecidas
(GOMES-SANTOS et al., 2015; KUMAR et al., 2014; YAMASHITA et al., 2012). O
ganho de peso dos animais ao longo dos 50 dias de experimento foi considerado

discreto, talvez por aversdo a substancia alérgica. Esta aversdo foi relatada no
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trabalho de Gomes-Santos e colaboradores (2015) em animais sensibilizados e
desafiados com proteinas do soro do leite. Este fenbmeno envolve mudancga de
comportamento animal ativando areas cerebrais relacionadas com 0s niveis séricos
de IgE (BASSO et al., 2003). Os demais parametros, como temperatura e peso dos
orgdos, ndo apresentaram maiores alteracoes.

O intestino é exposto continuamente a uma vasta quantidade de materiais
antigénicos provenientes da alimentacdo (PAST; MOWAT, 2012). A superficie
gastrointestinal tem naturalmente a capacidade de induzir tolerancia contra estes
antigenos exdgenos (TSUJI; KOSAKA, 2014). Falhas na indugcdo de tolerancia a
proteinas podem desencadear quadros de reacfes alérgicas (MERESSE et al.,
2009).

Fortalecendo a hipétese de que PL foi capaz de induzir tolerancia quando
administrada previamente por via oral, observou-se que PL ndo desencadeou perfil
inflamatdrio tipico de alérgenos. PL desencadeou um leve processo inflamatério de
maneira dose-dependente, apresentando aumento na producdo de células
muciparas assim como na producdo de muco e formacdo de edema para as doses
de 5 e 10 mg/kg. Entretanto, nenhum tratamento foi capaz de induzir infiltrados
celulares e aumento de eosindfilos.

Diferentes relatos na literatura mostram aumento de infiltrado
inflamatorio induzido pelo contato com alérgenos como no trabalho de Gomes-
Santos et al. (2015) que mostrou que camundongos sensibilizados com proteinas do
leite apresentaram edema com aumento de infiltracdo de células inflamatérias no
intestino. Como parte dessa reacado inflamatéria, houve aumento de 10 vezes no
namero de eosinofilos na mucosa do intestino, enquanto animais tolerantes tratados
com proteinas do soro hidrolisadas tiveram estes sintomas atenuados (GOMES-
SANTOS et al., 2015). Também foi relatada a hiperplasia de células muciparas em
intestino delgado, porcdo jejuno, de animais modelos de alergia que foram
sensibilizados com proteinas de sementes de arroz (CHEN et al., 2011).

Adicionalmente, camundongos modelo de alergia alimentar (que
expressam receptores de células T especificos para epitopos de OVA) foram
submetidos a uma dieta com clara de ovo e apresentaram varios sinais inflamatorios
no intestino delgado, incluindo hiperplasia de células muciparas, atrofia nas
vilosidades, excesso de infiltrados celulares na lamina prépria e espessamento da

camada muscular. Entretanto, quando os animais foram alimentados com clara de
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ovo submetida a tratamento térmico (100°C), apresentaram somente um aumento no
namero de células muciperas, sem observa¢des de outros sintomas inflamatorios.
Watanabe e colaboradores (2014) concluiram, juntamente com outros parametros
avaliados, que o tratamento térmico aplicado a clara de ovo ndo somente reduziu
sua alergenicidade, como também induziu tolerdncia em animais responsivos a
OVA. A fracédo proteica (PL) de Calotropis procera, em nosso estudo, alcancou
resultados semelhantes ao de Watanabe e colaboradores (2014), sem necessidade
de tratamento térmico. No entanto, para o estabelecimento do uso seguro de PL,

mais estudos devem ser abordados.
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7 CONCLUSAO

As proteinas do latex de Calotropis procera apresentam baixa toxicidade e
imunogenicidade por via oral, evidenciadas pelos ensaios de toxicidade aguda e de
tolerancia oral. A atividade proteolitica foi o principal efeito adverso apresentado por
PL pela via intraperitoneal. Entretanto, a tolerancia oral foi induzida nas diferentes

doses estabelecidas pelo protocolo experimental.

Embora PL seja considerada uma fonte promissora de proteinas
bioterapéuticas, a identificagdo de moléculas individuais envolvidas nos efeitos
desejados continua sendo o melhor caminho antes de apresentar estratégias para
superar pontos-limite da amostra. Para o estabelecimento do uso seguro de PL,

mais estudos devem ser realizados.
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ANEXO A — Parametros de screening hipocrético utilizados nos ensaios
toxicologicos (BRITO, 1994).

Parametro

Sinais de toxicidade

Escores

Atividade geral

Avaliacao da atividade geral do
animal na gaiola apés estimulo.
Dentre o0os sinais  estdo
locomover, levantar, farejar,

ficar parado, etc.

0 — n&o se move

1 — da um passo

2 - meia-volta na gaiola

3 - duas voltas na caixa ou

movimentos de alerta

(padrao)
4 - anda com agilidade
Sistema
sensorial
Frémito vocal Emissdo de som vindo da O - ausente
regido toracico-abdominal sem 1- presente
estimulo ou toque.
Irritabilidade Resposta do animal apos toque 0 — ausente
e sopro na face. 1 - presente

Reflexo auricular

Posicdo da orelha apOs varios
estalos consecutivos; quanto
mais proxima da cabeca menor

serd o reflexo.

0 — ausente, orelha colada
a cabeca

1 - orelha ligeiramente
colada na cabeca

2 — orelha em pé pela
metade

3 - orelha em posicao
usual (padréo)

4 - orelha totalmente em

7

pe

Reflexo corneal

Reflexo dos olhos apdés a
aproximagédo lenta de uma

pinca, mas sem o toque.

0 — olhos ficam abertos

1 — quase nao se movem

2 — movem-se pouco e
lentamente

3 - fecham pela metade




gquando a pinga se
aproxima

4 - fecham totalmente
guando a pinca se

aproxima (padréo)

Aperto de cauda

Resposta ao aperto intenso da
extremidade da cauda com

uma pinca.

0 — ndo se move

1 — move-se lentamente

2 — move-se rapido

3 - move-se e pula
(padréo)

4- move-se, pula e corre

Resposta

togque

ao

Resposta ao toque prolongado
(mais de 15 segundos) com

uma pinca.

0 — ndo se move

1 — pouco movimento

2 — da um passo

3- anda com dificuldade

4- anda com agilidade
(padréo)




Parametro Sinais de toxicidade Escores
Sistema
psicomotor
Contorcéo Movimento  vermiforme do O — ausente (padréao)

corpo

1- presente

Trem posterior

Verificar se a postura das patas

traseiras (trem posterior) esta

caida ou arrastando

0 — ausente (padrao)

1- queda do trem posterior
pouco visivel

2 - queda do trem posterior
visivel; animal anda com
lentidao

3 - queda do trem posterior
visivel, animal anda com
dificuldade

4 - queda do trem posterior
visivel; animal anda com
dificuldade e arrasta o

trem posterior

Reflexo de

endireitamento

Resposta do animal para voltar

by

a posicdo normal quando é

7

colocado com o dorso sobre

uma superficie (maximo 15 s)

0 — ndo se move

1 - volta lentamente e com
dificuldade

2 - volta lentamente

3 — volta rapido

4 - volta imediatamente e

com agilidade (padrao)

Tonus corporal

Verificar se o corpo esta normal

(presente) ou nao.

0 — ausente

1 — presente (padrao)

Forca para

agarrar

Intensidade com que o animal

se agarra a uma grade quando

esta tem sua

levemente modificada.

posicéo

0 — ndo se agarra

1 — se agarra, mas em
seguida larga a grade

2 — segura por um tempo,
mas cai

3 - segura firmemente,

mas nao suporta e cai




4 - segura firmemente e

nao cai (padréo)

Ataxia Movimentos desordenados O - ausente (padrdo)
devido a oscilagbes entre 1 - presente
estados de consciéncia e

inconsciéncia.




Parametro

Sinais de toxicidade

Escores

Sistema nervoso

central
Tremores Observar presencga ou nao. 0 — ausente (padrao)
1 - presente
Convulsdes Observar presencga ou nao. 0 — ausente (padrao)
1 - presente
Straube tail Verificar se a cauda esta ereta 0 — normal (padréo)
(cauda ereta) ou normal. 1 - ereta
Hipnose Animal quieto e sem 0 — ausente (padréo)
movimento, mas se tocado 1 - presente
abre os olhos e responde ao
estimulo.
Anestesia Auséncia de resposta ao 0 - ausente (padréao)

estimulo doloroso com perda

do reflexo de endireitamento.

1 - presente

Sistema nervoso

autonomo
Ptose Palpebras fechadas ou 0 - ausente (padrao)
semifechadas mesmo apds 1 - ligeiramente fechado
estimulo. 2 - semifechado
3 - quase totalmente
fechado
4 - fechado
Lacrimacao Presenca ou auséncia. 0 — ausente (padrao)
1 - presente
Miccao Numero de micgoes. Numero de pocos de urina.
Defecacao Numero de bolos fecais. Numero de pellets de
excreta.
Piloerecao Erecéo dos pelos corporeos. 0 — ausente (padréo)

1 —erecéo leve

2 - grau ligeiramente maior
gue o anterior

3 - nao

visivel, mas




totalmente ereto

4 - totalmente ereto

Hipotermia Temperatura do corpo do O0- ausente (padréo)
animal abaixo do normal 1- ligeiramente frio
(avaliar sobretudo as 2-frio
extremidades). 3 - gelado
4 - gelado e com cianose
Respiragao Normal, hiper ou hipoventilagdo 0 — normal (padrao)

1- ligeiramente acelerado
2 - mais acelerado
3 - muito acelerado

4 - ofegante






