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RESUMO

A dor é uma condi¢do critica, especialmente em doencas crdnicas, € novas abordagens
terapéuticas té€m sido exigidas. Dentre essas abordagens, as proteinas vegetais t€ém se destacado
como moléculas promissoras com potencial para serem empregadas na saide humana. Estudos
anteriores mostraram que uma proteina transferidora de lipidios isolada de sementes de
Morinda citrifolia L., denominada McLTP; (9,4 kDa), apresenta atividade antinociceptiva em
camundongos. Além disso, a proteina ndo foi capaz de induzir toxicidade em camundongos,
mesmo apds administracio didria (28 dias) em testes realizados de acordo com as diretrizes da
Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdémico (OCDE). Este trabalho teve
como objetivo investigar os mecanismos envolvidos na acdo antinociceptiva de McLTP; e
estudar sua toxicidade pré-clinica in vitro. McLLTP; foi purificada a partir de sementes de noni
conforme descrito anteriormente. Os mecanismos antinociceptivos da proteina foram estudados
em diferentes modelos em camundongos ap6s administragdo intraperitoneal ou oral (8 mg/kg).
Todos os experimentos foram aprovados pelo CEUA-UFC (n° 65/2015). Neste estudo, a
nocicepg¢ao induzida por estimulo térmico foi inibida por McLTP; e antagonizado pela naloxona
(2 mg/kg, i.p.), demonstrando efeito supraespinhal via sistema opioide. Além disso, o pré-
tratamento com L-NAME (20 mg/kg) ou glibenclamida (2 mg/kg) no teste de contorcdes
abdominais induzidas por 4cido acético, reverteu parcialmente o efeito de McLTP; (20,50%,
1.p.; 33,33%, v.o. e 35,90%, 1.p., 47,21% v.o., respectivamente), indicando a ativacdo da via
NO/cGMP/K*ATP. McLTP; também reverteu a resposta nociceptiva no teste de lambedura da
pata induzida por glutamato (3,7 ng/pata) e capsaicina (1,6 pg/pata) (78,30%, i.p.; 67,19%, v.o.
e 4545%, i.p.; 30,90%, v.o., respectivamente), sugerindo envolvimento do sistema
glutamatérgico e de receptores vaniloides. Adicionalmente, o efeito antinociceptivo de McLTP;
envolveu a modulacdo da inflamacdo, conforme evidenciado pela redu¢do da hipernocicepgao
induzida por carragenina (300 pg/pata) ou PGE: (0,1 nmol/pata). Os resultados também
revelaram que a proteina explora mecanismos antinociceptivos semelhantes por ambas as vias
de administracdo (oral ou intraperitoneal). Em testes pré-clinicos de toxicidade in vitro,
McLTP; (20, 40, 80, 160, 320 ng/mL) ndo apresentou alteragdes na viabilidade celular ou
padrdes de dano ao DNA em cultura de carcinoma hepatocelular humano (HepG2). Finalmente,
o conhecimento dos mecanismos antinociceptivos de McLTP; abre a perspectiva de explorar
essa proteina em outros modelos de doencga, ampliando suas agdes terapé€uticas, além de

fornecer contribui¢ao inédita para a utilizagdo do grupo das LTPs.



Palavras-chave: Morinda citrifolia L.; proteinas transferidoras de lipideos; proteinas

terapéuticas; atividade antinociceptiva; toxicidade pré-clinica.



ABSTRACT

Pain is a critical condition, especially in chronic diseases, and new therapeutic approaches have
been demanded. Among these approaches, plant proteins have been highlighted as promising
molecules with the potential to be employed in human health. Previous reports have shown that
a lipid transfer protein isolated from Morinda citrifolia L. seeds, named McLTP: (9.4 kDa),
displays antinociceptive activity in mice. Additionally, McLTP; was not able to induce toxicity
in mice, even after daily administration (28 days) in tests performed according to guidelines of
the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD). This work aimed to
investigate the mechanisms underlying the antinociceptive action of McLTP; in pain models
and to study its in vitro preclinical toxicity. McLTP; was purified from noni seeds as previously
described. Antinociceptive mechanisms of McLTP; were studied in different mice models after
intraperitoneal or oral administration (8 mg/kg). All experiments were approved by CEUA-
UFC (n° 65-2015). In this study, thermal stimulus-induced nociception was inhibited by
McLTP; and antagonized by naloxone (2 mg/kg, 1.p.), demonstrating a supraspinal effect via
the opioid system. In addition, pretreatment with L-NAME (20 mg/kg) or glibenclamide (2
mg/kg) in the acetic acid-induced abdominal writhing test partially reversed the McLTP; effect
(20.50%, i.p.; 33.33%, p.o. and 35.90%, i.p., 47.21% p.o., respectively), indicating the
NO/cGMP/K*ATP pathway activation. McLTP; also reversed the nociceptive response in the
glutamate- (3.7 ng/paw) and capsaicin-induced (1.6 pg/paw) paw licking test (78.30%, 1.p.;
67.19%, p.o. and 45.45%, i.p.; 30.90%, p.o., respectively), suggesting involvement
glutamatergic system and vanilloid receptors. Moreover, the antinociceptive effect of protein
involves modulating inflammation by suppressing the carrageenan- (300 pg/paw) or PGE»-
induced (0.1 nmol/paw) hypernociception. Interestingly, McLTP: explores similar
antinociceptive mechanisms by both routes (oral or intraperitoneal). In preclinical in vitro
toxicity tests, McLTP; (20, 40, 80, 160, 320 pg/mL) did not display any alterations in cell
viability or patterns of DNA damage in cultured human hepatocellular carcinoma (HepG2).
Overall, knowledge of the antinociceptive mechanisms of McLTP; opens the prospect of
exploring this protein in other disease models, expanding its therapeutic actions, besides

providing an unprecedented contribution to the use of LTPs group.

Keywords: Morinda citrifolia L.; lipid transfer protein; therapeutics proteins; antinociceptive

activity; preclinical toxicity.
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1. APRESENTACAO

Tendo como base a necessidade de desenvolver medicamentos cada vez mais sitio-
especificos e com menos efeitos colaterais, especialmente no combate a dor que diminui a
qualidade de vida de tantas pessoas e animais no mundo, esta tese foi organizada em duas linhas
principais: uma voltada para a investigacdo do mecanismo de a¢do dos efeitos antinociceptivos
de uma proteina isolada das sementes de Morinda citrifolia L., chamada McLTP;; e outra
voltada para estudos de sua seguranca farmacoldgica in vitro.

Resumidamente, a primeira etapa abordara aspectos da dor, sua fisiofarmacologia,
os principais mecanismos de antinocicep¢ao e os modelos animais utilizados para entender
como esses efeitos podem ser estudados por novas moléculas. Falaremos da espécie vegetal
estudada (Morinda citrifolia L.) e das proteinas transferidoras de lipideos (LTPs). Em especial,
mostraremos as principais vias pelas quais o efeito antinociceptivo de McLTP; é observado.
Trabalhos recentes indicaram essa proteina como boa candidata a principio ativo por seus
efeitos farmacoldgicos, como atividade anti-inflamatdria, protetora sobre sepse,
antiulcerogénica e antinociceptiva. Nosso grupo € o primeiro a investigar essas agdes
terapéuticas para essa classe de proteinas. E vdlido destacar que além dos efeitos
farmacoldgicos, McLTP; possui outras caracteristicas interessantes como termoestabilidade,
resisténcia as proteases do trato gastrointestinal, estabilidade ao ser armazenada mesmo em
temperatura ambiente por 6 meses e efeito antinociceptivo prolongado por 12 horas apds a
administracao. Todas essas propriedades nos motivaram a avangar com experimentos visando
investigar o mecanismo de a¢do antinociceptivo in vivo da proteina, os quais foram conduzidos
em parceria com o Laboratério de Farmacologia e Bioquimica do Nicleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceard e submetidos ao
periddico International Journal of Biological Macromolecules com o titulo “Mechanisms
underlying the antinociceptive effect of a lipid transfer protein isolated from Morinda citrifolia
seeds in different mice acute pain models”.

Sabendo que as LTPs sdo conhecidas por seus efeitos alergénicos, o foco seguinte
desta tese foi voltado para avancar os estudos de toxicidade iniciados durante o trabalho de
mestrado. Os estudos de toxicidade pré-clinica in vivo com McLTP; anteriores se mostraram
promissores por ndo apresentarem efeitos indesejados nas andlises de evolucdo de peso

corpdreo, hematoldgicas, bioquimicas, histopatoldgicas ou comportamentais provocados pela
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administracao didria por via oral da proteina. Como experimentos in vitro também sao pré-
requisitos para a avaliagdo da seguranca de novos principios ativos para futuros medicamentos,
foi realizada a avaliacdo do efeito de McLTP; em linhagens celulares em modelos de toxicidade,
obtidos em parceria com o Laboratério de Oncologia Experimental do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceard. Os resultados sdo
mostrados no artigo “Safety assessment of a lipid transfer protein isolated from Morinda
citrifolia L. seeds, in a perspective of its use as a novel anti-inflammatory drug’ a ser submetido

no periddico “Food and Chemical Toxicology”.

Diante do exposto, algumas perguntas guiaram a proposta deste trabalho:

e Considerando que McLTP; apresenta efeitos antinociceptivos promissores, qual o
mecanismo de acdo para tais efeitos?

e McLTP; apresenta os mesmos mecanismos de acdo apds a administracdo oral e
intraperitoneal ?

e A modulagado da dor seria em nivel periférico ou teria agdo também central?

e Considerando que diferentes mecanismos, tais como noradrenégicos, colinérgicos e via
NO/GMPc/K*ATP estdao envolvidos na resposta nociceptiva ao acido acético, qual a
importancia dessas vias para o efeito antinociceptivo de McLTP;?

e Sabendo que a proteina ndo causou efeitos toxicos em modelos pré-clinicos in vivo,

haveria algum efeito in vitro cito ou genotdxico?
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dor e nocicepc¢ao

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (International
Association for the Study of Pain - IASP) a dor ¢ definida como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a dano real ou potencial ao
tecido” (IASP, 2020). Essa definicdao implica um papel fisioldgico para a dor que funciona como
um alarme para evitar ou limitar o dano ao tecido, tendo uma fun¢ao defensiva vital essencial
(FORNASARI, 2014). Neste sentido, a dor € um sintoma clinicamente importante para a
deteccdo e avaliagdo de doengas, bem como, para induzir um comportamento de sinalizagdo e,
como consequéncia, limitar os possiveis danos (MILLAN, 1999; ALMEIDA et al., 2004).
Ainda, a dor é uma experi€ncia subjetiva, onde cada individuo sente de formas diferentes, sendo
intensamente influenciada pelo estado emocional. Assim, pode ser interpretada como a
somagdo de componente sensorial e componente emocional (GIESECKE et al., 2005; LOESER
e TREEDE, 2008) e, por isso, a intensidade de dor que um determinado estimulo provoca
depende de muitos fatores para além do estimulo em si. E reconhecido clinicamente que muitos
analgésicos, principalmente os que contém morfina, podem reduzir substancialmente o
sofrimento associado a dor. O componente afetivo pode ser, no minimo, tdo significativo quanto
0 componente antinociceptivo na acao destes farmacos (RANG et al., 2016). Diante disso, o
termo nocicepgao refere-se ao estimulo doloroso propriamente dito, sem levar em consideracao
o componente emocional, ou seja, engloba as vias neuroanatdmicas, bem como 0s mecanismos
neuroldgicos e os receptores especificos que detectam o estimulo lesivo (KANDEL et al.,
2003).

A classificacio da dor € diversificada e depende do critério adotado.
Temporalmente, pode ser dividida em tipos agudos e cronicos. A dor aguda estd associada ao
dano tecidual de inicio recente, ativacdo de nociceptores no local da lesdao, e de duracio
provavelmente limitada, desaparecendo quando a injuria € sanada (CARR e GOUDAS, 1999).
Ja a dor cronica ocorre devido a uma lesdo, podendo ser perpetuada por diferentes fatores
causais e permanecer além do periodo esperado de cura. Outro fato que caracteriza a dor cronica
€ a ocorréncia de plasticidade do sistema nervoso central e periférico e por manter-se apos
recuperacdo tecidual, o que torna o tratamento farmacoldgico mais dificil (LOESER;

MELZACK, 1999; MILLAN, 1999).
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A partir do entendimento fisioldgico, a dor pode ser classificada em nociceptiva,
neurogénica, neuropatica, psicogénica ou inflamatoria, e elas sio resultantes, respectivamente,
da estimulagdo excessiva dos nociceptores, lesdo do tecido neural, disfun¢do de um nervo,
fatores psicoldgicos, ou resultante de processos inflamatérios (MILLAN, 1999).

Em relacdo a dor nociceptiva, esta surge de dano real ou ameacga ao tecido ndo
neural, devido a ativagdo de nociceptores. Consiste na estimulacio persistente de nociceptores,
seja por estimulo térmico, quimico ou mecanico, ativando as vias centrais da dor. Esses
nociceptores podem responder ao calor, frio, vibragdo e substincias quimicas liberadas pelos
tecidos em resposta a privagcao de oxigénio, rompimento do tecido ou inflamacdao (MILLAN,
1999; WHO, 2012). Quando se trata da dor inflamatdria, que € iniciada por uma lesdo tecidual
e consequente inflamacao, esta pode evoluir para um quadro de alodinia, que ocorre quando ha
sensibilizacdo a estimulos que normalmente ndo produzem ou produzem pouca sensagao
dolorosa no tecido inflamado, sendo este um fendmeno caracteristico desse tipo de dor, mas
que pode ter outras causas como em casos de dor neuropdtica (FANTONI, 2012).

Apesar das sensacOes dolorosas serem um importante aviso que O Organismo
necessita para sinalizar um processo de agressdo, como jd mencionado, a problemdtica da dor
também interfere na homeostasia do individuo e da sua relacdo com os outros (KLAUMANN,
WOUK, e SILLAS, 2008). A dor cronica, por exemplo, afeta entre 20 e 40% da populacdo
mundial em algum momento da vida e causa sofrimento, inaptiddo ao trabalho, problemas
psicossociais e prejuizos econdmicos. Pelo menos 37% da populacio brasileira, ou 78 milhdes
de pessoas, relataram sentir dor de forma cronica persistente por mais de 3 meses (AGENCIA
BRASIL, 2018). Um estudo epidemiolégico inédito feito pela Sociedade Brasileira de Estudos
da Dor (SBED), com 919 pessoas das cinco regides do Brasil, mostrou que 42% dos
entrevistados relataram algum tipo de sensacdo dolorosa e 37% disseram conviver com dor ha
pelo menos seis meses. Foi revelado que a maior incidéncia (42%) € na regido Sul, seguido do
Sudeste (38%), Norte (36%), Centro-Oeste (24%) e Nordeste (28%). Exceto no Nordeste, onde
os homens (52%) relataram maior incidéncia, a dor aflige mais as mulheres nas demais regides
(SBED, 2016). Outros estudos mostraram a prevaléncia de dor em fungdo dos niveis
socioecondmicos e de escolaridade (SANTOS et al., 2015; SA et al., 2009).

O conhecimento da fisiofarmacologia da dor € uma importante ferramenta para o
entendimento dos mecanismos desencadeantes dos processos dolorosos, sejam fisiologicos ou
patolégicos. Essas informagdes sdo tteis para a instituicdo de uma terapia analgésica eficiente,

preventiva e multimodal, pois a sindrome dolorosa pode ser considerada uma doenga, gerando
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alteragdes na homeostasia organica que implicam em perda da qualidade de vida do paciente

(KLAUMANN, WOUK e SILLAS, 2008).

2.1.1 Fisiofarmacologia da dor

O processo que ocorre entre a exposi¢do inicial ao estimulo nocivo até a
percepcdo da dor € uma via ascendente complexa e hd diversos mecanismos envolvidos, os
quais reconhecem o estimulo através de receptores especificos, os nociceptores (MILLAN,
1999). Os nociceptores sao terminacdes nervosas livres que respondem a estimulos
nociceptivos (mecanicos, térmicos ou quimicos), detectando, assim, lesdo nos tecidos. Na
contramdo do processo nociceptivo, uma via descendente pode ser ativada, inibindo a
transmissdo excitatéria nociceptiva, que representa o mecanismo de antinocicep¢do. O
potencial antinociceptivo de um produto natural, por exemplo, pode ser medido pelo seu poder
de aumentar o limiar de excitacdo das terminacdes nervosas ao estimulo doloroso, ou entao,
fazer com que os nociceptores niao percebam ou nio respondam ao estimulo de dor promovido
(MILLAN, 2002).

Como representado pela figura 1, a nocicepcdo consiste dos processos de
transdugdo, caracterizada pela ativacdo dos nociceptores pelo estimulo ndxico; transmissao,
envolvendo o conjunto de vias sensitivas € mecanismos que permitem a passagem do impulso
nervoso conduzido da periferia para o sistema nervoso central pelos neurdnios; e modulagdo,
que envolve o mecanismo de inibi¢do da nocicepcao e que é desencadeado pelas vias
nociceptivas descendentes do cérebro para a medula espinhal (FERNANDES e GOMES, 2011).
De forma simplificada, a nocicep¢do pode ser ocasionada por uma cadeia de trés-neurdnios: o
neurdnio de primeira ordem (aferente primario) originado na periferia e projetando-se para a
medula espinhal; o neurdénio de segunda ordem (neurdnio de projecdo), que ascende pela
medula espinhal e projeta os sinais em neur6nios localizados no bulbo, ponte, mesencéfalo,
tdlamo e o hipotdlamo; e o neurdnio de terceira ordem que € projetado para o cortex cerebral,

onde a dor € finalmente percebida (MESSLINGER, 1997; TRANQUILLI, 2004).
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Figura 1 — Visdo geral do circuito nociceptivo.
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A imagem ilustra que a ativacio da terminacao nervosa periférica por um estimulo nocivo leva
a geracdo de potenciais de agdo, que sdo conduzidos até o corno dorsal da medula espinal. A
neurotransmissao no corno dorsal transmite o sinal a neurénios do SNC (sistema nervoso
central), que enviam o sinal ao cérebro. Esse circuito também estd sujeito a controle modulador
descendente.

Fonte: Principios de Farmacologia - A Base Fisiopatoldgica da Farmacologia, 3* edi¢do (2014).

A transducdo de estimulos nocivos externos e intensos despolariza as terminagdes
periféricas dos neurdnios sensoriais primarios de “alto limiar”. Esses neurdnios, os
nociceptores, dada sua capacidade de responder a estimulos nocivos, sdo de alto limiar por
necessitarem de um forte estimulo que potencialmente lesa o tecido, para despolarizar suas
terminacdes nervosas. Sendo assim, transdu¢do pode ser compreendida como um processo de
transformacgdo de estimulos nocivos em potenciais de acdao do receptor, que sao propagados
pelas fibras nervosas (Ad e C, principalmente) (GOLAN, 2014). A maioria dos neur6nios de

fibras mielinizadas (Ad) transmitem dor aguda e bem localizada enquanto os de fibras nao
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mielinizadas (C) sdo associados as terminacdes nociceptivas polimodais e transmitem dor
profunda, difusa e em queimagao (HANG e DALE, 2016).

Durante a transmissdo, os potenciais de acdo resultantes s@o conduzidos até o
sistema nervoso central (SNC) pelos axonios dos neurdnios sensoriais aferentes primarios, que
percorrem inicialmente os nervos periféricos e, em seguida, as raizes dorsais, que fazem sinapse
em neur6nios no corno dorsal da medula espinal (GOLAN, 2014). Apés a transdugdo do
estimulo e transmissdo dos sinais elétricos ao sistema nervoso central, € no corno dorsal ou
posterior da medula onde ocorre a integracdo inicial e a modulacdo da entrada do estimulo
nociceptivo. Os neurdnios de primeira ordem realizam sinapse com os de segunda ordem e
propagam a mensagem nociceptiva (ALMEIDA et al., 2009).

Muitos Orgdos na periferia, incluindo pele e estruturas subcutineas como
articulacdes e musculos, possuem esses nociceptores que sdo ativados por estimulos nocivos
(KANDEL et al., 2003). Essa lesdao pode resultar de estimulacdo mecanica intensa,
temperaturas extremas, privacdo de oxigénio e exposi¢cdo a certos produtos quimicos, entre
outras causas. As membranas dos nociceptores contém canais i0nicos que sao ativados por estes
tipos de estimulo, e com muitas afec¢des patoldgicas, a lesdo tecidual € a causa imediata da dor
e resulta em liberacdo local de uma variedade de substincias quimicas que atuam sobre as
terminacdes nervosas, seja ativando-as diretamente, ou potencializando sua sensibilidade a
outras formas de estimulacao (RANG e DALE, 2016). Como exemplos de substancias liberadas
estdo as proteases, ATP e fons H" (Figura 2). As proteases podem clivar um peptideo
extracelular abundante, o cininogénio, formando o peptideo bradicinina. A bradicinina liga-se
a uma molécula receptora especifica, que aumenta a condutancia i6nica de alguns nociceptores.
De maneira similar, o ATP causa a despolarizacdo dos nociceptores por meio da ligacdo direta
a canais i0nicos que dependem do ATP para sua ativacdo e o K™ extracelular despolariza

diretamente as membranas neuronais (KANDEL et al., 2003).
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Figura 2 — Ativacdo de neurdnios nociceptivos.
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Diferentes estimulos (fisicos e quimicos) podem iniciar ou aumentar a taxa de disparo de
potencial de acdo nos neurdnios aferentes primarios nociceptivos. Essas fibras aferentes
projetam-se para o corno dorsal da medula espinhal, onde fazem sinapse nos neurdnios que se
projetam para os centros superiores. Alguns dos principais componentes inflamatdrios sdo
mostrados, incluindo peptideos (bradicinina), lipidios (prostaglandinas), neurotransmissores (5-
HT) e ATP) e neurotrofinas (NGF). Cada um desses fatores sensibiliza (diminui o limiar) ou
excita os terminais do nociceptor ao interagir com os receptores da superficie celular expressos
por esses neurdnios. A ativacao do nociceptor ndo apenas transmite mensagens aferentes para
o corno dorsal da medula espinhal (e dai para o cérebro), mas também inicia o processo de
inflamacdo neurogénica. Esta é uma fun¢do eferente do nociceptor em que a liberagdo de
neurotransmissores, como a substancia P e CGRP, do terminal periférico induz vasodilatagdo e
extravasamento de plasma, bem como ativagdo células ndo neuronais, incluindo mastdcitos e
neutréfilos. 5-HT = 5-hidroxitriptamina; ATP = trifosfato de adenosina; CGRP = peptideo
relacionado com o gene da calcitonina; GRD = ginglio da raiz dorsal; NGF = fator de
crescimento neuronal.

Fonte: Rang & Dale: Farmacologia, 8 edi¢do, 2016, adaptado de Julius e Basbaum, Nature,
2001.

A transmissdo sindptica no corno dorsal, entre os aferentes primérios das fibras C e
os neurdnios de projecdo secundarios, apresenta componentes rapidos e lentos. Os aminodcidos
glutamato e aspartato atuam como neurotransmissores excitatérios e evocam potenciais de acao
nos neurdnios do corno dorsal superficial, facilitando a transmissdo nociceptiva (ROCHA et
al., 1994). O glutamato, atuando nos receptores ionotropicos AMPA (amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxasolproprionato) € NMDA (N-metil-D-aspartato), medeia a transmissdo excitatoria

rdpida entre os neurdnios sensoriais primdrios e secunddrios. Os neuropeptidios, como as
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taquicininas, substancia P e peptidio relacionado com o gene da calcitonina (CGRP), bem como
outros neuromoduladores sindpticos, sdo coliberados com o glutamato e produzem efeitos
sindpticos mais lentos (GOLAN, 2012).

Em seguida, os neurdnios de segunda ordem ascendem pela medula espinhal
através do trato espinotalamico, onde projetam as suas fibras terminais, especialmente no
tdlamo, onde neurdnios de terceira ordem emitem axonios para diversas regides, caracterizando
diferentes vias ascendentes. No tdlamo medial em particular, muitas células respondem
especificamente a estimulos nociceptivos na periferia, e as lesdes nesta drea causam analgesia
(SCHAIBLE e RICHTER, 2004).

A fim de restaurar a homeostasia, a transmissao sindptica na medula espinhal é
regulada pelas a¢cdes de interneurdnios inibitdrios locais e projecdes que descem do tronco
encefdlico para o corno dorsal. Como esses sistemas podem limitar a transferéncia da
informacdo sensorial para o cérebro, eles representam um importante local de intervencao
farmacoldgica. A modulacdo da dor através das vias descendentes inibitérias consiste na
reducdo da liberagdo dos neurotransmissores excitatorios (glutamato, substancia P e CGRP) a
partir dos neurOnios aferentes primarios, por meio da liberacdo de neurotransmissores
inibitérios a partir de interneurdnios. Os principais neurotransmissores inibitérios no corno
dorsal da medula espinal sdo os peptideos opioides, a norepinefrina, a serotonina (5-HT), a
glicina e o 4cido y-amino-butirico (GABA) (GOLAN, 2014).

Com a sensibilizacdo periférica, a dor pode ser anormalmente propagada por
alteracdes na sinalizacdo do neuropeptideo que forma a base da inflamagdo neurogénica,
envolvendo processos como vasodilatacdo, extravasamento de plasma, infiltracdo de citocinas
e atracdo de macréfagos (CLARK, OLD e MALCANGIO, 2013). Uma vez ocorrido o dano ao
tecido, varios mediadores quimicos sdo liberados, como citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas, prostaglandinas, bradicininas, fatores de crescimento, purinas, aminas, ions, entre
outros (CHEN, YANG e GROSSER, 2013). Durante esse tipo de sensibiliza¢do, o limiar de
excitacdo de nociceptores diminui de forma que estimulos ndo dolorosos ativam respostas
dolorosas e estimulos nocivos evocam respostas ainda mais fortes do que no estado ndo
sensibilizado (CAMPBELL e MEYER, 2006).

A dor aguda, em geral, é bem explicada em termos de nocicep¢do — estimulo
nociceptivo excessivo originando sensa¢do intensa e desagraddvel. Diferentemente, a maioria
dos estados crdnicos associa-se a aberragdes da via fisiolégica normal, dando origem a

hiperalgesia (aumento da intensidade da dor associada a estimulo nocivo leve), alodinia (dor
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provocada por estimulo ndo nocivo) ou dor espontinea sem qualquer estimulo precipitante
(RANG e DALE, 2016).

Sabe-se que grande numero de receptores e sistemas estdo envolvidos na
transmissdo dolorosa. Por exemplo, os receptores opioides estdo localizados pré e pds-
sinapticamente, interrompendo a passagem de neurotransmissores através da sinapse
nervosa que bloqueia ou atenua a experiéncia da dor. Esses receptores sdo acoplados a
proteina G e divididos em trés principais grupos: receptores mu (1), delta (8) e kappa (k) com
diferentes seletividades para os peptideos enddgenos individuais e para os vérios opidceos
usados farmacologicamente (VANDERAH, 2007). Enquanto os agonistas do p produzem
euforia e promovem o enfrentamento do estresse, os agonistas do k produzem disforia, respostas
semelhantes ao estresse e afeto negativo, ao passo que os agonistas do 6 reduzem a ansiedade e
promovem o afeto positivo. A multiplicidade de receptores opioides inspirou o desenho de
agonistas e antagonistas com diferentes poténcias, eficacias e seletividades para p, 6 € Kk com
base em relagdes de atividade de estrutura e com diferentes farmacocinéticas em um esfor¢o
para desenvolver analgésicos com menos efeitos adversos (PECINA et al, 2018). Os receptores
u estdo amplamente distribuidos em todo o encéfalo, e sua funcdo relaciona-se com a integracao
motora-sensorial e percepcao dolorosa. Os receptores 6 sao mais limitados em sua distribui¢ao
e encontram-se nas dreas relacionadas a olfacdo, neocodrtex, caudado e putdmen, nicleo
accumbens e amigdala. Parecem ter papel na integracdo motora, olfacdo e funcdo cognitiva. Os
receptores K sao observados no nucleo caudado e putamen, accumbens, amigdala, hipotalamo,
neuro-hipofise, eminéncia média e nidcleo do trato solitdrio. Suas provaveis fungdes
relacionam-se com balanco hidrico, percep¢do dolorosa e atividade neuroendécrina (BLOR,
MAZE e SEGAL, 1991).

O o6xido nitrico (NO, do inglés, nitric oxide) desempenha um papel complexo na
modulacdo da transmissdo nociceptiva tanto no sistema nervoso periférico como no sistema
nervoso central. A ac@o nociceptiva do NO € conhecida por estimular a guanilil ciclase soltvel
(GCs), que resulta na conversdo de trifosfato de guanosina em GMPc, que entdo modula a
atividade de muitos alvos nas células (PKG, canais i0nicos e fosfodiesterases). O NO pode
interagir com muitos sistemas, como os receptores NMDA e COXs, para induzir o efeito
hiperalgésico. Além disso, o NO pode ter efeito duplo na regulagdo dos processos de dor, ou
seja, pode mediar a nocicepcao ou induzir um efeito antinociceptivo (CURY et al., 2011). Em
se tratando do efeito analgésico do NO, hd evidéncias que esse efeito também dependa da
ativacdo de uma via de sinalizagdo intracelular, envolvendo a via dos canais de

K*cGMP/PKG/ATP-sensiveis. Adicionalmente, dependendo do local de estimulo, a via da L-
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arginina/NO/cGMP pode induzir efeitos diferentes (nociceptivo ou antinociceptivo), uma vez
que a injecdo subcutanea desses farmacos em animais gera efeito antinociceptivo, a medida que
a administracdo intradérmica de farmacos capazes de ativar a via NO/cGMP induz fendmenos
nociceptivos. Esses achados sugerem que o NO possui papéis opostos pela existéncia de
diferentes subconjuntos de neurdnios sensoriais primdrios nociceptivos (VIVANCOS,
PARADA e FERREIRA, 2003). Dessa forma, a via do 6xido nitrico, inegavelmente, contribui
para os mecanismos de acdo analgésica de opioides, antiinflamatorios e outros analgésicos e
pode favorecer o desenvolvimento de estratégias de novas terapias medicamentosas (CURY et
al.,2011).

Os canais de K" também estdo envolvidos no processo de antinocicepgdo. A
abertura desses canais bloqueia a propagacdo do estimulo nociceptivo, por aumentar a
condutancia a esse ion para o exterior da célula que leva a hiperpolarizagao celular (RANG et
al., 2012). Entre os vdrios tipos de canais de potdssio envolvidos na antinocicep¢do, pode ser
destacado o canal de potassio sensivel a ATP (K*ATP) que esta envolvido em processos
centrais e periféricos. Além disso, sugeriu-se que farmacos que agem através da via do NO
ativam a enzima guanilato ciclase aumentando assim a producdo de GMPc que ird ativar a
proteina quinase G (PKG), levando a ativagao dos canais de K*, causando hiperpolarizagao das
membranas diminuindo assim a excitabilidade neuronal (FEIN, 2011).

O sistema colinérgico possui importancia na regulacdo de diversas funcdes
fisioldgicas. A acetilcolina modula a nocicepc¢ao por um padrao complexo de efeitos, mediando
via multiplas classes de receptores, incluindo receptores muscarinicos e nicotinicos. A
modulagcdo da nocicepciao pelo sistema colinérgico se dd pela ativagdo de vias inibitérias
descendentes colinérgicas ou nao colinérgicas, e pela ativac@o de interneur6nios inibitérios no
corno dorsal da medula espinal. Dessa forma, o sistema colinérgico é considerado um
importante sistema enddgeno de controle da dor, sendo um possivel alvo farmacoldgico
(MILLAN, 2002; RAMANATHAN et al., 2015; VANPATTEN e AL-ABED, 2017).

O sistema noradrenérgico € crucial para vdérias atividades do corpo, incluindo a
modulacdo da dor. Esse sistema parece modular diferentes componentes da experiéncia
dolorosa e, consequentemente, sua manipulacdo tem resultados comportamentais distintos.
Durante o controle descendente da dor originado do tronco cerebral, € liberada noradrenalina a
partir dos axdnios descendentes que controla a atividade dos neurdnios nociceptivos no corno
dorsal. Sabe-se que hd interacdo dos receptores opioides tipo u com os receptores adrenérgicos
02 na modulagdo do processo nociceptivo. No corno dorsal, a ativacdo dos receptores

adrenérgicos provoca uma reducdo moderada da estimulacdo dos neurdnios de projecdo pelas
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fibras aferentes primadrias, além da reducdo da liberacdo de transmissores pré-nociceptivos,
como a substincia P e o glutamato, a partir dos terminais centrais destas. Essa atividade
antinociceptiva pode acontecer também por permitir interagdes com outros transmissores cComo
a galanina, GABA e encefalinas, uma vez que as vias descendentes inibitérias adrenérgicas
estdo localizadas com estes transmissores (MANSIKKA et al., 2012; LLORCA-TORRALBA
et al., 2016).

Assim, o tratamento bem-sucedido da dor deve ser focado em diferentes fatores:
fisicos, psicoldgicos, sociais, espirituais e culturais, ja que cada individuo tem seu proprio limiar
de dor (CIPAMONTI, 2012). Em relacdo aos tratamentos medicamentosos, a classifica¢io
destes para o controle da dor pode ser dividida em agentes analgésicos opioides e agentes
analgésicos nao opioides. Os opioides sdo reconhecidos como os medicamentos mais eficazes
e amplamente usados no tratamento da dor intensa, ja que atuam ativando os receptores opioides
(NALAMACHU, 2013). Produzem analgesia através de sua ac¢do no cérebro, no tronco
encefdlico, na medula espinal e nas terminacdes periféricas dos neurdnios aferentes primarios,
atuando principalmente sobre o receptor opioide p (mu) (GOLAN, 2009). Alguns dos agonistas
opidides vastamente utilizados na medicina sao morfina, oxicodona, fentanil, codeina, tramadol
(KRAYCHETE et al., 2014).

Entre os analgésicos ndo opioides, podemos destacar os AINES (anti-inflamatdrios
ndo esteroides), que atuam inibindo as enzimas cicloxigenases (COX), as quais catalisam a
formagdo das prostaglandinas que medeiam o processo de inflamacdo. Ainda entre os ndo
opioides estdo os farmacos adjuvantes, como os antidepressivos, anticonvulsivantes,
ansioliticos e antipsicéticos, que sdo indicados para outras condi¢cdes patolégicas, mas possuem
importante acdo analgésica (QUEREMEL e DAVIS, 2021). A tabela 1 sumariza alguns
medicamentos com efeito analgésico vastamente utilizados, bem como o modo de acdo e os

efeitos adversos.



Tabela 1 — Alguns farmacos utilizados no tratamento da dor.
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Agente Modo de acao Indicacio Efeitos colaterais
] S Asma analgésica, triade de Samter,
. o ) Analgésico, antipirético, )

Acido Inibidor ndo seletivo . o risco elevado de sangramento,
o antiinflamatério, inibicdo da )
acetilsalicilico de COX ] sindome de  Reye, queixas

agregacdo de trombdcitos ) o
gastrointestinais.
Inibidor ndo seletivo Analgésico, antipirético, Dores de cabega, vertigem, zumbido,
Ibuprofeno ] ) ) ) o
de COX antiflogistico queixas gastrointestinais.
Inibidor ndo seletivo ] S o
Paracetamol Analgésico, antipirético Hepatotoxicidade.
de COX
) Inibidor seletivo de Analgésico em quadros de Ataque cardiaco, acidente vascular
Celecoxibe )
COX-2 artrite e artrose cerebral.
Nduseas e vOmitos, depressdo
] Liga-se aos ] ] respiratoria, sonoléncia, tontura,
Morfina o Analgésico para dor cronica . ~ )
receptores opioides infertilidade, depressao , tolerdncia,
dependéncia.
Liga-se aos ] ) Constipacdo, sentidos confusos,
Codeina o Analgésico, antitussigeno _ )
receptores opioides sedacdo, sonoléncia.
) Constipagdo, nduseas, xerostomia,
Liga-se aos ) ) ) )
Tramadol o Analgésico dispepsia, tontura, sonoléncia,
receptores opioides ) )
cefaleia, vertigem.
) Liga-se aos ) _ Nduseas, vOmitos, prisio de ventre,
Fentanil o Analgésico de curta duracdo o ) ]
receptores opioides diarreia, coceira generalizada.
) Analgésico de longa Nauseas; vomitos, sentidos confusos;
Liga-se aos _ . o
Metadona o duracdo, sindrome de tontura; sensacdo de queda iminente;
receptores opioides ) ) o )
abstinéncia a opioide sedacdo; sonoléncia.
) Liga-se aos ) Sonoléncia, tontura, coceira,
Oxicodona o Analgésico ) )
receptores opioides constipagdo, ndusea, vomito.
Tontura, sonoléncia, boca seca,
Amitriptilina  Anticolinérgico Antidepressivo nduseas, prisdo de ventre, interacéo
com vérios outros medicamentos.
Sonoléncia, tontura, cansago, ganho
) Liga-se aos canais ) ) de peso, dor de cabega, dificuldade
Gabapentina Anticonvulsivante

(LECTURI, 2021)

de calcio

de visdo, tremor, dorméncia, perda

de apetite, nduseas ou vomitos.

Como observado na tabela acima, apesar de estarem disponiveis uma gama de

medicamentos para o tratamento da dor com diversificados modos de agdo, os efeitos adversos
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associados ao uso, especialmente em terapias mais prolongadas, limitam os protocolos ou a
qualidade de vida dos pacientes. Assim, hd uma busca por novas moléculas com potencial
analgésico, que sejam potentes e diminuam ou eliminem esses efeitos indesejados.

Para identificar novos alvos e caracterizar o perfil analgésico potencial de novos
compostos para o alivio da dor, uma série de modelos em animais experimentais foi
desenvolvida, principalmente em roedores, refletindo varios tipos de dor. Dependendo do
modelo, as medi¢cdes podem abranger comportamentos espontaneos, bem como dor evocada
por varias modalidades. Em contraste com a natureza polimorfica da dor que € descrita como
uma sensacdo em humanos, a dor em animais pode ser estimada apenas examinando suas
reacOes (XIE, 2011). Considerando o envolvimento de diferentes vias de sinalizacdo no
processo nociceptivo, a avaliacdo da nocicep¢do em modelos animais ainda € necessdria como
uma ferramenta importante na compreensdo dos fendmenos algicos. A observacdo de
comportamentos estereotipados cldssicos apds a estimulacio nociceptiva € de grande valia nos
estudos envolvidos na transmissdo e processamento da nocicepgao, bem como na avaliacao dos
mecanismos de novos compostos com potencial analgésico (TJOLSEN e HOLE, 1997), por
exemplo, que diferenciem a atividade antinociceptiva de uma molécula por mecanismos
centrais, envolvendo mediadores imediatos; ou por mecanismos periféricos, envolvendo
mediadores produzidos mais tardiamente, principalmente aqueles que sdo liberados durante o

processo inflamatorio.

2.2 Modelos animais de nocicepc¢ao

Como ja abordado, a nocicepcdo, ou a capacidade de detectar um estimulo
potencialmente prejudicial, € uma fungdo fisioldgica fundamental em mamiferos e, na verdade,
em muitas outras espécies. No entanto, como ndo se pode dizer que os animais relatam dor,
qualquer reacdo a tais estimulos ndo evidencia necessariamente experiéncia de dor
(SANDKUHLER, 2009). E limitado medir a dor em animais diretamente, j4 que a experiéncia
emocional presumivelmente desagraddvel de dor € inferida de comportamentos semelhantes a
dor que podem incluir a retirada de uma parte do corpo de um estimulo, agitacdo, um aumento
de lambedura da 4rea afetada e vocalizagdes apds estimulacdo sensorial. Esses ensaios podem
ser divididos em testes dependentes de estimulos e independentes de estimulos (ABBOUD et
al., 2021). A distin¢do entre nocicepc¢ao e dor, portanto, sublinha uma diferenca fundamental
na terminologia quando se refere a assuntos comunicantes € ndo comunicantes. Assim, como a

medi¢do da dor diretamente em roedores € insuficiente, foi necessario desenvolver métodos
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indiretos para quantificar e avaliar comportamentos semelhantes a dor em animais nao
anestesiados que sejam confiaveis, reprodutiveis, sensiveis e especificos (MOGIL, 2009). Além
disso, a a¢do farmacoldgica (por exemplo, eficdcia, poténcia, duragdo de a¢do) de um amplo
espectro de analgésicos para reduzir as respostas sensoriais reflexivas em modelos de roedores
de nocicepg¢do aguda e dor cronica tém demonstrado correspondéncia consistente com analgesia
humana (YAKSH, 2006).

Os modelos animais de nocicep¢ao tém dois componentes importantes: 0 método
de estimulo e a posterior medi¢do final do comportamento. Os modelos mais adequados, seja
uma lesdo, aplicacdo de agentes quimicos ou outras manipulagdes, devem produzir nocicepgao
recapitulando os mecanismos de condicdes clinicas especificas. Medidas de comportamentos
reflexivos, como limiares de retirada a estimulos nocivos, t€ém sido usadas ha décadas para
examinar os mecanismos de dor. Estes se mostraram claramente tuteis para o avango da
compreensdo da base fisiolégica da nocicep¢do, identificacdo de neurotransmissores,
receptores, mensageiros intracelulares e genes envolvidos em comportamentos de dor e
permitiram melhor compreensdo dos tratamentos farmacolégicos e ndo farmacoldgicos
existentes para a dor (GREGORY et al., 2013).

Um dos primeiros métodos térmicos desenvolvidos € o teste de retirada da cauda
(do inglés, tail flick test), onde um estimulo de calor é aplicado e a laténcia para remover a
cauda € registrada. Esse teste foi primeiro relatado por D’amour e Smith (1941), mas houveram
modificagOes posteriores. Esse teste € um reflexo espinhal que ocorre em animais espinalizados,
no entanto, a laténcia do movimento da cauda é modificada pelo tronco cerebral e locais
corticais (DEWEY et al., 1970). Posteriormente, o teste da placa quente foi desenvolvido e
envolve o registro da laténcia para lamber ou retirar a pata da placa aquecida (WOOLFE e
MACDONALD, 1944). Acredita-se que o ato de escolher qual pata levantar para evitar a placa
de aquecimento requer estruturas supraespinhais, indicando que o teste da placa quente vai além
dos reflexos nocifensivos e requer integracao em estruturas superiores.

A dor visceral é normalmente estudada pela irritacdo do peritonio ou 6rgaos ocos
da pelve e do abdome e pela observacao do comportamento doloroso. O modelo de contor¢des
abdominais induzidas por 4cido acético € usado para estudar os nociceptores que revestem o
peritdnio e mede a dor espontanea. Este teste € usado para avaliagdo de substancias analgésicas,
no entanto, ¢ um modelo ndo seletivo para estudos de drogas antinociceptivas (COUTO et al.,
2011). A irritacdo local produzida pela injecdo intraperitoneal do dcido acético provoca a

liberacdo de uma variedade de mediadores, tais como a substancia P, bradicininas,
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prostaglandinas, bem como das citocinas pré-inflamatdrias tais como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a
(PINHEIRO et al., 2011).

O teste do glutamato é realizado aplicando-se solu¢@o de glutamato na pata traseira
do animal que gera o comportamento de lamber ou morder a pata. Essas respostas
comportamentais de dor sdo caracteristicas de alodinia e hiperalgesia mecanica ou térmica,
indicando que o glutamato tem um papel importante na transmissdo dor. A ativacdo de
receptores glutamatérgicos, especialmente do tipo NMDA, pode estimular a atividade de
enzimas intracelulares e a producao de uma variedade de segundos mensageiros intracelulares,
como 6xido nitrico (NO), pela 6xido nitrico sintase (NOS), que por sua vez produz hiperalgesia
(BEIRITH, SANTOS e CALIXTO, 2002).

O modelo da capsaicina € feito com aplicacdo intradérmica ou tépica de capsaicina,
um componente pungente da pimenta caiena que ativa o receptor potencial vaniloide transiente
tipo 1 (TRPV1). Esse modelo tem sido usado para estudar mecanismos de hipersensibilidade
mecanica e térmica em humanos e animais por décadas. No entanto, a capsaicina também induz
uma reagdo exacerbada de uma maneira dependente da dose, indicando uma inflamagdo
neurogénica e resultando em hipersensibilidade mecanica (até 4 h) e térmica (até 1 h)
sustentada. Em particular, a capsaicina provoca uma hipersensibilidade mecanica primaria no
local da injecdo a partir da estimulacdo direta dos nervos periféricos e uma hipersensibilidade
mecanica secunddria na 4rea nio lesada ao redor da injecdo, que reflete principalmente o
aumento do processamento da dor (SAKURADA, 1992; CHU et al., 2020).

Como estimulo de dor inflamatéria temos o modelo da carragenina, em que a
injecdo subcutanea de solucdo de carragenina induz um inchago agudo que se torna maximo
ap6s 3-5 h da injecdo e diminui em 24 h. Essa injecdo estd associada ao aumento da
sensibilidade aos estimulos térmicos e mecanicos no local da lesao (hiperalgesia primaria), bem
como fora do local da lesdo (hiperalgesia secunddria). Dor espontinea, como protec¢do reforcada
da pata traseira, reducdo do peso no membro posterior, comportamentos de esquiva e reducao
da atividade de corrida também sdo geralmente observados. Este modelo pode simular
condi¢des associadas a lesdes de tecidos, como entorses, distensdes e miosite (CHAPLAN et
al., 1994; JUNIOR, 2019).

As medidas comportamentais da sensibilidade mecanica sdo comumente usadas
para medir a alodinia e a hiperalgesia. Originalmente usado para testar a sensibilidade mecanica
em humanos, os limiares de retirada mecanica da pata usando filamentos de von Frey sdo
comumente usados em roedores (DIXON, 1980). O teste de filamento de von Frey mede a

hiperalgesia cutdnea ou alodinia e €, portanto, mais util para simular condi¢des clinicas com
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sensibilidade cutanea aprimorada, como dor neuropdtica, dor pds-operatdria, inflamagdo ou
mesmo osteoartrite (CUNHA et al., 2004).

Outros modelos ji foram relatados por reproduzirem doencas ou condi¢des que
alteram a estrutura e as funcdes do sistema nervoso, causando dor neuropdtica, como modelo
de ligadura do nervo espinhal; causando dor inflamatdria aguda ou cronica, como modelos de
poliartrite, pancreatite, osteoartrite; causando dor disfuncional, como modelos de fibromialgia
(KALIYAPERUMAL et al., 2020), entre outros, que ndo foram foco de trabalho desta tese,
mas que podem ser guiados posteriormente a partir dos resultados obtidos neste trabalho.

Os modelos classicos de roedores geralmente sao adequados para testes pré-
clinicos. No entanto, ainda € passivel de melhorias na busca de modelos animais mais refinados
que imitem fielmente as doencas humanas. Em particular, considera-se as diferencas de sexo,
variacdes genéticas ou interacdes de comorbidade que contribuam para descrever uma maior
diversidade de mecanismos que expliquem com precisdo as situagdes clinicas. Além disso, a
definicdo de medidas comportamentais mais precisas ajudard a desenvolver um conjunto
apropriado de experimentos para melhores mecanismos de testes e tratamentos potenciais
(ABBOUD et al., 2021).

Normas e diretrizes internacionais, bem como cédigos e legislaciao especificos de
cada pais, foram desenvolvidos para proteger o bem-estar dos animais usados para pesquisa.
Na verdade, é um requisito para a publicacdo de dados in vivo em periddicos de alta qualidade
que os padroes e diretrizes relevantes sejam estritamente observados (McGRATH et al., 2010).
A estrutura para esses padroes e diretrizes € baseada nos principios dos 3Rs (substitui¢ao,
reducdo, refinamento; do inglé€s, replace, reduce, refine). Diante disso, esses varios modelos
experimentais e métodos tém sido utilizados na descoberta de novas drogas antinociceptivas,
incluindo o isolamento de moléculas a partir de plantas e outras fontes naturais, seguidos de
estudos de eficicia e seguranca.

O conhecimento sobre os mecanismos nociceptivos atingiu avancos significativos,
porém contrasta diretamente com a auséncia de avangos nas estratégias terapéuticas. Apesar
dos progressos, a dor continua a ser insuficientemente tratada, sobretudo nos idosos. As doencas
propensas a causar experiéncias dolorosas aumentam com a idade e causam dor nas
articulagdes, lombares, musculoesqueléticas, fibromialgia, cefaleia, entre outras (JACKSON et
al., 2016). E conhecido que os firmacos utilizados para o controle da dor sdo os mesmos hd
décadas, como exemplo dos opioides e anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), que, sem
duavidas, sdo eficazes em grande parte das condi¢cdes dolorosas, mas apresentam efeitos

adversos que tornam o tratamento clinico limitado (NEGUS et al., 2006; WOODCOCK et al.,
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2007). Assim, grupos de pesquisa tem se empenhado em descobrir e estudar novas moléculas

com potencial para aliviar a dor e, dentre essas, podemos destacar as proteinas e os peptideos.

2.3 Potencial terapéutico de proteinas e peptideos

A descoberta de um medicamento é um processo que visa identificar molécula
sintética ou uma biomolécula para uma avaliacdo abrangente como um potencial candidato a
medicamento (SINHA e VOHORA, 2018). Os produtos naturais contribuem muito para a
histéria e o panorama de novas entidades moleculares (NEMs), possuem enorme diversidade
estrutural e quimica que nao pode ser igualada por nenhuma biblioteca de pequenas moléculas
sintéticas e estimulam novas descobertas na quimica, biologia e medicina (NEWMAN e
CRAGG, 2012). Uma avaliacio de todas as NEMs em 2016 aprovadas pela FDA (Food and
Drug Administration) revela que os produtos naturais e seus derivados representam mais de um
terco de todas as NEMs. Quase metade deles sdao derivados de mamiferos, um quarto de
microrganismos € um quarto de plantas (PATRIDGE et al., 2016).

As plantas sdo importantes fontes de substancias naturais biologicamente ativas, muitas
das quais podem ser utilizadas como modelo para a sintese de compostos ativos e/ou seletivos
para o tratamento de determinada doenga. A descoberta de medicamentos a partir de plantas
medicinais levou ao isolamento de drogas, como cocaina, codeina, digitoxina e quinina, além
da morfina, das quais algumas ainda estdo em uso (OJAH, 2020). Os estudos de plantas
medicinais tém aumentado gradualmente em todo o mundo porque as fontes naturais e a
variedade dessas plantas permitem que elas complementem as abordagens farmacoldgicas
modernas (Y1 et al., 2018). Adicionalmente, Oliveira (2005) destaca que os produtos naturais
nao sé complementam moléculas sintéticas, mas exibem caracteristicas relevantes insuperdveis
por esses compostos. Uma caracteristica chave dos produtos naturais € a sua enorme diversidade
estrutural e quimica e sdo uma fonte de novos compostos com arranjos estruturais diversificados
que possuem atividades bioldgicas interessantes e, assim, desempenham um papel inestimavel
no processo de descoberta de drogas (BRAHMACHARI, 2012). Com a crescente aceitacio de
que os constituintes da diversidade quimica das plantas medicinais sdo bem adequados para
fornecer os suportes para futuras drogas, haverd mais desenvolvimento no uso de novos
constituintes quimicos (OJAH, 2020).

O uso de plantas medicinais tem uma longa histéria, no entanto, tem alguns
inconvenientes, incluindo alteragdes de compostos a depender do clima, desenvolvimento

simultaneo de compostos sinérgicos que levam a efeitos adversos, mudancas inesperadas na
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bioatividade devido a variabilidade de preparo e armazenamento. Portanto, € interessante o
1solamento dos compostos bioativos causadores dos efeitos farmacoldgicos, a fim de determinar
esses efeitos, bem como possiveis doses toxicas para controlar a qualidade da formulacio
terapéutica (JAMSHIDI-KIA et al., 2018; ZHANG, 2011).

Proteinas e peptideos possuem papel importante em novas terapias. Quando
comparados com drogas tipicas de baixa massa molecular que ainda dominam o mercado
farmaceéutico, peptideos e proteinas sao altamente seletivos por possuirem multiplos pontos de
contato com seu alvo. O fato de uma molécula ser mais seletiva, deve também resultar na
diminuicdo dos possiveis efeitos colaterais e toxicos gerados por sua administragdo (CRAIK et
al, 2013).

Como consequéncia, o mercado global de proteinas terapéuticas foi avaliado em
cerca de US $ 93,14 bilhdes em 2018 e deve crescer para US $ 172,87 bilhdes, com uma taxa
anual de crescimento de 16,7% até 2022. Esse mercado esta crescendo muito mais rapidamente
que o das pequenas moléculas e terd uma propor¢do ainda mais acentuada no futuro. Nos
ultimos cinco anos, a FDA aprovou 213 medicamentos, dentre os quais 44 sdo proteinas
terapéuticas, principalmente anticorpos monoclonais (THE BUSINESS RESEARCH
COMPANY, 2020). Diabetes, osteoporose, mieloma, linfoma, hiperparatireoidismo, dano na
pele e dor, foram algumas doencas alvo dos medicamentos a base de peptideos aprovados entre
2015-2020 (Tabela 2). E importante notar que vérios dos novos medicamentos 2 base de
peptideos aceitos pela FDA surgiram a partir dos esfor¢os de grupos académicos. Isso destaca
a importancia de fomentar canais de cooperagdo sdlidos e eficientes entre a academia e a
industria, com o objetivo de manter e melhorar o bem-estar da sociedade (LA TORRE e

ALBERICIO, 2020).



Tabela 2. Medicamentos de proteinas/peptideos aprovados pela FDA (2015-2020).
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Ano Nome comercial Indicacao

2015 Insulin Degludec Tresiba® Diabetes

2015 Ixazomib Ninlar® Mieloma multiplo

2016 Adlyxin Lixisenatide® Diabetes

2017 Abaloparatide Tymlos® Osteoporose

2017 Angiotensin II Giapreza® Hipotensao

2017 Etelcalcetide Parsabiv® Hiperparatiroidismo

2017 Macimorelin Macrilen® Deficiéncia no hormdnio de crescimento
2017 Plecanatide Trulance® Constipagdo idiopdtica cronica

2017 Semaglutide Ozempic® Diabetes

2018 177Lu DOTA-TATE Lutathera® Tumores neuroenddcrinos

2019 68Ga DOTA-TOC® Tumores neuroenddcrinos

2019 Afamelanotide Scenesse® Dano na pele e dor

2019 Bremelanotide Vyleesi® Desejo sexual hipoativo em mulheres
2019 Enfortumab Vedotin-Ejfv PADCEV®  Nectina-4 expressa em cancer

2019 Polatuzumab Vedotin-Piiq Polivy® Linfoma

2020 Imcivree® Controle de peso

2020 Hepcludex® Infecgdo cronica causada pelo virus da

hepatite D

US Food and Drug Administration 2021.

A América do Norte € a regido dominante no mercado de medicamentos de
proteinas, devido ao maior trabalho de pesquisa e desenvolvimento de proteinas terapéuticas
em andamento na América do Norte e na Europa. A crescente conscientiza¢do entre individuos
e profissionais de satde da importancia das proteinas terapéuticas alimentou esse mercado.
Asia-Pacifico e América Latina sio os mercados mais lucrativos, e essas duas regioes
provavelmente exibirdo uma taxa de crescimento forte durante os proximos anos (LIFE
SCIENCES E TRANSFORMATIONAL HEALTH, 2020).

Peptideos isolados de fontes naturais, como insulina e hormdnio
adenocorticotréfico (ACTH), forneceram medicamentos que salvaram vidas na primeira

metade do século XX. Quando a elucida¢do da sequéncia e a sintese quimica de peptideos se
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tornaram vidveis na década de 1950, a oxitocina e a vasopressina sintéticas também entraram
em uso clinico. Venenos de artrépodes e cefalépodes tornaram-se um tesouro de peptideos
bioativos e o isolamento de produtos naturais de fontes exdticas tornou-se uma estratégia
popular para a identificacdo de novas terapéuticas potenciais (LAU e DUNN, 2018). Em
relac@o aos peptideos e proteinas de plantas, muitos trabalhos mostram o potencial de aplica¢do
dessas proteinas na saude, inclusive em tratamentos contra nocicepg¢ao e dor.

Trabalhos ja considerados cléssicos pela literatura destacam o papel quimiopreventivo
de inibidores de proteases em modelos de carcinogénese experimental, particularmente de
moléculas capazes de inibir a quimiotripsina e enzimas quimiotripsina-like, tal como tem sido
descrito para o inibidor de Bowman-Birk isolado a partir de sementes de soja (Glycine max)
(KENNEDY, 1998). Rasouli ez al. 2017, relataram potencial antiangiogénico dependente da dose
(5—40 pg/ml) do inibidor de tripsina (3 kDa) purificado de sementes de melao (Cucumis melo)
demonstrando que o efeito antitumoral devido a inibicdo da proliferacao de células endoteliais,
migracdo e tubulogénese e pode ser considerado como antagonista do receptor de integrina com
potencial para interromper vdrios aspectos da angiogénese e progressao do tumor.

Dados da literatura também mostraram que proteinas do latex da planta Calotropis
procera, apresentaram efeitos farmacoldgicos quando testadas em diferentes modelos
experimentais justificando o seu uso medicinal para tais finalidades (SILVA et al., 2010). Pereira
et al. (2011) mostraram que as sementes de Moringa oleifera apresentam uma proteina ligante a
quitina (Mo-CBPy) capaz de inibir de forma significativa na dose de 10 mg/kg (via intraperitoneal
e oral) as contor¢des abdominais induzidas por dcido acético em camundongos, um modelo
experimental de dor inflamatdria tradicionalmente utilizado como ferramenta de triagem para
descoberta de novos agentes analgésicos.

Albuminas extraidas de sementes de Crotalaria retusa (20 mg/kg, i.p.) mostraram
atividade antiinflamatdria e antinociceptiva provavelmente devido ao efeito inibitério sobre a
migracio de neutréfilos da lectina presente nesses extratos proteicos (ARAGAO et al., 2017).
Em um modelo inflamatério cronico, Rivanor et al., 2014, demonstraram pela primeira vez o
efeito anti-inflamatério de uma lectina de Caulerpa cupressoides (CCL) na dose de 10 mg/kg
(via intravenosa), em um modelo de artrite na articulagcdo temporomandibular induzida por
zymosan em ratos. Foi demonstrado posteriormente que o mecanismo antinociceptivo é
parcialmente dependente da inibicdo de TNF-a, IL-1p, COX-2 e ICAM-1 e independente do
sistema canabinoide e opioide NO/cGMP/PKG/K*/ATP (RIVANOR et al., 2018). Um estudo

com outra lectina de Lonchocarpus araripensis mostrou o efeito antinociceptivo atribuido a essa
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proteina (10 mg/kg, via intravenosa) e o envolvimento com a via L-arginina/NO/GMPc/K* ATP
(ASSREUY et al., 2020).

As proteinas e os peptideos podem ser considerados produtos bioativos ideais porque
intervém, essencialmente, em todos os processos bioldgicos e reagdes, caracterizando-se por
elevada eficiéncia e poténcia, ou seja, atuam especificamente e em baixas concentragdes. Dessa
forma, a aplicacdo das proteinas e peptideos, como moléculas terapéuticas, ¢ de grande
importancia para o tratamento de varias doengas (WANG, 1999).

De acordo com o exposto, as proteinas e peptideos se tornam uma alternativa vidvel para
a obten¢do de novos farmacos, visto que doses pequenas tem potencial para promover efeitos
semelhantes as drogas disponibilizadas no mercado, desfavorecendo a ocorréncia de efeitos
adversos. Entretanto, a manutencido da complexidade estrutural dessas macromoléculas pode
ser uma barreira para que sejam usadas terapeuticamente, visto que possuem conformagio
tridimensional, com estrutura secunddria, tercidria e em alguns casos quaterndria, com ligagcdes
frageis e grupos quimicos reativos. A perda dessas estruturas ou até mesmo modificacdes na
cadeia de residuos dos aminoacidos podem provocar a perda da atividade, meia-vida plasmatica
curta e biodisponibilidade oral limitada (SINHA e TREHAN, 2003; LAU e DUNN, 2018).
Logo, a busca por proteinas terapéuticas que naturalmente resistam a essas problematicas
somadas a estratégias de drug delivery cada vez mais modernas, sdo realizadas vastamente.

Entre as indmeras espécies vegetais de interesse medicinal, pode ser destacada a
Morinda citrifolia L., uma vez que, uma grande variedade de compostos naturais tem sido
encontrada com propriedades farmacoldgicas interessantes, inclusive potencial antinociceptivo

atribuido a uma proteina extraida dessa espécie, que € relatado por nosso grupo de pesquisa.

2.4 Morinda citrifolia L.

Noni € o nome comum de Morinda citrifolia L., também chamada de Indian
mulberry, Ba Ji Tian, nono, fruta queijo e nhau dependendo da cultura de cada pais e regido
(WANG et al, 2002). E uma drvore pequena, originiria do Sudeste da Asia, tendo sido
difundida pelo homem através da India até as ilhas da Polinésia Francesa, onde a planta tem

sido consumida hé séculos para fins medicinais (WANG et al., 2002; BUI et al., 2006).
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A espécie Morinda citrifolia L. pertence a familia Rubiaceae; subfamilia
Rubioideae; ao género Morinda e € da espécie M. citrifolia. A arvore tem um porte pequeno,
arbustivo ou arbdreo, medindo, geralmente, cerca de 3 a 4 metros de altura, podendo chegar até
10 metros. Possui folhas grandes e elipticas, com 5-17 cm de comprimento e 10-40 cm de
largura. Possui flores pequenas, tubulares e brancas, agrupadas e inseridas em peddnculo
(MORTON, 1992; DIXON, McMILLEN e ETKIN, 1999). O fruto tem formato oval, com 4 a
10 cm de comprimento e 2 a 6 cm de largura. Sua cor € dependente do seu estdgio de maturacao:
a medida que o fruto avancga para o estdgio final, a cor varia de verde, passando por amarelo e
finalmente apresentando um tom branco (McCLATHEY, 2002; WANG et al., 2002). Sua polpa
¢ carnosa, suculenta, de sabor e aroma desagraddveis, devido ao acido butirico exalado (VEIGA
et al., 2005). As sementes de M. citrifolia L. t€m aproximadamente 4 a 9 mm de comprimento,
possuem coloragdo marrom, com formato oblongo triangular, semelhante a semente de maca
(NELSON, 2005). O aspecto geral das principais partes da planta € mostrado na Figura 3.

Endémica em regides tropicais, a planta se adaptou bem as caracteristicas
edafoclimdticas do Brasil e aplica-se adequadamente a problemdtica do uso irracional de
plantas. Nao ha relatos de quando o noni foi introduzido no Brasil, mas € encontrada cultivada
em pomares caseiros especialmente na regido Nordeste (BARBOSA et al., 2017). Segundo
Correia et al. (2011), o cultivo do noni é relatado nos Estados do Rio Grande do Norte, Acre,
Sdao Paulo, Minas Gerais, Pard, Sergipe, Ceard, dentre outros. No Ceard, a EMBRAPA
Agroindustria Tropical estabeleceu o cultivo de noni e trabalhos desenvolvidos pela empresa
foram realizados a fim de empregar tratamentos pré-germinativos para abreviar o tempo,
aumentar e uniformizar a germinacdo das sementes de noni. Os frutos produzidos pela
EMBRAPA no municipio de Trairi (Ceard) possuem o peso médio de 166 g, o comprimento
médio de 101 mm e a largura média de 56 mm. Foi relatado que para cada quilo de fruto, sdo

obtidas em torno de 1.200 sementes (SOUSA, 2010).
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Figura 3 — Representacao dos aspectos gerais das partes de Morinda citrifolia L.

(A) Visao geral da planta de Morinda citrifolia L., (B) das folhas, (C) flores (D) frutos e (E)
sementes. Fontes: Nelson, 2005; Reserthealth.com, 2012; Mountain-nsea.blogspot.com, 2012.

Ha alguns anos tem sido verificado o crescente interesse € uso popular deste
pequeno arbusto, pois tém sido difundidas informagdes sobre a sua capacidade de cura de
diversas enfermidades, inclusive o cancer. Alguns desses estudos chegam a afirmar que o fruto
alcanca mais de 120 problemas de saide que podem ser tratados, e até curados, com a planta e
seus extratos (RODRIGUEZ, 2004). Experimentos in vitro € in vivo com 0O Suco, extratos ou
compostos isolados demonstram que o noni pode conferir beneficios a saide por promover
efeito antimicrobiano (JAYARAMAN et al., 2008; MURRAY et al., 2008; WEST et al., 2012;
SAGHIRI et al., 2013), atividade anticancerigena (LV et al., 2011; NUALSANIT et al., 2012),
antioxidante (LIN et al., 2013; MASUDA et al., 2013; KRISHNAIAH et al., 2015), antifingica

(JAYARAMAN et al., 2008); no sistema cardiovascular, antimicrobiana e anti-sepse
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(JAYARAMAN et al., 2008, WEST er al., 2012), anti-inflamatéria (SU er al., 2001;
DUSSOSSOY et al., 2011; PALU et al., 2012, FLETCHER et al., 2013).

Em relacdo ao potencial analgésico da planta, YOUNOS et al., (1990) mostraram
que o extrato aquoso da raiz do noni administrado pela via intraperitoneal (800 mg/kg) reduziu
significativamente o nimero de contor¢des abdominais em camundongos. Esse efeito foi
antagonizado por naloxona, o que indicou um efeito central tipo morfinico. Um dos principais
estudos em relacdo a atividade analgésica foi realizado por WANG et al. (2002) que observaram
que ratos alimentados com o fruto obtiveram maior tolerancia a dor quando comparado ao grupo
escolhido como placebo. Os autores afirmaram que esta propriedade é devido a presenca de
fitoconstituintes alcaldides em sua composi¢do quimica. Ja Basar et al. (2010) mostraram o
efeito antinociceptivo do puré dos frutos (solucdo a 10% p/v) no teste da placa quente em
camundongos, em que houve reducdo da sensibilidade a dor comparativamente ao analgésico
central tramadol. O efeito foi parcialmente revertido pela naloxona, sugerindo uma possivel
acdo opioide. O extrato aquoso da folha de Noni exibiu a¢do antinociceptiva em um teste de
contor¢ao induzido por acido acético (SERAFINI ez al., 2011). A fracdo cloroférmica extraida
da raiz rica em damnacanthal mostrou efeitos antinociceptivos por reduzir nocicepgao no teste
da formalina. Esses efeitos sio mediados, em parte, pela interferéncia com receptores de
histamina em camundongos (OKUSADA et al., 2011). Um estudo a partir dos frutos
liofilizados mostrou atividade antinociceptiva dependente da dose (250 mg/kg e 500 mg/kg)
apos administragdo oral nos testes de imersdo da cauda e teste da formalina, indicando
mecanismo central e periférico (SINGH et al., 2013). Sousa (2017) mostrou que a fracao
polissacaridica sulfatada extraida dos frutos (10 mg/kg, i.p.) possui efeito antinociceptivo
evidenciado no teste das contor¢des abdominais e na segunda fase do teste da formalina.

Apesar dos efeitos farmacoldgicos relatados, alguns trabalhos que t€m ressaltado
que o consumo indiscriminado de produtos dessa espécie, sem o conhecimento prévio de seus
principios ativos e efeitos téxicos, podem ocasionar problemas graves a saide. Millonig et al.
(2005) descreveram o primeiro caso de hepatotoxicidade relacionado ao consumo de suco de
noni. Um homem de 45 anos foi encaminhado a Divisdo Clinica de Gastroenterologia e
Hepatologia da Universidade Médica de Insbruque, Austria, por apresentar niveis elevados de
transaminases. Posteriormente, o paciente admitiu que estava ingerindo diariamente, nas
ultimas semanas, um copo de suco de noni. O relato sugeriu uma reacdo de hepatotoxicidade
por drogas, o que foi confirmado por uma bidpsia hepédtica. O paciente interrompeu
imediatamente o consumo do produto e em um més os niveis de transaminases estavam

normalizados. Stadlbauer er al. (2005) relataram mais dois casos de hepatotoxicidade
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associados ao consumo de suco de noni. Um homem de 29 anos com histérico de hepatite aguda
apos tratamento de uma infec¢do respiratdria com paracetamol foi readmitido apds um ano com
um quadro de insuficiéncia hepdtica aguda. O paciente relatou ter consumido 1,5 litros do suco
Tahitian Noni® Juice (TNJ) nas trés semanas anteriores, além de ter ingerido diariamente nos
ultimos nove dias cerca de sete gramas de uma mistura de ervas chinesas. Outras causas
potenciais de insuficiéncia hepdtica foram descartadas e os autores classificaram como
“possivel” a relacao de causalidade entre o consumo suco de noni e a doenca hepética, segundo
critério internacional de avaliacdo. Um outro estudo com noventa e seis pessoas sobre as
propriedades gerais do noni teve o afastamento de uma das participantes por apresentar
elevacdo nos niveis das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), ambas diretamente e intensamente ligadas ao figado (NDA, 2006). Os autores
(MILLONIG et al., 2005 e STADLBAUER et al., 2005) sugerem que as antraquinonas
poderiam ser as substancias responsaveis por essa acdo hepatotoxica relatada. Moraes et al.,
(2016) mostraram que o extrato aquoso dos frutos de M. citrifolia, a 5 e 10 mg/kg,
predominantemente, induz hepatotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade no figado,
medula 6ssea e células de sangue periférico de ratos. Estes resultados sugerem efeitos
clastogénicos e/ou aneugénicos e instabilidade genética, o que indica precaugdes quanto ao
consumo de formulagdes de medicamentos ou preparacdes populares baseadas nessa
substéncia.

Apesar de estudos acerca do potencial terapéutico e efeitos adversos do consumo
da planta, associados majoritariamente com metabdlitos secundarios, os estudos com proteinas
do noni ainda representam uma parcela minima quando comparada a pequenas moléculas.
Dessa forma, sabendo das caracteristicas vantajosas das proteinas nas terapias citadas
anteriormente, nossa equipe iniciou a investigacdo bioquimica e farmacoldgica das proteinas
das sementes de Morinda citrifolia L. visando identificar principios bioativos promissores para
o tratamento da inflamacdo e da dor que tivessem seguranca farmacoldgica para os futuros
recursos terapéuticos.

Baseados nesses relatos, nosso grupo de pesquisa isolou a partir de sementes de
Morinda citrifolia L. uma proteina transferidora de lipideos do tipo 1, que mostrou ter efeito

antinociceptivo promissor (CAMPOS et al., 2016).
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2.5 Proteinas Transferidoras de Lipideos (LTPs)

As LTPs de plantas sao moléculas pequenas, de ponto isoelétrico basico (8 -10) e
sdo codificadas por uma familia multigénica (KIRUBAKARAN, 2008; CARVALHO e
GOMES, 2007; KADER 1996). Podem ser classificadas em dois grupos principais
diferenciados pela massa molecular (KALLA et al., 1994): LTP do tipo 1, com massa de 9 kDa
e LTP do tipo 2, com massa molecular de 7 kDa. Esse sistema de classifica¢ao foi insuficiente
para classificar todas as LTPs somente pelo pardmetro de massa molecular, entdo outros
sistemas de classificacdo foram propostos (Tabela 3) (BOUTROT et al., 2008; EDSTAM et
al., 2011; JOLY e MATTON 2015), embora a classificagcdo convencional dos tipos LTP1 e

LTP2 seja mais utilizada.

Tabela 3 - Sistemas de classificacdo de Proteinas Transferidoras de Lipideos (LTPs).

Tipos Parametro Referéncia
LTP1 e LTP2 Massa molecular Kalla et al., 1994.
LTPI, LTPI, LTPHI, Similaridade de sequéncia Boutrot et al., 2008.

LTPIV, LTPV, LTPVI,
LTPVII, LTPVIII, LTPIX

LTPI1,LTP2, LTPc, LTPd, Similaridade da sequéncia Edstam et al., 2011.
LTPg, LTPe, LTPf, LTPh,

LTPje LTPk

LTP1, LTP2, LTPc, LTPe, Conservacgao de cisteinas Joly e Matton, 2015.

LTPd, LTPg, LTPx

As LTPs do tipo 1 sd@o compostas por aproximadamente 90-95 residuos de
aminodcidos, dos quais oito sdo cisteinas em posi¢des conservadas ao longo da estrutura
priméria (EDSTAM et al., 2011). Essas oito cisteinas estdo ligadas entre si de modo a formar
quatro pontes dissulfeto que auxiliam na estrutura tercidria da proteina (HAN et al.,
2001 e SALCEDO et al., 2007) conferindo estabilidade estrutural.

Estruturas tridimensionais de LTP1s de plantas, determinadas por cristalografia de
raios X ou espectroscopia de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), sdo compostas de quatro

a-hélices e uma regido C-terminal (GIZATULLINA et al., 2013). A estrutura geral das LTP1s
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¢é estabilizada pelas quatro pontes dissulfeto e caracterizada pela presenca de uma cavidade
hidrofébica com espaco suficiente para a ligacdo de uma ou duas moléculas de lipideos
(KADER, 1996). A figura 4 ilustra essas caracteristicas com a estrutura tridimensional de uma
LTP1 de trigo (Triticum aestivum) (SALMINEN, BLOMQVIS e EDQVIS, 2016). Em fun¢do
de sua estrutura compacta, as LTPs tendem a ser extremamente estdveis, resistindo a
desnaturacdo térmica e a digestdo com pepsina (ASERO et al., 2001; LINDORFF-LARSEN e
WINTHER, 2000; PASTORELLO et al., 2003; SCHEURER et al., 2004; WU et al., 2004),

caracteristica interessante para uma possivel administragdo pela via oral.

Figura 4 - Estrutura 3D de TaLTP1 (Triticum aestivum Lipid Transfer Protein).

(b)

(a) As quatro hélices na dobra 3D de TaLLTP1 sdo estabilizadas por quatro pontes dissulfeto. A
primeira ponte (1; residuos Cys mostrados como bastdes verdes) liga a parte N-terminal (N) a
H3 (verde), a segunda (2; Cys como bastdes rosa) conecta H1 (rosa claro) a H2 (rosa), o terceiro
(3; Cys como bastdes azuis) conecta H2 (rosa) a H4 (ciano claro), e a dltima ponte dissulfeto
(4; Cys como bastdes marrons) liga a parte C-terminal (C; marrom) a H3. (b) A cavidade interna
de TaLTP1 é formada por residuos de cada uma das hélices. Os residuos que revestem a
cavidade sdo mostrados como bastdes e coloridos da mesma forma que as hélices.

Interagcdes hidrofébicas desempenham um papel importante na ligacao de lipideos.
LTP1s de plantas ligam uma grande variedade de moléculas hidrofébicas, incluindo acidos
graxos, desde C10 a C18, fosfolipideos, lisoderivados, prostaglandina, e acil-coenzima A
(GOMAR et al., 1996; SODANO et al., 1997; LERCHE et al., 1997; CHARVOLIN et al.,
1999; TASSIN-MOINDROT et al., 2000; HAN et al., 2001). Embora as LTP1s exibam dobras
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semelhantes, a sua capacidade de ligacdo a lipideos depende da forma e do volume da cavidade
interna, da localizacdo dos aminodcidos no interior da cavidade interna, e variacdes na
organizacdo dos elementos da estrutura secunddria. A capacidade das LTP1s de retirar lipideos
de micelas ou bicamadas também varia de uma proteina para outra (GIZATULLINA et al.,
2013). Interessantemente, a atividade de transferéncia de lipideos das LTPs, poderia ser
vantajosa quando aplicada na entrega de drogas (sistemas de drug delivery), solucionando
problemas relacionados a permeabilidade da membrana lipidica, podendo ser utilizada na
farmacologia e na indudstria de medicamentos e cosméticos (SHI et al., 2013).

As LTPs nas plantas podem estar envolvidas em diversos processos da fisiologia
celular e desenvolvimento: formacao da cera e cutina, adesdo do tubo polinico, maturagao e
germinacdo de sementes, amadurecimento de frutos, respostas a estresses bidticos e abidticos
(FICH, SEGERSON e ROSE, 2016; GUO, GE e MA, 2013, GANGGADHAR et al., 2016;
DIZ et al., 2011). Além disso, estdo envolvidas na defesa direta contra patégenos bacterianos,
fingicos e virais, mas seu mecanismo de acdo ainda ndo € totalmente compreendido (LI et al.,
2016; YEATS e ROSE, 2008). Sua atividade antimicrobiana se deve principalmente a
capacidade de perturbar a integridade e a permeabilidade das membranas bioldgicas dos
patégenos (ZOTTICH et al., 2011).

Adicionalmente, sabe-se que essa classe de proteinas estd relacionada com
ocorréncias alérgicas, como exemplo, as Rosdceas da regido do Mediterrdneo, com reagdes
alergénicas causadas por proteinas transferidoras de lipideos ndo especificas pertencentes a
familia LTP1 (SALCEDO et al., 2007, VAN REE, 2002). A ampla distribui¢ao de LTP1 em
alimentos derivados de plantas, a recente evidéncia de alergias alimentares induzidas por LTP1
de um ndmero de espécies botanicamente diferentes de Rosaceae (CIARDIELLO et al., 2010;
KRAUSE et al. 2009, PASTORELLO et al., 2000, PASTORELLO et al., 2003, SAN
MIGUEL-MONCIN et al., 2003) e a demonstragdo de reacio cruzada imunoldgica entre LTP1
de tais espécies (ASERO et al., 2002; AL., 2004, TORDESILLAS et al., 2009) indicam que
estas proteinas representam pan-alérgenos de plantas.

Nosso grupo de pesquisa isolou, a partir de sementes de Morinda citrifolia L., uma
LTP do tipo 1, nomeada McLTP;. Estruturalmente, essa proteina possui massa de 9,4 kDa
estimadas por espectrometria de massas e um rendimento de 6,12% do extrato proteico bruto.
Os primeiros 33 residuos aminoécidos obtidos de McLTP;
(AVPCGQVSSALSPCMSYLTGGGDDPEARCCAGV) mostraram similaridade com outras

proteinas transferidoras de lipideos (LTPs) de outras espécies (Triticum aestivum, Aegilops
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tauschii e Vigna radiata) incluindo quatro dos oito residuos de cisteina conservados em outras
LTPs (CAMPOS et al., 2016).

Quanto a atividade anti-inflamatéria de McLTP;, em testes realizados, houve
reducdo da migracao celular em modelos experimentais de peritonite induzida por carragenina
e a diminuicdo do edema de pata induzido por carragenina e dextrana. Além disso, a proteina
demonstrou a capacidade de inibir significativamente a produgdo das citocinas IL-1, IL-6 e
TNF-a (p <0,05) e promover um aumento na producgdo da citocina anti-inflamatéria IL-10,
sugerindo que os efeitos anti-inflamatérios observados para McLTP; podem estar relacionados
a modulagdo dos niveis de citocinas (CAMPOS et al., 2017). Em todos os testes realizados para
verificar a atividade anti-inflamatéria de McL TP, o efeito foi observado por ambas as vias de
administracao (oral e intraperitoneal), mostrando que a proteina € capaz de resistir as proteases
naturais do trato gastrointestinal e atingir o sitio que desencadeia o efeito terapéutico, sem a
necessidade de administrac@o por outras vias menos interessantes, como a endovenosa. Somado
a isso, foi detectada proteina circulante no plasma dos animais apds sua administragdo por
gavagem. O trabalho provou que a atividade antinociceptiva se mantém por até 12 horas apos
o tratamento oral e que a proteina mantém estabilidade estrutural, mostradas por dicroismo
circular e atividade quando armazenada por até 6 meses, protegida da incidéncia de luz
(COSTA, 2016).

Um estudo ainda mais recente, mostrou que McLTP; tem efeito antibacteriano e
protetor sobre a sepse. O trabalho concluiu que além de inibir o crescimento do fungo do género
Candida, McLTP; foi capaz de potencializar o efeito do antibidtico anfotericina B. O efeito
antibacteriano foi observado em bactérias gram-positivas do género Staphylococcus spp. e,
adicionalmente, foi capaz de reduzir a atividade de fatores de viruléncia bacterianos e de
modular o efeito do antibidtico oxacilina. Em tratamentos profilaticos e terapéuticos, McLTP;
aumentou a sobrevida dos animais com sepse (SOUZA et al., 2018).

Os estudos anteriores também mostraram o efeito antinociceptivo dependente da
dose de McLTP; em testes in vivo, no modelo das contor¢des induzidas por dcido acético. O
pré-tratamento de camundongos com McLTP; (8 mg/kg, 1.p. € v.0.) também diminuiu as fases
neurogénica e inflamatdria da nocicep¢do no teste da formalina e indicaram que mecanismos
opioides podem estar envolvidos nas propriedades analgésicas dessa proteina (CAMPOS et al.,
2016). O trabalho abriu a perspectiva de explorar as vias pelas quais a proteina demonstra acao
antinociceptiva.

Sabendo dos possiveis efeitos alergénicos destacados na literatura para outras LTPs,

nosso grupo de pesquisa vem buscando entender se McLTP; também teria esse potencial. Lutif



47

(2015) realizou alinhamentos com a sequéncia N-terminal de McLTP; que mostrou similaridade
com alérgenos de trigo, amendoim e kiwi, entretanto, Costa (2016) mostrou que McLTP; ndo
foi capaz de causar toxicidade em camundongos, sem mudancas significativas nos parametros
comportamentais, bioquimicos, hematolégicos e histopatolégicos, mesmo quando a proteina
foi administrada diariamente por 28 dias na dose terapéutica (8 mg/kg), utilizando modelos
definidos pela OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development). Também
foi testada a dose de 80 mg/kg no modelo de toxicidade aguda e, apds 14 dias, os animais nao
apresentaram alteragdes em qualquer parametro (COSTA, 2016).

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) propde que os estudos pré-
clinicos de seguranca sejam guiados por: estudos de toxicidade de dose tnica (aguda),
toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, citotoxicidade, genotoxicidade,
tolerdncia local e carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliagdo da seguranga
farmacoldgica e toxicocinética (ANVISA, 2013). Logo, estudos de toxicidade pré-clinicos in
vitro somados aos dados ja obtidos in vivo de toxicidade de McLTP; sdo importantes para
avaliar sua seguranca.

As acdes farmacoldgicas citadas anteriormente, bem como os testes de estabilidade
e toxicidade mostram que McLTP; € uma molécula promissora. O mecanismo de ac¢do anti-
inflamatério foi explorado e, diante do potencial antinociceptivo relatado por nosso grupo de
pesquisa, se faz necessario conhecer seus mecanismos de a¢do, bem como avangar nos estudos

de seguranca farmacoldgica, de modo a investigar suas potencialidades de uso racional.

Diante do exposto, a seguinte hipétese foi elaborada:

“McLTP; modula a nocicepc¢ao central e perifericamente, via receptores opioides e por inibi¢dao

da hipernocicep¢do inflamatdria, independente da via de administracdo, além de apresentar

seguranca pré-clinica sem danos cito ou genotoxicos. ”
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Determinar os mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo de McLTP; utilizando
administracao pelas vias oral e intraperitoneal.

e Verificar a toxicidade pré-clinica de McLTP; em modelos in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

e Estudar a participacdo dos mecanismos centrais e periféricos no efeito antinociceptivo
de McLTPy;

e Investigar a participacao da via opioide nas acdes de McLTP;;

e Avaliar a participagdo da via NO/cGMP/K"ATP, receptores o2-adrenérgicos e
muscarinicos no efeito antinociceptivo de McLTP; pelo teste das contor¢des induzidas
por acido acético;

e Verificar a participagdo do sistema glutamatérgico e receptores vaniloides nas acdes da
proteina no teste de labedura da pata;

e Investigar o efeito da McLTP; em modelo de hipernocicepcdo mecanica utilizando
carragenina e PGE2 como estimulo nociceptivo;

e Comparar os mecanismos antinociceptivos utilizados pela proteina nas diferentes vias
de administragdo (intraperitoneal ou oral);

e Avaliar atividade depressora dos animais tratados com McLTP; no teste de rotarod;

e Avancar nos estudos de toxicidade pela investigacdo do potencial cito e genotoxico de

McLTP:.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

As sementes de Morinda citrifolia L. foram doadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria — Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria Tropical (CNPAT EMBRAPA),
Fortaleza — Ceard. O plantio da espécie estd localizado na Fazenda Antonio Alberto (latitude:
3°19'54.59"S/longitude: 39°18'50.89"0), no municipio do Trairi - Ceard. As sementes foram
utilizadas para a producdo de uma farinha fina em moinho elétrico de café. A farinha foi tratada
com éter de petrdleo (1:10 (m/v)), a temperatura ambiente, para remocdo dos lipideos e,
posteriormente, armazenadas a 4 °C até sua utilizagdo.

MCcLTP; foi purificada de acordo com a metodologia descrita por Campos et al. (2016),
com modificagdes. Para obten¢do do extrato total, a farinha delipidada das sementes de noni foi
suspensa em tampao de extracdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, contendo NaCl 250 mM na
propor¢ao de 1:5 (m/v). A suspensdo foi mantida sob continua agita¢do por 3 horas (4 °C) e
apos esse intervalo foi filtrada em pano de trama fina. O material retido no tecido de filtragao
foi ressuspendido no tampao de extracdo na propor¢ao de 1:3 (m/v) e re-extraido por 2 horas
sob as mesmas condi¢des sendo, em seguida, filtrado. Os filtrados foram combinados e
centrifugados a 10.000 x g (30 minutos, 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado para quantificacao
de proteinas (BRADFORD, 1976). O extrato obtido foi posto em contato com 4cido
tricloroacético (TCA) 2,5 %, sob agitacdo, a temperatura ambiente e armazenado a -20 °C por
30 minutos para precipitacdo das proteinas. O material foi centrifugado a 10.000 x g (30
minutos, 4 °C) e o sobrenadante submetido a uma didlise exaustiva contra dgua destilada (cut-
off 3 kDa). Amostras (14 mL) da fracdo solivel em TCA 2,5 % foram submetidas a
ultrafiltracdo (Vivaspin®/cut off 30 kDa) a 8.000 x g (30 minutos, 4 °C) e, em seguida, o
material foi liofilizado. Apds a obtencdo de cada lote de proteina liofilizada, a pureza foi
verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguindo o protocolo descrito por Laemmli

(1970). O perfil eletroforético foi verificado como indicado na figura 05.
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Figura 5 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE 15%; 20 pg). M - Marcador de massa molecular
(kDa); ET: Extrato total das sementes de Morinda citrifolia; McLTP;: proteina purificada.

Bandas proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250.

A partir da proteina liofilizada em estoque, foram conduzidos os estudos referentes
ao mecanismo antinociceptivo de McLTP1, que deu origem ao artigo 1 intitulado “Mechanisms
underlying the antinociceptive effect of a lipid transfer protein isolated from Morinda citrifolia
seeds in different mice acute pain models”, e experimentos relacionados a toxicidade pré-clinica
in vitro (citotoxicidade e genotoxicidade) de McLTP; que foram agregados aos resultados
obtidos anteriormente durante o trabalho de mestrado da autora desta tese, que além de outros
objetivos, investigou a toxicidade pré-clinica de McLTP; em modelos animais em dose tnica e
em doses repetidas. O trabalho intitulado “Safety assessment of a lipid transfer protein isolated
from Morinda citrifolia L. seeds, in a perspective of its use as a novel anti-inflammatory drug”
engloba todos os dados de toxicidade pré-clinica realizados até o momento com a proteina e

estd descrito como artigo 2.
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Abstract

Previous reports have shown that a lipid transfer protein isolated from Morinda citrifolia L.
seeds (McLTPi, 9.4 kDa) displays antinociceptive activity in mice. This work aimed to
investigate the mechanisms underlying the antinociceptive action of McLTP; in acute pain
models. McL TP (8 mg/kg) was purified as previously described and intraperitoneally or orally
administered in mice. Thermal pain tests (hot plate and tail-flick) indicated an antinociceptive
effect at the central supraspinal level, antagonized by naloxone (2 mg/kg, i.p.). Pretreatment
with L-NAME (20 mg/kg) or glibenclamide (2 mg/kg) in the acetic acid-induced abdominal
writhing test partially reversed the McLTP; effect, indicating that its action may result from the
NO/cGMP/K*ATP pathway activation. McLTP; also reversed the nociceptive response in the
glutamate- (3.7 ng/paw) and capsaicin-induced (1.6 pg/paw) paw licking test. Moreover, the
antinociceptive effect of protein involves modulating inflammation by suppressing the
carrageenan- (300 ug/paw) or PGEz-induced (0.1 nmol/paw) hypernociception. Interestingly,
McLTP; explores similar antinociceptive mechanisms when administered by oral or
intraperitoneal routes. This study provides preclinical evidence that the antinociceptive action
of McLTP; involves, at the central level, the opioid system activation. The stimulation of the
NO/cGMP/K*ATP pathway and the blockade of the action/release of the inflammatory
mediators, the TRPV1 modulation, and possibly the direct stimulation of nociceptive receptors
by glutamate are mechanisms explored by McLTP; at the peripheral level.

Keywords: Morinda citrifolia L.; Lipid transfer protein; Antinociceptive mechanism.
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1 Introduction

Pain is an alarm signal for maintaining and protecting the body against tissue
damage. If this alarm relates to damage coming from outside the nervous system, it is classified
as nociceptive. However, if the pain arises from abnormal neural activity, it is considered
neuropathic [1]. Despite being a protective response, unrelieved pain is accompanied by
functional adverse effects that ultimately lead to a decline in quality of life, including negative
financial impacts to the patient and society [2]. One of the best strategies to provide adequate
pain management is using modern drugs, yet many of them still present adverse effects that
restrict their use [3].

Most first-line therapy drugs currently available still lack either long-term
effectiveness (e.g., prolonged use of opioids increases pain sensitivity, instead of providing pain
relief) or have an inadequate risk-benefit ratio (e.g., systemic administration of lidocaine
reduces pain but simultaneously induces cardiac arrest) [4].

According to Chessel, Dudley, and Billinton [5], small-molecule drug therapies
have dominated pain treatment. Nonetheless, most medical treatments do not work well and
have numerous toxicities that preclude their long-term use. For example, standard therapies still
use opioids and nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) with unacceptable toxicities,
such as factors including cardiovascular risk, central side effects, tolerance to the
pharmacological effect, and potential dependence [6].

Compared to small-molecule drugs, proteins used in therapeutics have distinct and
advantageous traits: they have significantly greater surface area for binding, a higher affinity to
the target, which decreases the potential for off-target effects, their metabolic products are
known and safe, and due to their unique structure, it is possible to obtain stronger patent
protection and explore proteins engineering tools to extend their half-life, enhance stability, and

reduce immunogenicity [7-8].



54

Recently, some studies have characterized the antinociceptive activities displayed
by various plant proteins. Aragdo et al. [9] demonstrated that albumins (20 mg/kg;
intraperitoneal route) obtained from seeds of Crotalaria retusa had significant anti-
inflammatory, antinociceptive effects, and these activities involved the inhibition of neutrophil
migration. Pires et al. [10] showed the antinociceptive activity of the lectin purified from
Lonchocarpus campestris seeds after administration by intravenous route (10 mg/kg). Another
lectin extracted from Parkia platycephala showed orofacial antinociceptive potential in
zebrafish through the modulation of TRPV1 channels (20 pL; intraperitoneal; 0.1 mg/mL) [11].

In recent years, our research group has demonstrated that a lipid transfer protein
called McLTP; (9.4 kDa; UniprotKB accession number COHJHS), isolated from Morinda
citrifolia seeds, proved to be heat-stable and resistant to pepsin, trypsin, and chymotrypsin
digestion. McLTP; (8 mg/kg) administered by intraperitoneal and oral route reduced the
number of abdominal constrictions induced by acetic acid in mice and decreased neurogenic
and inflammatory phases of nociception in the formalin test [12].

Regarding the anti-inflammatory effects of McLTP;, the results obtained by
Campos et al. [13] indicated the mechanism by which this protein prevents inflammation
involves the modulation of pro and anti-inflammatory cytokines. However, the mode of action
involved in its antinociceptive effects has not been fully understood. Thus, the present study
intended to assess the mechanisms implicated in the effects of McLTPi, using classical models
of nociception, focusing on peripheral and central mechanisms. The McLTP; mechanisms were
investigated after its oral or intraperitoneal administration to mice, providing a reference for

future clinical use.
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2 Materials and methods

2.1 Reagents and Drugs

Chemicals used for protein purification were analytical grade and obtained from
local suppliers. Acetic acid, atropine, capsaicin, capsazepine, glibenclamide, indomethacin, L-
glutamic acid, No-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride, prostaglandin E> and
yohimbine were purchased from Sigma-Aldrich (USA). Morphine sulfate and naloxone

chlorhydrate were obtained from Cristalia (Brazil).

2.2. Animals

Male Swiss mice (20-25 g) were obtained from the Central Animal Facility of the
Federal University of Ceard - Brazil. They were housed at 25 = 1 °C under a 12-h light-dark
cycle with food and water provided ad [libitum. The experiments were performed with 8
animals/group and McLTP; administered orally (p.o.) or intraperitoneally (i.p.) at the dose of 8
mg/kg. The vehicle used was 0.9 % NaCl. Care, handling, and experimental procedures were
based on the Directive 2010/63/EU guidelines of the European Parliament and the European
Union Council. The Institutional Committee approved the testing protocols for the Ethical Use

of Animals of the Federal University of Ceard (CEUA - UFC no. 65/15).

2.3. Purification of McLTP:1

This study was registered in the SisGen - National Management System for Genetic
Heritage and Associated Traditional Knowledge (SisGen - n° A174C2B). Noni seeds (M.
citrifolia L.) were used to produce flour using a coffee grinder. The obtained flour was defatted
with petroleum ether (1:10 w/v) at room temperature and used for protein extraction.

Purification of McLTP; was performed according to the previously established method by
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Campos et al. [12]. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) analysis of McLTP;
was performed under non reducing conditions on slab gels (10 x 8 cm x 0.75 mm, 15%) under
constant (20 mA) current [14] to access the protein purity. After electrophoresis, the gels were
stained with 0.5% R250 Coomassie blue for protein visualization.

To investigate the antinociceptive mechanisms of McLTP1, the purified protein was
solubilized in sterile saline (0.9% NaCl) immediately before the intraperitoneal or oral
administration to mice. The total protein concentrations of McLTP; samples were estimated

using the Bradford method [15], using bovine serum albumin as the standard.

2.4 Determination of central mechanisms involved in the antinociceptive effect of McLTP:

2.4.1 Hot plate test

The hot-plate test was used to evaluate the participation of antinociceptive
mechanisms by McLTP; at the central supraspinal level. The measurement of acute thermal
nociception was performed as described by Franzotti et al. [16]. The animals were randomly
divided into groups (n=8) and put on the surface of a heated plate at 55 + 0.5 °C (AVS, Brasil).
Mice were treated with vehicle (0.9% NacCl; p.o.), McLTP; (8 mg/kg; p.o. or i.p.), or the opioid
analgesic morphine (5 mg/kg; s.c.). Additional testing included groups receiving morphine (5
mg/kg; s.c.) or McLTP; (8 mg/kg; p.o. or i.p.) 20 min after the treatment with naloxone (2
mg/kg, i.p.). The latency time of paw licking or jumping was recorded as seconds, and the cut-
off time was fixed at 40 s. The nociceptive responses were observed at 30, 60, 90, 120, and 150

min following the treatments.
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2.4.2 Tail immersion test

The tail immersion test was used to assess the nociception of McLTP; at the central
spinal level. It was performed according to Alviano et al., [17]. Mice were placed in a container
tube, and one-third of the tail was immersed in a water bath set to 50 + 1 °C. To prevent possible
tissue damage, the cut-off time was determined at 20 s. The reaction time necessary for the
animal to withdraw its tail was registered after 30 min (i.p.) or 60 min (p.o.) of McLTP;

administration (8 mg/kg) and 20 min after morphine administration (5 mg/kg; s.c.).

2.5 Identification of peripheral mechanisms involved in the antinociceptive effect of

McLTP:

2.5.1 Acetic acid-induced abdominal writhing test

To pharmacologically characterize the antinociception induced by McLTP;, the
following drugs were used: L-nitro arginine methyl ester (L-NAME 20 mg/kg, i.p.);
glibenclamide (2 mg/kg, i.p.); yohimbine (1 mg/kg, i.p.); and atropine (2 mg/kg, i.p.). Drugs
were administered 30 min before McLTP; (8 mg/kg, p.o. or i.p.), and the nociceptive response
was evaluated in mice 30 min (i.p.) or 60 min (p.o.) after McLTP; treatment to mice. Acetic
acid was used as an inducer of abdominal writhing in this test [18], and the total number of
writhings was recorded over 20 min following administration of 1% (v/v) acetic acid solution
(0.1 mL/10 g body weight, i.p.). The antinociceptive effect was expressed as a percentage of

inhibition of abdominal writhings compared to the control groups.

2.5.2 Glutamate or capsaicin-induced nociception
The participation of glutamate receptors was evaluated using the method described
by Beirith et al. [19]. The participation of vanilloid receptor (TRPV1) in this study was verified

by performing the capsaicin test according to Sakurada et al. [20]. Mice were pretreated with
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vehicle (0.9% NaCl) or McLTP; (8 mg/kg, i.p.) 30 min before injection of glutamate (20 pL,
3.7 ng/paw) or capsaicin (20 uL, 1.6 pg/paw) in the intraplantar region of the right hind paws.
Mice were also pretreated orally with McLTP; (8 mg/kg), 60 min before administering capsaicin
or glutamate. In some experiments, animals received an intraplantar injection of capsazepine (a
capsaicin receptor antagonist, 3.8 pg/paw) 30 min before the capsaicin injection. Immediately
animals were placed in individual chambers, and the period in which the animal remained
licking or biting the capsaicin- or glutamate-injected paw was counted for 5 or 15 minutes,

respectively.

2.5.3 Mechanical hypernociception induced by carrageenan and PGE:>

Mechanical hyperalgesia was assessed by an electronic version of von Frey
filaments (Insight Instruments LTDA, Ribeirao Preto, Brazil). The mechanical paw withdrawal
threshold measurement was carried out using the up-and-down paradigm, as described
previously by Chaplan et al. [21]. Mice were first acclimatized (1 and 2 h) in individual clear
plexiglass boxes on an elevated wire mesh platform to allow access to the plantar surface of the
hind paws. Then, von Frey filaments of increasing stiffness (0.02 and 1.4 g) were applied to the
plantar surface of the animal hind with pressure high enough to bend the filament. Quick
withdrawal of the hind paw during or immediately after application was considered a positive
response. The intensity of the pressure (in grams) at the moment of paw withdrawal was

automatically recorded.

The mechanical threshold was tested before (baseline) and after carrageenan (Cg;
300 pg/paw) or prostaglandin E> (PGEz, 0.1 nmol/paw) intraplantar administration. Threshold
values were assessed in mice pretreated with vehicle (0.9% NaCl) or McLTP: (8 mg/kg, 1.p.)
30 min before the administration of Cg or PGE>. When administered McLTP; (8 mg/kg) orally,

mice received Cg or PGE> only 60 min after the treatment. Indomethacin (10 mg/kg, s.c.) was
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used as a positive control in carrageenan-induced hyperalgesia protocols. The results were
expressed as delta (A) withdrawal threshold (in grams), obtained by subtracting the
measurements at each time point (1, 3, and 5 h after i.pl. carrageenan injection or 30 min after

PGE;-treatment) from the baseline values.

2.6. Rotarod

To evaluate the possible effects of McLLTP; on mice motor coordination, the animals
were submitted to the rotarod test [22]. Mice were selected 24 h previously by eliminating those
which did not remain on the bar for three consecutive periods of 60 s. Animals were treated 30
minutes before the test with the vehicle (0.9% NaCl), McLTP: (8 mg/kg, i.p.), or diazepam (4
mg/kg, i.p.). For oral treatment, McLTP; (8 mg/kg) was administered 60 minutes before the
test. The results were expressed as the time in sets for which the mice remained on the rotarod.

The cut-off time used in this test was 60 s.

2.7 Statistical analysis

Statistical comparisons were performed using analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s tests available in GraphPad Prism™ (version 5.00, GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). The results in this study are presented as the mean + SEM. P values

lower than 0.05 were considered to indicate significant differences.
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3. Results and Discussion

The management of pain using currently available analgesics has been
overshadowed by various adverse effects. Morphine, the main drug of choice for treating pain,
is known to cause dependence and tolerance upon its prolonged use [23]. Given the high
prevalence of pain and the complications of pain management, there is a noticeable need to
develop new analgesic drugs.

Formerly, our research group demonstrated that McLTP, a lipid transfer protein
isolated from noni seeds, displayed antinociceptive activity after intraperitoneal and oral
administration in mice [12]. Seeking to gain new insights into the mode of action of McLTP;,
the effects of this protein were studied in different models of nociception, exploring central and
peripheral mechanisms of pain in a perspective of its use as a new therapeutic agent against
pain.

Hot-plate and tail immersion tests were initially performed to verify the possible
central antinociceptive activity of McLTP;. The two tests are distinguished by the tendency of
mice to respond to the pain stimuli that lead through the neuronal pathways [24]. These two
thermal pain assays measure nociception primarily processed by supraspinal (hot plate) and
spinally-mediated (tail immersion) responses [25].

Table 1 shows the antinociceptive profile of oral and intraperitoneal-administered
McLTP; (8 mg/kg), assessed during the hot-plate test. Pre-treatment with McLTP; exhibited
significant antinociceptive activity (p < 0.05) for all times of measurements via the oral route
and the treatment maintained the effect up to 120 min when via the intraperitoneal route. The
effect presented by McLTP; after 30 min (i.p.) and 60 min (i.p. and p.o.) was not statistically
different (p > 0.05) from the results obtained after treating the animals with morphine (5 mg/kg,
s.c.). Pretreatment with naloxone (2 mg/kg, 1.p.), a non-selective opioid antagonist, reversed

MCcLTP; antinociceptive activity administered by both routes. The ability of McLTP; to prolong
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the latency of feeling thermal discomfort suggests the involvement of centrally-mediated
antinociception, given the response is considered supra spinally mediated in the hot plate test.
Additionally, the effects of McLTP; explore an opioid-mediated mechanism since it was

reversed by naloxone.

Table 1. Antinociceptive effect of McLTP; using the hot-plate test in mice.

Treatment Dose (mg/kg) Reaction time after the first stimulus (s)

30 min 60 min 90 min 120 min 150 min
Vehicle - 1608 17+12 15+09 16 +0.1 16 £0.9
McLTP.i.p. 8 3606  34+08  26+0.7* 20+02" 16 +0.7:
MCcLTP p.o. 8 22407+ 3905 2107  20+02¢ 20 0.5
Morphine 5 38+£09 3407 3404  26+09 2109
Nal + Morphine 2+5 10£04* 809+ 13£05  13+03" 14 +0.1°
Nal + McLTP.i.p. 2+8 12409+  11£0.6* 1106 12£09* 14 0.6
Nal + McLTPp.o. 2+8 14+04  10+04+ 10+04* 10+08* 11+0.3*

The results are shown as mean = SEM (n = 8) of the reaction time after the thermal stimulus in seconds
(s). Vehicle = saline (0.9% NaCl), Nal = Naloxone (2 mg/kg; i.p.). The animals were pretreated with
McLTP; 8 mg/kg 30 min (i.p.) or 60 min (p.o.) before the application of the thermal stimulus. “p < 0.05
vs. the vehicle group and *p < 0.05 vs. the morphine group (One-way ANOVA, followed by Tukey’s
test).

The antinociceptive effect of McLTP; on tail immersion test in mice is shown in
Fig. 1. The dose of 8 mg/kg of McLTP; failed to increase the reaction time to the thermal

stimulus, regardless of the route of administration. Morphine (5 mg/kg, s.c.) significantly
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reduced (p < 0.05) the antinociceptive response in this test. These observations suggest that
McLTP; does not operate in the spinal mechanism in the nociceptive transmission.

Campos et al, [12] showed that the pretreatment of mice with McLTP; (8 mg/kg,
1.p. and p.o.) decreased neurogenic and inflammatory phases of nociception in the formalin test.
Likewise, naloxone (2 mg/kg, i.p.) antagonized the antinociceptive effect of McLTP;,
suggesting that the analgesic properties of this protein are mediated by opioid mechanisms, thus

corroborating with the results previously obtained in the hot plate test.
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Fig. 1. Effect of McLTP; on pain-induced responses in tail immersion test. The results show
the mean = SEM (n = 8). Vehicle = saline (0.9% NaCl). The animals were pretreated with
McLTP; 8 mg/kg 30 min (i.p.) or 60 min (p.o.) before the application of the thermal stimulus.
*p < 0.05 indicates a significant difference compared to the vehicle group using one-way
ANOVA, followed by Tukey’s test.

Despite extensive research efforts, oral delivery of therapeutic peptides or proteins
is still a challenge for pharmaceutical industries and researchers. A number of factors, including

high proteolytic activity and low pH conditions of the gastrointestinal tract, act as major barriers

in the successful delivery of intact peptides/proteins to the targeted site [26]. Interestingly,
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McLTP; shows an antinociceptive effect and a common mode of action by both oral and
intraperitoneal routes.

Previously, McLTP; ability to inhibit nociceptive responses suggested a peripheral
antinociception mode of action [12]. Based on this, we decided to determine further the
mechanism of action of McLTP; in the acetic acid-induced abdominal writhing test, a
nonselective antinociceptive model. It has been known that acetic acid, used to induce
abdominal writhings, causes algesia by liberating various endogenous substances that excite
the peripheral nociceptors, including histamine, prostaglandins, bradykinin, substance P, and
cytokines [27, 28].

Pretreatment of mice with L-NAME (20 mg/kg, i.p.), an inhibitor of nitric oxide
synthase (NOS), partially reversed the antinociceptive effect of McLTP; (8 mg/kg) in 20.50%
concerned to i.p. treatment and in 33.33%, when investigated the oral treatment with this
protein. Moreover, glibenclamide (2 mg/kg, i.p.), an ATP-sensitive K+ channel antagonist, was
also able to reverse the antinociceptive effect of McLTP; (in 35.90% and 47.21% of inhibition
of abdominal writhes, respectively) (Fig. 2). This data supports the idea that the McLTP;
produces its peripheral antinociceptive effect with the participation of the NO/cGMP/K*ATP
pathway. Other plant proteins have demonstrated the involvement of this pathway in their
antinociceptive effect. Assreuy et al. [29] showed that the antinociceptive effect of
Lonchocarpus araripensis lectin (10 mg/kg; 1i.v.) involved activation of the L-

arginine/NO/cGMP/K*ATP pathway.
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Fig. 2. Involvement of NO/cGMP/K*ATP pathway in the modulation of antinociceptive
responses by McLTP; using the acetic acid-induced writhing test in mice. Vehicle = saline
(0.9% NaCl), L-NAME (20 mg/kg, 1.p.), and glibenclamide (2 mg/kg, 1.p.) were administered
30 min before McLTP;. The nociceptive response was evaluated in mice 30 min (i.p.) or 60 min
(p.o.) after the treatment with McLTP; (8 mg/kg). The results show the mean + SEM (n = 8).
*p < 0.05 indicates a significant difference compared to the vehicle group. #p < 0.05 indicates
a significant difference when compared L-NAME or glibenclamide with McLTP; only. **p <
0.05 indicates a significant difference when compared McLTP; i.p. with McLTP; p.o. after
administration of L-NAME or glibenclamide, using one-way ANOVA, followed by Tukey’s
test.

Herein, we also investigated the involvement of muscarinic and a2-adrenergic
receptors in the antinociceptive effects of McLTP;. Pretreatment of mice with atropine (2
mg/kg) was not able to reverse the antinociceptive effect of McLTP;, administered by oral or
intraperitoneal routes. Similar to the results observed for the pretreatment with atropine, the

administration of yohimbine (1 mg/kg), an a2-adrenoceptor antagonist, did not cause loss of

the antinociceptive effects of McLTP; (data not shown). Thus, our data support the idea that
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adrenergic or muscarinic receptors are unlikely to be involved in the antinociceptive action of
MCcLTP;.

The excitatory amino acid glutamate acts as a significant neurotransmitter
participating in many physiological and pathological states. Evidence indicates that it plays a
substantial role in nociceptive processing at the peripheral, spinal cord, and supraspinal sites
via different types of glutamate receptors [30- 31]. To verify whether McLTP; interferes with
the glutamate-mediated nociceptive transmission, the glutamate paw licking test was
conducted.

The results obtained in the glutamate test are depicted in Fig. 3. McLTP;-treated
animals displayed a significant (p < 0.05) reduction in paw licking time, exhibiting a decrease
of 78.30% (i.p.) and 67.19% (p.o.) of the nociceptive behavior caused by i.pl. injection of
glutamate into the mouse hind paw, compared to the vehicle group. Such findings suggest that
the antinociception induced by McLTP; is associated with its interaction with the glutamatergic
system. However, these findings are preliminary, and further experiments are necessary to
elucidate what class of glutamate receptors (GluRs) - ionotropic or metabotropic - are precisely

related to the antinociceptive effects described above.
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Fig. 3. Effect of McLTP; on nociception induced by intraplantar administration of glutamate in
mice. Animals were treated with vehicle (saline) or McLTP; (8 mg/kg; 30 min, i.p. or 60 min,
v.0.) before the intraplantar injection of glutamate. The results show the mean + SEM (n = 8).
*p < 0.05 indicates a significant difference compared to the vehicle group and **p < 0.05
indicates a significant difference when compared McLTP; i.p. with McLTP; p.o. using one-way
ANOVA, followed by Tukey’s test.

To evaluate if pain induced by TRPV1 channels activation was also prevented by
McLTP; treatment (8 mg/kg i.p. or p.o.), this protein was administered in mice submitted to the
capsaicin-induced nociception model. The TRPV1 receptor is a ligand-gated, non-selective
cation channel essential for pain stimuli such as endogenous lipids, capsaicin, heat, and low pH.
For example, capsaicin injection into the skin, muscle, or joint elicits burning pain by activating
specific TRPV1-containing nociceptors on the sensory nerve endings, producing a local
neurogenic type of inflammation, and induces pain [32]. Besides activation of vanilloid
receptors, capsaicin also causes the release of neurokinins, neuropeptides, excitatory amino

acids (glutamate and aspartate), nitric oxide (NO), and pro-inflammatory peripheral mediators

[33].
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The TRPV1 activator capsaicin induced a licking behavior characteristic of
nociception, as shown in Fig.4. When 8 mg/kg McLTP; was administered by intraperitoneal
route or oral gavage, a reduction of licking induced by capsaicin was observed with a percentage
of inhibition of 45.45% and 30.9%, respectively (p < 0.05). By contrast, the antinociceptive
effect of McLTP; was significantly reversed by administering the vanilloid antagonist
capsazepine, which suggests the modulation of the TRPV1 receptors in the antinociceptive

effect of this protein.
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Fig. 4. Effect of McLTP: on nociception induced by capsaicin (A) and pretreated with the
TRPV1 receptor antagonist (capsazepine) (B) in mice. The animals were treated with vehicle
(saline) or McLTP; (8 mg/kg; 30 min, i.p. or 60 min, v.o.) before the intraplantar injection of
capsaicin (1.6 pg/paw) or capsazepine (3.8 pg/paw), and the nociception was evaluated. The
results show the mean £ SEM (n = 8). *p < 0.05 indicates a significant difference compared to
the vehicle group and **p < 0.05 indicates a significant difference when compared McLTP1 i.p.
with McLTP; p.o. using one-way ANOVA, followed by Tukey’s test.
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We recently described the anti-inflammatory actions of McLTP; (8 mg/kg)
intraperitoneally or orally administered in mice by inhibiting cell migration in the carrageenan-
induced peritonitis model and carrageenan-induced paw edema formation [13]. It has been
reported elsewhere that carrageenan injection in mice's hind paws releases pro-inflammatory
agents such as prostaglandins and sympathetic amines, eliciting an enhanced pain response
called hypernociception [34, 35].

Based on the idea that pain is a classical sign of inflammation and one of the main
reasons that lead the patients to look for treatments, the effect of McLTP; was investigated in
the hypernociception induced by carrageenan and also the direct-acting mediator PGEo.

As depicted in Fig. 5, McLTP; at the dose of 8 mg/kg significantly reduced Cg-
induced mechanical hypernociception at all the evaluated times (1 h: 56.41% (i.p.) and 46.15%
(p.0.); 3 h: 63.26% (i.p.) and 57.14% (p.o.); 5 h: 66.66% (i.p.) and 55.56% (p.o.)), with the
maximum effect observed from 3 to 5 h after stimulus injection, regardless of the route of
administration of the protein. Indomethacin (10 mg/kg), used as a positive control drug, also
produced a significant (p < 0.05) anti-hypernociceptive effect 1 h after Cg injection, reaching a
maximum effect in 3 h, compared to the negative control (saline). Furthermore, the treatment
of mice with McLTP; (8 mg/kg) also reduced significantly (p < 0.05) the mechanical
hyperalgesia induced by intraplantar injection of PGE> by 50,0% when administered

intraperitoneally and by 25,0% after oral administration (Fig. 6).
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Fig. 5. Effect of McLTP; on carrageenan-induced mechanical hypernociception. The animals
were treated with vehicle (saline), McLTP; (8 mg/kg; 30 min, i.p. or 60 min, v.0.), or
indomethacin (10 mg/kg) before the intraplantar injection of carrageenan (300 pg/paw). The
results show the mean + SEM (n = 8). *p < 0.05 indicates a significant difference compared to
the vehicle group and **p < 0.05 indicates a significant difference when compared McLTP; i.p.
with McLTP; p.o. using one-way ANOVA, followed by Tukey’s test.
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Fig. 6. Effect of McLTP: on prostaglandin E> (PGE2)-induced mechanical hyperalgesia. The
animals were treated with vehicle (0.9% NaCl), McLTP; (8 mg/kg; 30 min, i.p. or 60 min, p.o.)
before the intraplantar injection of PGEz (0.1 nmol/paw). The mechanical evaluation of the
intensity of hypernociception (A withdrawal threshold in grams) was tested before (baseline)
and after PGE; intraplantar administration by the electronic von Frey method. The results show
the mean + SEM (n = 8). *p < 0.05 indicates a significant difference when compared to the
vehicle group and **p < 0.05 indicates a significant difference when compared McLTP; i.p.
with McLTP; p.o. using one-way ANOVA, followed by Tukey’s test.

The anti-hyperalgesic activity demonstrated by McLTP; can be explained by its
anti-inflammatory effect reported previously. McLTP; showed the ability to significantly
inhibit the production of the cytokines IL-10, IL-6, and TNF-a (p < 0.05) and to promote an
increase in the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10 in the Cg-induced paw
edema in mice [13]. This finding can be linked to our earlier results in which the pretreatment
of mice with L-NAME or glibenclamide partially reversed the antinociceptive effect of
McLTP;, indicating that this protein could also prevent hyperalgesia by activating the

NO/cGMP/K*ATP pathway.
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According to Cunha et al. [36], the hypernociception elicited by PGE> is
independent of the production of other inflammatory mediators or recruitment of cells. The fact
that McLTP, treatment also inhibited PGE>-induced hypernociception implies that this protein
directly reduces nociceptor sensitization or that McLTP; can even induce an endogenous
mediator through this action.

To investigate McLTP;'s effect on mice motor coordination, we used the rotarod
test. The results of vehicle and McLTP; (8 mg/kg i.p. or p.o.) treated animals were not different
between them in the rota-rod test, suggesting that McLTP; does not impair motor coordination.
As expected, the positive control diazepam (4 mg/kg) produced significant motor
incoordination compared to the vehicle. Thus, McLTP; does not induce false-positive results in

other behavioral experiments (Fig. 7).
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Fig. 7. Effect of McLTP; and diazepam in the rotarod in mice. Animals were treated with
vehicle (saline), McLTP: (8 mg/kg; 30 min, i.p. or 60 min, p.o.), or diazepam (4 mg/kg, i.p.)
before the test. The results show the mean £ SEM (n = 8). *p <0.05 indicates a significant

difference when compared to the vehicle group using one-way ANOVA, followed by Tukey’s
test.
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In summary, the data obtained in this work reinforce the idea that, beyond the
modulation of nociception through a central mechanism, McLTP; also modulates the
nociception through peripheral mechanisms involving modulation of the NO/cGMP/K*ATP
pathway, glutamatergic system, vanilloid receptors, and antihyperalgesic effect, suggesting that
it acts downstream of PGE». To the best of our knowledge, there are no other reports on the
mechanisms of lipid transfer proteins that emphasize their antinociceptive potential.

Notwithstanding extensive research efforts, oral delivery of therapeutic protein
is still a challenge. Factors such as high proteolytic activity and low pH conditions of the
gastrointestinal tract act as significant barriers in the successful delivery of intact protein to the
targeted site. Despite these drawbacks, the antinociceptive response mechanisms explored by
McLTP; were the same for both routes of administration, which reinforces the idea that the use
of protein by the oral route can be a good choice for the clinical treatment of pain.

McLTP; collaborates as one of the plant proteins whose mechanism of action in
pain and inflammation has been better characterized, which opens new perspectives for

developing drugs using this protein as an active principle.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos indicam que os mecanismos pelos quais McLTP1 inibe a
nocicep¢do tem participacdo do sistema nervoso central, ativacdo de receptores opidides e
mostra envolvimento com a via de NO/GMPc¢/PKC-K*, com o sistema glutamatérgico, além da
modulagio dos canais TRVP1. E interessante ressaltar que nosso grupo de pesquisa é o primeiro
a relatar o efeito antinociceptivo para as LTPs e o respectivo mecanismo envolvido nesse efeito.
Virios outros estudos mostram o potencial terapéutico de proteinas de diversas origens, mas
sabe-se que essas moléculas sdo estruturalmente frageis, o que limita o tempo que permanece
ativa ou a via de administrag¢ao, limitando os tratamentos. Foi relatado anteriormente que uma
das caracteristicas das LTPs € sua alta estabilidade, e aqui demonstramos que 0s mecanismos
envolvidos nos efeito antinociceptivo de McLTP1 se da pela via intraperitoneal, como também
pela via oral, que seria a via de administracdo mais aceita para um futuro fairmaco com esse
efeito. Os resultados aqui apresentados, podem guiar os préximos modelos a serem estudados

com a proteina, incluindo modelos de dor cronica.
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Abstract

McLTP; (9.4 kDa; UniProt Accession Number: COHJHS) is a lipid transfer protein isolated
from Morinda citrifolia L. seeds, that exhibits anti-inflammatory activity in mice, through the
modulation of pro- and anti-inflammatory cytokine levels. Given the promising therapeutic
effects of McLTP, for the treatment of inflammatory conditions, this work proposed to gain
insights about the safety of this protein after oral administration to mice. Initially, the
bioavailability of McLTP; (8 mg/kg) in blood samples and the time-course of its
pharmacological effects were investigated. Subsequently, the acute, subacute, and
immunogenic effects of McLTP; were evaluated to assess its safety profile. McLTP; was
immunodetected in mice blood samples from up to 8 h and displayed a significant (p < 0.05)
antinociceptive activity up to 12 h after the oral administration. In the ex vivo experiments,
McLTP; was immunodetected after incubation in mice plasma for 24 h at 37 °C. Surprisingly,
McLTP; (8 or 80 mg/kg) did not produce any hazardous symptoms or death in the acute toxicity
test. Furthermore, subacute treatment with McLTP; (8 mg/kg) did not show any changes in
body weight, hematological, biochemical, macroscopic, histopathological parameters of vital
organs, as well as allergic symptoms. In in vitro toxicity tests, McLTP; (20, 40, 80, 160, 320
png/mL) did not display any alterations in cell viability or patterns of DNA damage in cultured
human hepatocellular carcinoma (HepG2). The results revealed that at the therapeutic dose of
8 mg/kg, McLTP; can be regarded as safe.

Keywords: Noni, Plant proteins; Lipid transfer protein; Preclinical safety;
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Highlights

McLTP; was detected in mice blood samples from up to 8 h after oral administration.
McLTP; did not produce signs of toxicity, allergic symptoms or deaths in mice.
Mc LTP1 did not show cytotoxicity or genotoxicity

McLTP; at the therapeutic dose of 8 mg/kg can be regarded as safe.
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1. Introduction

While phylogenetically designed to protect the body from invasion by other organisms
or from events that cause cellular damage, inflammatory reactions are often detrimental and
have been recognized to play a role in the pathophysiology of numerous relevant disorders
including cardiovascular diseases, diabetes, arthritis, and cancer (Schultze and Rosenstiel,
2018; Madrigal et al., 2019). Therefore, considerable efforts have been devoted to seek
effective alternatives to achieve therapeutic efficacy in various inflammatory dysfunctions.

Notably, several drugs currently used as an anti-inflammatory are derived from plants
or are synthesised based on natural products (Allijn et al., 2019). Over the past 25 years, the
number of pre-clinical studies by Brazilian researchers related to anti-inflammatory effects and
immunomodulatory medicinal plants is astonishing. Conversely, a limited number of clinical
studies have emerged from these studies (Dutra et al., 2016).

Although small-molecule drugs remain valuable, protein-based drugs have emerged as
a way to correct diverse pathologies (Pakuska ef al., 2016). Therapeutic proteins have several
advantages over small molecules, presenting a highly specific set of functions that cannot be
imitated by simpler chemical compounds. Consequently, there is often a lower potential for
interfere with the normal biological processes and cause adverse effects (Leader and Golan,
2008; Diz et al., 2011). Numerous plant proteins have been investigated for this purpose, many
showing promising outcomes.

Morinda citrifolia L. or noni (Rubiaceae) is one of the most important medicinal plants
of ancient Pacific Island cultures. This species is used for more than 2000 years to treat a variety
of diseases (Sang et al., 2001, Dixon et al., 1999 and Mc Clatchey, 2002). Some major
components have been identified in the noni plant, and some of them have been associated with

the therapeutic effects of the plant (Assi et al., 2015).
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Recently, Campos et al., (2016), reported the isolation of a thermostable lipid transfer
protein (LTP) from noni seeds, named McLTP;, with promising activity against inflammation
and pain when administered by the oral route. This protein exhibited an anti-inflammatory
effect by modulating of pro- and anti-inflammatory cytokine levels (Campos et al., 2017),
improved the survival rate and diminished the overwhelming inflammatory responses in CLP-
induced sepsis in mice (Souza et al., 2018).

Although the promising therapeutic effects presented by McL TPy, lipid transfer proteins
are also potent allergens, and represent a major factor contributing to the severe systemic
reactions often observed in allergic patients (Ramazzina et al., 2012). Thus, toxicity should be
performed with McLTP; considering use as a novel anti-inflammatory drug. This study aimed
to evaluate whether McLTP; present toxicity when administered orally. Besides, this
investigation evaluated detection of the protein in the systemic circulation and permanence of

the antinociceptive effect.

2. Materials and Methods

2.1 Chemicals

Tris(hydroxymethyl)aminomethane, trichloroacetic acid, Coomassie Brilliant Blue
G-250, goat anti-rabbit IgG, p-nitrophenyl phosphate dissodium substrate, 3-(4, 5S-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-diphenyltetrazolium bromide were purchased from Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO.
Dulbecco’s Modified Eagle Medium were purchased from Gibco, Life Technologies. Other

chemicals used were of analytical grade and obtained from local suppliers.
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2.2 Noni seeds and purification of McLTP;

Noni (M. citrifolia L.) seeds were supplied by Embrapa Agroindustria Tropical
(Embrapa — CNPAT), Ceard, Brazil. The seeds were powdered using a kitchen blender,
defatted with petroleum ether (mass ratio 1:10 w/v) and then stored at —20 °C until isolation of
McLTP;.

McLTP; was purified according to the methodology proposed by Campos et al.
(2016). The content of protein fraction was estimated using the method of Bradford (1976) and
the purity of McLTP; was checked by SDS-PAGE under non-reducing conditions, with a 15
wt% acrylamide gel (Laemmli, 1970). The proteins were dyed with Coomassie Brilliant Blue
G-250. For the preparation of the doses of McLTPi, the lyophilized protein was solubilized in

saline (NaCl 0.15 M) or ultrapure water immediately before the experiments.

2.3 Animals

Male and nulliparous non-pregnant female Swiss mice (25-30g) divided into
groups of six animals were obtained from Biotério Central of Federal University of Ceard. The
animals were maintained in standard laboratory conditions (25 °C and light/dark cycles i.e.,
12/12 h) and were fed with standard food and water ad libitum. Care, handling and
experimental procedures were performed in accordance with the ethical standards established
by the National Guidelines for the Use of Experimental Animals of Brazil and the experimental
protocols were approved by the Committee for the Ethical Use of Animals of Federal University

of Ceara (CEUA no. 37/13).

2.4 Immunization with McLTP; and preparation of polyclonal antiserum

Polyclonal antibodies against McLTP: was prepared in rabbits (Oryctolagus

cuniculus, breed New Zealand White). Firstly, each rabbit was injected with 100 pg of McLTP;
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mixed with Freund's complete adjuvant (1:1, v/v). Subsequently, each rabbit was administered
three additional doses of 50 png of McLTP; per injection mixed with equal volumes of Freund's
incomplete adjuvant at 14, 21 and 49-day intervals. Blood samples were taken from the central
ear artery at 14 days post-inoculation, allowed to clot at room temperature for 1 h and then
centrifuged at 3000 rpm for 10 min to obtain the serum, which was stored at —20 °C until
assayed. Different dilutions of the positive serum (containing anti-McLTP; antibody) and the
negative serum (without anti- McLTP; antibody) were screened in order to study the sensitivity

of the anti-McLTP; antibody. The dilutions assayed were 0, 1/100, 1/500, and 1/1000.

2.5 Immunodetection of McLTP1 in blood samples after oral administration to mice

Groups of six male mice were firstly treated orally with McLTP; at the dose of 8
mg/kg. Before and after 2, 4, 8, and 12 hours of protein administration, the animals were lightly
anaesthetized with isoflurane, and blood samples (0.2 mL) were collected by retro-orbital sinus
puncture using heparinized microhematocrit tubes. Plasma was separated from the blood
collected, and the McLTP; levels were detected using ELISA.

Briefly, ELISA plates were coated (100 pl per well) with McLTP; 1:20 dilution
(w/v) in 0.05 M carbonate buffer, pH 9.6 (Clark and Adams, 1977). ELISA plates were
incubated at 37 °C for 1 h, followed by three washings at 3 min intervals with PBS plus 0.05%
(v/v) Tween-20 (PBS-T). Antiserum diluted in antibody buffer [PBS-T plus 2%
polyvinylpyrrolidone (MP Biomedicals, Santa Ana, CA) and 0.2% albumin (MP Biomedicals)]
was added, and ELISA plates were incubated at 37 °C for 1 h. After washing ELISA plates with
PBS-T, goat anti-rabbit IgG-alkaline phosphatase (ALP) conjugate (Sigma—Aldrich) in
antibody buffer was added at a 1:2000 dilution and incubated for 1 h at 37 °C. Finally, ELISA
plates were washed with PBS-T and p-nitrophenyl phosphate (Sigma—Aldrich, 1 mg/ml) in

0.1 M diethanolamine buffer, pH 9.8 was added as a substrate. ELISA plates were read at
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40 min following the addition of substrate for the development of yellow color at OD405 in a
SpectraMax plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). The protein amount was
measured using a calibration curve previously made with serial dilutions of McLTP1 (130-4.16

pg/mL) solubilized in sterile water.

2.6 Ex-Vivo Plasma Stability of McLTP;

A plasma sample from mice was incubated with McLTP; at 37 °C for 24 hours at a
final concentration of 0.8 mg/mL. An aliquot (200 puL) was taken before incubation of the
protein with plasma (control group) and 0, 2, 4, 8, 12 and 24 hours after incubation and
precipitated with trichloroacetic acid (2,5%) with subsequent centrifugation for 15° at
8000 rpm.. The supernatant was analysed by ELISA test according to the methodology
described previously. The protein amount was measured using a calibration curve previously

made with serial dilutions of McLTP1 (130—4.16 pg/mL) solubilized in sterile water.

2.7 Time course of the antinociceptive effect of McLTP

The antinociceptive activity was performed following the method of Collier et al.
(1968). The animals were divided into groups (6 animals/group), and McLTP; was administered
by oral route at a dose of 8 mg/kg. After 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 24 hours of the administration
of McLTP;, the animals received acetic acid (1%) intraperitoneally and was counted the number
of abdominal writhes during 20 min. The control group received only saline (0.15 M NaCl) by
the oral route. The antinociceptive effect was expressed as a percentage of the inhibition of

abdominal writhing.
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2.8 Acute oral toxicity study

This toxicity study based on Guideline 423 of the Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD, 2001). In this method, nulliparous and non-pregnant
female were fasted for four h and received a single dose of McLTP; 8, 80 mg/kg or 0.15 M
saline (control) by gavage (n = 3/group). Animals were observed 6 and 12 h after McLTP;
administration and were monitored on a daily base throughout 14 days after treatment. Mice
death occurrence and gross behaviour such as piloerection, palpebral ptosis, abdominal
contortions, locomotion, hypothermia, muscular tonus, shacking, posterior paws paralysation,
salivation, bronchial secretion and convulsions were evaluated. Body weights, food and water

consumption were recorded before, during, and at the end of the experiment.

2.9 Repeated dose 28-day oral toxicity study

This test was performed according to the Guideline 407 of the OECD (1995).
McLTP; (8 mg/kg) or 0.15 M saline was given by gavage once a day for 28 days into two
groups: males and females (5 animals/group). Mice gross behaviour, mortality, body weight
gain and food intake were recorded throughout the repeated treatment. Measurements of body
weight gain were performed every two days. At the end of the experiment (28th day), blood
and urine samples were collected into sterile tubes, and the animals were euthanatized by
cervical dislocation. Vital organs, including the kidney, heart, pancreas, lungs, liver, small
intestine and stomach were weighed individually and the relative organ weights (as a % of BW)
were calculated. The stomachs were washed with saline and examined for macroscopical

mucosal lesions by an observer unaware of the treatment protocol.
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2.9.1 Haematological parameters

Hematological examinations were performed using an automatic hematology
analyzer Vet ABC (scil Animal Care Company, Gurnee, IL, USA) and the following
parameters were determined: hemoglobin (HGB), red blood cells counts (RBC), hematocrit
(HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean cell hemoglobin (MCH), mean cell
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), white blood cell counts (WBC) and platelet

counts (PLT).

2.9.2 Biochemical analysis and urinalysis

Blood samples were collected in different tubes without the anticoagulant, were
centrifuged at 3000 rpm for 15 min, and serum was immediately separated. The clinical
chemistry parameters measured included aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (AP), total protein (PRO), blood glucose (GLU),
total cholesterol (COL), triglycerides (TRI), uric acid (UAC) and creatinine (CRE). The
qualitative analyses of urobilinogen, glucose, ketonic bodies, bilirubins, protein, nitrite and pH,

were performed by using urinalysis strips (Multistix 10 SG, Siemens).

2.9.3 Histopathology

Two animals from each treatment group were randomly chosen for histological
analysis. Vital organs extracted (kidneys, heart, pancreas, liver, small intestine, lungs and
stomach) from experimental mice and fixed in 10% formol-saline were dehydrated in graded
alcohol, embedded in paraffin. After four pm thick sliced sections being stained by
Hematoxylin-Eosin (H-E), morphological analyses were performed by an experienced
pathologist blinded to the source of the tissue. Images of H-E samples were taken with TS100

inverted microscope (Nikon, Japan), and photographed under x 200 magnification.
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2.10 In vitro toxicity of McLTP,

2.10.1 Cell culture conditions

The human hepatocellular carcinoma (HepG2/C3A) were obtained from the Rio de
Janeiro Cell Bank (Rido de Janeiro, Brazil). The cells were maintained in DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium; Gibco, Life Technologies) medium supplemented with 10% fetal
bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin at 37°C with

5% CO:a. In all experiments, the cells received the treatments after 24 hours of cell stabilization.

2.10.2 Cytotoxicity using MTT assay

The cytotoxicity test was based on the protocol described by Mossmann (1983). In
this procedure, each well (96 well plate) were seeded with 104 cells and was tested following
concentrations of the McLTP; (20, 40, 80, 160, 320 ug/mL) in the culture medium. After 24
hours of treatment, the supernatant was discarded, and 200 uL MTT (0.167mg/mL) were added
to each well. The cells were incubated at 37 °C for 4 hours. Then, the MTT solution was
completely removed from wells and added 200 uLL DMSO/well to dilute the formazan crystals.
Each sample used to perform the reading in a spectrophotometer at 540 nm. For the control

group, it carried out the same procedure, except for the addition of McLTP;.

2.10.3 Genotoxicity using Comet assay

The comet assay was performed as described by Singh et al. (1988) with minor
modifications. At the end of the treatment with McLTP; (20, 40, 80, 160, 320 ug/mL) for 24 h,
cells were washed with ice-cold PBS, detached with 100 pL trypsin (0.15%) and resuspended
in complete DMEM medium. After, 20 pL of cell suspension (~10° cells/mL) was mixed with

100 pL of 0.75% low melting point agarose and immediately spread onto a glass microscope
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slide precoated with a layer of 1% normal melting point agarose. The agarose was cooled to 4
C for 5 min. The slides were incubated in ice-cold lysis solution (2.5 M NaCl, 10 mM Tris, 100
mM EDTA, 1% Triton X-100 and 10% DMSO, pH 10.0) at 4 °C for a minimum period of 1 h
to remove proteins, remain only the nucleoids. After the lysis procedure, the slides were placed
in a horizontal electrophoresis system and covered with buffer (300 mM NaOH and 1 mM
EDTA, pH > 13.0) for 20 min at 4 C to allow DNA unwinding and expression of alkali-labile
sites. Electrophoresis was carried out for 20 min at 25 V and 300 mA (0.86 V/cm) in the absence
of light. After electrophoresis, the slides were neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained with
ethidium bromide (20 ug/mL) and analyzed using a fluorescence microscope. Images of 100
randomly selected cells (50 cells from each of two replicate slides) were analyzed for each
concentration of test substance. Cells were scored visually and assigned to one of five classes,
according to tail size (from undamaged-0, to maximally damaged-4), and a damage index value
was calculated for each sample of cells. Damage index thus ranged from O (completely

undamaged: 100 cells 0) to 400 (with maximum damage: 100 cells 4) (Collins, 2004).

2.12 Statistical analysis

The results are presented as mean + SD. The statistical analysis of the results was
performed using one-way analysis of variance (ANOV A) followed by Tukey's post hoc test
using GraphPad Prism 6.0 software (San Diego, CA, USA). Differences between groups were

considered significant at a level of p < 0.05.
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3. Results

3.1 Immunodetection of McLTP1 in blood samples and plasma stability assay

ELISA-based analysis demonstrated that McLTP; (8 mg/kg) was immunodetected in the
plasma samples of mice 2 h after oral administration. The concentration of McLTP; reached the
highest level at this point time (37.05 £ 3.00 ug/mL) when compared to control group (0 h; p <
0.05). A significant reduction in the McLTP; levels was observed in the 4 and 8 h time intervals
following the oral administration of the protein. Twelve hours after mice treatment, no
significant amount of McLTP; was immunodetected (Fig. 1a). In vitro McLTP; was very stable

in mice plasma at 37°C, with no measurable degradation after 12 hours (Fig. 1b).
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Fig. 1 - (A) Immunodetection of McLTP; in the mice plasma samples after oral administration
to mice. McLTP; was administered at a dose of 8 mg/kg (p.o.). Results expressed as the mean
+ standard deviation (n = 6 mice/group). Different letters represent significant differences
between observed times (p < 0.05, Tukey's test). (B) Stability of McLTP; in the mice plasma.
McLTP; (20 pg/mL) was incubated with the mice plasma, and its concentration was measured
using polyclonal antibodies anti-McLTP; prepared in rabbits. Results expressed as the mean +
standard deviation (n = 6 mice/group).
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3.2 Time course of the antinociceptive effect of McLTP

As shown in Fig. 2, McLTP; (8 mg/kg; p.o.) was able to reduce significantly (p < 0.05)
the number of abdominal writhes in mice with the maximum antinociceptive activity (85.71%
of inhibition) observed 2 h after the treatment. As shown in Fig. 2 the the antinociceptive effect
of McLTP; remained significatively different from the control group (p < 0.05) for at least 12
h (33.33% of inhibition of abdominal writhes). After 24 h of the oral treatment with McLTP;

no significant antinociceptive effect was observed.
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Fig. 2 - Time course of the antinociceptive effect of McLTP; in mice. Mice were pretreated
with McLTP; by oral route in the dose of 8 mg/kg 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 24 hours before the
induction of abdominal writhes. The number of writhes was counted during a 20 min period
after the i.p. administration of 1% acetic acid (100 uL/10 g). The columns represent the average
+ standard deviation (n = 6 mice/group). Different letters represent significant differences

between observed times (p < 0.05, Tukey's test).

3.3 Toxicity study
During the two weeks’ test period no death or a significant decrease in body weight and
food intake was observed following oral administration of a single dose (8 or 80 mg/kg) of

McLTP;. At the time of necropsy, no gross abnormalities were observed in internal organs,
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even in the highest dosage used in this experiment (80 mg/kg). Moreover, no mortality was
observed in any group treated orally with McLTP;.

In the subacute toxicity, no mortality or treatment-related irregular clinical symptoms were
found in any of the McLTP; fed (8 mg/kg/day) groups during the 4-week study. The mean
food intake was 5.11 + 0.42 g/day and no change in gain in BW between McLTP; and control
groups (Fig. 4). Abnormalities like diarrhoea, constipation or other gastrointestinal disorders

were not observed among the groups. After necropsy, no macroscopic alterations were seen.
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Figure 04 - Body weight evolution of male and female mice after 28 days treatment with
McLTPi. Mice were administered by gavage with McLTP; (8mg/kg/day) solubilized in saline
(0.15 M NaCl) immediately before the administration. Control group received only the vehicle.
The columns represent the average + standard deviation (n = 5 mice/group).

3.3.1 Haematological parameters

The results of the haematological parameters for male and female mice are summarised
in Table O1. There was a non-significant difference in RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC

and WBC counts in McLTP;-treated groups compared to control group, except in the platelet
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count from males, that was reduced from 718.12 + 72.44 to 585.40 + 186.78 when compared

to the group.

Table 01 - Hematological parameters of male and female mice after 28 days treatment with
McLTP;.

Male Female
Parameter MCcLTP, McLTP,
Control Control

(8 mg/kg/day) (8 mg/kg/day)
WBC (x10*/mm?) 3.38 £ 1.07 3.78 £0.87 3.96 +0.83 4.82+2.13
RBC (x10%mm?) 8.41+£0.03 9.22 +0.87 8.61 £0.83 8.25+0.75
HGB (g/dL) 13.93 £0.39 14.66 £ 1.15 14.68 +1.13 14.54 £ 0.78
HCT (%) 41.85 +1.27 45.00 +4.58 44.46 +4.74 42.38 +5.04

PLT (x103%/mm?)

718.12 £72.44

585.40 + 186.78*

584.00 = 64.15

649.2 +110.22

MCV (um’) 49.87 £ 1.54 49.00 £ 1.41 51.80 £ 1.92 51.20 £3.27
MCH (pg) 16.75 £ 0.44 15.90 +0.33 17.12 £0.81 17.64 £0.99
MCHC (g/dL) 3330+ 1.25 32.66 £ 1.00 33.12+1.14 3444 +2.41

The values presented as means + SD (5 mice/sex/group). WBC = white blood cell count; RBC
= red blood cell count; HGB = hemoglobin; HCT = hematocrit; PLT = platelet count; MCV =
mean corpuscular volume; MCH = mean corpuscular hemoglobin; MCHC = mean corpuscular
hemoglobin concentration. *compared with control group, p < 0.05, Tukey's test.
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The biochemical profiles of the treated and control groups shown in Table 02. No

significant changes of serum biochemical indices observed between treated group and control

group at the 28th Day. No significant differences found between the McLTP;-treated groups

and the controls for specific gravity, pH, leukocyte, nitrite, protein, glucose, ketone,

urobilinogen, bilirubin, and blood in the urine (data not shown).

Table 02 - Biochemical parameters of male and female mice after 28 days treatment daily with

McLTP;.
Male Female
Parameter
Control McLTP; Control McLTP;
AST (U/L) 59.33 +12.85 51.0£9.55 65.00 +12.51 62.80 +33.09
ALT (U/L) 50.50 £5.44 68.5 +10.40 47.80 £ 1.64 63.25 £26.89
AP (U/L) 363.50 £ 102.72 416.00 £ 110.39 337.2+£75.13 414.40 £ 135.82
GLU (mg/dL) 176.66 + 4.04 171.80 £ 31.45 124.8 +45.48 166.40 + 35.27
CRE (mg/dL) 0.32 £ 0.05 0.44 +£0.05 0.325 £ 0.05 0.34 £ 0.05
PRO (mg/dL) 5.75+£0.25 5.48 £0.60 5.60 £0.46 5.00 £0.24
UAC (mg/dL) 297 +1.71 1.52 £0.51 2.14 £0.96 1.46 £ 0.54
COL (mg/dL) 119.50 +9.03 149.80 +24.15 90.80 +21.58 104.60 £ 23.70
TRI (mg/dL) 234.00 £ 56.00 152.4 +67.00 182.6 +23.02 148.80 + 48.79

The values presented as means + standard deviation (5 mice/sex/group). Serum aspartate
aminotransferase (AST), serum alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (AP),
fasting glucose (GLU), blood creatinine (CRE), total protein (PRO), uric acid (UAC), total
cholesterol (COL), triglycerides (TRI). Compared with control group, P < 0.05, Tukey's test.
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3.4.4 Organ weights

No McLTP; treatment-related changes observed in the relative kidney, heart, pancreas,
liver, lungs and stomach weights of male or female mice, as compared to the respective control
group. Significant decreases of the relative small intestine weights observed in males treated
with McLTP; compared with the control group (Table 03). Gross visual observations found no
gastric mucosa macroscopic damage after daily treatment with the protein.

Table 03 - Relative organ weights of male and female mice after 28 days treatment daily with
McLTP;.

Male Female
Organ
Control McLTP; Control McLTP,

Kidneys 1.97 £0.08 1.78 £0.11 1.53 £0.16 1.51 £0.26
Heart 0.68 +0.09 0.53 £0.05 0.53 £0.25 0.63 £ 0.05
Pancreas 0.47 £0.04 0.55£0.13 0.57 £0.25 0.71 £0.16
Liver 5.79 £0.39 6.09 £0.43 5.23£0.40 5.62 £1.00
Small intestine 6.76 £ 0.57 524 £0.19* 7.29 £0.62 6.37 £ 1.65
Lungs 0.755 £ 0.09 0.76 £ 0.09 0.65 £0.10 0.79 £0.10
Stomach 1.11 £0.12 1.23 £0.07 1.32 £0.20 1.34 £0.15

The values presented as means + standard deviation (5 mice/sex/group). P <0.05, Tukey's test.
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3.4.5 Histopathology

No histopathological changes in kidney, heart, pancreas, liver, small intestine, lungs and
stomach evaluated in the animals of each group. No significant organ architecture changes or

gross pathology observed (Figure 05).

Figure 05 - Histological analysis of the mice treated organ McLTP; in the test repeated dose
toxicity. Effect of McLTP; (8 mg/kg/day) on histological findings of (A) kidney; (B) heart; (C)
pancreas; (D) lung; (E) liver; (F) small intestine and (G) stomach tissue in mice during 28 days
repeated dose toxicity study. The figures above refer to the control group; below figures refer
to the group treated with the protein. The photomicrographs show the histology of selected
tissues stained with hematoxylin-eosin. Objective lens adjusted with 200x magnification.
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3.4.6 Cytotoxicity
No sign of toxicity detected in human hepatocellular carcinoma strain. Even the highest
concentration McLTP;-tested (320 pg/ml) the cells remained the maximum cellular integrity,

as shown in Figure 06.
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Figure 06 - McLTP; cytotoxic effect in the cell line of human hepatocarcinoma (HepG2/C3a)
after 24 hours of cell stabilisation. Statistical analysis was performed by Turkey's Multiple
Comparison Test (p <0.05).

3.4.7 Genotoxicity
Our data from comet assay, as shown in Figure 07, pointed out McLTP-exposed cells
does not increases the DNA migration pattern after electrophoresis in cultures treated at

concentrations ranging from 20 to 320 pg/mL , as seen by damage index (DI) values.
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Figure 07 - McLTP; genotoxic effect in the cell line of human hepatocarcinoma (HepG2/C3a)
after 24 hours of cell stabilisation. Statistical analysis was performed by Turkey's Multiple
Comparison Test (p <0.05).
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4. Discussion

Traditionally, anti-inflammatory therapies have focused on strategies to decrease or
neutralize the level of pro-inflammatory mediators and/or inhibit the recruitment of leukocytes
and their activation. These therapies include non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID),
glucocorticoid (GC) receptor agonists (synthetic GCs) and antibodies or inhibitors targeting
specific pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor (TNF)-o and interleukin
(IL)-1. Current pharmacological strategies are based upon inhibition of endogenous factors that
participate in normal physiology and therefore, they may trigger imbalance of the homeostasis
and undesirable side effects. For instance, glucocorticoids may induce osteoporosis and
NSAIDs can trigger gastric ulceration (Alessandri et al., 2013).

McLTP; demonstrated the ability to significantly inhibit the production of the
cytokines IL-1P, IL-6, and TNF-a and to promote an increase in the production of the anti-
inflammatory cytokine IL-10. Because they operate almost exclusively in extracellular
compartments, anti-cytokine therapies have little or no organ toxicities and gastrointestinal
disturbances and are thus well tolerated. Therefore, McLTP; may be an alternative to non-
steroidal anti-inflammatory drugs (Campos et al., 2017).

The demonstration of the toxicity profile of this protein is needed as the modern
medicine require the determination of the extent of its safety because along with being effective,
there is an extreme need for this combination therapy to be safe for long term uses (Ohdo,
2003). To ensure the effectiveness and safety of this protein for human use, systematic studies
are needed to predict risks of toxicity, and to provide scientific information for selecting safe
doses (Neergheen-Bhujun, 2013).

The previously tests showed that McLTP; can be administered orally, being

resistant to proteolytic digestion in the gastrointestinal tract (Campos et al., 2016). Thus, this
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was the route used in the study. In addition, oral delivery is the most sought-after the route of
administration for most of the drugs and pharmaceutical products (Elsayed et al., 2009).

After oral administration of McLTPj, it was possible to detect the protein in the
systemic circulation of treated animals showing that the protein or part of it was able to pass
through the gastrointestinal barrier. In addition, the time of larger amount of protein detected
corroborates with the time of better antinociceptive effect, two hours after administration, being
this relationship between the effect and the detected protein observed for the 12 hours.

Proteolytic degradation of peptide-based drugs is often considered as major
weakness limiting systemic therapeutic applications. Therefore, huge efforts are typically
devoted to stabilize sequences against proteases present in serum or plasma, obtained as
supernatants after complete blood coagulation or centrifugation of blood supplemented with
anticoagulants, respectively (Hoffmann and Knappe, 2017). In vivo stability tests have shown
that even after 12 hours, there is still circulating free protein, which was corroborated by
detection of the McLTP; after incubation ex vivo in the plasma for 12 hours. The LTP structure,
stabilised by four disulphide bridges consists of four a-helices packed against a C-terminal
region, forming a tunnel-like hydrophobic cavity, able to lodge amphiphilic molecules. This
compact folding confers high proteolytic digestion resistence to LTP (Asero et al., 2001 and
Cavatorta et al., 2010), a probable reason for the resistance of McLTP; to plasma proteolysis.

Acute toxicity tests are generally the initial step in the assessment and evaluation
of the toxic characteristics of a substance. The method uses pre-defined doses and the results
allow a substance to be ranked and classified according to the Globally Harmonised System
(GHS) for the classification of chemicals, which cause acute toxicity (OECD, 2001). In this
toxicity study, intragastric administration of McLTP; at the dose of 8 mg/kg or 80 mg/kg
produced no lethal effects or any other symptom of toxicity, could be classified in category 2

the GHS until now.
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Subacute toxicity assessment can evaluate the cumulative toxic effects of substance
and forms basis for later subchronic toxicity assessment (Garcia et al., 2016; Heredia et al.,
2012). After 28 days of daily protein administration (8 mg/kg), there was no mortality or any
behavioural change in treated animals. Furthermore, blood examination is a useful instrument
for the diagnosis and monitoring of animals, as well as to distinguish pathogenic processes from
those that might be purely physiological (Christopher et al., 1999). Treatment with McLTP; did
not cause changes in the haematological parameters evaluated, except the platelet count that
showed to be significantly different from the male control group. However, changes were
within the range of normal laboratory reference and are considered as biological or incidental
variations but not as treatment-related changes (Santos et al., 2016). In addition, biochemical
parameters, such as ALT activity, correlate with hepatic necrosis and indicate an alteration in
hepatic functions (Mangus et al., 2015). Biochemical analysis of the treated with McLTP; and
control groups showed that there was no significant difference in the levels of ALT, AST and
AP, usual markers of liver toxicity.

Increased or decreased organ weight has been observed as a sensitive indicator of
organ toxicity (Islam ez al., 2002). The analysed organs (kidneys, heart, pancreas, liver,
intestine, lungs and stomach) after the 28 days of observation did not present alterations in their
relative weight, except the intestine of the males treated with the protein. However, the
histopathological analysis did not detect alteration in the architecture of mice intestines.
Therefore, the NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) was determined to be 8 mg/kg/day
for both sexes of mice given the experimental conditions of this study.

Most drugs can cause different variations and be presented in diverse spectrums of
complications, such as mucosal inflammation, ulceration, bleeding, penetration, perforation of
the oesophagus, and even death (Dag et al., 2014). Usually prescribed for musculoskeletal

complaints such as rheumatoid arthritis and short-term management of pain in osteoarthritis,
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NSAIDs are associated with gastrointestinal tract complications (Drina et al., 2017). Therefore,
the daily administration of McLTP; is not able to induce lesions in the stomach, usually caused
by the use of NSAIDs, which generate an imbalance of the gastric secretion and the protective
stomach mucous. Thus, McLTP; presents advantages over some drugs, so far not to have
performed frequent adverse effects to these drugs under the conditions tested in this study.

Unfortunately, LTPs are also potent allergens. Although the sensitization via the
respiratory route is believed to account for the majority of LTP allergy (pollen food syndrome),
and even skin contact has been proposed as a route of exposure, the ingestion of LTP-containing
fruits or vegetables seems to be responsible for the primary sensitization. Primary food allergy
can be accompanied by the possibility of severe allergic symptoms, and anaphylaxis has been
associated with LTPs in various plant-derived foods (Van Winkle and Chang, 2014).
Anaphylaxis may present with urticaria, dyspnea, hypoxia, hypotension, itching, redness,
swelling, abdominal pain, vomiting, conjunctivitis, among other symptoms, which were not
observed after administration of the protein.

Campos et al., 2017 showed that the anti-inflammatory effect of McLTP; is
involved with the stimulation of interleukin 10 (IL-10). This interleukin is the most potent anti-
inflammatory cytokine produced by almost all innate and adaptive immune cells and is
considered a tolerogenic and anti-inflammatory, because it blocks the production of pro-
inflammatory cytokines and the capacity of myeloid cells to efficiently activate T-cells (Moore
et al., 2001). Thus, despite the allergenic characteristics attributed to LTPs, McLTP; has not
presented any relevant evidence of adverse effects, so far.

Cell-based assays play an important role in the drug development process and safety
assessment of chemicals and drugs as a fast, cost-effective and straightforward approach to
reduce animal testing (Pfuhler er al., 2020). The cytotoxicity analysis is one of the most

important indicators of the biological evaluation system in vitro, and with the development of
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modern cell biology, experimental techniques to evaluate cytotoxicity are also continuously
being developed and improved (Li et al., 2015). Genotoxicity testing is an essential element of
the safety assessment of nearly all types of compounds on the market (Stampar et al., 2021).
McLTP; was not able to cause cytotoxicity or genotoxicity even at the highest concentration
(320 pg/mL) in human hepatocellular carcinoma (HepG2/C3a) cell line after 24 hours of cell
stabilisation. The in vitro system HepG2 cells are commonly used in toxicological studies
(Juan-Garcia et al., 2019). This cells are easy to handle and have been widely used in
cytotoxicity and genotoxicity studies (Queiroz et al., 2014). The cells can be used to assess the
genotoxicity of both direct and indirect mutagens (Valentin-Severin et al., 2003) and have been
utilised in a significant number of experiments to evaluate the genotoxicity of pure compounds
and complex mixtures. In conclusion, the tests carried out in this work showed that McLTP; is
a protein with prolonged therapeutic effect, resistant to extreme conditions after oral
administration and proved to be safe, even in subchronic protocols. Therefore, this study shows
an original perspective of tests for producing an efficient and safe anti-inflammatory drug with

McLTP; as the active principle.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Além de mostrar os efeitos terapéuticos associados as proteinas isoladas pelo nosso
grupo de pesquisa, como a McLTPi, existe a preocupagdo constante de estudar a seguranca
dessas moléculas, utilizando modelos sugeridos por 6rgaos reguladores, como a ANVISA,
OECD e FDA, para sugerir seu uso racional que guiardo a utilizacio de ferramentas de biologia
molecular ou formulagdes especificas. Estudos anteriores mostraram que a proteina, até o
momento, nao apresentou toxicidade em qualquer modelo in vivo. Somando-se a esses estudos,
os modelos in vitro analisados nesta tese também nao mostraram efeitos potencialmente téxicos
oriundos de McLTP;. Logo, além dos efeitos farmacoldgicos promissores, foi mostrado que a
proteina pode ser segura para administragdo de um futuro farmaco e outros testes de seguranca

farmacoldgica podem ser guiados a partir dos dados aqui relatados.
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APENDICE A - PRODUCOES CIENTIFICAS DURANTE A POS-GRADUACAO

Coautorias em artigos publicados:

First isolation and antinociceptive activity of a lipid transfer protein from noni (Morinda
citrifolia) seeds;

Morinda citrifolia lipid transfer protein 1 exhibits anti-inflammatory activity by modulation
of pro- and anti-inflammatory cytokines;

Lipid transfer protein isolated from noni seeds displays antibacterial activity in vitro and

improves survival in lethal sepsis induced by CLP in mice;

Patente depositada:

Aplicacdo de uma proteina isolada de sementes de Morinda citrifolia L., para o tratamento

e prevencao da ulcera péptica.

Submissoes em andamento:

Protein isolated from the seed of Morinda citrifolia L. prevents irinotecan-induced intestinal
mucositis in mice;

Morinda citrifolia lipid transfer protein confers gastroprotective and hepatoprotective
effects against inflammation and oxidative stress in mice;

The protein-enriched fraction from Spirulina platensis
protects hemiparkinsonian rats against neuroinflammation and oxidative stress;

Cysteine proteases from noni fruits (Morinda citrifolia L.) are promising in the hydrolysis

of wheat gluten and safe as a new food ingredient.

Projetos parceiros em andamento:

Proteina isolada de sementes de Morinda citrifolia L. (McLTP1) como ferramenta
terapéutica nos efeitos colaterais da quimioterapia: estudo dos aspectos estruturais, dos

mecanismos de acdo e vias de sinalizacdo envolvidas;



