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RESUMO

A tese avaliou extrato aquoso (EXT), fracédo proteica (FR60) e a lectina WSMoL de
sementes de M. oleifera quanto a atividade antibacteriana, efeito sobre o controle
glicémico e perfil inflamatério em camundongos sépticos e efeito sobre inflamacéo,
sensibilidade a insulina, esteatose hepatica e metabdlitos fecais em camundongos
obesos alimentados com dieta hiperlipidica. A atividade antibacteriana foi
investigada através da determinagdo das concentragdes minima inibitoria (CMI) e
minima bactericida (CMB). A sepse foi induzida em camundongos Swiss pelo
modelo xxxxxxxx € 0s animais foram tratados ou ndo com as preparagdes; a
sobrevida dos animais, glicemia de jejum, tolerancia a Insulina (ITT) e citocinas
inflamatdrias foram avaliadas. Animais obesos tratados ou ndo com as preparacdes
foram avaliados quanto a resisténcia a insulina, tolerancia a glicose, citocinas
inflamatdrias, padrao histolégico do tecido adiposo epididimal e do figado, e
metabdlitos fecais. EXT, FR60 e WSMoL apresentaram CMI variando entre 0,03 e
1,10 mg/mL contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
Escherichia coli. Camundongos sépticos apresentaram hipoglicemia, resisténcia a
insulina e aumento sérico de citocinas pro-inflamatdrias e os tratamentos com EXT e
WSMoL néo reverteram o quadro, enquanto FR60 normalizou os niveis glicémicos,
melhorou a sensibilidade a insulina e reduziu os niveis de citocinas TNF-a, IL-2 e IL-
6. Camundongos obesos desenvolveram resisténcia a insulina, acumulo de gordura
hepatica e inflamagao crénica de baixo grau. O tratamento com FR60 melhorou a
tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina e todas as preparagdes reduziram
TNF-a e INF-y. Ainda, EXT e FR60 reduziram esteatose hepatica, a hipertrofia dos
adipécitos e infiltracdo de células inflamatdrias no tecido adiposo. EXT, FR60 e
WSMoL também reduziram os niveis fecais de &acidos graxos de cadeia curta
(acetato, propionato e butirato, bem como EXT e WSMoL também reduziram os
niveis fecais de tirosina, alanina, glicina, etanol e colina. Em conclusédo, as
preparacdes de M. oleifera foram antibacterianas contra bactérias envolvidas em
sepse e FR60 foi a preparagdo mais eficiente em modular os metabdlitos da
microbiota intestinal em camundongos obesos e restabelecer o nivel glicémico,
melhorar a sensibilidade a insulina e reduzir o quadro inflamatério em camundongos

sépticos e obesos.



Palavras-chave: Planta; bactéria; inflamacédo; Sepse; Resisténcia a insulina;
Obesidade.



ABSTRACT

The thesis evaluated aqueous extract (EXT), protein fraction (FR60) and WSMoL
lectin from M. oleifera seeds for antibacterial activity, effect on glycemic control and
inflammatory profile in septic mice and effect on inflammation, insulin sensitivity,
steatosis liver and fecal metabolites in obese mice fed a high-fat diet. Antibacterial
activity was performed by determining the minimum inhibitory (CMI) and minimum
bactericidal (CMB) concentrations. Sepsis was induced in Swiss mice and animal
survival, fasting glucose, insulin tolerance (ITT) and inflammatory cytokines were
determined. Obese animals were evaluated for insulin resistance, glucose tolerance,
inflammatory cytokines, histological pattern of epididymal adipose tissue and liver
and fecal metabolites. EXT, FR60 and WSMoL presented CMI ranging between 0.03
and 1.10 mg / mL against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and
Echerichia coli. Septic mice showed hypoglycemia, insulin resistance and increased
serum pro-inflammatory cytokines and treatments with EXT and WSMoL did not
reverse the condition while FR60 normalized glycemic levels, improved insulin
sensitivity and reduced levels of cytokines TNF-a, IL -2 and IL-6. Obese mice
developed insulin resistance, accumulation of liver fat and chronic low-grade
inflammation. FR60 treatment improved glucose tolerance and insulin sensitivity and
all preparations reduced TNF-a and INF-Y. EXT and FR60 reduced hepatic
steatosis, adipocyte hypertrophy and inflammatory cell infiltration into adipose tissue.
EXT, FR60 and WSMolL reduced the fecal levels of short-chain fatty acids (acetate,
propionate and butyrate); EXT and WSMoL also reduced fecal levels of tyrosine,
alanine, glycine, ethanol and choline. In conclusion, M. oleifera preparations were
antibacterial against bacteria involved in sepsis and FR60 was the most efficient
preparation for modulating the intestinal microbiota metabolites in obese mice and
restoring glycemic levels, improving insulin sensitivity and reducing inflammatory

conditions in septic and obese mice.

Keywords: Plant; bacterium; inflammation; Sepsis; Insulin resistance; Obesity.
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1 INTRODUGAO

O crescimento de resisténcia microbiana aos antibiéticos € um dos graves
problemas de saude publica do século. Devido a resisténcia microbiana e a falta de
novos antibiéticos, observa-se um aumento na gravidade das doencas infecciosas e
o risco de complicagdes associadas a infecgbes graves, que podem levar a sepse
(ARIAS; MURRAY, 2015; DEUTSCHMAN; TRACEY, 2014). A sepse ¢é caracterizada
pela ocorréncia de uma sindrome de resposta inflamatoria sistémica com disfuncao
organica, desencadeada por uma reacgao inadequada a infecgao (HUANG; CAl; SU,
2019). A resposta inflamatéria aguda exacerbada e a desregulacdo glicémica
durante a hospitalizacdo por sepse conferem disfungdo organica sistémica com
elevado risco de mortalidade (ALEMAN; GUERRERO, 2018; LIU et al., 2018).
Nenhuma droga terapéutica especifica e eficaz para uso clinico em pacientes
sépticos esta disponivel, e antibidticos, fluidos intravenosos, corticosteroides e
agentes vasoativos tém sido usados para o tratamento tradicional da sepse
(PERNER et al., 2016; ROCHWERG et al., 2018). Logo, faz-se necessario a busca
por novos agentes terapéuticos focados principalmente na regulacdo da resposta
inflamatdria sistémica e controle da disfuncdo metabdlica, com a finalidade de
restaurar a homeostase e melhorar o prognostico do paciente.

A obesidade, caracterizada por uma inflamacdo subclinica crbnica, é
atualmente definida como uma pandemia e um dos maiores problemas de saude
publica de todos os tempos. O excesso de peso esta associado ao desenvolvimento
de resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), doenga cardiovascular e
doenga hepatica gordura ndo alcodlica (DHGNA) (FRIEDMAN et al., 2018;
PARNELL et al., 2012). Os medicamentos anti-obesidade atualmente utilizados na
pratica clinica mostraram efeitos colaterais graves, que superam seus efeitos
benéficos (KANG; PARK, 2012; SOLOMON et al.,, 2017). Como alternativa de
tratamento da obesidade e suas complicacbes estdo os produtos naturais que
incluem plantas medicinais, seja como compostos bioativos isolados ou como
extratos brutos (MOPURI; ISLAM, 2017).

Moringa oleifera (M. oleifera) € uma planta cultivada em diversas regides
tropicais de todo o mundo, incluindo o nordeste brasileiro (FERREIRA et al. 2008).

Trata-se de um vegetal de multiplos usos e que apresenta uma grande variedade de
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propriedades nutricionais e medicinais (ALMATRAFI et al., 2017; SAA et al., 2019).
As sementes de M. oleifera contém lectinas que podem ser utilizados no tratamento
de &gua para consumo humano (SANCHEZ-MARTIN; BELTRAN-HEREDIA;
PERES, 2012). Lectinas sédo proteinas com capacidade de se ligarem
especificamente a carboidratos e aglutinarem células. Nas plantas estao presentes
em todos os orgaos, embora encontradas em maior quantidade nas sementes.
Apresentam distribuicdo e atividade bioloégica em todos os organismos vivos,
estando envolvidas no processo de reconhecimento celular e sinalizagcdo em
diversas vias metabdlicas (KUMAR et al., 2012; WU; LIU, 2019).

A lectina de semente de M. oleifera soluvel em agua, denominada WSMolL,
apresentou atividades antibacteriana, anti-inflamatéria e imunomoduladora in vitro
(Santos et al. 2014; Moura et al. 2017, 2015; L. C. C. Araujo et al. 2013; Coriolano et
al. 2018). O extrato aquoso das sementes de M. oleifera também demonstrou efeito
anti-inflamatério em modelo de pleurisia, bem como exibiu um efeito hipoglicemiante
em modelo de diabetes mellitus tipo | induzida por aloxana (AJIBOLA; EUNICE;
STEPHANIE, 2014a).

Desde que preparacgdes obtidas da semente de M. oleifera apresentam efeitos
antibacterianos, anti-inflamatérios e hipoglicemiantes promissores, € interessante
avaliar os efeitos metabdlicos dessas preparagdoes em modelos de camundongos
sépticos e obesos. A presente tese avaliou a atividade antibacteriana de extrato
aquoso (EXT), fracéo proteica (FR60) e WSMolL isolada de sementes de M. oleifera,
e investigou o efeito dessas preparacbes sobre o controle glicEmico e perfil
inflamatoério em camundongos sépticos. Adicionalmente, os efeitos de EXT, FR60 e
WSMoL foram avaliados sobre perfii dos metabdlitos fecais, inflamacao,
sensibilidade a insulina e esteatose hepatica em camundongos obesos alimentados

com dieta hiperlipidica.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana de preparacdes obtidas de semente de M.

oleifera (extrato aquoso, EXT; fracdo proteica, FR60; e WSMoL) e investigar os

efeitos dessas preparagdes sobre o os niveis glicémicos e perfil inflamatério em

modelos de sepse e obesidade.

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade antibacteriana de EXT, FR60 e WSMoL frente as principais
espéecies de bactérias envolvidas na sepse;

Avaliar sobrevida de camundongos sépticos;

Analisar parametros fisioldgicos (glicemia de jejum e sensibilidade a insulina)
de camundongos sépticos;

Mensurar os niveis séricos de citocinas proé-inflamatérias e anti-inflamatérias
(TNF-a; INF-y; IL-6; IL-2; IL-4; IL-17; IL-10) de camundongos sépticos;
Analisar parametros fisioldgicos (glicemia de jejum, sensibilidade a insulina e
tolerancia a glicose) de camundongos obesos;

Mensurar os niveis séricos de citocinas pro-inflamatoérias e anti-inflamatérias
(TNF-a; INF-y; IL-6; IL-2; IL-4; IL-17; IL-10) de camundongos obesos;
Verificar o nivel de hipertrofia de adipdcitos e de infiltracdo de células
inflamatdrias em tecido adiposo de camundongos obesos;

Mensurar o nivel de esteatose hepatica em camundongos obesos;

Investigar perfil de metabdlitos fecais em camundongos obesos.



22

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SEPSE: DEFINICAO E FISIOPATOLOGIA

O termo sepse, que em grego significa “putrefacao”, foi mencionado na obra
de Homero, utilizado por Hipdcrates, Aristételes, Plutarco e Galeno, e tem sido
usada ha cerca de 2.700 anos (FUNK; PARRILLO; KUMAR, 2009). Durante
décadas, a sepse foi considerada uma disseminacao sistémica de infecgao,
envolvendo o comprometimento de multiplos 6rgaos e sistemas, com alta taxa de
morbimortalidade (ESPER et al., 2006; MARTIN et al., 2003). O entendimento de
que as manifestagdes sistémicas da infeccdo poderiam ocorrer por meio de
mediadores inflamatdrios, sem a necessidade de disseminagcdo do microrganismo,
levou ao moderno conceito de sepse (LEVY; EVANS; RHODES, 2018).

De acordo com o Terceiro Consenso Internacional de Sepse e Choque
Séptico, publicado em 2016, sepse € definida como uma disfungdo organica com
risco de vida, causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a infecgéo
(SINGER et al., 2016). Estima-se que a sepse afeta mais de 30 milhdes de pessoas
anualmente em todo o mundo e é uma das principais causas de morte em pacientes
hospitalizados. Em recente estudo multicéntrico realizado no Brasil, um terco dos
leitos de terapia intensiva eram ocupados por pacientes sépticos, com mortalidade
de 55,7% (MACHADO et al.,, 2017). Além disso, o aumento da resisténcia
antimicrobiana tem sido motivo de preocupagdo, uma vez que esta associada a
internagbes mais prolongadas em hospitais, uso de enfermarias de isolamento,
medidas rigorosas de controle de infecgao e falhas no tratamento, contribuindo para
aumento nas taxas de mortalidade (ZAMAN et al., 2017).

Clinicamente, quase 95% dos casos de sepse sao causados por infecgao
bacteriana. Os patégenos etioldgicos mais comuns sao as bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase-negativo) seguido de Gram-
negativos, em especial a Escherichia coli (MARTIN, 2012; VENDEMIATO et al.,
2015). Bactérias resistentes aos antimicrobianos, como Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), sdo frequentemente detectadas em pacientes
sépticos com aquisicdo de infecgdo hospitalar (VENDEMIATO et al. 2015). A

patogénese da sepse € complexa e envolve multiplos aspectos da interagao entre os
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microrganismos infectantes e o hospedeiro. O reconhecimento de patégenos e a
ativagdo de células imunolégicas sao fundamentais para o controle da
infecgdo. Paradoxalmente, a resposta inflamatéria do hospedeiro também é a base
inicial para as alteragdes fisiopatologicas na sepse.

Durante a infecgéo, o patégeno invasor encontra o sistema imunoldgico inato
do hospedeiro e as células inatas reconhecem os patdgenos através de padrdes
moleculares associados aos patdgenos (PAMPs) por meio de uma variedade de
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), incluindo receptores Toll-like
(TLRs). (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Na maioria dos casos, o sistema imunolégico
inato é eficiente em montar uma resposta protetora e equilibrada as infeccoes, e isso
resulta na eliminagdo do patégeno por meio de uma variedade de reagdes pro-
inflamatdrias, como a liberacdo de citocinas e quimiocinas, o recrutamento de
fagodcitos, e a ativagao local dos sistemas complemento e de coagulagao, seguido
por um retorno a homeostase. No entanto, durante algumas infec¢des, o patégeno
prevalece e consegue se multiplicar, apesar da resposta imunologica.

A resposta inicial do hospedeiro durante a sepse € caracterizada por
inflamacado excessiva, a qual esta associada a liberacdo de mediadores pro-
inflamatdrios, culminando com uma “tempestade de citocinas”, que leva a lesao
celular e liberacdo de padrées moleculares associados a danos (DAMPs),
disfungdes orgéanicas e catabolismo (CHOUSTERMAN; SWIRSKI; WEBER, 2017;
VENET; RIMMELE; MONNERET, 2018). Em estagio posterior, a sepse pode
repercutir com um quadro de supressao imunoldgica. A supressao imunoldgica
envolve os sistemas imunoldgicos adaptativo e inato, e é caracterizada pela
apoptose de linfécitos T, linfécitos B e células dendriticas e a reprogramacao de
células apresentadoras de antigeno que levam a redugéo da expressao do receptor
de antigenos leucocitarios humanos - DR (HLA-DR) e diminuicdo da capacidade de
producgao de citocinas pré-inflamatérias (HUANG; CAI; SU, 2019). O equilibrio entre
a resposta inflamatéria e anti-inflamatéria durante a sepse € um ponto chave no
controle da infecdo, uma vez que a predominancia da resposta inflamatdria leva a
disfungcdo organica e morte, enquanto uma predomindncia da resposta anti-
inflamatdria, a chamada imunossupressao da sepse, pode levar a persisténcia de
focos de infeccdo ou ao desenvolvimento de novas infec¢gdes secundarias ou
mesmo oportunistas e posterior 6bito (HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013;
STORTZ et al., 2019).
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Como descrito na figura 1, a nivel celular e molecular, a patogénese da sepse
€ extremamente complexa, incluindo desequilibrio na resposta inflamatéria,
disfungdo imunoldgica, dano mitocondrial, coagulopatia, anormalidades da rede
neuro-enddcrina, estresse do reticulo endoplasmatico, autofagia e outros processos
fisiopatolégicos que levam as disfungdes organicas. A liberagdo de mediadores
inflamatdrios induz uma grave disfungado macro e microcirculatéria que leva a uma
hipoperfusdo global profunda, causando lesées em multiplos 6rgaos (CARABALLO;
JAIMES, 2019). Consequentemente, pacientes com sepse podem apresentar
disfungdo de praticamente qualquer sistema, independentemente do local da
infeccdo. Os 6rgaos mais frequentemente afetados sdo os rins, figado, pulmdes,
coragao, sistema nervoso central e sistema hematoldgico 6rgdos (CARABALLO;
JAIMES, 2019).
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Figura 1. A complexa fisiopatogenia da sepse.
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2.2 CITOCINAS E SEPSE

As citocinas compreendem uma ampla categoria de proteinas relativamente
pequenas (<40 kDa) que desempenham importante fun¢gado imunomoduladora. Como
esquematizado na figura 2, as citocinas apresentam inumeras atividades durante o
processo infeccioso, como ativacédo, proliferagdo e migragcdo de células
imunoldgicas, e durante a sepse estdo associadas aos processos de dano celular,
apoptose e necrose, culminando em faléncia multipla de 6érgéos e morte (SHI et al.,
2020; WEN; CROWLEY, 2019). A taxonomia das citocinas é altamente complexa e é
baseada em ordem de descoberta, estrutura, ligacdo a célula-alvo ou fungao. As

citocinas podem ser divididas em varias categorias que incluem, as interleucinas
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(IL), interferons (INF), quimiocinas, fator de necrose tumoral (TNF) e fatores de
crescimento.

As interleucinas sdo o grupo mais importante de citocinas liberadas durante
0s processos infecciosos. Eles abrangem uma grande variedade de proteinas
secretadas por leucocitos e células endoteliais, entre outros tipos celulares, e que
contribuem para a sinalizagao celular promovendo ativagao, proliferagao, morte e/ou
motilidade das células imunes. Elas sao didaticamente divididas em interleucinas pro
e anti-inflamatdrias. As interleucinas pro-inflamatérias sdo associadas a ativacéo
celular, dano ao tecido e necrose, enquanto as interleucinas anti-inflamatérias visam
reduzir e finalmente reverter o processo inflamatério. Entre as numerosas citocinas
pro-inflamatérias estudadas durante a sepse, IL-1B3, IL-6, IL-12 e IL-17 sdo de
grande importancia. A IL-13 € produzida e secretada por varios tipos celulares,
especialmente por mondcitos e macréfagos. IL-1 leva a ativagdo das vias
inflamatdrias das c-Jun N-terminal quinases (JNK) e da Proteina quinase ativada por
mitdégeno p38 (p38-MAPK) e aumenta a atividade do factor nuclear kappa B (NFkB).
IL-1B promove a cascata de amplificacdo e induz a sintese de varias proteinas
inflamatdrias, como IL-6, IL-8, proteina quimiotatica de mondcito-1 (MCP-1), Ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), IL-1B entre outras. Durante a sepse, os niveis de IL-1B se
mostram mais elevados em pacientes que progrediram para 6bito do que em
sobreviventes, sugerindo uma associagéo de altos niveis de IL-1 e maior risco de
mortalidade (KORKMAZ et al., 2018).

A IL-6 é caracterizada como uma interleucina pleiotropica e seu papel na
“tempestade de citocinas” durante a sepse € complexo e controverso. A principal
fonte de IL-6 sdo os macrofagos teciduais. Altos niveis de IL-6 sdo observados em
muitas doencgas infecciosas e inflamatérias (COPAESCU et al., 2020; GOUEL-
CHERON et al., 2012; ZHUANG et al., 2017). Similarmente & IL-1B, niveis elevados
de IL-6 foram consistentemente associados a gravidade da sepse e 0s niveis mais
altos associados ao pior prognéstico (KANG et al., 2017; KLAG et al., 2016). A IL-12
também estd elevada durante a sepse. Esta citocina, produzida por células
dendriticas, macréfagos e linfoblastos, induz a diferenciagao de linfocitos T naive em
linfécitos T auxiliares tipo 1 (Th1) e ativa células natural killer (NK); como resultado,
estas células irdo produzir uma grande quantidade de INFy (HSIEH et al., 1993). IL-
17 é produzida pelos linfécitos Th17 apds estimulacao por IL-23 e induz a sintese de

uma ampla variedade de citocinas: fator estimulador de colénias de granuldcitos e
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macrofagos (GMCSF), interleucinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6), fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), e quimiocinas (IL-8, MCP-1), por muitos tipos celulares, como
células endoteliais, células epiteliais, fibroblastos ou macréfagos (COSTA;
MATTANA,; DA SILVA, 2010; REYNOLDS; ANGKASEKWINAI; DONG, 2010).

Os interferons sao classificados em trés tipos principais de acordo com a sua
especificidade de receptor. IFNAR1 / IFNAR2 é o receptor heterodimérico para
interferon tipo | (IFN-a e IFN-B), enquanto IFN-yR1 / IFN-yR2 é o receptor para IFN
tipo Il (IFN-y). IFN-y &€ produzido principalmente por células T CD4 e CD8, embora
as células NK também produzam, mas em menor extensdo (DANIEL et al., 2011;
SCHOENBORN; WILSON, 2007). O IFN-y é geralmente usado para definir células
do tipo Th1. O IFN-y depende principalmente das vias de sinalizagdo Janus quinase
1 e 2 (JAK1 e JAK2), p38-MAPK e do sinal transdutor e ativador da transcri¢cdo
proteica 1 (STAT1). INFy contribui para a resposta inflamatéria durante a sepse, mas
sua produgdo € amortecida durante a sepse, provavelmente devido a
hiporresponsividade dos linfocitos durante o estado de imunossupressdao (ROMERO
et al., 2010).

Quimiocinas (CKs) sao pequenas moléculas (8-12 kDa), geralmente soluveis,
nao apenas especializadas no recrutamento, mas também na ativacdo de células
imunes. Em contraste com outras citocinas que tém amplos efeitos em muitas
células, as CKs geralmente apresentam especificidade por um tipo celular. Por
exemplo, MCP-1 ou CX3CL1 sdo quase especificos para mondcitos, ligante de
quimiocina 1 e 2 (CXCL1 e CXCL2) para neutrofilos, e receptor de quimiocina C-X-C
tipo 3 (CXCR3) para linfocitos T. Seu papel na fisiopatologia da sepse esta
associado ao recrutamento de leucdcitos para o local da infeccédo e a liberagao de
células imunes da medula 6ssea ou bago. Uma vez recrutados, os leucécitos irdo
fagocitar bactérias e células mortas promovendo diretamente a inflamacao por todo
o organismo. Em contrapartida, a falta de CKs ou de seus receptores leva a um
estado de imunossupresséo, tornando o organismo mais suscetivel a letalidade
induzida pela infecgdo (CHOUSTERMAN et al., 2016; LIONAKIS et al., 2013).

O TNF-a pertence a uma familia de citocinas soluveis e ligadas as células que
tem uma ampla gama de fungdes, como promover a inflamacao, proliferacao celular
e apoptose (NI et al., 2016; SELEME et al., 2017; ZHANG et al., 2019) . Como seu
nome indica, os efeitos citotoxicos ou apoptéticos do TNF-a conferem protecao

contra a geragéo de tumor. Além disso, o TNF-a promove a reparagao tecidual, bem
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como processos regenerativos e proliferativos. Essa citocina pro-inflamatéria é
produzida por células imunes, principalmente linfécitos T, embora outros leucdcitos,
células endoteliais vasculares e células epiteliais tubulares renais e mesangiais
também possam produzi-la. TNF-a € indetectavel ou encontrado em baixas
concentragdes na circulagao sanguinea em condi¢gdes normais, mas sua produgao e
secrecdo aumentam no quadro de inflamacéo. Na sepse, altos de niveis de TNF-a
se correlacionam com maior gravidade e pior prognostico (LENDAK et al., 2018). O
bloqueio de TNF-a reduz o processo inflamatorio local e sistémico e melhorar a
sobrevida durante a sepse (TRACEY et al., 1987).

Figura 2. Ativagao de células imunolégicas e o papel das citocinas durante a sepse
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2.3 REGULACAO METABOLICA DA GLICOSE NA SEPSE

A patogénese da sepse € apenas parcialmente explicada pelo desequilibrio
da resposta inflamatdria, enquanto a desregulagao metabdlica, levando a disfungéao
organica e, eventualmente, a faléncia de 6rgaos, € cada vez mais reconhecida como
um componente importante desse processo (WEIS et al., 2017). Embora os
mecanismos subjacentes a resposta inflamatéria que caracteriza a patogénese da

sepse sejam bem descritos, aqueles que conduzem a desregulagdo metabdlica e
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falha de multiplos 6rgaos permanecem inconclusivos (POOL; GOMEZ; KELLUM,
2018). Alteragdes metabdlicas, caracterizadas por desregulagdo no metabolismo da
glicose, resisténcia a insulina e alteragbes no suprimento de energia intracelular em
células periféricas e imunes, desempenham um papel central no desenvolvimento da
insuficiéncia metabdlica e energética associada a patogénese da sepse (MARIK;
BELLOMO, 2013).

O desenvolvimento de hiperglicemia é uma resposta metabdlica adaptativa ao
estresse induzido pela sepse. A hiperglicemia é induzida por horménios do estresse
(cortisol, horménio do crescimento, glucagon e catecolaminas) e citocinas pro-
inflamatodrias, levando a glicogendlise e gliconeogénese hepatica e resisténcia a
insulina periférica (Figura 3). Drogas como catecolaminas e corticosteroides, que
aumentam a resisténcia a insulina, bem como nutricdo (parenteral), podem promover
e agravar o grau de hiperglicemia em pacientes hospitalizados (INGELS;
VANHOREBEEK; VAN DEN BERGHE, 2018). A resposta hiperglicémica ao
estresse, descrita pela primeira vez por Selye (1956), costumava ser interpretada
como um processo adaptativo desejavel, com a hipotese de fornecer uma vantagem
de sobrevivéncia ao fornecer nutrientes suficientes para células que ndo dependem
da insulina para a captacao de glicose, incluindo neurénios e leucécitos (INGELS;
VANHOREBEEK; VAN DEN BERGHE, 2018) No entanto, existe uma relagcao entre o
grau de hiperglicemia com um aumento do risco de mortalidade (ALEMAN;
GUERRERO, 2018). As consequéncias da hiperglicemia, demonstrados por ensaios
clinicos em humanos, sao: maior risco de quadros protrombdéticos, reatividade do
endotélio vascular e prejuizos na quimiotaxia e fagocitose de neutréfilos (DIXON,
2004; JAFAR; EDRISS; NUGENT, 2016; ZHANG et al., 2016). Estudos mostraram
que a normalizagédo da concentragao de glicose no sangue para a faixa de jejum de
individuos saudaveis com terapia com insulina, foi associada a redugdo de
morbidade e mortalidade em pacientes criticamente doentes (GUPTA et al., 2020;
VIANA et al., 2014; VLASSELAERS et al., 2009). Portanto, parece prudente evitar a

hiperglicemia grave em pacientes sépticos.

Figura 3. Causas e consequéncias da hiperglicemia durante a sepse
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A sepse causa ndo apenas hiperglicemia, mas também hipoglicemia. Embora
a incidéncia de hipoglicemia seja marcadamente menor do que a da hiperglicemia,
0S mecanismos subjacentes a hipoglicemia na sepse devem ser considerados. A
hipoglicemia € uma causa consideravel de morbidade e mortalidade na sepse, tanto
em animais experimentais como em humanos (ALEMAN et al., 2018; FURUKAWA et
al., 2019; SSEKITOLEKO et al., 2011). Estudos vém sendo realizados na tentativa
de elucidar os mecanismos de hipoglicemia na sepse utilizando modelos animais.
Um estudo experimental em camundongos mostrou que durante a evolucdo da
sepse a ingestao nutricional reduzida associada a anorexia da infecgdo contribui
para um estado de hipoglicemia (FERREIRA et al., 2017). Outro estudo, mostrou
que a ativagao de receptores TLR4 por lipopolissacarideos (LPS), um componente
derivado da parede celular de bactérias Gram-negativas, apesar de sua capacidade
de induzir resisténcia a insulina, também ¢é capaz de reduzir os niveis da enzima
glicose-6-fosfatase (G6Pase) e, dessa forma, diminuir a produgcado hepatica de

glicose (TANAKA et al., 2017). LV et al. (2016), ja haviam mostrado que a supressao
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da gliconeogénese hepatica desencadeada pela via do receptor TLR4 em resposta
ao LPS, ocorre pelo bloqueio da ativagao dos coativadores CREB/CRTC2 pela IL-18
liberada por macrofagos. Um resumo dos mecanismos associados a hipoglicemia na
sepse esta esquematizado na Figura 4. Interessantemente, o aumento da expressao
de ferritina, que se encontra reduzida em camundongos sépticos induzidos por CLP,
inibe a expressao de espécies reativas de oxigénio mediada pelo acumulo de ferro
em hepatocitos, e melhora a expressédo e atividade da G6Pase, sustentando a
gliconeogénese e mantendo os niveis de glicose no sangue dentro de uma faixa
dinamica e compativel com a sobrevivéncia (WEIS et al. 2017).

O entendimento da homeostase da glicose é importante para verificar como o
organismo se adapta a esse contexto séptico e para apoiar as alternativas
terapéuticas adequadas nesse momento critico. Nesse sentido, a utilizacdo de
compostos naturais que neutralizem o desequilibrio glicémico pode ser util para a

prevencao e/ou tratamento de desordens metabdlicas relacionada a sepse.

Figura 4. Mecanismos associados a hipoglicemia na sepse.
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2.4 OBESIDADE E EPIDEMIOLOGIA
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A obesidade ¢é definida como uma condigdo cronica multifatorial,
caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura. Segundo a Organizagao Mundial
da Saude (OMS) o indice de massa corporal (IMC) é reconhecido como padréo
internacional para avaliar o grau de sobrepeso e obesidade, sendo estes
caracterizados por IMC = 25 kg/m? e IMC= 30 kg/m?, respectivamente. Quanto aos
fatores condicionantes da obesidade, destacam-se fatores genéticos e epigenéticos,
habitos alimentares inadequados, como o consumo excessivo de alimentos
ultraprocessados e o sedentarismo (AROCHA RODULFO, 2019; FARDET, 2018;
TANG et al., 2014).

O aumento da prevaléncia da obesidade € atualmente considerado uma
epidemia mundial que afeta significativamente a saude humana (JAACKS et al.,
2019). Globalmente, estima-se que o sobrepeso e obesidade atingem
aproximadamente 2,3 bilhdes de pessoas, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento (ABARCA-GOMEZ et al., 2017). Outro dado alarmante é o
aumento do sobrepeso e obesidade infantil, sendo estimados 213 milhdes de
criancas e adolescentes com sobrepeso e 124 milhdes obesos (ABARCA-GOMEZ et
al., 2017). No Brasil o sobrepeso atinge 56,9% da populagdo e a obesidade
corresponde a 20,8%, o que totaliza aproximadamente 160 milhées de brasileiros
acima do peso ou obesos (IBGE, 2015).

Conforme descrito na Figura 5, o excesso de peso € considerado um fator de
risco para o desenvolvimento de inUmeras doengas cronicas n&o transmissiveis
(DCNT), incluindo hipertensédo arterial, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) doencas
cardiovasculares, doenga hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) e alguns tipos
de cancer (FUSTER et al., 2016; SALTIEL; OLEFSKY, 2017; VOLACO et al., 2018;
WANG et al.,, 2019). O desenvolvimento de resisténcia a insulina, uma condigédo
necessaria para instalacdo do DMT2, esta diretamente relacionado com as
complicagbes decorrentes da obesidade (DEFRONZO; TRIPATHY, 2009). Estima-se
que 366 milhdes de pessoas no mundo sao portadoras de DMT2, sendo cerca de
55% dos casos desta patologia atribuidas a obesidade (OLOKOBA; OBATERU;
OLOKOBA, 2012). No Brasil, um estudo ja havia mostrado que 75% da populagao
com DMT2 nao estava no peso ideal sendo 42,1% com sobrepeso e 32,9% com
obesidade (GOMES et al., 2006).
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O tecido adiposo nao é considerado somente um armazenador de energia,
mas também um 6érgao enddécrino com fungdes de sintetizar e liberar proteinas
biologicamente ativas, denominadas adipocinas, com a¢des pro-inflamatdrias e anti-
inflamatérias (AHL et al., 2015; LE et al., 2011) . O excesso de tecido adiposo leva a
um estado de inflamagdo crénica de baixo grau, induzindo o recrutamento de
macrofagos em resposta a quimiotaxia e assim liberando as adipocinas pro-
inflamatorias, que sdo capazes de induzir alteragdes na via intracelular da insulina
(WU; BALLANTYNE, 2017). Assim os mecanismos moleculares que explicam a
relacdo da obesidade, inflamagdo e o desenvolvimento de resisténcia a insulina ja

sao bem compreendidos.

Figura 5. Causas e consequéncias da obesidade para a saude.
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mellitus tipo 2; DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; DRGE: doenca do refluxo
gastroesofagico. Fonte: BURHANS et al., 2018.

2.5 INFLAMAGAO E TECIDO ADIPOSO

O processo inflamatério que ocorre na obesidade difere da resposta
inflamatdria classica, uma vez que se manifesta sistemicamente e é caracterizado
por uma reagao cronica de baixa intensidade (SHALITIN; MORENO, 2018). Nesse
contexto, estudos apontam que a instalagdo de um estado inflamatério a partir de
uma dieta com alto teor de gordura pode ser proveniente da translocagao de
produtos da microbiota intestinal, em especial o LPS (CANI et al., 2012; DALBY et
al., 2018; ROCHA et al., 2016).
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O LPS é também referido como uma endotoxina bacteriana capaz de
promover estimulo muito potente de respostas inflamatérias na maioria dos
mamiferos (COCHET; PERI, 2017). Cani et al. (2007) relataram que alimentar
camundongos com uma dieta muito rica em gordura (72% da energia total) ao longo
de 4 semanas aumenta significativamente as concentragdes de LPS circulante em
comparagao aos camundongos controles alimentados com dieta de baixo teor de
gordura. DALBY et al. (2018), também relataram aumento dos niveis plasmaticos de
LPS em camundongos alimentados por 8 semanas com dieta hiperlipidica (60 kcal%
de gordura). Esses dados sugerem que a alimentagao rica em gordura resulta em
elevacéao cronica da endotoxina circulante.

O LPS circulante se liga a receptores do tipo TLR4 presente em macrofagos e
outras células do sistema imune (COCHET; PERI, 2017; LU; YEH; OHASHI, 2008).
O TLR4 faz parte de uma familia maior de receptores responsaveis pelo
reconhecimento de PAMPs e estdo presentes em células de humanos e
camundongos (TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003). Esses receptores sdo expressos
por todo o corpo e sdo criticos para a defesa do hospedeiro contra patégenos
invasores. A sinalizacdo através de TLR4 leva a ativacdo de NF-kB, um fator de
transcricdo que subsequentemente ativa a expressao de numerosas citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 (Figura 6). O fator de transcricao NF-kB
se apresenta inativo sob a forma de dimero associado a inibidores de kB (IkB) no
citoplasma de células ndo estimuladas. A interacao entre LPS e TLR4 reune
proteinas da familia de quinase associada ao receptor da IL-1 (IRAK), levando a sua
posterior associacdo com o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6). O
TRAF6 ativa entdo as proteinas quinase ativada por mitégeno (MAPK). A Via
MAPK/TRAFG6, por sua vez ativa o complexo IkB quinase (IKK), que é composto de
duas subunidades cataliticas (IKKa e IKKB) e uma subunidade reguladora (IKKy), e
tem a capacidade de induzir a fosforilacdo de IkB. Finalmente, a fosforilagdo do IkB
por IKK leva a sua subsequente degradacgao permitindo que o dimero de NF-kB seja
translocado para o nucleo e ative a transcricdo de muitos genes dependentes de
dessa via, tais como os genes de citocinas pro-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-1f,
IL-6, COX-2, e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS).

Figura 6. A sinalizagao induzida pela ligagdo LPS-TLR4 ativa o fator de transcrigdo NFkB.
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De forma semelhante ao LPS, acidos graxos saturados (AGS) também sao
capazes de estimular diretamente a expressdao de genes pré-inflamatdrios, como
mostra a Figura 7. AGS, particularmente acido laurico e acido palmitico, sao
capazes de estimular uma resposta inflamatoria através da via de sinalizacdo TLR4
(HWANG; KIM; LEE, 2016). Lee et al. (2001) publicaram o primeiro estudo que
demonstrou o efeito de diferentes acidos graxos na via de sinalizagdo do
TLR4. Neste estudo, verificou-se que os acidos laurico, palmitico e estearico
poderiam induzir a expressdo de COX-2 através de um mecanismo dependente de
NF-kB em uma linhagem de macréfagos. Entre os acidos graxos saturados que
foram testados, o acido laurico teve a maior capacidade de ativacao através do
TLR4. Acidos graxos saturados também podem induzir uma resposta inflamatéria
através da ativagdao de TLR2, que forma heterodimeros na membrana plasmatica,

juntamente com TLR1 ou TLR6. Diferentemente dos AGS, os 4&acidos
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monoinsaturados e poli-insaturados nao levaram a ativagdo do sinal do TLR4
(HUANG et al., 2012; ROCHA et al., 2016; SNODGRASS et al., 2013). .

Figura 7. Principais mecanismos moleculares relacionados aos efeitos dos acidos graxos saturados
(16: 0) e 6mega-3 (EPA, DHA) nas vias TLR4 e NF-kB.
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Calder (2018).

O tecido adiposo é heterogéneo na sua composi¢gdo e contém, além de
adipécitos maduros, também adipécitos imaturos (pré-adipdcitos), células
endoteliais, fibroblastos, macréfagos e outras células do sistema imunolégico.
Embora a obesidade esteja associada ao desenvolvimento de inflamagéo crbnica de
baixo grau do tecido adiposo, as células imunes que se infiltram no tecido adiposo

realizam varias funcdes diferentes que permitem a expansao saudavel do tecido
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adiposo durante o excesso calérico crénico. Os macréfagos do tecido adiposo sao
em grande parte derivados da medula 6ssea e seu numero esta aumentado na
obesidade (WEISBERG et al., 2003). Isso porque a ingestdo caldrica em excesso
sem gasto de energia leva a expansdo de tecido adiposo e hipertrofia dos
adipocitos, que esta associada a hipoxia e apoptose de adipdcitos, que por sua vez
geram sinais para recrutamento de macrofagos (SURMI; HASTY, 2008) . Adipdcitos
hipertréficos comegam a secretar baixos niveis de TNF-a, que estimulam os preé-
adipdcitos e células endoteliais a produzir MCP-1 (também conhecida como CCL2)
(XU et al., 2003). De fato, no tecido adiposo de camundongos e humanos obesos, 0s
macrofagos infiltrados estdo aumentados e se agregam em torno de adipdcitos
mortos, formando padrbées de anéis caracteristicos, denominados crown-like
structures (CLS) (CINTI et al., 2005).

O esquema da Figura 8 sumariza as principais fungdes dos macréfagos no
tecido adiposo. Exemplos de fungdes de macrofagos no tecido adiposo incluem a
quebra de proteinas da matriz extracelular a medida que as células se expandem e
criam espaco para novos adipocitos, e estabelece nova matriz extracelular,
processos que sao conhecidos coletivamente como remodelacdo tecidual (A). Os
macrofagos também desempenham um papel critico na formacao de novos vasos
sanguineos a medida que o tecido se expande, isto €, estimulam a angiogénese (B).
A ativacdo de vias inflamatérias em adipécitos e células imunes promovem a
liberagdo de citocinas (C) que desempenham um importante papel na indugéo de
resisténcia a insulina em adipécitos (D) e, por conseguinte, limita a hipertrofia
excessiva dessas células, que é conhecida por desencadear a apoptose (E). Os
macrofagos também s&o capazes de armazenar de forma intermitente o lipidio que
pode se tornar importante sempre que a capacidade de armazenamento de lipidios
dos adipécitos €, temporariamente restrita. E, por ultimo, os macréfagos
desempenham um papel fundamental na remocao de detritos celulares de adipdcitos

necréticos ou apoptoticos ou células senescentes, formando os CLS (F).
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Figura 8. Principais fungdes dos macréfagos na fisiologia do tecido adiposo
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Macrofagos localizados no tecido adiposo podem ser pré ou anti-
inflamatorios, dependendo de seu status de ativagdo (CHINETTI-GBAGUIDI;
STAELS, 2011). Macréfagos classicamente ativados (referidos como Macrofagos
M1) séo considerados pro-inflamatoérios. O estado M1 € induzido por, entre outros,
TNF-a e LPS. Macréfagos ativados alternativamente (referidos como macrofagos
M2), por outro lado, funcionam primariamente para resolver ou amortecer a resposta
inflamatdria e sao, portanto, considerados anti-inflamatérios. O status M2 é induzido
por, entre outros, IL-4 e IL-10. Macrofagos presentes no tecido adiposo de obesos
parecem ser predominantemente polarizados para o fendtipo M1 e sua presenca
esta associada a resisténcia a insulina (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007; OH et
al., 2012). De fato, varios estudos evidenciaram que o estado inflamatdrio,
observado no tecido adiposo durante a obesidade, esta fortemente associado a
efeitos negativos na sinalizagdo da insulina (LE et al, 2011; VAN
GREEVENBROEK; SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2013).

2.6 RESISTENCIA A INSULINA E INFLAMAGCAO

Como ja mencionado anteriormente, o excesso de tecido adiposo leva a um

estado de inflamagdo crénica de baixo grau, induzindo o recrutamento de



39

macrofagos aos adipécitos em resposta a quimiotaxia e assim liberando as citocinas
pré-inflamatérias, que sdo capazes de induzir alteragbes na via intracelular da
insulina (GUO, 2014; SOLINAS; BECATTINI, 2017b). A insulina é um horménio
anabdlico secretado pelas células-beta do pancreas, cujas fun¢cdes metabdlicas
incluem captagcdo de glicose, aumento da sintese de proteinas, acidos graxos e
glicogénio, reducao da producgéo hepatica de glicose, lipdlise e protedlise (LIN et al.,
2011).

A captagao de glicose nos tecidos sensiveis a insulina, em especial musculo
esquelético e tecido adiposo, € composta por varias etapas intracelulares (Figura 9).
A sinalizagao intracelular da insulina € iniciada a partir da ligagédo do horménio ao
seu receptor especifico (IR), o qual resulta em sua auto-fosforilagdo em residuos de
tirosina e consequente fosforilagdo em tirosina de uma familia de substratos do
receptor de insulina (IRS) (PESSIN; SALTIEL, 2000). A fosforilagao das proteinas
IRS cria sitios de ligacao para a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) que entao fosforila
em serina a proteina quinase B (Akt) e isso permite o transporte de glicose, através
da translocagao da proteina transportadora de glicose 4 (GLUT4) para a membrana
celular (ROWLAND; FAZAKERLEY; JAMES, 2011). No entanto alguns fatores
podem prejudicar a via de sinalizagdo da insulina e assim resultar na diminuicdo da
captacao de glicose para o meio intracelular levando ao fendmeno de resisténcia a
insulina (MASHARANI et al., 2011).

A resisténcia a insulina pode ser definida como uma disfuncdo metabdlica que
resulta em prejuizos na translocacdo de vesiculas, que contém GLUT4, para a
membrana, diminuindo a capacidade do musculo esquelético, tecido adiposo e
outros tecidos sensiveis a insulina de captar glicose para as células levando a um
estado hiperglicémico (CASTRO et al, 2013). Os mecanismos para o0
desenvolvimento da resisténcia a insulina relacionados a obesidade s&o
caracterizados por alteragées no padrao de fosforilagao do IR e IRS. Ja foi verificado
que o aumento na expressao de fatores pro-inflamatérios, como AGS, TNF-a e IFN-
Y, promovem a fosforilagdo do IR e IRS em serina resultando em uma diminuigdo na
fosforilacao do IRS em tirosina, na atividade da PI3K e no transporte de glicose, e
consequentemente induzindo resisténcia a insulina (NANDIPATI; SUBRAMANIAN;
AGRAWAL, 2017; ZHANG et al., 2018).
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Figura 9. Via de sinalizagao da insulina.
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AGS aumentam a expressao de TLR4 e promovem a instalacdo de um estado
inflamatoério pelas vias inflamatérias c-jun N-terminal kinase (JNK) e Ikk/NF-KB
(ANDREASEN et al.,, 2011; NGUYEN et al., 2007). As JNKs sao proteinas que
pertencem a familia MAPK e sua atividade esta aumentada em ratos e humanos
obesos (HIROSUMI et al., 2002; JIANG; MESSINA, 2011; SOLINAS; BECATTINI,
2017a). As JNKs podem causar resisténcia a insulina diretamente pela indugéo da
fosforilacao de serina e treonina dos IRSs, interrompendo, assim, a interagdo dos
IRSs com IR e prejudicando a sinalizacdo da insulina (SABIO; DAVIS, 2010;
SOLINAS et al., 2007). kK, também fosforila IRSs em residuos de serina, atenuando
a atividade de tirosinas; e ainda participa da fosforilacdo de IkkB que permite a
translocacao do NF-kB ao DNA nuclear induzindo dessa forma a transcricado génica
de mediadores inflamatérios como TNFa e IL-6 (BARMA et al., 2009). Por outro lado,
camundongos knockout para TLR4 e alimentados com dieta rica em gordura foram
protegidos contra o aumento do tecido adiposo, resisténcia a insulina e diminuigéo
da expressdo de JNK (TSUKUMO et al.,, 2007). Adicionalmente, animais com
supressao de JNK e IkK induzida por knockout ou farmacos apresentaram protecao
contra 0 aumento do tecido adiposo, menor infiltragdo de macrofagos, menor

secrecao de adipocinas proé-inflamatérias, diminuicdo na fosforilacdo de IRS-1 em
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residuos de serina e assim apresentaram uma melhora na sensibilidade a insulina
(JIANG; MESSINA, 2011; ZHANG et al., 2011).

Outro importante candidato molecular conhecido por induzir resisténcia a
insulina associada a obesidade séo as citocinas pro-inflamatorios, TNF-a e o INF-y.
O mecanismo pelo qual TNF-a induz resisténcia a insulina esta na ligacao dessa
citocina aos seus receptores na membrana plasmatica TNFR1 e TNFR2 sendo
capaz de ativar também as proteinas inflamatoérias IkKk e JNK e assim dando
sequéncia na resposta inflamatoria causada por estas moléculas (DE ALVARO et
al., 2004; FERNANDEZ-VELEDO et al., 2009). Estudos em humanos obesos que
apresentavam resisténcia a insulina mostram que um tratamento farmacolégico que
inibe  TNF-a diminui a inflamagéo sistémica e consequentemente melhora a
sensibilidade a insulina (STAGAKIS et al., 2012; STANLEY et al., 2011). O IFN-y,
por sua vez, induz principalmente a fosforilagdo em tirosina e ativagao de STAT1 via
JAK1 e JAK2. A fosforilagdo de STAT1 esta aumentada em musculo esquelético de
ratos obesos e diminui a sensibilidade a insulina; enquanto o tratamento de ratos
obesos com um inibidor JAK1/JAK2 melhora a resisténcia sistémica a insulina em
conjunto com a reducdo da inflamagdo (GRZELKOWSKA-KOWALCZYK;
WIETESKA-SKRZECZYNSKA, 2009; KHAN et al., 2015).

Portanto fica evidente que através de varios mecanismos, incluindo as
citocinas inflamatorias e o excesso de AGS observado na obesidade, ocorre a
ativacdo das vias inflamatorias como JNK, IkK/NF-kB e JAK/STAT1 que regulam
negativamente a sinalizagcao da insulina (Figura 10). Nesse contexto a busca por
compostos e agentes naturais que neutralizem o desequilibrio dos estados proé-
inflamatdrios pode ser util para a prevencao e/ou tratamento da resisténcia a insulina

relacionada a obesidade.
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Figura 10. Resumo dos possiveis mecanismos de resisténcia a insulina na obesidade
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Fonte: FREITAS; CESCHINI; RAMALLO (2014).

2.7 MICROBIOTA INTESTINAL E OBESIDADE

A microbiota intestinal humana é uma grande e diversa comunidade de
microrganismos que incluem, bactérias, fungos, protozoarios e virus, estimando-se
um total de aproximadamente 10 a 100 trilhdes de células microbianas (SENDER;
FUCHS; MILO, 2016). Apesar de cada individuo possuir uma microbiota diferente, o
conjunto de genes expressos pelos microrganismos intestinais é funcionalmente o
mesmo para a grande maioria dos individuos. Com o sequenciamento do gene rRNA
16S mais de 1000 espécies bacterianas foram identificadas, sendo a maioria
pertence aos filos Bacteroidetes e Firmicutes (MARIAT et al., 2009).

A formacgao da microbiota se inicia ao nascimento e o padrao de colonizacao
sera diferente de acordo com o modo de nascimento, uma vez que o bebé sera
exposto primeiro a microbiota vaginal (como Lactobacillus e Prevotella) da mae, se
for realizado um parto normal, ou a microbiota da pele (como Staphylococcus,
Corynebacterium, Propionibacterium), se for um parto cesariano. O modo como o
recém-nascido é alimentado também influencia a composicdo da microbiota; com a
amamentacao, observa-se grande quantidade de Bifidobacterium e pequena
quantidade de Clostridium e Bacteroides, enquanto na auséncia de amamentacao

observa-se numero elevado de Clostridium e Bacteroides. Durante a infancia, a
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microbiota sera moldada de acordo com eventos como infec¢des, exposicao a
antibidticos e, principalmente, alteragdes na dieta. Com o avancar da idade, ela se
estabiliza e apresenta grande diversidade (ALBENBERG; WU, 2014)

Atualmente a microbiota intestinal &€ considera um “6rgdo chave” para
manutencdo da saude e bem-estar do hospedeiro. Estudos reportaram inumeras
propriedades funcionais da microbiota intestinal, como a fermentagdo de
polissacarideos dietéticos indigeriveis; sintese de aminoacidos essenciais, vitaminas
e enzimas; produgéo de peptideos antimicrobianos como defensinas, lectinas do tipo
C, catelicidinas que desempenham um papel ativo no sistema imune inato e
adaptativo; e participacdo no metabolismo de xenobidticos (MOROWITZ;
CARLISLE; ALVERDY, 2011; ZONG et al., 2020). O desequilibrio na composicao e
funcionamento da microbiota intestinal, conhecido por disbiose, esta associado ao
desenvolvimento de doencgas imunoldgicas, metabdlicas e neuroldgicas (CRAM et
al., 2019; KIECOLT-GLASER et al., 2018; ZENG et al., 2019). A microbiota intestinal
€ um importante regulador do metabolismo energético do hospedeiro, existindo
varias evidéncias de seu envolvimento na inflamagdo cronica de baixo grau
relacionada a obesidade e suas complicagdes (SUK; KIM, 2019; TONG et al., 2018).

A dieta alimentar é um importante modulador da microbiota intestinal e
alimentos ricos em gorduras saturadas proporcionam um ambiente propicio para
selegdo das bactérias do filo Firmicutes (KIM et al., 2019). Nesse sentido a ingestao
de calorias em excesso promove a proliferacdo dessas bactérias permitindo a
extracao de nutrientes com maior eficacia, ocasionando ganho de peso e inUmeros
disturbios metabdlicos (KIM et al., 2019; SERINO et al., 2012). Por outro lado, a
ingestdo de fibras, frutas e hortalicas, proporciona o aumento da produgdo de
derivados da fermentacao de carboidratos resultando um ambiente desfavoravel ao
crescimento de Firmicutes (MAKKI et al., 2018). Desta forma, a microbiota intestinal
pode se adaptar rapidamente a disponibilidade de um nutriente especifico,
produzindo diferentes respostas metabdlicas no individuo.

O interesse cientifico no papel da microbiota intestinal na obesidade foi
atraido pela demonstragéo do estudo de Backhed et. al (2004) que concluiram que
camundongos criados na auséncia de microrganismos, denominados germ-free,
tinham menos gordura corporal do que os camundongos colonizados com microbiota
convencional, apesar de os ratos terem maior ingestdao energética. Notavelmente,

quando os camundongos germ-free foram colonizados com a microbiota intestinal
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convencional, eles ganharam peso e apresentaram niveis aumentados de gordura
corporal. Eles também tinham niveis mais altos de glicose e insulina, bem como do
horménio leptina que se correlaciona diretamente com o aumento de gordura
corporal (BACKHED et al., 2004). Dessa forma, a caracterizagdo do perfil da
microbiota intestinal de obesos em comparagao a individuos magros vem sendo
investigado. Estudos experimentais apontam o aumento da relagdo
Firmicutes/Bacteroidetes em camundongos obesos, embora em humanos, essa
relacdo ainda seja controversa (MAGNE et al., 2020; MARIAT et al., 2009). Contudo,
fica evidente que as alteragdes na composi¢cdo da microbiota de individuos obesos,
em comparagdo a magros, implicam no aumento do ganho de peso, da
permeabilidade intestinal, endotoxemia e resisténcia a insulina (EJTAHED et al.,
2020; ZENG et al., 2019).

Alteragbes na composicdo da microbiota levam a alteragcbes em alguns
metabdlitos microbianos que podem ser transportados através da barreira intestinal
e, eventualmente, biotransformados pelo hospedeiro. Essas alteragdes envolvem a
producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), aminoacidos, acidos
nucleicos, intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxilicos, carboidratos, e
metabolitos oriundos do metabolismo microbiano da colina, como trimetilamina
(TMA), metilamina (MA) e dimetilamina (DMA). Um importante metabdlito derivado
da microbiota intestinal que pode afetar o balango energético e as mudangas de
peso em humanos e animais sdo os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), em
especial acetato, propionato e butirato. Esses AGCCs sao produzidos por meio da
fermentacao bacteriana de carboidratos nao digeriveis oriundos da dieta. AGCCs
fornecem energia aos colondcitos, e seu aumento nas concentragdes plasmaticas
atenua a inflamagédo, melhora a sensibilidade a insulina e regula a saciedade
(BOUTER et al., 2018; CANFORA et al., 2017; SAHURI-ARISOYLU et al., 2016).
Contudo andlises de amostras fecais tém demostrado aumento de AGCCs em
individuos obesos em comparagdo a individuos magros (KIM; YAO; JU, 2019;
SCHWIERTZ et al., 2010). de la Cuesta-Zuluaga et al. (2018) foram os primeiros a
mostrar uma correlagéo positiva entre altos niveis fecais de AGCCs e aumento de
permeabilidade intestinal e endotoxemia metabdlica na obesidade (DE LA CUESTA-
ZULUAGA et al., 2018).

O etanol € um metabdlito microbiano derivado da fermentagao sacarolitica.

Individuos com doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) e obesidade
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mostram aumento da abundancia de bactérias produtoras de etanol nas fezes, bem
como maiores concentragdes de etanol na circulagdo sistémica e na respiragao
(NAIR et al.,, 2001; ZHU et al.,, 2013, 2016). O etanol derivado de bactérias
intestinais (ou o metabdlito oxidado acetaldeido) esta possivelmente envolvido na
progressdo da DHGNA por efeitos tdxicos diretos nas células hepaticas (BAKER et
al., 2010; XU et al., 2011), bem como através do comprometimento na funcao da
barreira intestinal, resultando em aumento da endotoxemia (RAO; SETH; SHETH,
2004) .

A microbiota intestinal utiliza varios aminoacidos de proteinas dietéticas ou
endodgenas na sintese de produtos metabodlicos que podem desempenhar um papel
importante na suscetibilidade a disturbios metabdlicos afetando a biodisponibilidade
de aminoacidos para o hospedeiro. Alguns tipos de aminoacidos, incluindo
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs) - valina, leucina e isoleucina — e
aminoacidos aromaticos (AAAs) - fenilalanina, tirosina e triptofano - foram relatados
como um fator de risco para disturbios metabdlicos, incluindo obesidade, resisténcia
a insulina, DMT2 e DHGNA (BLOOMGARDEN, 2018; HAUFE et al., 2016; HEIANZA
et al., 2019). Em individuos obesos foi evidenciado aumento nos niveis séricos de
AAAs, glutamato e BCAAs (ALLAM-NDOUL et al., 2015; LIU et al., 2017). Esses
estudos apontam que a microbiota intestinal dos individuos obesos pode ter uma
maior capacidade de producido destes aminoacidos em comparagcdo com controles
magros.

Abordagens metabolémicas identificaram que o N-Oxido de trimetilamina
(TMAO), um metabdlito derivado da colina e L-carnitina, € um fator de risco para
disturbios metabodlicos (CHEN et al., 2016; DING et al., 2018; TAN et al., 2019). A
geracdo de TMAO depende da microbiota intestinal, que primeiro metaboliza a
colina dietética em TMA. A TMA é absorvida no intestino, entrando na circulagcéo
sanguinea e seguindo para o figado, onde sera oxidada por enzimas hepaticas
flavinas mono-oxidases (FMO) em TMAO. Esta ultima pode ser liberada pelo figado
e ser absorvida pelos tecidos extra-hepaticos ou ser excretada pela urina, pelo suor
ou pela respiracdo. E também absorvida pelos macréfagos no processo de formacéo
da placa aterosclerética e assim elevados niveis de TMAO estdo associados a um
risco aumentado de doengas cardiovasculares. As dietas ricas em gordura
aumentam a proporcéo relativa de Firmicutes, que contribuem para a producéo de

TMA, e diminuem a de Bacteriodetes, que contribui muito pouco para a producéo de
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TMA. Estudos em animais e humanos mostraram aumento plasmatico de TMAO em
individuos obesos e relacionaram esse aumento a intolerancia a glicose, DHGNA e
resisténcia a insulina (AHMAD et al., 2017).

Apesar do exposto, os mecanismos que relacionam a microbiota intestinal e
seus produtos metabdlicos a obesidade sdo complexos. Embora ainda existam
duvidas sobre qual o perfil de microrganismos e como os metabdlitos microbianos se
relacionam a obesidade, muito se conhece sobre sua influéncia na saude do
hospedeiro. O que se sabe até o momento € que a microbiota intestinal pode afetar
o balango energético influenciando a eficiéncia energética dos nutrientes da dieta ou
atuando como modulador de rotas que regulam o gasto energético. Assim, o
conhecimento da microbiota intestinal e de suas vias de regulagdo do metabolismo

humano pode ajudar na identificagdo de novos alvos terapéuticos para obesidade.

2.8 Moringa oleifera

Moringa oleifera Lam. € uma arvore de pequeno porte nativa do Himalaia,
norte da India, pertencente & familia Moringaceae. E encontrada principalmente no
Oriente Médio e em paises africanos e asiaticos, mas devido a sua adaptabilidade,
vem se espalhando para outras areas, especialmente as tropicais e subtropicais
(OLSON; FAHEY, 2011). A planta apresenta folhas grandes, flores brancas e
perfumadas e frutos longos que contém sementes aladas (Figura 11).

Todas as partes M. oleifera (folhas, sementes, raizes e flores) sado utilizadas
para consumo humano e animal. As folhas, ricas em proteinas, minerais, 3-caroteno
e compostos antioxidantes, sdo usadas ndo apenas para nutricdo, mas também na
medicina tradicional (MEIRELES et al., 2020). Estudos experimentais demostraram
propriedades antitumoral, antioxidante, hepatoprotetora, cicatrizante, anti-
inflamatoria e hipoglicemiante com o uso de folhas de M. oleifera (CHIN et al., 2018;
OMODANISI; ABOUA; OGUNTIBEJU, 2017; SADEK et al., 2017) .
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Figura 11. Aspectos gerais de Moringa oleifera. A — Caule de M. oleifera recém plantadas, B — Folha

e Flor, C — Fruto, D - Semente

Fonte: GUALBERTO; FERRARI, 2014

As sementes de M. oleifera, por sua vez, apresentam, além de uma grande
quantidade de gorduras, um alto teor de proteina, em média 31,4%, enquanto os
teores de carboidratos, fibras e cinzas séo de 18,4%, 7,3% e 6,2%, respectivamente
(tabela 1). As sementes vém atraindo interesse cientifico, j4 que contém uma
quantidade significativa de o6leo (até 40%) que €& promissor tanto para consumo
humano quanto para fins comerciais (A M HASSAN et al., 2018; PEREIRA et al.,
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2016). Além disso as sementes vém sendo usadas no tratamento de agua para
consumo humano (SANCHEZ-MARTIN; BELTRAN-HEREDIA; PERES, 2012).

Tabela 1. Composi¢édo quimica das sementes de M. oleifera (g/100g de peso seco).

Sementes de Moringa oleifera

MNutrientes

Media sD Variagao
Gnrdera 36.7 2.8 (34.7-40.4)
Proteinas 31.4 1.3 (29.4-33.3)
C.arbnidratGS 18.4 1.4 (16.5-19.8)
Fl.b ra 7.3 0.5 (6.8-8.0)
Cinza 6.2 0.9 (4.4-6.9)
Umidade 7.0 1.2 (5.7-8.9)

Fonte: LEONE et al., 2016.

Estudos com foco nas propriedades farmacoldgicas das preparagdes obtidas
de suas sementes vém sendo realizados. Em ratos Wistar alimentados com o p6 das
sementes de M. oleifera (750 mg/kg/dia, por 4 semanas) observou-se um efeito
protetor contra a disfungdo do endotélio vascular relacionada ao envelhecimento
(RANDRIAMBOAVONJY et al.,, 2019). Além disso, a administragdo do p6 de
sementes de M. oleifera pode melhorar a nefropatia diabética e restaurar a histologia
normal do rim e do pancreas em modelo de ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (AL-MALKI; EL RABEY, 2015). Extrato aquoso, extrato etandlico e
fragcOes obtidas de sementes de M. oleifera inibiram significativamente o crescimento
de células de cancer de mama e nao apresentaram citotoxicidade para células
normais (ADEBAYO; ARSAD; SAMIAN, 2017). Em outro estudo, a administracéo
oral de extrato hidroalcodlico de sementes de M. oleifera em trés doses crescentes
(50, 100 e 200 mg/kg) promoveu efeito anti-inflamatério em modelos de ratos com
colite aguda induzida por acido acético (MINAIYAN et al., 2014). Extrato aquoso de
sementes de M. oleifera administrados tanto por via oral como por via intraperitoneal
mostrou um efeito hipoglicemiante nos ratos hiperglicémicos induzidos por aloxana
(AJIBOLA; EUNICE; STEPHANIE, 2014a). Araujo et al. 2013 também utilizando

extrato aquoso de sementes demonstrou que nao houve toxicidade sistémica em
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camundongos. Nesse mesmo estudo verificaram a sua atividade anti-inflamatdria em
um modelo de pleurisia, com uma reducao significativa na migracao de leucdcitos,
na atividade das mieloperoxidases e nos niveis de TNF-a e IL-1p.

As sementes de M. oleifera possuem propriedades coagulantes efetivas no
processo de purificagdo da agua para consumo humano, sendo sua utilizagéo
frequente ha décadas nas zonais rurais do nordeste brasileiro (GERDES,1997). Foi
verificado que a lectina soluvel em agua isolada do extrato aquoso
de sementes de M. oleifera, denominada WSMolL, €& um dos componentes
responsaveis pela capacidade dessas sementes em reduzir a turbidez da agua
(FREITAS et al., 2016).

2.9 LECTINAS

As lectinas sao proteinas de origem nao imune que possuem sitios de ligagao
a carboidratos capazes de interagir reversivelmente e especificamente com
agucares através de ligagdes nao covalentes, como pontes de hidrogénio, interagdes
hidrofébicas e forcas de Van der Waals (COELHO et al., 2017). As lectinas possuem
a propriedade de aglutinar eritrécitos que podem ser de humanos ou de animais
(ELGAVISH; SHAANAN, 1997; KENNEDY et al., 1995a; NAPOLEAO et al., 2013).
Atividade hemaglutinante (AH) € o ensaio mais comumente utilizado para
confirmacdo da presengca de lectinas em uma amostra, sendo sua presenca
confirmada através da formacdo de uma rede entre os eritrocitos, fenébmeno
denominado de hemaglutinacao (Figura 12).

Lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em
animais, vegetais, bactérias, fungos e algas. (ABREU et al., 2018; KENNEDY et al.,
1995b; MISHRA et al., 2019). Em plantas, as lectinas ja foram isoladas de diferentes
tecidos, tais como: cerne, folhas, flores, sementes, cascas, raizes e rizomas
(CARVALHO et al., 2015; CHOLAK et al., 2016; COSTA et al., 2018; PROCOPIO et
al., 2017; SOUZA et al., 2011).
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Figura 12. Esquema ilustrativo do processo de hemaglutinagdo mediado por lectinas
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Ao longo dos anos, centenas de lectinas vegetais foram purificadas e
caracterizadas com detalhes em relagdo as suas propriedades bioquimicas,
especificidades de ligagdo a carboidratos e fungdes bioldégicas (GODULA et al.,
2018). De acordo com a sua estrutura global, as lectinas podem ser classificadas em
quatro grupos: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura
13). As merolectinas sao lectinas que possuem um unico dominio de ligacdo a
carboidratos. As hololectinas tem pelo menos dois dominios de ligagdo a
carboidratos idénticos. As quimerolectinas sdo proteinas que possuem pelo menos
um dominio ligante a carboidrato, e um outro dominio com uma atividade catalitica
ou uma outra atividade bioldgica. Ja as superlectinas s&o lectinas que possuem dois
ou mais dominios de ligagdo a carboidratos, dominios esses com especificidade
para acgucares diferentes. As lectinas vegetais também foram classificadas de
acordo com sua especificidade em monoespecificas e poliespecificas, ou seja, que
podem interagir com um ou mais agucares (BARRE et al., 2001; VIJAYAN;
CHANDRA, 1999).

Figura 13. Representacado ilustrativa da estrutura de lectinas quanto ao dominio de ligacdo a

carboidrato. (A) Merolectinas; (B) Hololectinas; (C) Superlectinas; (D) Quimerolectinas
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Heveina

TxLCT Ricina
Fonte: Adaptado de LIU; BIAN; BAO (2010).

Com relacdo a atividade bioldgica, as lectinas podem ter agdo em varios
processos bioldgicos, apresentando efeitos antitumorais, por inibicao de metastases,
agao na angiogénese e morte celular por autofagia, necrose e/ou apoptose;
atividades imunomoduladora, antifingica, antibacterianas e inseticida (ARAUJO et
al., 2013a; BHUTIA et al., 2019a; CORIOLANO et al., 2018; LIU; BIAN; BAO, 2010;
MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020; MOURA et al.,, 2015; SANTOS et al., 2005).
Além disso, lectinas vegetais também tém sido usadas na area biomédica para
diagndstico, como por exemplo para distinguir células malignas de um tumor
benigno com base no grau e padrao de glicosilagdo (MAZALOVSKA; KOUOKAM,
2020). Lectinas de plantas também vém sendo utilizadas para desenvolver
microarrays, a fim de reconhecer as células tumorais malignas tanto para o
diagndstico como prognéstico do cancer (MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020;
RILLAHAN; PAULSON, 2011). Devido sua especificidade de ligagdo a carboidratos
de superficie celular, lectinas também podem ser usadas para direcionar a entrega
de farmacos em células-alvo (MARTINEZ-CARMONA et al., 2018). A Figura 14

resume algumas propriedades bioldgicas e aplicagdes das lectinas de plantas.
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Figura 14. Propriedades bioldgicas e aplicagbes de lectinas de plantas.
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Varios estudos relatam a acao antimicrobiana de lectinas de plantas contra
espécies de fungos e bactérias patogénicas (BREITENBACH BARROSO COELHO
et al., 2018; DA SILVA et al., 2018; EL-ARABY et al., 2020; PROCOPIO et al., 2017).
As bactérias possuem em suas paredes celulares acidos teicoicos e teicurdnicos,
peptidioglicanos e lipopolissacarideos, aos quais as lectinas podem interagir levando
a perda de integridade da parede e/ou membrana celular e promovendo morte ou
inibicdo do crescimento bacteriano. PgTel, uma lectina isolada da sarcotesta das
sementes de Punica granatum (roma), apresentou atividade antibacteriana contra
isolados clinicos de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina. A lectina causou
alteragdes na morfologia celular como alongamento, enrugamento, perfuracoes,
aumento no tamanho e lise celular, apresentou efeito anti-agregagdo e exibiu
atividade antibiofilme contra ambos os isolados de S. aureus (DA SILVA et al.,

2019). Além disso, PgTeL se mostrou um importante agente anti-Candida cujo
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mecanismo de agao envolve estresse oxidativo, colapso energético, danos a parede
celular e ruptura de células de levedura (DA SILVA et al., 2018).

O potencial farmacoldgico das lectinas é bastantes amplo e atividades anti-
inflamatoria e imunomoduladora ja foram reportadas. Sdo exemplos, a lectina
extraida da Caulerpa cupressoides que reduziu a migragao de leucécitos em um
modelo murino de inflamacao; e a lectina da Synadenium carinatum que reduziu o
numero de células inflamatérias recrutadas para o pulméo em um modelo murino de
asma, através da inibicdo da via NF-kB (ROGERIO et al., 2007; VANDERLEI et al.,
2010). A lectina WSMoL também apresentou efeitos anti-inflamatérios em
macrofagos estimulados por LPS, reduzindo a producdo de citocinas e NO
(ARAUJO et al., 2013a). Dessa forma, fica evidente que o papel das lectinas na
modulagdo da secrecdo de citocinas, Oxido nitrico e na diferenciacado de linfécitos
pode ser uma importante ferramenta para auxiliar no combate de doencgas

infecciosas e inflamatérias.

2.10 WSMoL

A lectina WSMoL é uma proteina aniénica com massa molecular de 60 kDa
composta por arranjos oligoméricos com subunidades de 5 kDa sendo ativa em uma
ampla faixa de pH (4,5 a 9,5) e mesmo quando aquecida (100°C) durante 5 horas
(ROLIM et al., 2011; MOURA et al., 2016). WSMoL foi detectada pela primeira vez
em extratos aquosos de sementes de M. oleifera por Santos et al. (2005). E seu
protocolo de isolamento através da cromatografia de coluna de quitina foi realizado
posteriormente por Coelho et al. (2009). Essa lectina reconhece D(+)-frutose e N-
acetilglicosamina, uma vez que a presenga desses carboidratos inibiu a AH (ROLIM
et al., 2011).

WSMolL apresenta atividade coagulante responsavel pela reducao da turbidez
da agua (FREITAS et al.,, 2016). Além disso, é relatada como agente inseticida
contra Anagasta kuehniella e Aedes aegypti (ALVES et al., 2020; DE OLIVEIRA et
al., 2017; SANTOS et al., 2014) e antimicrobiano, ja que mostrou efeitos inibitorios
no crescimento, sobrevivéncia e permeabilidade celular de diversas espécies de
bactérias e fungos patogénicos (CORIOLANO et al., 2020; FERREIRA et al., 2011b;
MOURA et al., 2015, 2017; SANTOS et al., 2020). WSMoL também apresentou

atividade anti-helmintica, uma vez que inibiu a eclosdo de ovos e interferiu no
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desenvolvimento larval e na motilidade de vermes adultos de nematdédeos que
causam infeccdo gastrointestinal em ruminantes (MEDEIROS et al., 2018;
MEDEIROS et al., 2020). Seus efeitos anti-inflamatério e imunomodulador também
foram avaliados in vitro. WSMoL exibiu atividade anti-inflamatoria em macréfagos de
murinos estimulados por LPS, regulando a produgao de éxido nitrico, TNF-a e IL-1
(ARAUJO et al., 2013b). Em células mononucleares de sangue periférico humano
(PBMCs), WSMoL induziu a liberacdo de TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10, NO e levou a
ativagdo de linfocitos TCD8+, demonstrando seu potencial imunomodulador
(CORIOLANO et al., 2018).

WSMoL nao apresentou propriedades genotoxicas de acordo com os testes
de Ames, Kado e DNA plasmidial e nem citotoxicas em PBMCs, garantindo seu uso
seguro em modelos experimentais in vivo (ARAUJO et al., 2013a; ROLIM et al.,
2011). Um estudo recente avaliou a seguranga do uso in vivo de WSMoL e mostrou
que a administragao oral por 21 dias em camundongos nao causou alteragdes nas

fungdes cardiacas e metabdlicas de animais saudaveis (YURRE et al., 2020).

3 METODOS
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3.1 PRODUCAO DE PREPARACOES DE SEMENTES DE M. oleifera.

As sementes de M. oleifera foram coletadas na cidade do Recife (PE). O pdé
das sementes (10g) foi extraido em agua destilada (100 mL) em agitador magnético
por 16h a 28°C. Apds filtracdo em gaze e centrifugagao (3000g, 15 min), o
sobrenadante coletado correspondeu ao extrato aquoso 10% (EXT). A fragédo
proteica foi obtida apds precipitagdo (4h a 28°C) das proteinas do extrato aquoso
10% utilizando sulfato de amoénio (60% de saturacdo). A fracdo precipitada (FR60)
foi coletada, ressuspendida em NaCl 0,15 M e dialisada (em membrana de 3,5 kDa)
contra NaCl 0,15 M (6h a 4 °C). WSMoL foi isolada por cromatografia da FR60 em
coluna de quitina (7,5 x 1,5 cm) equilibrada com NaCl 0,15 M (fluxo de 0,3 mL/min).
Depois de exaustivas lavagens com a solugéo de equilibrio, WSMoL foi eluida da
coluna com acido acético 1,0 M e dialisada contra NaCl 0,15 M (6h a 4 °C). A eluigao
da proteina foi seguida por absorbancia a 280 nm e a concentragcao de proteina de
todas as preparacdes foi determinada de acordo com Lowry et al. (1951) usando
albumina de soro bovino como padrdo. A deteccado de atividade de WSMolL foi
realizada através do ensaio de atividade hemaglutinante em placa de microtitulagao

de acordo com o método descrito por Paiva e Coelho (1992).

3.2 ESTIRPES BACTERIANAS, CONDICOES DE CULTIVO E PREPARAGCAO DAS
AMOSTRAS.

Foram utilizadas as seguintes estirpes bacterianas:

1. Staphylococccus aureus UFPEDA-02 e 8325-4 (isolados susceptiveis);
Staphylococcus aureus UFPEDA-670, -671, 672 e CA-MRSA LAC USA300
(isolados resistentes a meticilina);

2. Staphylococcus saprophyticcus UFPEDA-833;

3. Escherichia coli UFPEDA-224

Os isolados bacterianos: Staphylococcus saprophyticcus UFPEDA-833; S.
aureus UFPEDA-02, -670, -671 e -672 e Escherichia coli UFPEDA-224 foram

obtidos da Colegdo de Culturas do Departamento de Antibidticos da Universidade
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Federal de Pernambuco (UFPE). Ja os isolados: S. aureus 8325-4 (NCTC 8325,
NOVICK, 1967) e CA-MRSA LAC USA300 (FPR3757, DIEP et al., 2006) foram
obtidos na Universidade de Copenhagen, Dinamarca. As culturas-estoque foram
mantidas em leite desnatado em p¢ estéril contendo 10% (v/v) de glicerol ou meio de
cultura caldo Muller Hinton (MH) contendo 30% (v/v) de glicerol (-80°C). Para
realizacdo dos experimentos, as bactérias foram cultivadas em meio MH-agar
overnight a 36°C e, posteriormente, as colénias foram ressuspendidas em solugéo
salina estéril (NaCl 0,15M) e ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de
onda de 600 nm (DO600) para a obtencao de suspengao equivalente a 10° unidades
formadoras de colénias (UFC) por ml. Para o ensaio, as amostras foram filtradas em
filtro de seringa PVDF 13 mm x 0,22 um estéreis. Foram utilizadas concentragdes
iniciais do EXT a 2,995 mg/ml; da FR60 a 2,253 mg/ml e da WSMoL a 2,8 mg/ml. A
faixa de concentragdao no ensaio foi de 1,2-0,02 mg/ml para o EXT; 0,9-0,01 mg/ml
para a FR60 e 1,1-0,02 mg/ml para WSMoL.

3.3 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES MINIMA INIBITORIA (CMI) E
MINIMA BACTERICIDA (CMB)

A concentragdo minima inibitéria (CMI) das amostras foram determinadas
pelo ensaio de microtitulagdo em placas de 96 pogos. Adicionou-se 80 uL da
amostra no quarto pogo, a partir do qual dilui-se em série, com agua destilada
estéril, até o décimo segundo pogco da mesma fileira. Posteriormente, 40 ul do meio
caldo MH foi adicionado em todos os pogos, exceto no primeiro, que foi preenchido
com 200 upl do meio de cultura, correspondendo ao controle de esterilidade.
Antibidticos (8 pg/ml) foram usados como controle positivo no segundo pocgo.
Finalmente, a suspensdo bacteriana (80 pl; 106 UFC/ml) foi acrescentada no
segundo pogo até o ultimo poco da fileira. O terceiro pog¢o (que contém
microrganismos na auséncia da amostra) correspondeu ao controle de crescimento
de 100%. As placas foram incubadas a 37°C e a densidade optica foi medida no
tempo zero e apos 24 h de incubagao usando um leitor de microplacas. O CMI100 e
CMI50 correspondeu a menor concentracdo da amostra capaz de promover a
reducao de 100%e =50%, respectivamente, na densidade 6ptica, em comparacao ao

controle de crescimento 100%. Para a determinagdo do CMB, aliquotas (10 ul) dos



57

pocos contendo concentragdes das amostras 2CMI50 foram inoculados em placas
de petri contendo meio MH &gar, que foram posteriormente incubados a 37 °C por
24h. O CMB correspondeu a menor concentragao da amostra capaz de reduzir o
numero de UFC em 99,9% em relagdo ao inoculo inicial. Cada ensaio foi realizado

em triplicata e trés experimentos independentes foram realizados.

3.4 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados camundongos Swiss machos com 8 semanas de idade e
peso médio de 35 g. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno sob
condi¢cdes ambientais padrdes (24 £ 1 ° C, umidade 45-65% e ciclo claro/escuro de
12 h) e receberam comida e agua ad libitum. Todos os animais foram tratados em
conformidade com padrdes éticos estabelecidos pelo Conselho Internacional de
Ciéncia Animal de Laboratério (ICLAS) e os principios éticos da Sociedade Brasileira
de Ciéncia Animal de Laboratério (SBCAL). O projeto foi aprovado pela Comissao de
Etica em Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA — UFPE
n°® 0042/2017).

3.5 INDUGCAO DE SEPSE E TRATAMENTO

A inducao experimental da sepse foi realizada utilizando o modelo de cirurgia
de ligadura e puncéao cecal (CLP), como descrita anteriormente (). A sepse induzida
por CLP consiste em uma infecg¢ao polimicrobiana enddégena, promovida por meio de
perfuracdo do ceco, que permite vazamento de bactérias intestinais na cavidade
intraperitoneal, gerando peritonite e levando a sepse. O modelo CLP em
camundongos é o mais comumente utilizado para estudar o processo de peritonite
séptica e pode ser usado como modelo pré-clinico para testar a eficacia de agentes
farmacolégicos para o tratamento da sepse.

Antes da cirurgia, todos os camundongos foram anestesiados com uma
injecao intraperitoneal de Ketamina (80 mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg) e sob
condigbes assépticas, uma incisdo de 1 a 2 cm foi feita no abdémen inferior
esquerdo e o ceco foi exposto. A porcao distal do ceco foi ligada com fios de suturas
de seda e perfurada com uma agulha de calibre 21. Apds a perfuragdo, para permitir
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0 vazamento de uma pequena quantidade de conteudo fecal, o ceco foi suavemente
comprimido e entdo retornado para a cavidade peritoneal e a inciséo foi fechada
com fios de sutura. Os camundongos do grupo controle foram submetidos a uma
laparotomia similar sem ligadura ou pungéo. Para reposi¢cdo de fluidos, solugao
salina isoténica (37 °C, —4% do peso corporal) foi administrada por via subcutanea,
imediatamente apds o procedimento cirdrgico. Entdo, todos os animais foram
devolvidos a suas gaiolas, com livre acesso a comida e agua.

Apo6s 3 h da indugédo da sepse, os camundongos foram randomizados em 5
grupos: 1) Controle que recebeu o veiculo (agua destilada), 2) Séptico que recebeu
o veiculo, 3) Séptico que recebeu EXT (250 mg/kg), 4) Séptico que recebeu FR60
(25 mg/kg) e séptico que recebeu WSMoL (5 mg/kg). Todos os tratamentos foram
realizados em dose unica através de gavagem. Os camundongos foram observados

a cada 12 h durante 3 dias consecutivos.

Figura 15. Desenho experimental no modelo de Sepse.

CONTROLE SEPTICO
Veiculo FR60
Netelin (dgua destilada) (25 mg/kg)
(dgua destilada)
EXT WSMol
(250 mg/kg) (5 mg/kg)

Fonte: o autor (2021)

3.6 INDUCAO DE OBESIDADE E TRATAMENTO

Obesidade e resisténcia a insulina foram induzidas com dieta rica em gordura
por 8 semanas (55% da energia derivada da gordura, 29% dos carboidratos e 16%
das proteinas) enquanto os animais do grupo controle, receberam ragao padrao para
roedores pelo mesmo periodo (8% de gordura, 26% de proteina, 54% de

carboidratos, como uma porcentagem do total de kcal). Apés 8 semanas da indugao
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de obesidade, os animais obesos (OB) e aqueles do grupo controle (C) receberam
por gavagem o tratamento com EXT (400 mg/kg), FR60 (40 mg/kg), WSMoL (5
mg/Kg) ou agua destilada (veiculo) durante 30 dias. Os animais foram divididos em 5
grupos de acordo com a dieta e tratamento: grupo controle (C), grupo obeso (OB),
grupo obeso tratado com EXT (OB-EXT), grupo obeso tratado com FR60 (OB-
FR60), grupo obeso tratado com WSMoL (OB-WSMolL), como detalhado na Figura
10.

Figura 16. Desenho experimental no modelo de obesidade.

Dieta Padrio e, Dieta hiperlipidica e,
CONTROLE OBESO
Veiculo FR60
Veiculo (agua destilada) (40 mg/kg)
(2gua destilada)
EXT WSMolL
(400 mg/kg) (5 mg/kg)

Tratamentos por gavagem durante 30 dias

Fonte: o autor (2021)

3.7 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

Apo6s 8 h de jejum os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a
insulina (ITT). Inicialmente foi obtida a glicemia de jejum dos animais avaliados.
Logo apds, insulina (1,5 U/Kg) foi injetada intraperitonealmente e amostras de
sangue foram coletadas pela cauda dos animais nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30
min para a determinagdo da glicemia, utilizando glicosimetro FreeStyle Optium H
(Abbott). A velocidade constante do decremento da glicose (KITT) foi calculada
usando a férmula 0,693/t1/2. O t1/2 da glicose foi calculado a partir da curva da
analise dos minimos quadrados da concentragéo da glicose sérica durante a fase de

decaimento linear.

3.8 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE
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Os camundongos foram submetidos a 8 h de jejum para realizagdo do teste
de tolerancia a glicose (GTT). Os camundongos receberam injecao intraperitoneal
de uma solugédo de glicose (1 g/Kg) e a glicemia foi medida antes da injecdo e apods
15, 30, 60, 90 e 120 min a partir de amostras de sangue coletados da veia da cauda

de cada camundongo, utilizando glicosimetro FreeStyle Optium H (Abbott).

3.9 DOSAGEM DE CITOCINAS

A partir do sangue coletado da veia cava, os niveis séricos das citocinas TNF-
a; INF-y; IL-6; IL-2; IL-4; IL-17; IL-10 foram dosadas em soro dos camundongos em
jejum utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA) da Becton Dickinson-BD.
Esse sistema emprega uma mistura de seis esferas de poliestireno, de intensidades
de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com anticorpos especificos para as
citocinas humanas, e sao detectadas no canal FL-3. Essa metodologia permite a
avaliagdo simultanea de diversas citocinas no mesmo ensaio, empregando-se
pequenos volumes de amostra. Inicialmente as amostras de soro dos camundongos
mantidas a —80°C foram descongeladas e aliquotas de 25uL do soro teste com
diluente G, aliquotas de 25uL dos padrdées de citocinas, submetidos a diluicao
seriada com diluente G (reagente presente no kit CBA) (“Top Standart”) e 25uL de
diluente G apenas (Controle Negativo), foram transferidas para tubos de poliestireno
de 5mL (Falcon no 2052). Em seguida, a cada tubo foi adicionado 15uL da mistura
de esferas de captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17 (Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine CBA Kit) com
subsequiente incubagao por 90 minutos em temperatura ambiente (T.A), ao abrigo
da luz. Apos a incubacgao, as esferas de captura foram lavadas com 500uL da
solugdo F (“Wash buffer’, reagente presente no kit CBA), centrifugadas a 600 x g,
por 7 minutos a 18°C e, o sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado. As
esferas foram entdo re-incubadas na presenca de 20uL do reagente B, que
corresponde a um coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas (ou anti-
quimiocinas) de rato, conjugados com o fluorocromo PE (FL-2) por 90 minutos, T.A.,
ao abrigo da luz. Apds incubacgao, as esferas de captura foram novamente lavadas
com 500mL da solugao F, centrifugadas a 600 x g, por 7 minutos a 18°C e, o
sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado. Apds centrifugacdo, as

esferas foram ressuspendidas em 250 uL de reagente F e imediatamente analisadas
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no citbmetro de fluxo Modelo Accuri C6 System (BD Accuri™ C6). A analise do perfil
de citocinas foi feita segundo protocolo proposto pelo fabricante através da utilizagao
do BD CBA Analyses Software.

3.10 ANALISE HISTOLOGICA

Fragmentos de tecido adiposo epididimal e figado foram extraidos, pesados e
imediatamente fixados em formaldeido a 10% por 24h. Posteriormente, os
fragmentos de tecidos foram desidratados em solugbes de concentragdo crescente
de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), imersos em xilol e, entdo, incluidos em
parafina. Em seguida, os blocos de parafina foram seccionados em cortes de 5 um

com o auxilio de um micrétomo e corados pelo método Hematoxilina- Eosina (H&E).

3.11 PREPARACAO E ANALISE DE AMOSTRAS FECAIS POR RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Apos 30 dias de tratamento, amostras fecais foram coletadas direto do
intestino grosso dos camundongos e pelo menos 3 pelotas de fezes foram coletadas
de cada camundongo, transferidas para os tubos eppendorf de 1,5 mL e
imediatamente congeladas a -80°C. Para obtencao de aguas fecais foram utilizados
1200 pL de tampéao fosfato (pH=7,0 ~ 7,4) em 50 mg do material fecal. Apos
completa homogeneizagéo, as amostras foram centrifugadas por 15min a 14000rpm
e 4 °C e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C.

Para realizacdo da RMN, aliquotas de 1,5 mL foram centrifugadas a 14000
rpm (ST 40 R, SORVALL — Thermo Scientific) por 15 min e em seguida, 500 uL de
cada sobrenadante foram transferidos individualmente para tubos de RMN de 5 mm
de diametro. As amostras foi adicionado 200 uL de uma solugdo tamp&o (tampao
fosfato de sodio, 100% de D20, pH = 7,4 e 1 mM de TSP (padrdo de deslocamento).
Todo experimento de RMN foi realizado em espectrémetro Bruker AVANCE III 600
MHz equipado com sonda PABBO de 5 mm a 300K. Todos os espectros de RMN-
1H foram realizados utilizando-se da sequéncia de pulsos noesypr1d para supressao
do sinal de ressonancia da agua por pré-saturacdo. Para todos os experimentos
foram utilizados os seguintes parametros: NS: 64 (numero de experimentos); DS: 4
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(numero de experimentos falsos); D1: 4,00 s (tempo de relaxagédo); D8: 0,09 s
(tempo de mistura); TD: 64K (numero de pontos do espectro); SW: 20,0290 ppm
(largura da janela); O1P: 4,69 ppm (posi¢cao onde aparece o sinal referente a agua e,
portanto, é irradiada); AQ: 2,72 s (tempo de aquisi¢cao); P1: 90° (&ngulo do pulso)

Os espectros foram pré-processados no software TopSpin® 4.0.7, onde foram
realizados corregado de fase e calibracdo do deslocamento quimico com referéncia
no TSP (& = 0 ppm). Para identificacdo dos metabdlitos utilizou-se do software
Chenomx® e do banco de dados disponivel na plataforma online www.hmdb.ca. A
matriz de dados foi preparada utilizando-se do software MatLab®, onde todos os
espectros foram sobrepostos, alinhados, cortados e normalizados, por fim os dados
foram transportados para o Excel® formando uma matriz de dados contendo
aproximadamente 24 mil variaveis. Para a analise estatistica multivariada utilizou-se

do software Simca® e da plataforma online www.metaboanalyst.ca.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média. A
analise de variancia (ANOVA) foi realizada, seguida de pés-teste de Bonferroni para
comparagao multipla de médias. Os resultados que apresentaram um nivel de
significancia menor que 0,05 foram considerados significantes. A diferenca geral na
taxa de sobrevivéncia foi determinada pelo teste de Kaplan-Meier, seguido de um

teste de log-rank.
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4 RESULTADOS

Os resultados da presente tese serdo apresentados em formato de artigos.

4.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E EFEITOS NO CONTROLE GLICEMICO E
PERFIL INFLAMATORIO DE EXTRATO, FRACAO PROTEICA E LECTINA DE
SEMENTES DE Moringa oleifera EM CAMUNDONGOS SEPTICOS

A SER SUBMETIDO AO PERIODICO “Biochimie”

e
v E

bi

Fator de impacto: 3.413
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RESUMO

A sepse, um disturbio complexo caracterizado por uma resposta inflamatoria
desregulada a uma infecg¢ao, afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. Devido a
resisténcia microbiana aos antibiéticos, o risco de letalidade por sepse cresce de
forma alarmante. Somada a isso a disglicemia e resposta inflamatéria exacerbada
durante a hospitalizagdo por sepse confere maior risco de disfungdo orgéanica e
morte, fazendo-se necessario a busca por novos alvos terapéuticos. O objetivo do
presente estudo foi avaliar extrato (EXT), fragdo proteica (FR60) e lectina WSMoL
obtidos de sementes de Moringa oleifera quanto a atividade antibacteriana in vitro
contra bactérias envolvidas na sepse e determinar o efeito das preparagbes no
controle glicémico e perfil inflamatério em camundongos sépticos. A analise da
atividade antibacteriana foi realizada através da determinagdao das concentracbes
minima inibitéria e minima bactericida. A sepse foi induzida em camundongos Swiss
através do modelo de ligagao e puncgao cecal (CLP) e apds 3 h da indugao da sepse,
os camundongos receberam unica dose oral do veiculo (agua destilada) ou das
preparacgdes de M. oleifera. A glicemia de jejum e o teste de tolerancia a Insulina
foram realizados ap6s 24 h da inducao da sepse e a analise de sobrevida dos
animais sépticos foi realizada a cada 12 h durante 3 dias. EXT, FR60 e WSMoL
apresentaram atividade bacteriostatica contra MRSA e Escherichia coli com CMI
variando entre 0,03 e 1,10 mg/mL. Camundongos sépticos apresentaram
hipoglicemia e resisténcia a insulina e os tratamentos com EXT e WSMoL né&o
reverteram esse quadro. Por outro lado, o tratamento com F60R normalizou os
niveis glicémicos, melhorou a sensibilidade a insulina e reduziu os niveis de TNF, IL-
2 e IL-6. O estudo revelou que as preparagdes de M. oleifera sdo agentes
antibacterianos contra importantes espécies envolvidas na sepse e mostrou que
FR60 é capaz de restabelecer o perfil glicémico e melhorar a sensibilidade a insulina

por reduzir o quadro inflamatério em camundongos sépticos.

Palavras-chave: Moringa oleifera, sementes, glicemia, sepse, antibacteriano
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1. Introducgao

A sepse, sindrome clinica resultante da desregulagcdo de respostas
imunoldégicas e metabolicas frente a infecgdo, afeta mais de 48 milhdes de
individuos por ano em todo o mundo (1,2). Apesar dos esforgos durante as ultimas
décadas, estima-se que 11 milhdes de mortes acontecam por sepse no mundo, o
que a torna um importante problema de saude publica (2).

Clinicamente, quase 95% dos casos de sepse sao causadas por infecgao
bacteriana. Os patdgenos etioldgicos mais comuns sao as bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase-negativo) seguido de Gram-
negativos, em especial a Escherichia coli (3). Bactérias resistentes aos
antimicrobianos, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), séo
frequentemente detectadas em pacientes sépticos com aquisicdo de infecgao
hospitalar (4). O aumento das taxas de resisténcia antibacteriana reforca a
necessidade urgente de opgdes terapéuticas inovadoras (5).

O estresse fisiologico da sepse resulta em desregulagdo no metabolismo da
glicose (6) e a hiperglicemia € comum em pacientes com sepse, com e sem diabetes
(7-9). Os glicocorticoides liberados na resposta fisiolégica ao estresse contribuem
para o aumento dos niveis glicémicos por estimularem a gliconeogénese e a
glicogenolise (19). Adicionalmente, o aumento exacerbado de citocinas pro-
inflamatdrias contribuem para o desenvolvimento da resisténcia periférica a insulina
e hiperglicemia na sepse, inibindo a expressao e a translocacao do transportador de
glicose tipo 4 (GLUT4) no musculo esquelético e no tecido adiposo uma vez que
prejudica a sinalizagao pelas vias do receptor do substrato da insulina do tipo 1 (IRS-
1) e proteina quinase B (AKT) (10,11). Os efeitos agudos das citocinas pro-
inflamatodrias na liberacdo de insulina pancreatica ndao sao claros, com alguns
estudos demonstrando aumento da secrecao de insulina e outros demonstrando
supressao (12—-15). Independentemente disso, a exposi¢cao prolongada a citocinas é
prejudicial e desencadeia apoptose nas células 3 pancreaticas (16—18).

A disglicemia na sepse nao inclui apenas hiperglicemia. Estudos
experimentais em roedores mostraram que durante a evolugdo da sepse ha o
desenvolvimento de um estado de hipoglicemia (20,21). Em humanos, a
hipoglicemia € um preditor independente de aumento da mortalidade intra-hospitalar

em pacientes com sepse grave e geralmente ocorre secundaria a administragao
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exdgena de insulina (22,23). Foi demonstrado que a hipoglicemia aguda em
individuos saudaveis aumenta o estresse oxidativo, a agregagao plaquetaria, a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e a expressdo da molécula de adesao
vascular (24,25). Nesse sentido, novas estratégias terapéuticas se fazem
necessarias para alcangar a euglicemia em pacientes com sepse, uma vez que a
variabilidade glicémica esta associada a maior mortalidade hospitalar (26).

Moringa oleifera é uma planta cultivada em diversas regides tropicais de todo
o mundo que contém grande variedade de propriedades nutricionais e medicinais
(27-29). As sementes de M. oleifera contém a lectina (proteina hemaglutinante que
liga carboidrato) WSMoL que inibe o crescimento, a sobrevivéncia e altera a
permeabilidade celular de bactérias (30,31). Estudos também demonstraram que
WSMoL e o extrato das sementes apresentaram efeitos anti-inflamatério e
imunomodulador (32,33) e o extrato também foi capaz de restabelecer os niveis
normoglicémicos em modelo in vivo de diabetes tipo | (34,35).

Diante do exposto, o presente estudo avaliou a atividade antibacteriana in
vitro do extrato (EXT), fragédo proteica (FR60) e WSMoL contra bactérias envolvidas
na sepse e determinou o efeito dessas preparagdes sobre o controle glicémico e

perfil inflamatério em camundongos sépticos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Producao do extrato, fragao proteica e WSMoL a partir de sementes de M.
oleifera

As sementes de M. oleifera foram coletadas na cidade do Recife (PE) com
autorizacdo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade do
Ministério do Meio Ambiente do Brasil para coleta de plantas (numero 38690-1). O
pd das sementes (10 g) foi misturado em agua destilada (100 mL) em agitador
magnético por 16 h a 28 °C. Apds filtragdo em gaze e centrifugagéo (3000g, 15 min),
0 sobrenadante coletado correspondeu ao extrato 10% (EXT). A fragdo proteica
(FR60) foi obtida apds precipitacao (4 h a 28 °C) das proteinas do EXT utilizando
sulfato de amdnio (60% w/v) e didlise (membrana de 3,5 kDa) contra NaCl 0,15 M (6
h a 4 °C). WSMolL foi isolada por cromatografia da FR60 em coluna de quitina (7,5 x
1,5 cm) equilibrada com NaCl 0,15 M (fluxo de 0,3 mL/min) e eluicdo da proteina

adsorvida com acido acético 1,0 M (36). A concentragdo de proteina de todas as
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preparagdes foi determinada de acordo com Lowry et al. (1951) usando curva
padrdao de albumina de soro bovino (31-500 pg/mL). A deteccao de lectina foi
realizada através do ensaio de atividade hemaglutinante em placa de microtitulagéo
utilizando-se eritrocitos de coelho (aprovado pelo comité de ética sob o n°
23076.033782/2015-70) de acordo com Paiva e Coelho (1992) e a atividade
hemaglutinante especifica correspondeu ao titulo dividido pela concentracéo de

proteina (mg/mL)

2.2. Andlise da FR60 por cromatografia em camada delgada

FR60 (1 mgq) liofilizada e ressuspendida em metanol (1 mL) e os padrdes
foram aplicados de forma manual em placas cromatograficas de silica gel 60 - F254
(Macherey-Nagel®, Germany). As placas foram desenvolvidas em cubas apos
saturacéo (15 min a 28 °C) com a fase médvel (Quadro 1). As amostras foram
aplicadas com uma distancia de 0,5 cm entre elas e das bordas das placas
cromatograficas (tamanho da largura e do comprimento de 5 cm). Apds a eluigao
das placas, elas foram secas a 28 °C, observadas sob 365 nm e luz visivel e em
seguida foram digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes
especificos para cada metabdlito (Quadro 1). As bandas obtidas foram comparadas

as bandas dos padrdes correspondentes.

Quadro 1 - Sistemas, reveladores e padrées utilizados.

Classe de Metabdlito Sistema Revelador Padrao
Taninos Hidrolisaveis FeCl3 Ac. Galico
Taninos condensados VC Catequina
90:5:5
Flavonoides Rutina
AICl3 ,
Derivados Cinamicos Ac. Clorogénico
Terpenos e Esteroides 70:30 LB+ A B-Sitosterol
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26 LB+ A Escina
Quinonas 50:6,75:5 HNO3 + KOH 10% Senosideo A
Alcaloides 50:6,75:5 Dragendorff Atropina

Sistemas: 90:5:5 — Acetato de etila: 4cido férmico: dgua; 70:30 — Tolueno: acetato; 50:50:50 — Eter
etilico: acetato de etila: acido acético 10% (saturagéo); 100:11:11:26 - Acetato de etila: acido acético:
acido férmico: agua; 50:20:10:10 — Acetato de etila: acido acético: acido formico: agua; 50:6,75:5 —
Acetato de etila: metanol: 4gua
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2.3. Estirpes bacterianas

As estirpes bacterianas Staphylococccus aureus UFPEDA-02 (lsolado
susceptivel), UFPEDA-670, -671 e 672 (isolados resistentes a meticilina),
Staphylococcus saprophyticcus UFPEDA-833 e Escherichia coli UFPEDA-224 foram
provenientes da Colegdo de Culturas do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Staphylococccus aureus 8325-4
(NCTC 8325, NOVICK, 1967, isolado susceptivel) e CA-MRSA LAC USA300
(FPR3757, DIEP et al., 2006, isolado resistente a meticilina) foram provenientes da
Universidade de Copenhagen. As culturas-estoque foram mantidas em leite
desnatado em pé estéril contendo 10% (v/v) de glicerol ou meio de cultura caldo
Muller Hinton (MH) contendo 30% (v/v) de glicerol (-80 °C). Para realizagdo dos
experimentos, as bactérias foram cultivadas em meio MH-agar overnight a 36 °C e,
posteriormente, as colbnias foram ressuspendidas em solugao salina estéril (NaCl
0,15M) e ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600 nm para
a obtencdo de suspencdo equivalente a 10° unidades formadoras de colbnias
(UFC)/mL.

2.4. Determinagdao das concentragcoes minima inibitéria (CMI) e minima
bactericida (CMB)

As preparagdes de sementes de M. oleifera foram filtradas em filtro de seringa
PVDF (13 mm x 0,22 uym) estéreis e a faixa de concentrac&o utilizada no ensaio do
EXT, FR60 e WSMoL foi de 0.02-1,2 mg/mL, 0,01-0,9 mg/mL e 0,02-1,1 mg/mL,
respectivamente. A concentragcdo minima inibitéria (CMI) foi determinada pelo ensaio
de microtitulagdo em placas de 96 pocos. Ao quarto poco foram adicionados 80 pL
da amostra e diluigdo em série foi realizada, com agua destilada estéril, até o décimo
segundo pogo da mesma fileira. Posteriormente, caldo MH (40 uL) foi adicionado em
todos os pocos, exceto no primeiro, que foi preenchido com 200 yL do meio de
cultura, correspondendo ao controle de esterilidade. Antibidticos (8 pg/mL) foram
usados como controle positivo no segundo pogo. Finalmente, a suspensao
bacteriana (80 pL; 10° UFC/mL) foi acrescentada no segundo pogo até o ltimo pogo
da fileira. O terceiro pogo (que contém microrganismos na auséncia da amostra)
correspondeu ao controle de crescimento de 100%. As placas foram incubadas a 37
°C e a densidade optica foi medida no tempo zero e apods 24 h de incubagao usando

um leitor de microplacas. A CMI correspondeu a menor concentracdo da amostra
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capaz de promover a reducdo =50%, respectivamente, na densidade O6ptica, em
comparagao ao controle de crescimento 100%. Para a determinacdo da CMB,
aliquotas (10 pL) dos pogos contendo concentragbes das amostras =2CMI foram
inoculados em placas de petri contendo meio MH agar, que foram posteriormente
incubados a 37 °C por 24 h. A CMB correspondeu a menor concentragdo da amostra
capaz de reduzir o numero de UFC em 99,9% em relagdo ao indculo inicial. Cada
ensaio foi realizado em triplicata e trés experimentos independentes foram

realizados.

2.5. Animais e Aspectos Eticos

Nesse estudo foram utilizados camundongos Swiss machos (8 semanas de
idade, 35g). Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno sob condi¢des
padrées ambientais (24 £+ 1 ° C, umidade 45-65% e ciclo claro / escuro de 12 h) e
receberam comida e agua ad libitum. Todos os experimentos foram realizados de
acordo com as normas do Conselho Internacional de Ciéncia Animal de Laboratorio
(ICLAS) e os principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia Animal de
Laboratério (SBCAL). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (numero 0042/2017).

2.6. Inducao de sepse e tratamento

A indugéo da sepse experimental foi realizada através do modelo de ligadura
e puncao cecal (CLP). Resumidamente, os camundongos foram anestesiados com
uma injecao intraperitoneal de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e sob
condigbes estéreis, uma incisdo de 1 a 2 cm foi feita no abdémen inferior esquerdo e
o ceco foi exposto. A porgao distal do ceco foi ligada com fios de suturas de seda de
3 mm e perfurada com uma agulha de calibre 21. Apos a perfuracao, para permitir o
vazamento de uma pequena quantidade de conteudo fecal, o ceco foi suavemente
comprimido e entdo retornado para a cavidade peritoneal e a incisao foi fechada
com fios de sutura. Os camundongos do grupo controle foram submetidos a uma
laparotomia similar sem ligadura ou puncéo. Para reposi¢cdo de fluidos, solugao
salina isoténica (37 °C, —4% do peso corporal) foi administrada por via subcutanea,
imediatamente apdés o procedimento cirurgico. Entdo, todos os animais foram
devolvidos a suas gaiolas, com livre acesso a comida e agua. Apos 3 h da indugao

da sepse, os camundongos foram randomizados em 5 grupos: 1) Controle que
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recebeu o veiculo (agua destilada), 2) Séptico que recebeu o veiculo, 3) Séptico que
recebeu EXT (250 mg/kg), 4) Séptico que recebeu FR60 (25 mg/kg) e séptico que
recebeu WSMoL (5 mg/kg). Todos os tratamentos foram realizados em dose unica
através de gavagem. Os camundongos foram observados a cada 12 h durante 3

dias consecutivos.

2.7. Teste de toleréancia a insulina

Apos 24 h da indugdo da sepse os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia a insulina (ITT). A glicemia foi mensurada apés 8 h de jejum e em
seguida, insulina (1,5 U/Kg) foi injetada intraperitonealmente. Amostras de sangue
foram coletadas pela cauda dos animais nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min para
a determinacdo da glicemia, utilizando glicosimetro FreeStyle Optium H (Abbott). A
velocidade constante do decremento da glicose (KITT) foi calculada usando a
férmula 0,693/t12. O t12 da glicose foi calculado a partir da curva da analise dos
minimos quadrados da concentragéo da glicose sérica durante a fase de decaimento

linear.

2.8. Dosagem de citocinas

Apos 24 h da indugdo da sepse, o sangue foi coletado da veia cava dos
camundongos em jejum e processado para obtengdo do soro. Os niveis séricos das
citocinas TNF-qa; INF-y; IL-6; IL-2; IL-4; IL-17A; IL-10 foram dosados utilizando-se o
sistema Cytometric Bead Array (CBA) da Becton Dickinson-BD. As amostras de soro
foram processadas de acordo com indicagdes do Kit e imediatamente analisadas no
citbmetro de fluxo Modelo Accuri C6 System (BD Accuri™ C6). A analise do perfil de
citocinas foi feita segundo protocolo proposto pelo fabricante através da utilizagdo do
BD CBA Analyses Software.

2.9. Andlise Estatistica

Os dados séo exibidos como média + erro padrao da média (SEM). Mdultiplas
comparacgdes foram testadas por ANOVA one-way, seguido pelo teste post hoc de
Bonferonni, com nivel de significancia estabelecido em P <0,05, usando o software
GraphPad Prism (La Jolla, CA, EUA). A diferencga global na taxa de sobrevivéncia foi

determinada pelo teste de Kaplan-Meier seguido por um teste log-rank.
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3. Resultados

3.1. EXT, FR60 e WSMoL sao agentes antibacterianos contra espécies
envolvidas em sepse

A atividade antibacteriana do EXT (atividade hemaglutinante especifica de
59,7), FR60 (atividade hemaglutinante especifica de 1.896) e WSMoL (atividade
hemaglutinante especifica de 2.327) foi testada in vitro frente a espécies associadas
ao quadro de sepse. A Tabela 1 mostra que as trés preparacdes foram apenas
agentes bacteriostaticos contra E. coli, sendo o EXT a mais eficiente (CMI de 0,04
mg/mL) e que todas foram bacteriostaticas e bactericidas contra S. saprophyticcus
sendo os menores valores de CMI (0,01 mg/mL) e CMB (0,22 mg/mL) determinados
para FR60. A avaliacdo da atividade antibacteriana do EXT, FR60 e WSMoL contra
S. aureus revelou o efeito bacteriostatico contra todas os isolados testados, sendo a
menor CMI (0,03 mg/mL) determinada para FR60 contra S. aureus 8325
(susceptiivel a meticilina) e MRSA. O estudo também definiu que o EXT foi o agente
bactericida mais eficiente desde que CMB variando de 0,15 a 1,2 mg/mL foram
determinadas para todos os isolados, enquanto FR60 e WSMoL n&o afetaram a
sobrevivéncia de alguns ou apresentaram valores de CMB de 0,9 e 1,12 mg/mL,

respectivamente.

Tabela 1. Determinagéo das concentra¢des minima inibitéria (CMI) e minima bactericida (CMB)

Bactérias EXT FR60 WSMolL
CMIyg CMIyz CMB CMIy, CMIg CMB  CMIy CMIs; CMB
E. coli 0.07 0,04 ND 04 0,10 ND 1,10 030 ND

UFPEDA-224

S. saprophyticcus 0,30 002 030 022 001 022 030 0,07 0,30
UFPEDA-833

S. aureus

UFPEDA.02 1,20 0,30 120 ND 045 ND ND ND ND
8325-4 0,15 004 015 090 0,03 09 112 0,07 1,12
MRSA 0,30 030 030 090 0,03 0% 1,12 0,14 1,12
UFPEDA-670 1,20 0,30 1,20 ND 0,11 ND ND 1,12 ND
UFPEDA-671 0,60 060 060 ND 0,11 ND 1,12 1,12 1,12
UFFEDA-672 0,60 060 060 0,90 0,11 0%0 1,12 0,30 1,12

ND: atividade nado detectada. Concentragdes expressas em mg/mL. Staphylococccus aureus
UFPEDA-02 e 8325-4 (isolados susceptiveis) e Staphylococcus aureus UFPEDA-670, -671, 672 e
CA-MRSA LAC USA300 (isolados resistentes a meticilina)
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3.2. FR60 de M. oleifera evitou hipoglicemia e melhorou a sensibilidade a
insulina em camundongos sépticos

A figura 1A mostra a glicemia de jejum dos animais apos 24 h da inducéo da
sepse. A glicemia de jejum dos animais do grupo séptico nao tratado foi menor que
os animais do grupo controle enquanto aqueles do grupo séptico tratado com FRG0
(25 mg/mL) apresentaram aumento significativo na glicose sérica, retornando aos
niveis glicémicos observados no grupo controle. O EXT e WSMolL n&o foram
capazes de reverter significativamente a hipoglicemia desencadeada pela sepse. A
determinacao do ITT (Figura 1B) revelou que a KITT estava reduzida no grupo
séptico quando comparada ao grupo controle e que FR60 foi a Unica preparacao

capaz de reverter a resisténcia a insulina induzida pelo estado séptico.
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Figura 1. Glicemia de jejum 24 horas apés a inducéo da sepse (A) e teste de tolerancia a insulina (B).
A andlise estatistica foi realizada usando ANOVA one way seguida pelo pés-teste de Bonferroni. A

significancia estatistica é indicada por * ou # P <0,05 (* diferente do controle e # diferente do séptico).
3.4. FR60 de M. oleifera atenua inflamagao em camundongos sépticos

A figura 2 mostra os niveis séricos de citocinas nos animais dos grupos
controle, séptico e séptico tratado com FR. Camundongos sépticos apresentaram
niveis de TNF-a, IL-6 e IL-2 significativamente maiores que os camundongos do
grupo controle. O tratamento com FR promoveu uma diminuicao significativa nos

niveis circulantes dessas citocinas inflamatdrias, retornando aos niveis séricos
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observados no grupo controle. Os niveis de INF, IL-4, IL-10 e IL-17 foram similares
em todos os grupos experimentais.
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Figura 2. Niveis séricos de citocinas no controle (C), Séptico e Séptico tratado com fracdo protéica
(Séptico FR60). Os dados sdo média + DP (n = 3). A analise estatistica foi realizada por ANOVA one-
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way, seguida do pds-teste de Bonferroni. A significancia estatistica é indicada por * OR # P <0,05 (*

diferente do controle e # diferente do séptico).

3.5. Efeito da FR60 da semente de M. oleifera na sobrevida de camundongos
sépticos.

Apos 1 dia da indugdo da sepse, foi detectada sobrevivéncia de 83,33% dos
camundongos no grupo seéptico tratado com FR em comparagéao a 66,66% do grupo
séptico ndo tratado. Ao final do 32 dia da indugdo da sepse nao houve diferenca
significativa na taxa de sobrevida entre os grupos sépticos tratados com FR e néo

tratados, 50% e 66,66%, respectivamente (Fig. 3).
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Figura 3. Analise de sobrevivéncia. A diferenga geral na taxa de sobrevivéncia foi
determinada pelo teste de Kaplan-Meier, seguido por um teste de log-rank. (n = 6

animais por grupo).

Discussao

A sepse, caracterizada por uma inflamagao sistémica exacerbada em
resposta a um insulto infeccioso, representa alto risco de mortalidade (39). Apesar
de nenhuma terapia especifica para sepse ter se mostrado eficaz até o momento, o
tratamento inclui antibioticoterapia, suporte das fungdes vitais do hospedeiro e
restauragcdo da homeostase (40). Com o aumento da resisténcia microbiana aos
antibidticos o tratamento da sepse se torna cada vez mais dificil e a busca de novos
antibacterianos se faz necessario. A sepse induzida por CLP consiste em uma

infeccado polimicrobiana enddgena, promovida por meio de perfuragdo do ceco, que
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permite o vazamento de bactérias intestinais na cavidade intraperitoneal, gerando
peritonite e levando a sepse. Logo, avaliamos a atividade antibacteriana in vitro de
trés preparagdes provenientes das sementes de M. oleifera.

EXT, FR60 e WSMoL apresentaram atividade antibacteriana desde que
apresentaram valores de CMI e CMB abaixo de 1 mg/mL (40) contra patégenos
comumente envolvidos em sepse abdominal (41,42). As trés preparacbes foram
apenas bacteriostaticas contra E. coli (UFPEDA- 224), sendo EXT a mais eficiente.
Ferreira et al. (43) avaliando a atividade antibacteriana do extrato 0,2% de sementes
de M. oleifera e de WSMoL contra o isolado de E. coli WDCM-00013 encontraram
valores de CMI de 5,0 mg/mL e 0,25 mg/mL, respectivamente. O extrato 10%
testado aqui apresentou CMI 12,5 vezes menor que o extrato 0,2%, enquanto a CMI
de WSMoL foi similar aquela determinada contra WDCM-00013. Este dado,
portanto, revela que o aumento da eficiéncia bacteriostatica do EXT contra o isolado
UFPEDA-224 foi devido a maior extracao de principios ativos contra esta bactéria.

A avaliagdo com S. aureus revelou que EXT, FR60 e WSMolL foram agentes
bacteriostaticos contra isolados susceptiveis a meticilina (CMI menor que 0,45
mg/mL), enquanto apenas o EXT foi um bactericida eficiente contra S. aureus
susceptivel a meticilina (CMB de 0,15 mg/mL). Os dados obtidos com quatro
isolados MRSA mostraram que FR60 foi o agente bacteriostatico mais eficiente (CMI
menor que 0,11 mg/mL) e que apenas o EXT foi um eficiente bactericida contra trés
cepas de MRSA (UFPEDA-671, 672 e CA-MRSA LAC USA300). Ferreira et al. (43)
também investigaram a atividade antibacteriana de WSMoL contra um isolado de S.
aureus susceptivel a meticilina e reportaram acgao bacteriostatica (CMI 0,0078
mg/mL) e bactericida (CMB 0,3 mg/mL).). Portanto, nosso estudo revela que as
sementes de M. oleifera contém uma mistura de compostos, incluindo WSMolL, que
agem diferentemente sobre bactéria envolvidas em sepse. Extratos de plantas
contendo metabdlitos secundarios com atividade antibacteriana contra MRSA tém
sido identificados (41) e estudos ja demonstraram que WSMolL tem atividade
antibacteriana e antibiofiime interferindo na permeabilidade celular, afetando o
crescimento e sobrevivéncia de bactérias patogénicas (30,31, 42—45).

A terapia antibacteriana é apenas um dos inumeros aspectos a serem
considerados para a restauracido da homeostase do paciente séptico. A manutencao
do controle glicEmico € um parametro importante ja que esta associado a melhores

desfechos com reducdo da mortalidade (47). Nosso estudo mostrou que FRG0
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normalizou os niveis glicémicos de camundongos sépticos e reverteu o quadro de
resisténcia a insulina. A resisténcia a insulina no figado e tecidos periféricos na
sepse € uma resposta adaptativa acompanhada, pelo menos na fase inicial, por
hiperglicemia leve. No entanto, durante a evolugdo da sepse, o desenvolvimento de
hipoglicemia, como foi observado em nosso estudo, deve ser evitado para melhorar
a tolerancia a doencga (48). A redugao da sinalizagao de insulina no musculo diminui
a utilizacdo de glicose, com o objetivo de prevenir a hipoglicemia, porém este € um
mecanismo limitado. Por outro lado, a regulagédo negativa da sinalizag&o de insulina
no figado pode nao ser suficiente para prevenir a hipoglicemia. Isso ocorre porque a
ativagao da via LPS-TLR4, apesar de sua capacidade de prejudicar a sinalizagcéo de
insulina, também é capaz de reduzir os niveis de glicose-6-fosfatase hepatica
(G6Pase) e, nesse sentido, diminuir a produgao de glicose hepatica (49). Embora a
atividade da G6Pase néao tenha sido determinada aqui, é plausivel sugerir que FR60
contribui para a restauragdo da atividade de G6Pase, ativando a gliconeogénese
hepatica e prevenindo a hipoglicemia.

Estudos mostram que a resisténcia a insulina detectada em adipdcitos,
musculo esquelético e figado de animais sépticos por CLP pode ser explicada pela
ativagao de vias inflamatorias (50-52). Matsuda et al. (63) usando o modelo de
sepse por CLP mostraram ativacado da via inflamatéria NF-kB e consequentemente
uma redugao na translocagdo do transportador de glicose 4 (GLUT4) do musculo
esquelético de camundongos BALB/c como resultado da redugéo da via PI3-K/Akt.
Os niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias foram avaliados nos animais tratados
com FR60 desde que esta foi a Unica preparacao das sementes de M. oleifera que
foi capaz de normalizar os niveis glicémicos e reverter a resisténcia a insulina em
camundongos sépticos. IL-6, IL-2 e TNF-a foram significativamente reduzidas
quando comparada ao grupo séptico nao tratado, o que explica a melhora na
sensibilidade a insulina. O modelo de CLP induz uma liberagdo exacerbada de
citocinas e mediadores inflamatérios, levando as alteragdes sistémicas, como
reducdo do consumo alimentar e agua, perda de peso corporal, hiperpirexia,
leucocitose e danos aos 6rgaos (54-56). Entre os mediadores pro-inflamatorios,
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 tem sido fortemente associada aos efeitos deletérios da
sepse anteriormente mencionados (57). Curiosamente, a administracdo de FR60

pode ser potencialmente benéfica para uso terapéutico em pacientes sépticos, uma
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vez que apresenta interessante atividade antibacteriana contra E. coli e MRSA e

uma potente agao anti-inflamatéria e normoglicémica.

Conclusao

O estudo revelou que trés preparagbes de sementes de M. oleifera
apresentam atividade antibacteriana contra MRSA e E. coli, importantes bactérias
associadas ao quadro de sepse em humanos. Adicionalmente, foi determinado que
a fragdo rica em proteinas (FR60) tem potencial uso no controle glicémico e na
melhora do quadro de resisténcia a insulina induzida pela sepse, estando esse efeito

associado a diminuicao do quadro inflamatorio.
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4.2 Preparagoes de sementes de Moringa oleifera modulam metabdlitos fecais,
melhoram a tolerancia a glicose, reduzem inflamagao e esteatose hepatica em

camundongos obesos alimentados com dieta hiperlipidica.

A SER SUBMETIDO AO PERIODICO “Journal of Ethnopharmacology”

L 'Lllnuruln‘r
s ETHND-
- PHARMACOLOGY

H L
R R L L L T ey

Fator de Impacto: 3.69



87
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RESUMO

Relevancia etnofarmacolégica: As sementes de Moringa oleifera utilizadas na
purificacdo de agua para consumo humano contém a lectina WSMoL, que apresenta
atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora. Objetivo do estudo: Dieta
hiperlipidica induz alteragbes na microbiota intestinal que esta associada a
desordens metabdlicas como inflamagao crénica de baixo grau, resisténcia a
insulina e acumulo de gordura no figado. Nesse estudo foi avaliado o efeito de trés
preparacdes obtidas de sementes de M. oleifera sobre inflamacédo, acumulo de
gordura hepatica, sensibilidade a insulina e o perfil dos metabdlitos fecais em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Materiais e métodos:
Obesidade e a resisténcia a insulina foram induzidas em camundongos Swiss com
dieta hiperlipidica por 8 semanas. O tratamento oral com preparagdes de M. oleifera
(Extrato aquoso, EXT; fracdo proteica, FR60 e lectina WSMoL) ou agua destilada
(veiculo) foi realizado por 30 dias. Sangue da veia caudal foi coletado para
realizacdo do teste de tolerancia a glicose (GTT). Citocinas inflamatérias foram
dosadas por citometria de fluxo e analises histolégicas do tecido adiposo epididimal
e figado foram realizadas. Os metabdlitos fecais foram avaliados através de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Resultados: Os camundongos obesos
alimentados com dieta hiperlipidica desenvolveram resisténcia a insulina, acumulo
de gordura hepatica e inflamacgao crénica de baixo grau. O tratamento com FR60
melhorou a tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina em camundongos obesos.
Todas as preparagdes de semente de M. oleifera reduziram os niveis circulantes de
TNF-a e INF-y quando comparados ao grupo obeso nao tratado. EXT e FRG0
reduziram significativamente o conteudo lipidico hepatico em camundongos obesos.
Também foi observada reducdo de infiltrado inflamatério no tecido adiposo de
camundongos obesos tratados com EXT e FR60. Camundongos obesos tratados
com EXT, FR60 e WSMoL apresentaram reducao nos niveis fecais de acidos graxos
de cadeia curta (acetato, propionato e butirato), colina, alanina e lisina quando
comparados ao OB n&o tratado. OB-EXT e OB-WSMoL apresentaram maiores

niveis de TMA e MA, e reducao de etanol em amostras fecais.
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Conclusées/iImportancia: EXT, FR60 e WSMoL promoveram um ou mais efeitos
benéficos sobre os parametros metabdlicos avaliados, revertendo a inflamacéo,
reduzindo o acumulo de gordura hepatica, melhorando a tolerancia a glicose e
modulando o perfil de metabdlitos fecais em camundongos obesos induzidos por
dieta hiperlipidica. Logo, € evidente o potencial dessas preparagdes com relevancia

biotecnolégica para uso na industria farmacéutica.

Palavras-chave: Moringa oleifera, Resisténcia a insulina; Inflamagédo, Metabdlitos

fecais

1. Introducao

A obesidade é uma doencga de propor¢gdes epidémicas, sendo considerada
um importante fator de risco para o desenvolvimento de resisténcia a insulina,
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), doenga cardiovascular e figado gorduroso nao
alcodlico (Friedman et al., 2018; Parnell et al., 2012). Varios fatores estao
associados ao desenvolvimento da obesidade, dentre eles a predisposi¢ao genética,
desregulacdo hormonal e fatores ambientais, como sedentarismo e consumo de
alimentos ricos em agucares e gorduras (Gil-Cardoso et al., 2017; Netto Candido et
al., 2018).

Os disturbios metabdlicos relacionados a obesidade estdo intimamente
associados a um estado inflamatério crénico de baixo grau. Ja foi demonstrado, no
tecido adiposo e hepatico de individuos obesos, infiltragdo e acumulo de macréfagos
que contribuem para secrecéo de citocinas pré-inflamatorias (Nguyen et al., 2007).
Tais citocinas levam a ativagao intracelular do complexo inibidor IKK/NF-kB, e da via
JNK/MAPK, que prejudicam a sinalizagao da insulina (Rebollo-Hernanz et al., 2019;
Zhang et al, 2011). Como resultado, a via de sinalizagdo da PI3K/AKT é
interrompida, inibindo a translocag¢ao do transportador de glicose 4 (GLUT4) para a
membrana celular e dessa forma impedindo a captacéo de glicose (Li and Yu, 2013;
Lumeng et al., 2007). Nesse contexto, o bloqueio da via inflamatéria surge como um
alvo atraente para reduzir as consequéncias relacionadas a resisténcia a insulina
induzida pela obesidade e ha um interesse crescente por novas estratégias

terapéuticas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691519304612?via%3Dihub#bib29
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Nos ultimos anos, a microbiota intestinal emergiu como um importante
regulador do metabolismo energético do hospedeiro, existindo varias evidéncias de
seu envolvimento na inflamagao crénica de baixo grau relacionada a obesidade e
suas complicagcdes (Suk and Kim, 2019; Tong et al., 2018). Uma dieta rica em
gordura altera a composi¢cdo da microbiota intestinal e esta relacionada ao aumento
da permeabilidade intestinal, levando ao desenvolvimento de endotoxemia e
disturbios metabdlicos sistémicos (Araujo et al., 2017; Lin et al., 2016; Moreno-
Navarrete et al., 2012). O consumo de produtos a base de plantas pode ter efeitos
benéficos na restauragdo da microbiota intestinal saudavel e dessa formar prevenir
disturbios metabdlicos associados a obesidade (Ejtahed et al., 2019).

Moringa oleifera Lam (M. oleifera) € uma das quatorze espécies do
género Moringa, pertencente a familia Moringaceae. Atualmente é cultivada em
paises tropicais de todo o mundo, incluindo o Brasil (Ferreira et al. 2008). Trata-se
de um vegetal de multiplos usos e que apresenta uma grande variedade de
propriedades farmacologicas (Amaglo et al., 2010; ljarotimi et al., 2013). As
sementes, que sao utilizadas no tratamento de agua para consumo humano (Bichi,
2013), contém a lectina (proteina ligadora de carboidratos) WSMoL que apresenta
atividades coagulante e antibacteriana (Ferreira et al., 2011; Moura et al., 2017,
2015). Ainda, o extrato aquoso a 10% de sementes e WSMolL apresentaram
atividades anti-inflamatéria e imunomoduladora in vitro (Araujo et al., 2013a;
Coriolano et al., 2018) e Ajibola, Eunice e Stephanie (2014) mostraram que o extrato
aquoso a 25% obtido de sementes de M. oleifera apresentou efeito hipoglicemiante
em camundongos diabéticos tipo 1 induzidos por aloxana. Recentemente, nosso
grupo de pesquisa, mostrou que WSMoL em uma dose de 5 mg/kg/dia reduziu os
niveis glicémicos em camundongos diabéticos (dados aceitos para publicagao).

Este estudo avaliou extrato em agua (EXT), fragédo proteica (FR60) e WSMoL
produzidos a partir de sementes de M. oleifera quanto ao efeito na produgao de
metabdlitos microbianos intestinais, perfil inflamatério, esteatose hepatica e na
sensibilidade a insulina de camundongos obesos alimentados com dieta

hiperlipidica.

2. Materiais e Métodos
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2.1. Extrato em agua (EXT), Fracao proteica 60% (FR60) e WSMoL de sementes
de M. oleifera.

As sementes de M. oleifera foram coletadas na cidade do Recife (PE) sob
autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Conservagcdo da Biodiversidade do
Ministério do Meio Ambiente para coleta de plantas (numero 38690-1). O p6 das
sementes foi extraido em agua destilada sob agitagcdo (16h a 28°C) em uma
propor¢cao a 10%. Apos filtracdo em gaze e centrifugagdo (3000g, 15 min), o
sobrenadante coletado correspondeu ao extrato 10% (EXT). A fracdo proteica 60%
(FR60) foi obtida apds precipitacao (4h a 28°C) das proteinas do EXT utilizando
sulfato de aménio (60% de saturagdo) de acordo com Green and Hughes (1955).
WSMol foi isolada de acordo com Coelho et al. (2009) por cromatografia de FR60
em coluna de quitina (7,5 x 1,5 cm) equilibrada com NaCl 0,15 M (fluxo de 0,3
mL/min) e eluicdo da lectina adsorvida com acido acético 1,0 M. Em seguida,
WSMol foi dialisada (membrana de 3,5 kDa) contra NaCl 0,15 M (6h a 4 °C).

A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com Lowry et al.
(1951) usando albumina de soro bovino como padrdo. A atividade hemaglutinante foi
realizada em placa de microtitulagdo de acordo com o método descrito por Paiva
and Coelho (1992).

2.2. Animais

Camundongos Swiss machos foram obtidos do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami da UFPE e mantido sob um ciclo claro / escuro (12:12) a 22 °C. Agua e
ragdo padrao (Labina, Purina, Brasil: 8% de gordura, 26% de proteina, 54% de
carboidrato) estavam disponiveis ad libitum. O projeto foi aprovado (processo n°
0042/2017) pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), e os experimentos foram realizados de acordo com
as normas do Conselho Internacional de Ciéncia Animal de Laboratério (ICLAS) e os

principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia Animal de Laboratério (SBCAL).

2.3. Inducao de obesidade e tratamento

Obesidade e resisténcia a insulina foram induzidas com dieta rica em gordura
por 8 semanas (55% da energia derivada da gordura, 29% dos carboidratos e 16%
das proteinas) enquanto os animais do grupo controle, receberam ragao padrao para

roedores pelo mesmo periodo (8% de gordura, 26% de proteina, 54% de
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carboidratos, como uma porcentagem do total de kcal). Apés 8 semanas da indugao
de obesidade, os animais obesos (OB) e aqueles do grupo controle (C) receberam
por gavagem o tratamento com EXT (400 mg/kg), FR60 (40 mg/kg), WSMoL (5
mg/kg) ou agua destilada (veiculo) durante 30 dias. Os animais foram divididos em 5
grupos de acordo com a dieta e tratamento: grupo controle (C), grupo obeso (OB),
grupo obeso tratado com EXT (OB-EXT), grupo obeso tratado com FR60 (OB-
FR60), grupo obeso tratado com WSMoL (OB-WSMol).

2.4. Teste de Tolerancia a glicose

No 28° dia de tratamento os animais foram submetidos a 8 h de jejum para
realizacdo do teste de tolerancia a glicose (GTT). Os camundongos receberam
injecao intraperitoneal de uma solugdo de glicose (1 g/kg) e a glicemia foi medida
antes da injegcao e apos 15, 30, 60, 90 e 120 min a partir de amostras de sangue

coletados da veia caudal utilizando glicosimetro FreeStyle Optium H (Abbott).

2.5. Dosagem de citocinas

O sangue foi coletado da veia cava dos camundongos em jejum e processado
para obtencao do soro. Os niveis séricos das citocinas TNF-a; INF-y; IL-6; IL-2; IL-4;
IL-17; IL-10 foram dosadas utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA) da
Becton Dickinson-BD. As amostras de soro foram processadas de acordo com
indicacdes do Kit e imediatamente analisadas no citbmetro de fluxo Modelo Accuri
C6 System (BD Accuri™ C6). A analise do perfil de citocinas foi feita segundo
protocolo proposto pelo fabricante através da utilizacdo do BD CBA Analyses

Software.

2.6. Analise histologica

Apo6s o 30° dia de tratamento, fragmentos de tecido adiposo epididimal e
figado foram extraidos, pesados e imediatamente fixados em formalina tamponada a
10% por 24h. Posteriormente, os fragmentos de tecidos foram desidratados em
solugdes de concentragéo crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), imersos
em xilol e, a seguir, incluidos em parafina. Em seguida, os blocos de parafina foram
seccionados em cortes de 5 ym com o auxilio de um micrétomo e corados pelo
método Hematoxilina- Eosina (H&E). Os materiais foram observados ao microscopio
Motic BA200 acoplado a uma cémera digital Moticam 1000 1.3 MP (Motic Inc., Ltd.,
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Causeway Bay, Hong Kong). As se¢des adiposas foram examinadas para o numero
de estruturas semelhantes a coroa (CLS) dentro dos diferentes grupos usando um
microscopio optico (Zeiss, Goettingen, Alemanha). CLS foram contados em quatro
quadrantes em triplicata (aumento de 400 x). O tamanho dos adipdcitos e os niveis

de esteatose hepatica foram determinados usando o programa Image J.

2.7. Coleta de amostras fecais

Apos 30 dias de tratamento os animais foram anestesiados através da
administracao intraperitoneal de solugcao de quetamina (75 mg/Kg) e diazepam (5
mg/Kg), a cavidade abdominal foi aberta e o intestino grosso exposto. As amostras
fecais foram coletadas direto do intestino grosso dos camundongos e pelo menos 3
pelotas de fezes foram coletadas de cada camundongo, transferidas para os tubos

eppendorf de 1,5 mL e imediatamente congeladas a -80°C para futuras analises.

2.8. Preparagao e analise de amostras fecais por ressonancia magnética
nuclear (RMN)

Para obtencao de aguas fecais foram utilizados 1200 yL de tampao fosfato
(pH=7,0 ~ 7,4) em 50 mg do material fecal. Apés completa homogeneizagao, as
amostras foram centrifugadas por 15min a 14000rpm e 4 °C e o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -80 °C.

Para realizacdo da RMN, aliquotas de 1,5 mL foram centrifugadas a 14000
rom (ST 40 R, SORVALL — Thermo Scientific) por 15 min e em seguida, 500 uL de
cada sobrenadante foram transferidos individualmente para tubos de RMN de 5 mm
de diametro. As amostras foi adicionado 200 uL de uma solugdo tampao (tamp&o
fosfato de sodio, 100% de D20, pH =7,4 e 1 mM de TSP (padréao de deslocamento).
Todo experimento de RMN foi realizado em espectrémetro Bruker AVANCE 11l 600
MHz equipado com sonda PABBO de 5 mm a 300K. Todos os espectros de RMN-
1H foram realizados utilizando-se da sequéncia de pulsos noesypr1d para supressao
do sinal de ressonéancia da agua por pré-saturagdo. Para todos os experimentos
foram utilizados os seguintes parametros: NS: 64 (numero de experimentos); DS: 4
(numero de experimentos falsos); D1: 4,00 s (tempo de relaxagéo); D8: 0,09 s
(tempo de mistura); TD: 64K (numero de pontos do espectro); SW: 20,0290 ppm
(largura da janela); O1P: 4,69 ppm (posi¢cao onde aparece o sinal referente a agua e,

portanto, € irradiada); AQ: 2,72 s (tempo de aquisigao); P1: 90° (dngulo do pulso)
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Os espectros foram pré-processados no software TopSpin® 4.0.7, onde foram
realizados correcédo de fase e calibracao do deslocamento quimico com referéncia
no TSP (& = 0 ppm). Para identificagcdo dos metabdlitos utilizou-se do software
Chenomx® e do banco de dados disponivel na plataforma online www.hmdb.ca. A
matriz de dados foi preparada utilizando-se do software MatLab®, onde todos os
espectros foram sobrepostos, alinhados, cortados e normalizados, por fim os dados
foram transportados para o Excel® formando uma matriz de dados contendo
aproximadamente 24 mil variaveis. Para a analise estatistica multivariada utilizou-se

do software Simca® e da plataforma online www.metaboanalyst.ca.

2.9. Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism
5.0. Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média. A analise
de variancia (ANOVA) foi realizada, seguida de pods-teste de Bonferroni para
comparagao multipla de médias. Os resultados que apresentaram um nivel de

significancia menor que 0,05 (P<0,05) foram considerados significantes.

3. Resultados

3.1. EXT, FR60 e WSMoL néao reduzem o ganho de peso, mas FR60 melhora a

tolerancia a glicose e a resisténcia a insulina em camundongos obesos

O peso corporal dos animais € apresentado na figura 1A. Todos 0s grupos
que receberam dieta hiperlipidica (OB) apresentaram ganho de peso
significativamente maior, a partir da terceira semana até o final do experimento, em
comparagao ao grupo alimentado com ragao padrao). Os camundongos OB tratados
com EXT, FR60 e WSMoL apresentaram ganho de peso similar aos animais OB nao
tratados ao longo das 12 semanas de experimento (Figura 1B). As figuras 1C e 1D
mostram que n&o houve alteragcdo no peso relativo dos tecidos adiposo epididimal e
hepatico em camundongos OB quando comparado ao controle.

Os dados do teste de tolerancia a glicose (GTT) revelam que apenas o grupo
OB-FR60 apresentou redugéao significativa nos niveis glicémicos nos tempos 60’°, 90’
e 120’ quando comparado ao grupo OB (Figura 1E). A redugéo nos niveis glicémicos

refletiu na diminuicdo da area sob a curva (AUC) do grupo OB-FR60 revertendo a
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intolerancia a glicose induzida pela dieta hiperlipidica (Figura 1F). Os valores

determinados para os grupos OB-EXT e OB-WSMoL nao diferiram do grupo OB

(Figura 1F).
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Figura 1. Efeito fisiolégico e metabdlico em camundongos controle (C), obesos (OB), obesos tratados
com Extrato (OB-EXT), fragéo proteica (OB-FR60) ou WSMoL (OB-WSMolL). (A) ganho de peso. (B)

Ganho de peso médio em 12 semanas. (C) Relagédo peso do figado / peso corporal. (D) Relagdo

tecido adiposo / peso corporal. (E) Teste de tolerancia a glicose (GTT). (F) Area sob a curva do GTT.

Os resultados sdo expressos como média £+ SEM. n= 5 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao

controle, #p <0,05 comparado ao obeso.

3.2. EXT, FR60 e WSMoL reduzem os niveis séricos de citocinas inflamatérias

Camundongos OB apresentaram niveis séricos de TNF-a e INF-y

significativamente maiores que os camundongos do grupo controle (Figura 3A e 3B).



96

Os tratamentos com o EXT, FR60 e WSMoL promoveram uma diminuigao
significativa nos niveis circulantes de TNF-a e INF-y, retornando aos niveis séricos
observados no grupo controle (Figura 3A e 3B). Os niveis séricos de IL-2, IL-4, IL-6,

IL-10 e IL-17 foram similares em todos os grupos experimentais (Figuras 3C, 3D, 3E,
3F e 3G).
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Figura 2. Niveis séricos de citocinas em camundongos controle (C), obesos (OB), obesos tratados
com Extrato (OB-Ext), fragdo de proteina (OB-FR60) ou WSMoL (OB-WSMoL). (A) Niveis séricos de
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TNF-a, (B) Niveis séricos de INF-Y (C) Niveis séricos de IL-2 (D) Niveis séricos de IL-10 (E) Niveis
séricos de IL-17 (F) niveis de IL-6 (G) no soro de IL-4. Os dados s&do média + DP (n = 3). A anélise
estatistica foi realizada por ANOVA one-way, seguida do poés-teste de Bonferroni. A significancia

estatistica é indicada por * OR # P <0,05 (* diferente do controle e # diferente do OB).

3.3. Efeitos do tratamento com EXT, FR60 e WSMoL na esteatose hepatica e

infiltrado inflamatoério de tecido adiposo de camundongos obesos

Fragmentos histologicos do figado de camundongos obesos induzidos por
dieta hiperlipidica sem nenhum tratamento apresentaram grande numero de macro e
microvesiculas de gordura em comparagdo com as se¢des do grupo controle,
caracterizando um elevado grau de esteatose hepatica. O tratamento com EXT e
FR60 resultou em reducdo significativa do acumulo de gordura no parénquima
hepatico de camundongos obesos, enquanto o tratamento com WSMoL né&o
interferiu no acumulo de gordura hepatica (Figura 3). A avaliagdo histolégica das
células do tecido adiposo revelou diferencas significativas no tamanho dos
adipdcitos dos grupos OB em comparagdo ao do grupo controle (Figura 4). O
tratamento com EXT e FR60 reduziu a area dos adipocitos (Figura 4), mas WSMoL
nao foi eficiente. A figura 4 também mostra o aumento significativo no numero de
estruturas do tipo coroa (CLSs) no tecido adiposo de camundongos dos grupos OB

quando comparado com os grupos OB-EXT e OB-FR60.
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Figura 3. Caracterizagdo morfolégica de amostras de tecido hepatico. (A) Coloragdo com

hematoxilina e eosina de cortes histoldgicos de 5 ym do figado de camundongos controle, OB, OB-
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EXT, OB-FR60 e OB-WSMoL. (B) Grau de esteatose no figado. Barra de escala = 20 ym de todas

as imagens. Ampliacao original 400X. Cada barra representa a média + S.E.M. de cinco experiéncias

diferentes. * p <0,05 OB vs. grupo controle e #p <0,05 OB-Ext vs. grupo OB.
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Figura 4. O efeito dos tratamentos com EXT, FR60 e WSMoL na prevaléncia de *CLSs no tecido
adiposo epididimal e tamanho dos adipdcitos. (A) Coloragdo com hematoxilina e eosina de cortes
histolégicos de 5 um de tecidos adiposos de camundongos controle, OB, OB-EXT, OB-FR e OB-
WSMoL. (B) Area dos adipécitos (C) Quantificacdo de CLSs. Barra de escala = 20 ym de todas as

imagens. Ampliagao original x 400. Cada barra representa a média + S.E.M. * p <0,05 OB vs. grupo

controle e #p <0,05 OB-EXT e OB-FR60 vs. grupo OB.

3.4. Metabolitos detectados em amostras fecais de camundongos dos grupos
controle, obeso e obeso tratado com EXT, FR60 e WSMoL

Os espectros médios de RMN-1H de amostras fecais de camundongos
controle e obesos continham informagdes ricas em metabdlitos, confirmados com
uma série de espectros 2D por RMN, incluindo aminoacidos, hidratos de carbono,
nucleotideos, bases orgéanicas, acidos organicos, tais como os acidos graxos de
cadeia curta, relacionados ao metabolismo da microbiota intestinal. Analise da
regressao dos minimos quadrados parciais (PLS-DA) mostra que o grupo controle é
diferente dos grupos obesos, e que ha uma alta semelhanga metabdlica entre os
grupos obeso e obesos tratados (Figura 5). As trajetérias metabdlicas derivadas do

PLS-DA por meio do indice VIP (variable importance in the projection) mostraram
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caracteristicas dindmicas nas concentragdes de metabdlitos fecais entre os grupos
controle, obesos e obesos tratados com EXT, FR60 e WSMoL (Figura 6).

Analise dos espectros revelaram que os niveis de alguns metabdlitos,
incluindo MA, TMA, tirosina, lisina, sarcosina, propionato, butirato, acetato e colina
eram mais baixos no grupo OB quando comparado ao controle. Por outro lado,
aumento nos niveis de etanol, alfa-cetoisovalerato, glicina e DMA foram observados
no grupo OB em comparagao ao controle (Figura 7).

Com relagao aos tratamentos, camundongos obesos tratados com EXT, FR60
e WSMoL apresentaram redugao nos niveis fecais de acidos graxos de cadeia curta
(acetato, propionato e butirato), colina, alanina e lisina quando comparados ao OB
nao tratado. OB-EXT e OB-WSMoL apresentaram maiores niveis de TMA e MA; e

reducéo de etanol (Figura 7).
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Figura 5. PLS-DA discriminando os extratos fecais dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 7. Mapa de calor resumindo mudangas metabdlicas dindmicas em dados espectrais de RMN-
1H de extratos fecais. Vermelho indica concentracbes mais altas de metabdlitos e azul indica

concentragdes mais baixas de metabdlitos.

4. Discussao

Uma combinagdo de fatores ambientais, incluindo dieta com alto teor de
gordura, tem levado ao aumento dramatico na incidéncia de obesidade e seus
disturbios metabdlicos associados (Chu et al., 2017; Tsai et al., 2015). Nesse estudo
o ganho de peso corporal foi significativamente aumentado em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica (OB) em comparagdo aos camundongos
alimentados com racdo padrao (C). O uso de EXT, FR60 e WSMoL por 30 dias em
camundongos OB nao foi capaz de reduzir o ganho de peso (Figuras 1A e 1B).
Contudo a tolerancia a glicose, esteatose hepatica, o nivel de infiltrado inflamatério
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no tecido adiposo e os niveis de citocinas pro-inflamatérias que se encontram
alterados pela obesidade foram significativamente melhorados com o uso dessas
preparagdes. Um estudo recente mostrou que extrato vegetal rico em polifenol
(Active XXS inside ®- 21560 Couternon, Franga) normalizou os parametros de
lipidios e LPS plasmaticos, evitou o recrutamento de macréfagos e reduziu o
colesterol e o acumulo de 6xido de colesterol no tecido adiposo, e aumentou a
expectativa de vida em camundongos obesos, embora ndo tenha promovido
reducao significativa de peso corporal (Aires et al., 2019).

A obesidade esta associada a redugao na tolerancia a glicose, resisténcia a
insulina e desenvolvimento de DMT2 (Shalitin and Moreno, 2018). Compostos
provenientes do metabolismo secundario de plantas, incluindo terpenos, alcaloides,
polifendis e flavonoides, tém sido habeis em normalizar a glicemia, estimular a
liberacdo de insulina, reduzir a resisténcia a insulina e melhorar a tolerancia a
glicose (Kim, Keogh, e Clifton 2016; Li et al. 2004). Embora tenha sido dado
bastante crédito a estes metabdlitos secundarios de extratos vegetais por esse efeito
hipoglicemiante, pouca atengédo tem sido dada as propriedades antidiabéticas de
proteinas vegetais presentes nesses extratos e a possibilidade de seu uso para
tratamento do diabetes. As proteinas, podem modular o metabolismo dos glicidios
melhorando a toleréncia a glicose (Paula et al.,, 2017). Em nosso estudo
camundongos obesos tratados por 30 dias com 40 mg/kg de FR60, uma fragao rica
em proteinas, apresentaram redugao significativa nos niveis glicémicos, revertendo
a intolerancia a glicose induzida por uma dieta rica em gordura. Um estudo anterior,
utilizando administracdo de 100 mg/kg de fracdo proteica obtida da casca das
sementes de M. oleifera por via intraperitoneal ou oral em dose uUnica, mostrou uma
reducao significativa nos niveis plasmaticos de glicose e melhora na tolerancia a
glicose em modelo de diabetes tipo 1 (Paula et al., 2017). Ja foi relatado que fragdes
proteicas e proteinas isoladas de vegetais promoveram inibicdo da gliconeogénese
hepatica através da ativagdo da via AMPK ou pela sua ligagdo ao receptor de
insulina estimulando a captagao de glicose (Oliveira et al. 2019; Lo et al. 2017). Aqui
mostramos que EXT e a lectina WSMoL nao promoveram melhora na tolerancia a
glicose, contudo a FR60 reverteu a intolerancia a glicose em camundongos obesos.
Esse efeito da FR60 pode ser explicado pela sua capacidade em reduzir os niveis
de TNF-a, uma importante citocina associada ao desenvolvimento de resisténcia a

insulina; diminuir o acumulo de lipideo hepatico e de infiltrado inflamatorio no tecido
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adiposo. Contudo, os mecanismos moleculares pelos quais a FR60 melhora a
tolerancia a glicose nesse modelo precisam ser futuramente investigados.

Uma das caracteristicas mais comuns induzidas pela obesidade €& a
inflamacé&o crénica de baixo grau (Kalupahana et al., 2012; Wensveen et al., 2015).
Logo, investigamos o efeito das preparacbes de M. oleifera sobre o perfil
inflamatério, e todos os camundongos OB tratados com EXT, FR60 e WSMoL
tiveram uma diminuigao significativa nos niveis circulantes de TNF-a e INF-Y. Araujo
et al. (2013) ja haviam demostrado que tratamento oral em dose unica nas
concentracdes de 250 e 500 mg/kg de peso corporal do extrato aquoso de semente
de M. oleifera reduziu os niveis séricos de TNF-a e a migragao de leucécitos em um
modelo in vivo de pleurisia. Nesse mesmo estudo macrofagos estimulados in vitro
com LPS tiveram os niveis de NO e TNF-a reduzidos pelo extrato aquoso e pela
lectina WSMoL. Nosso estudo € o primeiro a mostrar o efeito anti-inflamatério de
preparacdes obtidas de sementes de M. oleifera em um modelo in vivo de
inflamacé&o sub-clinica crénica induzida pela obesidade, o que justifica seu potencial
uso para tratamento dessa condic¢ao clinica.

Analise histolégica do figado e tecido adiposo confirmam o beneficio do EXT
e FR60 e WSMoL na melhora da condicdo da obesidade e de suas complicacgdes.
Componentes bioativos, como flavonoides, glicosideos fendlicos, glucosinolatos e
polifendis presentes nas sementes de M. oleifera estdo associados a efeitos
antioxidante e hepatoprotetor (Araujo et al. 2013; Vergara-Jimenez, Almatrafi, e
Fernandez 2017). Sun et al. (2019) mostraram que um glicolideo fendlico, o 1-O-(4-
hydroxymethylphenyl)-a-L-rhamnopyranoside, presente nas sementes de M. oleifera,
aliviou significativamente a hepatotoxicidade induzida por CCl4 em camundongos,
além disso, reduziu os niveis de peroxidagao lipidica e regulou as citocinas
inflamatdrias. Em outro estudo, extrato de sementes de M. oleifera, rico em
polifendis, exibiu poder antioxidante por neutralizar a geracdo de ROS em
camundongos Swiss alimentados com dieta com alto teor de gordura.

Nas Uultimas décadas estudos relataram que disturbios metabdlicos e
inflamagao induzidos por dieta rica em gordura estdo intimamente relacionados a
alteragbes na microbiota intestinal (Daniel et al., 2014; Wang, J.J. et al., 2015). Aqui
mostramos que camundongos obesos tratados com EXT, FR60 e WSMol,
apresentaram uma redugéo significativa nos niveis de AGCCs. Estudos em animais

sugerem que esses acidos graxos tém um papel importante na prevencdo e
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tratamento de obesidade associada a resisténcia a insulina (den Besten et al., 2015;
Mollica et al., 2017, 2017; Sahuri-Arisoylu et al., 2016). Além disso, ha evidéncias
em humanos para um efeito benéfico deles no controle do peso corporal, estado
inflamatério e sensibilidade a insulina, bem como manutencdo da homeostase
glicidica e lipidica (Canfora et al., 2017; Chambers et al., 2018, 2015) . Analises de
amostras fecais tem demostrado aumento de AGCCs em individuos obesos em
comparagao a individuos magros (Kim et al., 2019; Schwiertz et al., 2010). de la
Cuesta-Zuluaga et al., 2018 foram os primeiros a mostrar uma correlagdo positiva
entre altos niveis fecais de AGCCs e aumento de permeabilidade intestinal e
endotoxemia metabdlica (de la Cuesta-Zuluaga et al., 2018). Em nosso estudo a
reducdo de AGCCs nas fezes de camundongos obesos tratados com as
preparacbes de semente de M. oleifera pode estar associada a melhora na
disfungdo da barreira intestinal induzida por dieta hiperlipidica, promovendo dessa
forma uma absorgao mais eficiente de AGCCs. Outra hipotese seria que EXT, FR60
e WSMolL de sementes de M. oleifera promoveram uma reconstituicdo da microbiota
intestinal que se encontra alterada no estado de obesidade (Fasano, 2017; Moreno-
Navarrete et al., 2012) e dessa forma contribuiu para normalizagao da absorgao de
AGCCs pelo colodn distal, reduzindo sua excregao.

O etanol € um metabdlito microbiano derivado da fermentacdo sacarolitica.
Individuos com DHGNA e obesidade mostram aumento da abundancia de bactérias
produtoras de etanol nas fezes, bem como maiores concentragbes de etanol na
circulagao sistémica e na respiragcao (Nair et al., 2001; Zhu et al., 2016, 2013). O
etanol derivado de bactérias intestinais (ou o metabdlito oxidado acetaldeido) esta
possivelmente envolvido na progressdo da DHGNA por efeitos téxicos diretos nas
células hepaticas (Baker et al., 2010; Xu et al.,, 2011), bem como através do
comprometimento na fungdo da barreira intestinal, resultando em aumento da
endotoxemia (Rao et al., 2004) . Nesse estudo mostramos que camundongos
obesos tratados com EXT e WSMoL apresentaram reducao significativa nos niveis
de etanol fecal o que colabora com a melhora no quadro de esteatose hepatica
observada nas analises histolégicas desses grupos.

Anadlise dos niveis fecais da TMA, metabdlito derivado do metabolismo da
colina, mostrou-se reduzida no grupo OB. A TMA é absorvida no intestino, entrando
na circulagado sanguinea e seguindo para o figado, onde sera oxidada por enzimas

hepaticas flavinas mono-oxidases (FMO) em TMAO. Esta ultima pode ser liberada
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pelo figado e ser absorvida pelos tecidos extra-hepaticos ou ser excretada pela
urina, pelo suor ou pela respiracdo. E também absorvida pelos macréfagos no
processo de formacdo da placa aterosclerética e assim elevados niveis de TMAO
estdo associados a um risco aumentado de doencgas cardiovasculares. Aumento
plasmatico de TMAO em obesos esta associado a intolerancia a glicose, DHGNA e
resisténcia a insulina (AHMAD et al., 2017). No presente estudo, a redugéo do nivel
de TMA fecal em camundongos obesos provavelmente resultou do seu transporte
mais eficiente para o figado suportado pelo aumento nos niveis plasmaticos desse
metabdlito em animais alimentados com dieta hiperlipidica (An et al., 2013). Por
outro lado, o tratamento de camundongos obesos com EXT e WSMoL aumentaram
a excrecao fecal desse metabdlito.

A microbiota coldnica distal usa principalmente peptideos e proteinas
residuais para obter energia (fermentagdo proteolitica) porque seu combustivel
preferido, carboidratos fermentaveis, ja € utilizado no célon mais proximal (Windey et
al.,, 2012). Em individuos obesos foi evidenciado aumento plasmatico de
aminoacidos aromaticos (ALLAM-NDOUL et al., 2015; LIU et al.,, 2017) . Aqui
mostramos uma reducao nos niveis fecais de tirosina nos grupos OB, OB-EXT e OB-
WSMoL e um aumento significativo no grupo OB-FR60. E importante destacar que
aumento nos niveis plasmaticos e ndo nos niveis fecais de aminoacidos aromaticos
estdo fortemente associados com resisténcia a insulina e obesidade, e os
mecanismos relacionados a essas alteragdes sao principalmente pela ativacdo de
um estado pré-inflamatério (Haufe et al., 2016).

O conjunto de dados mostra que preparagbes obtidas de sementes de M.
oleifera apresentam interessante potencial para tratamento de disturbios metabdlicos
associados a obesidade, uma vez que modulam a producdao de metabdlitos
microbianos, reduzem a inflamag¢ao e o acumulo de gordura hepatica, e melhoram a

tolerancia a glicose em camundongos obesos.

Conflitos de interesse

Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.

Agradecimentos
Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico

e Tecnoldégico (CNPq), a Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel



106

Superior (CAPES) e Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco (FACEPE) pelo o apoio financeiro. MKST gostaria de agradecer a
FACEPE (IBPG-0467-2.08 / 17) pela Bolsa de estudos do doutorado.

Referéncias

Aires, V., Labbé, J., Deckert, V., Pais de Barros, J.-P., Boidot, R., Haumont, M.,
Maquart, G., Le Guern, N., Masson, D., Prost-Camus, E., Prost, M., Lagrost, L.,
2019. Healthy adiposity and extended lifespan in obese mice fed a diet
supplemented with a polyphenol-rich plant extract. Sci Rep 9.
https://doi.org/10.1038/s41598-019-45600-6

Ajibola, M., Eunice, O., Stephanie, I.N., 2014. Effects of Aqueous Extract of Moringa
oleifera Seeds on Alloxan Induced Hyperglycemia. Basic Sciences of Medicine 3,
37-42.

Al-Waiz, M., Mikov, M., Mitchell, S.C., Smith, R.L., 1992. The exogenous origin of
trimethylamine in the mouse. Metabolism 41, 135-136. https://doi.org/10.1016/0026-
0495(92)90140-6

Amaglo, N.K., Bennett, R.N., Lo Curto, R.B., Rosa, E.A.S., Lo Turco, V., Giuffrida, A.,
Curto, A.L., Crea, F., Timpo, G.M., 2010. Profiling selected phytochemicals and
nutrients in different tissues of the multipurpose tree Moringa oleifera L., grown in
Ghana. Food Chemistry 122, 1047-1054.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2010.03.073

An, Y., Xu, W., Li, H,, Lei, H., Zhang, L., Hao, F., Duan, Y., Yan, X., Zhao, Y., Wu, J.,
Wang, Y., Tang, H., 2013. High-Fat Diet Induces Dynamic Metabolic Alterations in
Multiple Biological Matrices of Rats. J. Proteome Res. 12, 3755-3768.
https://doi.org/10.1021/pr400398b

Araujo, J.R., Tomas, J., Brenner, C., Sansonetti, P.J., 2017. Impact of high-fat diet on
the intestinal microbiota and small intestinal physiology before and after the onset of
obesity. Biochimie, Microbe and Host Lipids Gerli Meeting 141, 97-106.
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2017.05.019

Araujo, L.C.C., Aguiar, J.S., Napoledo, T.H., Mota, F.V.B., Barros, A.L.S., Moura,
M.C., Coriolano, M.C., Coelho, L.C.B.B., Silva, T.G., Paiva, P.M.G., 2013a.
Evaluation of cytotoxic and anti-inflammatory activities of extracts and lectins from
Moringa oleifera seeds. PLoS ONE 8, e81973.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0081973

Araujo, L.C.C., Aguiar, J.S., Napoledo, T.H., Mota, F.V.B., Barros, A.L.S., Moura,
M.C., Coriolano, M.C., Coelho, L.C.B.B., Silva, T.G., Paiva, P.M.G., 2013b.
Evaluation of cytotoxic and anti-inflammatory activities of extracts and lectins from
Moringa oleifera seeds. PLoS ONE 8, e81973.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0081973



107

Baker, S.S., Baker, R.D., Liu, W., Nowak, N.J., Zhu, L., 2010. Role of Alcohol
Metabolism in Non-Alcoholic Steatohepatitis. PLoS One 5.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0009570

Bichi, M., 2013. A Review of the applications of Moringa oleifera seeds extract in
water treatment. Civ. Environ. Res. 3, 1-11.

Canfora, E.E., van der Beek, C.M., Jocken, J.W.E., Goossens, G.H., Holst, J.J., Olde
Damink, S.W.M., Lenaerts, K., Dejong, C.H.C., Blaak, E.E., 2017. Colonic infusions
of short-chain fatty acid mixtures promote energy metabolism in overweight/obese
men: a randomized crossover trial. Sci Rep 7, 2360. https://doi.org/10.1038/s41598-
017-02546-x

Chambers, E.S., Byrne, C.S., Aspey, K., Chen, Y., Khan, S., Morrison, D.J., Frost,
G., 2018. Acute oral sodium propionate supplementation raises resting energy
expenditure and lipid oxidation in fasted humans. Diabetes Obes Metab 20, 1034—
1039. https://doi.org/10.1111/dom.13159

Chambers, E.S., Viardot, A., Psichas, A., Morrison, D.J., Murphy, K.G., Zac-
Varghese, S.E.K., MacDougall, K., Preston, T., Tedford, C., Finlayson, G.S.,
Blundell, J.E., Bell, J.D., Thomas, E.L., Mt-Isa, S., Ashby, D., Gibson, G.R., Kolida,
S., Dhillo, W.S., Bloom, S.R., Morley, W., Clegg, S., Frost, G., 2015. Effects of
targeted delivery of propionate to the human colon on appetite regulation, body
weight maintenance and adiposity in overweight adults. Gut 64, 1744-1754.
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2014-307913

Chu, D.-T., Malinowska, E., Jura, M., Kozak, L.P., 2017. C57BL/6J mice as a
polygenic developmental model of diet-induced obesity. Physiol Rep 5.
https://doi.org/10.14814/phy2.13093

Coelho, J.S., Santos, N.D.L., Napoledo, T.H., Gomes, F.S., Ferreira, R.S., Zingali,
R.B., Coelho, L.C.B.B., Leite, S.P., Navarro, D.M.A.F., Paiva, P.M.G., 2009. Effect of
Moringa oleifera lectin on development and mortality of Aedes aegypti larvae.
Chemosphere 77, 934-938. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2009.08.022

Coriolano, M.C., de Santana Brito, J., de Siqueira Patriota, L.L., de Araujo Soares,
A.K., de Lorena, V.M.B., Paiva, P.M.G., Napoleao, T.H., Coelho, L.C.B.B., de Melo,
C.M.L., 2018. Immunomodulatory Effects of the Water-soluble Lectin from Moringa
oleifera Seeds (WSMoL) on Human Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC).
Protein Pept. Lett. 25, 295-301.
https://doi.org/10.2174/0929866525666180130141736

de la Cuesta-Zuluaga, J., Mueller, N.T., Alvarez-Quintero, R., Velasquez-Mejia, E.P.,
Sierra, J.A., Corrales-Agudelo, V., Carmona, J.A., Abad, J.M., Escobar, J.S., 2018.
Higher Fecal Short-Chain Fatty Acid Levels Are Associated with Gut Microbiome
Dysbiosis, Obesity, Hypertension and Cardiometabolic Disease Risk Factors.
Nutrients 11. https://doi.org/10.3390/nu11010051

de Oliveira, K.A., Moreira Gomes, M.D., Vasconcelos, R.P., de Abreu, E.S.,
Fortunato, R.S., Carneiro Loureiro, A.C., Coelho-de-Souza, A.N., de Oliveira, R.S.B.,
de Freitas, C.D.T., Ramos, M.V., de Oliveira, A.C., 2019. Phytomodulatory proteins



108

promote inhibition of hepatic glucose production and favor glycemic control via the
AMPK  pathway. Biomedicine & Pharmacotherapy 109, 2342-2347.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.11.139

den Besten, G., Bleeker, A., Gerding, A., van Eunen, K., Havinga, R., van Dijk, T.H.,
Oosterveer, M.H., Jonker, J.W., Groen, A.K., Reijngoud, D.-J., Bakker, B.M., 2015.
Short-Chain Fatty Acids Protect Against High-Fat Diet-Induced Obesity via a PPARy-
Dependent Switch From Lipogenesis to Fat Oxidation. Diabetes 64, 2398-2408.
https://doi.org/10.2337/db14-1213

Ejtahed, H.-S., Soroush, A.-R., Siadat, S.-D., Hoseini-Tavassol, Z., Larijani, B.,
Hasani-Ranjbar, S., 2019. Targeting obesity management through gut microbiota
modulation by herbal products: A systematic review. Complement Ther Med 42, 184—
204. https://doi.org/10.1016/j.ctim.2018.11.019

Fasano, A., 2017. Gut permeability, obesity, and metabolic disorders: who is the
chicken and who is the egg? Am J Clin Nutr 105  3-4.
https://doi.org/10.3945/ajcn.116.148338

Ferreira, P.M.P., Farias, D.F., Oliveira, J.T. de A., Carvalho, A. de F.U., 2008.
Moringa oleifera: bioactive compounds and nutritional potential. Revista de Nutricao
21, 431-437. https://doi.org/10.1590/S1415-52732008000400007

Ferreira, R., Napoledo, T., Santos, A., Sa, R.A., Carneiro-da-Cunha, M., Morais, M.,
Lucca, R., Oliva, M.L., Coelho, L.C., Paiva, P., 2011. Coagulant and antibacterial
activities of the water-soluble seed lectin from Moringa oleifera. Letters in applied
microbiology 53, 186-92. https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2011.03089.x

Friedman, S.L., Neuschwander-Tetri, B.A., Rinella, M., Sanyal, A.J., 2018.
Mechanisms of NAFLD development and therapeutic strategies. Nat. Med. 24, 908—
922. https://doi.org/10.1038/s41591-018-0104-9

Gil-Cardoso, K., Ginés, |., Pinent, M., Ardévol, A., Terra, X., Blay, M., 2017. A
cafeteria diet triggers intestinal inflammation and oxidative stress in obese rats. Br. J.
Nutr. 117, 218-229. https://doi.org/10.1017/S0007114516004608

Green, AA., Hughes, W.L., 1955. [10] Protein fractionation on the basis of solubility
in aqueous solutions of salts and organic solvents, in: Methods in Enzymology.
Academic Press, pp. 67-90. https://doi.org/10.1016/0076-6879(55)01014-8

Haufe, S., Witt, H., Engeli, S., Kaminski, J., Utz, W., Fuhrmann, J.C., Rein, D.,
Schulz-Menger, J., Luft, F.C., Boschmann, M., Jordan, J., 2016. Branched-chain and
aromatic amino acids, insulin resistance and liver specific ectopic fat storage in
overweight to obese subjects. Nutr Metab Cardiovasc Dis 26, 637-642.
https://doi.org/10.1016/j.numecd.2016.03.013

ljarotimi, O.S., Adeoti, O.A., Ariyo, O., 2013. Comparative study on nutrient
composition, phytochemical, and functional characteristics of raw, germinated, and
fermented Moringa oleifera seed flour. Food Sci Nutr 1, 452-463.
https://doi.org/10.1002/fsn3.70



109

Kalupahana, N.S., Moustaid-Moussa, N., Claycombe, K.J., 2012. Immunity as a link
between obesity and insulin resistance. Mol. Aspects Med. 33, 26-34.
https://doi.org/10.1016/j.mam.2011.10.011

Kim, K.N., Yao, Y., Ju, S.Y., 2019. Short Chain Fatty Acids and Fecal Microbiota
Abundance in Humans with Obesity: A Systematic Review and Meta-Analysis.
Nutrients 11. https://doi.org/10.3390/nu11102512

Kim, Y., Keogh, J.B., Clifton, P.M., 2016. Polyphenols and Glycemic Control.
Nutrients 8. https://doi.org/10.3390/nu8010017

Li, H., Yu, X., 2013. Emerging role of JNK in insulin resistance. Curr Diabetes Rev 9,
422-428.

Li, W.L., Zheng, H.C., Bukuru, J., De Kimpe, N., 2004. Natural medicines used in the
traditional Chinese medical system for therapy of diabetes mellitus. J
Ethnopharmacol 92, 1-21. https://doi.org/10.1016/j.jep.2003.12.031

Lin, H., An, Y., Hao, F., Wang, Y., Tang, H., 2016. Correlations of Fecal
Metabonomic and Microbiomic Changes Induced by High-fat Diet in the Pre-Obesity
State. Sci Rep 6. https://doi.org/10.1038/srep21618

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J., 1951. Protein measurement
with the Folin phenol reagent. J Biol Chem 193, 265-275.

Lumeng, C.N., Bodzin, J.L., Saltiel, A.R., 2007. Obesity induces a phenotypic switch
in adipose tissue macrophage polarization. J. Clin. Invest. 117, 175-184.
https://doi.org/10.1172/JCI29881

Mollica, M.P., Mattace Raso, G., Cavaliere, G., Trinchese, G., De Filippo, C., Aceto,
S., Prisco, M., Pirozzi, C., Di Guida, F., Lama, A., Crispino, M., Tronino, D., Di Vaio,
P., Berni Canani, R., Calignano, A., Meli, R., 2017. Butyrate Regulates Liver
Mitochondrial Function, Efficiency, and Dynamics in Insulin-Resistant Obese Mice.
Diabetes 66, 1405-1418. https://doi.org/10.2337/db16-0924

Moreno-Navarrete, J.M., Sabater, M., Ortega, F., Ricart, W., Fernandez-Real, J.M.,
2012. Circulating zonulin, a marker of intestinal permeability, is increased in
association with obesity-associated insulin resistance. PLoS ONE 7, e37160.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0037160

Moura, M.C., Napoleao, T.H., Coriolano, M.C., Paiva, P.M.G., Figueiredo, R.C.B.Q.,
Coelho, L.C.B.B., 2015. Water-soluble Moringa oleifera lectin interferes with growth,
survival and cell permeability of corrosive and pathogenic bacteria. J. Appl. Microbiol.
119, 666—676. https://doi.org/10.1111/jam.12882

Moura, M.C., Trentin, D.S., Napoledo, T.H., Primon-Barros, M., Xavier, A.S.,
Carneiro, N.P., Paiva, P.M.G., Macedo, A.J., Coelho, L.C.B.B., 2017. Multi-effect of
the water-soluble Moringa oleifera lectin against Serratia marcescens and Bacillus
sp.: antibacterial, antibiofilm and anti-adhesive properties. J. Appl. Microbiol. 123,
861-874. https://doi.org/10.1111/jam.13556



110

Nair, S., Cope, K., Risby, T.H., Diehl, A.M., Terence, R.H., 2001. Obesity and female
gender increase breath ethanol concentration: potential implications for the
pathogenesis of nonalcoholic steatohepatitis. Am. J. Gastroenterol. 96, 1200—1204.
https://doi.org/10.1111/j.1572-0241.2001.03702.x

Netto Candido, T.L., Bressan, J., Alfenas, R. de C.G., 2018. Dysbiosis and metabolic
endotoxemia induced by high-fat diet. Nutr Hosp 35, 1432-1440.
https://doi.org/10.20960/nh.1792

Nguyen, M.T.A., Favelyukis, S., Nguyen, A.-K., Reichart, D., Scott, P.A., Jenn, A.,
Liu-Bryan, R., Glass, C.K., Neels, J.G., Olefsky, J.M., 2007. A subpopulation of
macrophages infiltrates hypertrophic adipose tissue and is activated by free fatty
acids via Toll-like receptors 2 and 4 and JNK-dependent pathways. J. Biol. Chem.
282, 35279-35292. https://doi.org/10.1074/jbc.M706762200

Paiva, P.M.G., Coelho, L.C.B.B., 1992. Purification and partial characterization of two
lectin isoforms fromCratylia mollis mart. (camaratu bean). Appl Biochem Biotechnol
36, 113—118. https://doi.org/10.1007/BF02929691

Parnell, J.A., Raman, M., Rioux, K.P., Reimer, R.A., 2012. The potential role of
prebiotic fibre for treatment and management of non-alcoholic fatty liver disease and

associated obesity and insulin resistance. Liver Int. 32, 701-711.
https://doi.org/10.1111/j.1478-3231.2011.02730.x

Paula, P.C., Oliveira, J.T.A., Sousa, D.O.B., Alves, B.G.T., Carvalho, A.F.U., Franco,
O.L., Vasconcelos, I.M., 2017. Insulin-like plant proteins as potential innovative drugs
to treat diabetes-The Moringa oleifera case study. N Biotechnol 39, 99-109.
https://doi.org/10.1016/j.nbt.2016.10.005

Rao, R.K., Seth, A., Sheth, P., 2004. Recent Advances in Alcoholic Liver Disease |.
Role of intestinal permeability and endotoxemia in alcoholic liver disease. Am. J.
Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 286, G881-884.
https://doi.org/10.1152/ajpgi.00006.2004

Rebollo-Hernanz, M., Zhang, Q., Aguilera, Y., Martin-Cabrejas, M.A., Gonzalez de
Mejia, E., 2019. Phenolic compounds from coffee by-products modulate
adipogenesis-related inflammation, mitochondrial dysfunction, and insulin resistance
in adipocytes, via insulin/PISK/AKT signaling pathways. Food and Chemical
Toxicology 132, 110672. https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.110672

Sahuri-Arisoylu, M., Brody, L.P., Parkinson, J.R., Parkes, H., Navaratnam, N., Miller,
A.D., Thomas, E.L., Frost, G., Bell, J.D., 2016. Reprogramming of hepatic fat
accumulation and “browning” of adipose tissue by the short-chain fatty acid acetate.
Int J Obes (Lond) 40, 955-963. https://doi.org/10.1038/ijo.2016.23

Schwiertz, A., Taras, D., Schafer, K., Beijer, S., Bos, N.A., Donus, C., Hardt, P.D.,
2010. Microbiota and SCFA in lean and overweight healthy subjects. Obesity (Silver
Spring) 18, 190-195. https://doi.org/10.1038/0by.2009.167

Shalitin, S., Moreno, L.A., 2018. Obesity, Metabolic Syndrome and Nutrition. World
Rev Nutr Diet 117, 15-38. https://doi.org/10.1159/000484498



111

Suk, K.T., Kim, D.J., 2019. Gut microbiota: novel therapeutic target for nonalcoholic
fatty liver disease. Expert Rev Gastroenterol Hepatol 13, 193-204.
https://doi.org/10.1080/17474124.2019.1569513

Sun, C., Li, W., Liu, Y., Deng, W., Adu-Frimpong, M., Zhang, H., Wang, Q., Yu, J.,
Xu, X., 2019. |In \vitro/in vivo hepatoprotective properties of 1-O-(4-
hydroxymethylphenyl)-a-L-rhamnopyranoside from Moringa oleifera seeds against
carbon tetrachloride-induced hepatic injury. Food Chem. Toxicol. 131, 110531.
https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.05.039

Tong, X., Xu, J., Lian, F., Yu, X., Zhao, Y., Xu, L., Zhang, M., Zhao, X., Shen, J., Wu,
S., Pang, X,, Tian, J., Zhang, C., Zhou, Q., Wang, L., Pang, B., Chen, F., Peng, Z.,
Wang, J., Zhen, Z., Fang, C., Li, M., Chen, L., Zhao, L., 2018. Structural Alteration of
Gut Microbiota during the Amelioration of Human Type 2 Diabetes with
Hyperlipidemia by Metformin and a Traditional Chinese Herbal Formula: a
Multicenter, Randomized, Open Label Clinical Trial. mBio 9.
https://doi.org/10.1128/mBio.02392-17

Tsai, S., Clemente-Casares, X., Revelo, X.S., Winer, S., Winer, D.A., 2015. Are
obesity-related insulin resistance and type 2 diabetes autoimmune diseases?
Diabetes 64, 1886—1897. https://doi.org/10.2337/db14-1488

Vergara-Jimenez, M., Aimatrafi, M.M., Fernandez, M.L., 2017. Bioactive Components
in Moringa Oleifera Leaves Protect against Chronic Disease. Antioxidants 6, 91.
https://doi.org/10.3390/antiox6040091

Wensveen, F.M., Valentié¢, S., Sestan, M., Turk Wensveen, T., Polié, B., 2015. The
“‘Big Bang” in obese fat: Events initiating obesity-induced adipose tissue
inflammation. Eur. J. Immunol. 45, 2446-2456. https://doi.org/10.1002/€ji.201545502

Windey, K., Preter, V.D., Verbeke, K., 2012. Relevance of protein fermentation to gut
health. Molecular Nutrition & Food Research 56, 184-196.
https://doi.org/10.1002/mnfr.201100542

Xu, J., Lai, K.KK\Y., Verlinsky, A., Lugea, A., French, S.W., Cooper, M.P., Ji, C,,
Tsukamoto, H., 2011. Synergistic steatohepatitis by moderate obesity and alcohol in
mice despite increased adiponectin and p-AMPK. Journal of Hepatology 55, 673—
682. https://doi.org/10.1016/j.jhep.2010.12.034

Zhang, X., Xu, A., Chung, S.K., Cresser, J.H.B., Sweeney, G., Wong, R.L.C., Lin, A,,
Lam, K.S.L., 2011. Selective inactivation of c-Jun NH2-terminal kinase in adipose
tissue protects against diet-induced obesity and improves insulin sensitivity in both
liver and skeletal muscle in mice. Diabetes 60, 486—-495.
https://doi.org/10.2337/db10-0650

Zhu, L., Baker, R.D., Zhu, R., Baker, S.S., 2016. Gut microbiota produce alcohol and
contribute to NAFLD. Gut 65, 1232. https://doi.org/10.1136/gutjnl-2016-311571

Zhu, L., Baker, S.S., Gill, C., Liu, W., Alkhouri, R., Baker, R.D., Gill, S.R., 2013.
Characterization of gut microbiomes in nonalcoholic steatohepatitis (NASH) patients:
a connection between endogenous alcohol and NASH. Hepatology 57, 601-609.
https://doi.org/10.1002/hep.26093



112

4.3 Potencial anti-obesogénico da Moringa oleifera: uma revisao

sistematica

A SER SUBMETIDO AO PERIODICO “Biomedicine & Pharmacotherapy”

hiomedicine....
PHARMACOTHERAPY

Fator de Impacto: 4.545



113

Potencial anti-obesogénico da Moringa oleifera: uma revisao

sistematica

Marilia Kalinne da Silva Torres', Matheus Santos de Sousa Fernandes?, Thiago

Henrique Napoledo', Bruno de Melo Carvalho?, Patricia Maria Guedes Paiva'’

1 Departamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de
Pernambuco, Cidade Universitaria, 50670-420, Recife, Pernambuco, Brasil.

2 Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Neuropsiquiatria e
Ciéncias do Comportamento, Brasil

3 Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brasil

*Autor correspondente. Tel: +558121268540; fax: +558121268576.

Endereco de e-mail: patricia.paiva@ufpe.br

Resumo

A obesidade decorrente do desequilibrio na ingestao calorica e gasto energético tem
contribuido para o aumento da prevaléncia de doencas crbnicas nao transmissiveis,
como diabetes mellitus tipo 2, doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, doenga

cardiaca coronariana e aterosclerose com consequente aumento na taxa de
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mortalidade humana. Este estudo fornece uma visdo critica de estudos
experimentais in vitro e in vivo que avaliaram a eficacia de M. oleifera no controle da
obesidade e nas alteracbes metabdlicas relacionadas. Relatamos os efeitos de
preparacdes de folhas e sementes de M. oleifera em diferentes modelos e os
mecanismos de acao relacionados ao controle da obesidade. No modelo in vitro, M.
oleifera reduziu a absorcao de glicose e lipidios ao inibir a a-glicosidase e as lipases
pancreaticas, respectivamente. M. oleifera também inibiu a diferenciacdo de
adipocitos por meio de diminuicdo da expressdo de PPAR-y, C/EBPa, C/EBPf, além
de induzir apoptose de adipécitos maduros pelo aumento da expressao de BAX e
caspase 3. Em modelo in vivo, preparagcdes de M. oleifera preveniram o ganho de
peso, reduziram os niveis plasmaticos de lipidios, citocinas e adipocinas
inflamatorias, promoveram aumento de sensibilidade a insulina e modularam a
microbiota intestinal de camundongos obesos alimentados com dieta hiperlipidica. A
revisdo explicitou o importante impacto de folhas e sementes de M. oleifera no

tratamento e prevencio da obesidade.

Palavras-chave

Planta; obesidade, inflamacao, antiadipogénico, microbioma intestinal

Introdugao

A obesidade € um dos principais problemas epidémicos que ameagcam a
saude mundial e esta associada ao desenvolvimento de doencas como hipertensao,
doencas cardiovasculares, esteatose hepatica ndo alcodlica, diabetes tipo 2 e
carcinogénese (1-4). Globalmente, estima-se que o sobrepeso e a obesidade
afetem aproximadamente 2,3 bilhdes de pessoas, tanto em paises desenvolvidos
quanto em desenvolvimento (5). As causas da obesidade sao multifatoriais, incluindo
fatores genéticos, hormonais e ambientais (6). Atualmente, o consumo de dietas
ricas em carboidratos e gorduras, bem como a adocdo de um estilo de vida
sedentario resultam em um desequilibrio entre a ingestdo e o gasto de energia e
levam ao acumulo de gordura.

O acumulo de gordura visceral provoca alteragdes nos niveis de liberagao de

adipocinas, decorrentes de disturbios no metabolismo corporal, incluindo o
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desenvolvimento de um estado inflamatdrio subclinico cronico, resisténcia a insulina
e alteracbes cardiovasculares (7,8). Nesse sentido, tratamentos para aumentar a
atividade fisica e reduzir a ingestdo de calorias para prevenir a disfungcdo da
adiposidade visceral sdo sempre recomendados, sendo o tratamento farmacolégico
prescrito como ultimo recurso para pessoas que nao respondem as intervengdes no
estilo de vida. Principalmente dois tipos diferentes de drogas anti-obesogénicas
estdo atualmente disponiveis no mercado (9); o orlistate, que reduz a absor¢ao
intestinal de gordura por meio da inibigdo da atividade da lipase pancreatica (10,11)
e a sibutramina, que € um farmaco anorexigeno ou supressor do apetite (12). Foi
relatado que os dois medicamentos tém efeitos colaterais, incluindo aumento da
pressao arterial, boca seca, constipagéo, cefaleia e insénia (13—15). Sendo assim, a
demanda por medicamentos anti-obesidade naturais tem aumentado nos ultimos
anos.

Moringa oleifera (M. oleifera), pertencente a familia Moringaceae, é uma
planta nativa da india que se encontra distribuida em diversas regides tropicais e
subtropicais do mundo (16). As folhas, flores, frutos, sementes, cascas e raizes da
planta tém sido amplamente utilizadas como alimento e medicamento para
tratamento de diferentes condi¢des patoldgicas (17-19). Preparagdes de M. oleifera
sdo usadas por suas atividades anti-inflamatéria, anti-hipertensiva, diurética,
antimicrobiana, antioxidante, antidiabética, anti-hiperlipidémica, antineoplasica,
antipirética, antiulcera, cardioprotetora e hepatoprotetora (20). Estudos em animais
usando extratos aquosos, alcodlicos ou hidroalcodlicos de M. oleifera demonstraram
potente atividade antioxidante, hipocolesterolémica e antidiabética, melhoraram a
dislipidemia e o ganho de peso corporal e modularam a microbiota intestinal na
obesidade induzida experimentalmente em roedores (21-23). Outros estudos
sugeriram que preparagdes de M. oleifera podem prevenir a obesidade, regulando a
expressao de genes que promovem a proliferacdo e diferenciacdo de adipdcitos
(24,25). Também foi relatado que preparagbes de M. oleifera podem inibir o
crescimento do tecido adiposo, induzindo enzimas que ativam a captagao de glicose
e acidos graxos (25). M. oleifera também reduz a absorgao intestinal de gordura,
demonstrando seu potencial antiadipogénico (26).

A revisdo avaliou estudos experimentais realizados in vitro e in vivo sobre a
eficacia antiobesidade de extratos, fragdes e compostos puros isolados de varias

partes de M. oleifera.
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2. Materiais e métodos

Esta revisao sistematica esta de acordo com os ltens de Relatério Preferidos

para Revisdes Sistematicas e Meta-analises (PRISMA) (27).

2.1 Estratégia de pesquisa

A busca por estudos na literatura cientifica teve inicio em julho de 2020,
utilizando as seguintes bases de dados: PubMed, Science Direct e Biblioteca virtual
de saude (BVS). Os termos utilizados na estratégia de busca foram: Moringa oleifera
e Obesidade. As alteragdes foram feitas para a estratégia de pesquisa, dependendo
do banco de dados usado. Nenhum filtro foi aplicado em relacdgo ao ano de

publicagdo dos estudos.

2.2 Selegao do Estudo

Os artigos foram incluidos se atendessem aos seguintes critérios PICOS
(Populagao: Animais; Intervengao / exposi¢cao: Administracdo de Moringa oleifera,
Resultados: Obesidade; Desenho do Estudo: Estudos em animais) (27). Apds a
remogao das duplicatas, para determinar a elegibilidade para inclusao na reviséo, os
titulos e resumos dos estudos identificados foram avaliados por dois revisores
independentes usando um critério de inclusdo: Texto completo disponivel, artigos
escritos em inglés, modelos animais (in vivo e em vitro), utilizando diferentes formas
de administracdo de Moringa oleifera (folhas, sementes e parte aérea), em
diferentes modelos de inducdo de obesidade. Critérios de exclusdo: criticas,
opinides, cartas, outras linguas, estudos com humanos, que ndo abordassem a

obesidade em seus estudos.
2.3 Extracao de dados
Os artigos selecionados foram submetidos a segunda etapa de analise, na

qual dois outros pesquisadores independentes revisaram os artigos na integra e, por

consenso, excluiram os artigos que nao atendiam aos critérios. Os dados dos artigos
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considerados elegiveis foram extraidos quanto ao autor/ano, caracteristicas da
amostra ou modelo, metodologia e principais resultados encontrados. Para estudos
de revisdo, caso-controle, foram excluidos relatos de casos que nao apresentavam

dados correspondentes ao sujeito avaliado.

2.4 Risco de viés em estudos com animais

O risco individual de viés foi avaliado pelos autores por meio da ferramenta
SYRCLE (28). Em todos os processos descritos acima, quaisquer divergéncias
foram resolvidas por discussao. Entre os critérios que estruturam a avaliagcdo do viés
estdo: (1). A sequéncia de alocagao foi gerada e aplicada adequadamente? (2). A
sequéncia de alocagéao foi gerada e aplicada adequadamente? (3). A sequéncia de
alocagao foi gerada e aplicada adequadamente? (4). A sequéncia de alocacgao foi
gerada e aplicada adequadamente? (5). A sequéncia de alocacao foi gerada e
aplicada adequadamente? (6). A sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada
adequadamente? (7). O avaliador do resultado ficou cego? (8). Os dados de
resultados incompletos foram tratados de forma adequada? (9). Os relatérios do
estudo sao isentos de relatérios de resultados seletivos? (10). O estudo estava
aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de

viés? (Tabela 1).
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Author, year Questions
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Balusamy, 2019 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Elham M, 2018 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Fateheja, 2017 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Ganjayi, 2020 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Ghasi, 2000 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Huang, 2020 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Jaja-Chimedza, 2018 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Joung, 2017 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Kim, 2020 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Lamia Mabrouki, 2020 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Muhammad, 2019 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Oyeleye, 2019 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Shahira, 2020 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Waterman, 2015 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low
Xie, 2018 Unclear Low Unclear Unclear Low Unclear Low Low Low Low

1. Was the allocation sequence adequately generated and applied? 2. Was the allocation sequence adequately generated and applied? 3. Was the
allocation sequence adequately generated and applied? 4. Was the allocation sequence adequately generated and applied? 5. Was the allocation
sequence adequately generated and applied? 6. Was the allocation sequence adequately generated and applied? 7. Was the outcome assessor
blinded? 8. Were incomplete outcome data adequately addressed? 9. Are reports of the study free of selective outcome reporting? 10. Was the study
apparently free of other problems that could result in high risk of bias?
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3. Resultados

3.1. Caracteristicas do estudo

Um total de 127 artigos foi identificado nas bases de dados: Pubmed (17),
Science Direct (95) e BVS (15). A seguir, 111 foram excluidos por ndo apresentarem
resultados sobre obesidade ou serem repeticbes. Em seguida, 15 passaram nos
critérios de selecdo para revisao e extragado de dados (Figura 1). Um dos 15 estudos
avaliados foi realizado no ano de 2000, os demais foram executados nos ultimos 5
anos.

Os estudos selecionados comprovam que extratos brutos, fracbes e
compostos bioativos, principalmente de folhas e sementes, sdo capazes de suprimir
o apetite, reduzir o acumulo de gordura corporal, regular o metabolismo de acidos
graxos e carboidratos, modular a microbiota intestinal, melhorar problemas de figado
gorduroso e adipogénese. De acordo com nossa pesquisa, 4 estudos foram
realizados in vitro, 9 in vivo e 2 in vitro e in vivo. Uma visdo geral das principais

caracteristicas dos 15 estudos incluidos esta resumida nas Tabelas 2 e 3.
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Figure 1. Study flow diagram.
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‘ 17 of records after duplicates removed ‘

‘ 111 of records screened ‘% 95 of records excluded for not meeting the Eligibility criteria ]

15 of full-text articles
assessed for eligibility

15 of studies
included in
qualitative synthesis

[ Included ][ Eligibility ] [ Screening ][ Identification ]




121

3.2. Evidéncia das atividades anti-obesidade de M. oleifera
3.2.1 Modelo In vitro

3.2.1.1 Inibigao de adipogénese e sintese de acido graxo em células 3T3-L1

A adipogénese é uma das principais vias de aumento da massa de tecido
adiposo, por meio do qual os pré-adipocitos amadurecem em adipocitos por meio da
diferenciacao celular. O receptor y ativado por proliferador de peroxissoma (PPARYy)
ativa a expressao de uma série de genes induzidos durante a diferenciacdo dos
adipaocitos, incluindo genes responsaveis pelo acumulo de lipideos e sensibilidade a
insulina (29). De fato, estudos relatam que uma dieta rica em gordura promove a
expansao do tecido adiposo induzida principalmente pela hipertrofia dos adipdcitos
(30). Nesta revisao, seis estudos avaliaram o papel de M. oleifera na adipogénese
em pré-adipdcitos 3T3-L1 (Tabela 2) (24-29). A determinacao do efeito inibitorio da
adipogénese foi avaliada pela quantificagdo do teor de triglicerideos ou glicerol, bem
como pela expresséo de genes ou proteinas associadas a lipogénese e lipdlise.

O tratamento de adipécitos 3T3-L1 com extrato de éter de petroleo da folha de
M. oleifera (25-400 pug / mL) por 24 horas reduziu o teor de triglicerideos, a
expressdao de PPARYy, proteina de ligacdo do potenciador CCAAT- a (CEBPa),
proteina de ligagédo do potenciador CCAAT- (CEBP) e acido graxo sintase (FAS) e
aumentou a expressao da proteina de lipase trigliceridica adiposa (ATGL), lipase
sensivel a horménio (HSL), proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e Acetil-CoA
carboxilase (ACC) (31). O extrato aquoso concentrado de folhas de M. oleifera (50
Mg) reduziu o conteudo de glicerol em adipdcitos 3T3-L1 incubados por 3,5 h (32).
Além disso, este estudo mostrou uma redugcédo na expressao de glicose-6-fosfatase
(G6PD) e fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK) em células de hepatoma de rato
H411E (32). Extrato etandlico de folhas de M. oleifera (100-2000 pg / mL) reduziu a
concentracao de triglicerideos de maneira dose-dependente e inibiu a expressao dos
genes PPARy, CEBPa e FABP4 em adipécitos 3T3-L1 (24). Em outro estudo, quatro
diferentes extratos obtidos das folhas de M. oleifera (80% da fragdo extrato
etandlico-cloroférmio; 80% da fragao extrato etandlico-EtOAc; 80% da fracado extrato
etandlico-hexano e 80% da fragao extrato etandlico-agua) em concentragdes de 25 a
100 pg/mL também reduziram o acumulo de ftriglicerideos nas células 3T3-L1 e

diminuiram a expressdo de PPARy FAS e ACC de maneira dose-dependente (26).
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Astragain, um composto isolado do extrato hidroalcodlico de folhas de M. oleifera,
reduziu o conteudo de triglicerideos e o acumulo de lipideos nos adipécitos 3T3-L1 e
aumentou a liberagédo de glicerol de maneira dose-dependente, bem como regulou
negativamente a expressdo génica de PPAR-Y, CEBP-a, FAS e leptina (25).
Isotiocianato de 4- (a-l-ramnosiloxi) benzil, um composto isolado do extrato de
semente de M. oleifera (100 ug / mL), reduziu o acumulo de lipideos em adipécitos
3T3-L1 (33).

3.2.1.2 Inibicao de enzima digestiva

A deteccdo da atividade inibitéria de enzimas digestivas por compostos
naturais € um alvo para o tratamento da obesidade. Apenas um estudo avaliou a
atividade inibitéria de M. oleifera sobre as enzimas a-glicosidase e lipase
pancreatica. Neste estudo, quatro fragdes etandlicas das folhas de M. oleifera
inibiram a atividade das enzimas a-glicosidase e lipase pancreatica na concentragao
de 2,5 mg/mL e 0,1 mg/mL, respectivamente (26). Atualmente, o unico medicamento
aprovado para o tratamento da obesidade que atua inibindo a atividade das lipases
gastricas e pancreaticas é o Orlistate. Pela acédo do Orlistate sobre as lipases, mais
de 30% das gorduras ingeridas nos alimentos passam pelo trato digestivo sem
serem digeridas ou absorvidas (34). Dessa forma, o corpo ndo pode transformar
essas calorias em excesso em tecido adiposo de reserva. As preparacdes de M.
oleifera, além do efeito inibitdrio sobre as lipases, também inibiram as a-glicosidases

e, somadas a isso, apresentaram ag¢ao antiadipogénica (26).
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Extract / Fraction /

In vitro (enzyme

Author Part used Phytochemical Dose inhibition / cell line) Activity
1 BAX; | BCL2; 1 Caspase 3; |
3T3-L1 Pre- Accumulation  of triglyceride
Balusamy et al., 2019 Leaves Ethanolic extract / isoquercetin 100-2000 pg/mL adipocvte content; 1 Apoptosis in
pocy adipocyte cells
| Triglycerides content and lipid
. . 3T3-L1 accumulation,Leptina;
Muni Swamy et al.,, 2020 Leaves Astragalin 5-30 mg/mL Preadipocytes. 1 Glycerol release, adiponectin
| PPAR-Y, C/EBP-q, FAS.
3T3-L1 1 Production of glycerol in
Isothiocyanate-rich aqueous ) preadipocytes and adipocytes;
Waterman et al.,, 2015 Leaves extract 10-100 ug H4IIE rat hepatoma | Glucose expression of G6P
cells and PEPCK
| triglyceride content
. i . 1 HSL, AMPK and ACC
Xie et al., 2018 Leaves Petroleum ether extract 25-400 pg/mL 3T3-L1 Preadipocyte | PPARy, C/EBPa, C/EBPB,
FAS
3T3-L1
Huang et al., 2020 Seeds Isothiocyanate 100 pg/mL Preadipocytes. | Lipid accumulation
Ethanolic extract-chloroform Inhibition enzvmes o
fraction; Ethanolic extract-EtOAc Enzyme \vcosidase  an dy ancreatic
Kim et al., 2020 Leaves fraction; Ethanolic extract-hexane ~ 25t0 100 yg/mL  inhibition / 3T3-L1 ~ JY P

fraction
Ethanolic extract-water fraction

Preadipocytes

lipase; | Triglycerides; | PPARy
FAS and ACC

ATGL, Adipose triglyceride lipase; BAX, BCL-2-associated protein X; BCL2, B-cell lymphoma protein 2; PEPCK, Phosphoenolpyruvate carboxykinase;
C/EBP-a, CCAAT enhancer binding protein-a; PPAR-Y', peroxisome; proliferator-activated receptor-y; FAS, fatty acid synthase, HSL, hormone-sensitive
lipase; AMPK, AMP-activated protein kinase; ACC, Acetyl-CoA carboxylase; G6P, glucose-6-phosphatase.
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3.2.2 Modelo Animal

3.2.2.1 Efeitos de M. oleifera no acumulo de lipidios, inflamacgao e sensibilidade

a insulina em modelos animais de obesidade

O potencial anti-obesogénico de M. oleifera foi estudado in vivo usando
modelos de obesidade induzida por dieta em animais (Tabela 3). A administragédo
oral por 30 dias (1 mg/g de peso corporal) do extrato aquoso de folhas de M. oleifera
diminuiu os niveis de colesterol sérico, hepatico e renal em ratos Wistar machos
obesos induzidos por dieta hiperlipidica (HFD) (35). O extrato aquoso de folhas de
M. oleifera na dose de 200 mg/kg de peso corporal administrado por via oral por 3
meses reduziu o peso, colesterol no sangue, triglicerideos, LDL e melhorou HDL em
camundongos Swiss jovens obesos induzidos por HFD de ambos os sexos (36). A
dieta com alto teor de gordura (VHFD) suplementada com 5% de extrato aquoso de
folhas rico em isotiocianato por 12 semanas diminuiu o peso corporal, a massa de
gordura corporal, os perfis lipidicos e regulou negativamente a atividade de FAS,
SREBP1c e FSP27 em camundongos C57BL/6J (32). Neste estudo, também foi
demonstrado que M. oleifera reduziu os niveis plasmaticos de insulina, leptina,
resistina e niveis de glicose no sangue, e os efeitos foram associados a redugao nos
marcadores inflamatérios, IL-1B, TNFa, IL-6 e aumento nas proteinas associadas a
via de sinalizagao da insulina, IRS-1p, IRS-1 PI-3K, Akt1p, Akt2p e GLUT4 no figado
e musculo (32). O extrato fermentado de folhas de M. oleifera administrado na dose
de 250 mg/kg de peso corporal por via oral por 10 semanas nao alterou o peso
corporal, porém reduziu o peso do figado e a adiposidade hepatica, MCP1, TNFa,
IL-6, IL-12 e IL- 1B, melhorou a tolerancia a glicose e promoveu regulagdo negativa
da expressao de CD36, ACOX1, ATGL, HSL, LPL ACC, FAS, SREBP1c, C/EBPaq,
PPARY, CPT1, PPARaq, BiP, PDI, CHOP, UCP2 e UCP3 (37). A suplementagao de
extrato de semente de M. oleifera contendo 47% de 4-[(a-L-rhamnosiloxi) benzil]
isotiocianato (MIC-1) na dieta hiperlipidica de camundongos machos C57BL/6J por
12 semanas diminuiu a adiposidade, melhorou a tolerancia a glicose, reduziu a
expressao de genes inflamatoérios e aumentou a expresséo de iINOS (23).

O extrato de éter de petrdleo das folhas de M. oleifera (MOPPE) (0,5 g/kg de
peso corporal) reduziu efetivamente o peso corporal, peso relativo da gordura

epididimal, perirrenal e mesentérica e tamanho do tecido adiposo e acumulo de
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gordura hepatica em camundongos HFD (31). Além disso, MOPPE reduziu
significativamente os niveis séricos de colesterol total, colesterol de lipoproteina de
baixa densidade (LDL-C) e aspartato aminotransferase (AST), regulou
negativamente a expressao de proteinas associadas a adipogénese (PPARy e FAS),
regulou positivamente a expressao de uma proteina associada a lipdlise [lipase de
triglicerideo adiposo (ATGL)] no tecido adiposo hepatico e epididimal e aumentou
significativamente o grau de fosforilacdo de AMPKa e ACC no tecido adiposo
hepatico e epididimal (31). O extrato metandlico de folhas de M. oleifera na dose de
200 mg/kg e 400 mg/kg de peso corporal administrado por via oral a ratos obesos
por 12 semanas levou a diminuigdo no ganho de peso corporal, colesterol total e
triglicerideos e aumentou os niveis de HDL-C; além disso, equilibrou o estado
antioxidante e restaurou a estrutura histologica normal do coragdo (38). A
administracao de cubos de gelatina contendo 400 mg/kg de peso corporal de extrato
metanoldlico de folhas de M. oleifera em ratas Sprague Dawley com obesidade
induzida por frutose levou a redugdo no acumulo de lipidios hepaticos (39).

Estudo com camundongos Swiss machos com obesidade induzida por HFD
tratados com uma dose de 400 mg/kg de peso corporal por 1 més com extrato
etandlico de folhas de M. oleifera revelou efeito proeminente na redugcdo do peso
corporal e indice de adiposidade, redugcao nos niveis de glicose, insulina, HOMA-IR
e leptina e vaspina no tecido, aumento da expressao de adiponectina, omentina,
GLUT-4 e mRNA de MC4R e PPAR-a e que FAS e HMG-CoA redutase foram
significativamente suprimidos (22). Em outro estudo, o extrato etandlico das partes
aéreas de M. oleifera foi administrado por via oral na dose de 600 mg/kg de peso
corporal em ratas Wistar fémeas com dieta rica em colesterol (DCH) por 12
semanas. Os resultados mostraram que o extrato regulou negativamente a
expressdo do mRNA de leptina e resistina, enquanto regulou positivamente a
expressao do gene da adiponectina; o que refletiu na reducdo do peso corporal e
melhora do indice aterogénico e do indice da artéria coronaria, bem como do nivel
de glicose e da resisténcia a insulina (21). Ratos Wistar machos adultos alimentados
com suplementagcdo de HCD com 2 e 4% de folhas de rabano e sementes de M.
oleifera diminuiram as atividades da enzima conversora de angiotensina-l (ACE) e

arginase, colesterol, triglicerideos e LDL-C e aumentaram os niveis de HDL-C (40).

3.2.2.2 Efeito de M. oleifera na regulagao da microbiota intestinal
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Em resposta a uma dieta com alto teor de gordura, varios estudos mostraram
mudancas importantes na composicao da microbiota intestinal que foram
correlacionadas com mudancas na funcdo da barreira intestinal, resposta
inflamatdria aumentada e o desenvolvimento de resisténcia a insulina. Nesse
sentido, apenas dois estudos incluidos nesta revisdo avaliaram os efeitos de M.
oleifera na modulagdo da microbiota intestinal em camundongos obesos induzidos
por HFD. O extrato da semente de M. oleifera enriquecido com isotiocianatos de
moringa (MIC) reduziu o peso corporal, adiposidade e aumentou a tolerancia a
glicose, e foi detectado uma abundancia relativa proeminentemente menor de
Actinobacteria e Bacteroidetes e maior abundancia de Proteobacteria (23). No outro
estudo, mostrou que camundongos Swiss obesos induzidos por HFD tratados por
trés meses com o extrato aquoso da folha de M. oleifera, apresentaram reducéo no
peso corporal, niveis de colesterol, triglicerideos, LDL-c e HDL-c, diminuicdo nas

concentracdes de Lactobacillus e aumento de Bifidobactérias do intestino (36).
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. In vivo
Author Part used E)l(:;']act/ Frac_t fon / Dose / tre_atment (experimental Activity
ytochemical duration
model)
1wr<:ig/f?/bc?rcail{ HFD-induced obese | serum, liver, and kidne
Ghasi et al., 2000 Leaves Aqueous extract eign /¢ male Wistar rats / ’ g y
administration for D : cholesterol levels;
oes not inform old
30 days.
| Body weight; <-> food
consumption; ! Fat
accumulation and 1 lean mass; |
Blood glucose levels in OGTT; |
livers weighed and levels of
lipids; | Blood plasma levels of
insulin, leptin, resistin, IL-1,
VHFD IRS-1 PL3K, Aktlp and AktZp i
-1 PI-3K, p an pin
s“pv‘;:;]”;eo/:ted VHFD-induced 'Ver and IRS-1p, IRS-1, IRS-2,
Isothiocyanate-rich aqueous i obese male IR, Akt1 and GLUT4 in muscle;
Waterman et al., 2015 Leaves y q moringa ; | gene expression of TNFa, IL-
extract concentrate (MC, ~ CS7BL/BJ mice /5 ¢ % 157 "1 iver and lleum
delivering 66 weeks old tissue; | gene expression of
mg/kg/d of MICs) TNFa and 1 adiponectin in
/12 weeks. adipose  tissue; 1  gene
expression of PRDM16, ADRB3,
PGC-1a, but | expression of
UCP1 in the Inguinal adipose
tissues; | gene expression of
GcK, protein levels of FAS.
SREBP1c, and FSP27 and 1
levels of ATGL.
250 mg/kg body <-> Body weight; | liver weight;
weight in 150 pL HFD-induce obese 1 gucose tolerance
Joung et al., 2017 Leaves Fermented extract distilled water/  male C57BL/6J mice | hepatic adiposity; | CD36,

oral
administration for

| 4 weeks old

ACOX1, ATGL, HSL, LPL ACC,
FAS, SREBP1c C/EBPa,
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10 weeks

PPARY, CPT1, PPARa, BiP,
PDI, CHOP, UCP2 and UCP3; 1
AMPK and pAMPK; <-> TRB3,;
| MCP1, TNFa, IL-6, L-12 and
IL-1B

200 mg/Kg body

HFD-induced obese

l Body weight, blood
cholesterol, triglycerides, LDLc.,

weight / ng Swiss albino <> IL-6;
Elabd et al., 2018 Leaves Aqueous extract administered young Swiss albino :
orally for 3 mice of either sex /" 1 HDLc
months. Does notinformold | Lactobacillus
1 Bifidobacteria
| Body weight, adiposity and
. VHFD iNOS); 1 glucose tolerance and
Z'g’:t;oli'lf]‘;h:;'; ecj‘ft:f‘scgﬁ:\r"nzif supplemented VHFD-induced  NQO1; <-> IL-1B, IL-6 and TNF-
Jaja-Chimedza et al., 2018 Seed bioactive compound with 0.25% MIC-1 obese C57BL/6J a;
MIC-1 P ’ (0.54% mice / 5weeks old | bacterial a diversity;
MSE) / 12 weeks | Actinobacteria,
|Bacteroidetes; 1 Proteobacteria
l Body  weight, relative
epididymal, perirenal, and
0,125 glkg; 0,25 mesenteric fat weight and fat
’ o . tissue size, and hepatic fat
g/kg, 0,5 glkg HFD- induce obese accumulation; | serum levels of
Xie et al., 2018 Leaves Petroleum ether extract body weight /oral male C57BL/6J mice holesterol LbL-C and AST: <->
gavage for 14 | 7 weeks old cholesterol, ) . ’
weeks serum level of t.rlglycerldes and
HDL-C; | proteins PPARy and
FAS; 1t ATGL; t AMPKa and
ACC
| body weight gain, feed
200 mg/kg/bw efficiency ratio levels,
and 400 mg/kg HFD-induced obesity cholesterol, triglycerides, CK-
. . body weight / . MB, AST, ALT; 1 HDL-C;
Mabrouki et al., 2020 Leaves Methanolic extract orally male Wlstt;ra]r rladts / 3- TBARS, GPx, CAT, SOD.
administrated for month-o cardiac TSH; | inflammatory cell
12 weeks collections and absence of
necrosis areas in the heart.
Muhammad et al., 2019 Leaves Methanolic extract Gelatine cubes fructose-induced | Hepatic lipid stores;

with 400 mg/kg

obesity female
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body weight / Sprague Dawley rats <-> Insulin; HOMA-IR index,

orally / 51-day-old plasma creatinine, triglyceride,
administrated for body mass gain, linear growth
10 weeks. (tibia and femur length) body
mass index and waist

circumference.

| weight and adiposity index;
200 and 400 glucose, insulin, HOMA-IR and
R-QUICKI;

mg/kg body HFD induced obesity X i
| Leptin and vaspin; FAS and

Ezzat et al., 2020 Leaves Ethanol extract weight / oral male albino rats /
gavage for 1 Does not inform age HMG'QOA rec?uctase _
month 1 Adiponectin, omentin and

GLUT-4, MC4R and PPAR-a
expression.

| Body weight, atherogenic
index and cardiac risk index,

600 mg/kg body |\~ e obesity  glucose level, insulin, HOMA-IR,

Metwally et al., 2017 Aerial Ethanolic extract wel_ght [ orally female Wistar rats/ AST, ALT; <-> creatinine and
parts administered for 90 davs of age it O E . £
12 weeks y g urea nitrogen; | Expression o
leptin, resistin genes and 1
adiponectin;
HCD + 2% or 4% | ACE and Arginase activitys;
Seeds ;f/e%fzg 'Tei? /“; Adult male Wistar | Cholesterol, LDL-C,
Oyeleye et al., 2019 and Does not report ? orarly rats fed with HCD /  Triglycerides;
leaves administered for Does not inform age 1 HDL-C; o
14 days | Atherogenic index

HCD, high-cholesterol diet; HFD, hight fat diet; VHFD, very-high-fat diet; MIC-1, 4-[(a-L-rhamnosyloxy) benzyl] isothiocyanate; MSE, moringa seed extract;
MC. Moringa concentrate; NQO1, quinone oxidoreductase; nitric oxide synthase (iNOS), IL-1B , interleukins-1B; IL-6, interleukins-6; TNF-a, tumor necrosis
factor-a; NF-kB , nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; ATGL, Adipose triglyceride lipase; HSL, hormone-sensitive lipase; LDL-C,
low-density lipoprotein cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; AST, alanine aminotransferase; C/EBPs, CCAAT/enhancer-binding proteins;
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy); SREBP1, sterol regulatory element-binding protein; FAS, Fatty acid synthase; ACC, acetyl-CoA
carboxylase; OGTT, oral glucose tolerance test; GLUT4, glucose transporter type 4; ADRB3, beta-3 adrenergic receptor; Akt1 p, phosphAkt1(Ser473); Akt1,
RAC-alpha serine/threonine-protein kinase); Akt2, RAC-beta serine/threonine-protein kinase; IRS-1, insulin receptor substrate 1; PRDM16, PR domain
containing 16; PGC-1a, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1- alpha; UCP1, uncoupling protein 1; FSP27, cell death-inducing
DFFA-like effector c; GeK, glucokinase; ACE, angiotensin-l converting enzyme.
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4. Discussao

Na sociedade moderna, o aumento do consumo de alimentos ricos em
gordura esta diretamente associado a alta prevaléncia de obesidade, que se
constitui em um problema de saude publica e social de extrema importancia na
maioria dos paises. O uso de compostos naturais € uma alternativa terapéutica para
a prevencgao e/ou tratamento de disturbios metabdlicos relacionados a obesidade.
Em particular, o presente estudo resumiu as evidéncias mais precisas das agdes de
M. oleifera como agente para o tratamento da obesidade. Os dados coletados
mostram que o uso de diferentes partes de M. oleifera, principalmente extratos de
folhas e sementes, € uma estratégia promissora no tratamento de disturbios
metabdlicos associados a obesidade, uma vez que apresentam importante acao
antiadipogénica, anti-inflamatéria, hipolipémica e hipoglicémica, melhoram a
sensibilidade a insulina e modulam a microbiota intestinal.

Controlar o numero e o tamanho dos adipécitos para promover a perda de
peso é uma estratégia promissora e nesse sentido alguns estudos identificaram os
mecanismos de agao de M. oleifera sobre a adipogénese. A diferenciacao de
adipdcitos requer a acao sinérgica de multiplos fatores de transcricao adipogénicos,
como a familia CCAAT / proteina de ligacao de intensificador (C / EBP), C/EBPf e
C/EBP® sado expressas na fase inicial de diferenciagdo e, subsequentemente,
induzem a transcricdo de peroxissoma-proliferador receptores gama (PPARYy) e
C/EBPa (Farmer, 2006). Extratos etandlicos e compostos bioativos de folhas
(astragalina / isoquercetina / isotiocianato) e sementes (isotiocianato) de M. oleifera
inibiram a adipogénese por reduzirem a expressdao de PPARy, C/EBPa e C/EBPf
(24,26,31). Além disso, regularam positivamente a expressdo dos genes BAX e
caspase-3, induzindo assim a apoptose de adipdcitos maduros (24).

Outro mecanismo pelo qual as preparagbes de Moringa oleifera podem
proteger contra a obesidade é através da regulacdo do metabolismo lipidico. Na
verdade, a obesidade esta sempre ligada a niveis elevados de lipidios e a
modulagéo do metabolismo lipidico € um foco da sindrome metabdlica (41). Extratos
etandlicos das folhas de M. oleifera inibiram as enzimas a-glicosidase e lipase
pancreatica, limitando a absor¢ao de glicose e lipidios necessarios ao organismo
(26). Portanto, essas preparagbes podem contribuir para a prevengao do excesso de

peso. Além disso, preparagdes de M. oleifera reduziram os niveis plasmaticos de
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triglicerideos, colesterol total e LDL-C, bem como minimizaram o acumulo de
lipideos nos adipdcitos e no figado em modelos murinos alimentados com HFD
(21,22,32,35-37,39,40). Um perfil lipidico alterado associado a ratos alimentados
com HFD causa dislipidemia junto com niveis elevados de acidos graxos saturados
(SFA) e glicose. Niveis aumentados de SFA podem afetar adversamente a
sinalizagao da insulina, diminuir a captagcao muscular de glicose, amplificar a sintese
de TG e induzir a gliconeogénese no figado (42). Todos esses fatores podem
contribuir para a hiperglicemia, considerada uma sequela comum da obesidade (43).

A obesidade também esta associada a ativagao crénica das vias inflamatérias
em adipécitos e macréfagos que residem ou infiltram o tecido adiposo. Em resposta
aos sinais inflamatdrios, os adipdcitos induzem a expressao e secreg¢ao de varias
proteinas de fase aguda e mediadores da inflamacéo, incluindo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), interleucinas,
tais como IL-1B, IL-6, IL-8 e potenciais moduladores inflamatdrios, como leptina,
adiponectina e resistina (44). O fator nuclear kappa-B (NF-kB) tem papel central na
regulagdo das vias inflamatérias em varios tipos de células (45,46). A ativagao do
NF-kB resulta na inducdo de moléculas de adesdo endotelial, como VCAM-1 e
ICAM-1, que participam do recrutamento de leucdcitos para lesbes inflamatorias
(47). Diferentes preparagdes de folhas e sementes de M. oleifera melhoraram a
sensibilidade a insulina em um modelo experimental de obesidade, devido a reducéo
das citocinas pré-inflamatérias e modulagdo dos niveis de adipocinas (21—
23,32,37,39).

Além de induzir a perda de peso, controlar os niveis de lipidios e glicose
plasmatica, reduzir marcadores inflamatérios e melhorar a sensibilidade a insulina,
M. oleifera parece modular a microbiota intestinal de camundongos obesos (23,36).
O desenvolvimento de obesidade em resposta a HFD tem sido fortemente
correlacionado com mudangas na composi¢cao da comunidade microbiana intestinal
que foram correlacionadas com mudancas na fung¢ao de barreira intestinal, aumento
da resposta inflamatéria e desenvolvimento de resisténcia a insulina (48). Nessa
revisdo, apenas dois estudos avaliaram os efeitos de preparacbes de M. oleifera
sobre a microbiota intestinal. Mais estudos sdo necessarios para mostrar a relagao
benéfica do uso de M. oleifera na microbiota intestinal em modelos de obesidade.

Esta revisdo apresentou o potencial terapéutico de M. oleifera na reducao da

obesidade. No entanto, estudos clinicos em humanos sdo necessarios para
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comprovar os efeitos benéficos de M. oleifera nos disturbios metabdlicos associados

a obesidade.
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5 CONCLUSAO

e Preparagbes obtidas de semente de M. oleifera apresentaram acao
antibacteriana in vitro frente a 3 espécies que podem estar associadas ao
quadro de sepse;

e Em um modelo in vivo de sepse polimicrobiana a FR60 normalizou os niveis
glicémicos, reduziu citocinas inflamatérias e melhorou a sensibilidade a
insulina, sugerindo seu potencial uso no controle glicémico e na melhora do
quadro de resisténcia a insulina induzido pela sepse;

e Ext-10%, FR60 e WSMolL reduziram significativamente os niveis séricos de
TNF-a e INF-y e modularam os niveis de metabdlitos fecais em camundongos
obesos;

e Ext-10% e FR60 reduziram consideravelmente o acumulo de gordura
hepatica, a hipertrofia de adipdcitos e infiltrado inflamatorio em tecido adiposo
de camundongos obesos;

e FR60 melhorou a tolerancia a glicose em camundongos obesos alimentados
com alto teor de gordura.

e O trabalho de revisao produzido revelou que folhas e sementes de M. oleifera

tem potencial uso no tratamento e preveng¢ao da obesidade.
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Abstract

Background: Moringa oleifera seeds, which are used for water darification, contain a lectin named W SMoL which has shown
in vitro antibacterial and immunomedulatory activity. Due to their nutritional value and therapeutic potential, the leaves
and seeds of this tree are eaten in some communities. Some plant lectins are non-toxic to mammals, but others have been
reported to be harmful when ingested or administered by other means.

Objective: As one of the steps needed to define the safety of WSMoL, we evaluated possible cardiotoxic effects of this
purified protein.

Methods: WSMoL was administered for 21 consecutive days to mice by gavage. Hectrophysiological, mechanical, and
metabolic cardiac functions were investigated by in vivo and ex vivo electrocardiographic recordings, nuclear magnetic
resonance, and high-resolution respirometry.

Resuts: The treatment with WSMcL did not induce changes in blood glucose levels or body weight in comparison with
contral group. Moreover, the heart weight/body weight and heart weight/tibia length ratios were similar in beth groups. Lectin
ingestion also did not modify glucese tolerance or insulin resistance. No alterations were observed in electrocardiographic
parameters or cardiac action potential duration. The heart of mice from the control and WSMoL groups showed preserved left
ventricular function. Furthermore, WSMoL did net induce changes in mitochondrial function (in all cases, p > 0.05).

Condusions: The administration of WSMolL demonstrated a cardiac safety profile. These results contribute to the safety
ewaluation of using M. oleifera seeds to treat water, since this lectin is present in the preparation employed by some
populations to this end. (Arq Bras Cardiol. 2020; 114(6):1029-1037)

Keywords: Moringa Oleifera (WSMoL), Lectins, Glycosides; Carbohydrates; Heart; Water Security; Mice.

macrophages, ' and it wasable to activate human lymphocytes
from peripheral blood mononuclear cell cultures, showing
an immunomodulaory effect.2 It has also been proven that
WS\ oL is one of the coagulant proteins found in M. olefera
seeds™" and it is able to reduce the turbidity and ecotoxicity
of waer samples collected from a polluted stream ™

It is well demondrated that many antibiotics and some
classes of anti-inflammatory drugs are usually associated with
cardiotoxic effects’s'® The injuriousevents of these drugsin the
cardiovastular system include the occurrence of heart falure
withsystolic ventricular dysfunction, arhythmias, and myocardia
ischemia 7 Claesicaly, asaconsequence of cardiotoxicity, changes
on the electrocardiogam (ECG) can be observed, such & QT
interva prolongation, which has been observed in patientsw ho
have used severa classesof antimicrobials, includingmacrolides
and fluoroguinolones. ™ Among macrolides, intravenous

Introduction

Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) is a tree tha is
native to the south Himalaya regon, widely cultivated on
Asiaand throughout the tropicsmainly due to its use for w ater
clarification. It has been employed in traditiona medicine, as
well asin food, cosmetic, and phamaceutical indusries,
and it is dso used to treat different diseases such as cancer
and chronic and infectious diseases 2+

Awater-soluble lectin isolated from the seedsof M. oleiffera
(WSM oL) hasshow ninsecticidal activity,*” and in vitro gudies
demondirated its antibacterial activity againg corrosive and
pathogenic bacteria ®'? W3SM oL demonsrated in vitro anti-
inflammatory activity on lipopolysaccharide-stim ulated murine
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administration of erythromycin presents the greatest risk.
It increases the QT interva, and fata arrhythmias have been
reported when it w as used aone or in combination with other
QT-prolonging drugs™ Thus, protection of cardiac function is
currenfly a condant challenge for the pharmaceufical indusiry,
regulatory authorities, and physicians facing adverse clinical
reacionsto varioustherapeutic agentsin clinical practice.
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WSMol has emerged as a potential antibacterial drug
and as an immunomodulatory agent. Some plant lectins are
non-toxic to mammals,*"** but others have been reported to
be harmful when ingested or administered by other means,
such as intraperitoneal injection.” Thus, as one of the steps
needed to define the safety of WSMol, this study evaluated
this protein’s possible cardiotoxic effects.

Methods

Plant material and lectin isolation

Moringa oleifera seeds were collected in Recife
(Pernambuco, Brazil) with the authorization (no. 38690) of the
Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBio,
acronym in Portuguese) and stored at —20 2C. Asample of the
collected material was stored as a voucher specimen (number
73345) at the Ddrdano de Andrade Lima herbarium of the
Agronomy Institute of Pernambuco. The access was recorded
(AGCABA4C) in the National System For The Management
Of Genetic Heritage And Associated Traditional Knowledge
(5isGen, acronym in Portuguese).

WSMol was isolated from seed powder according to
the protocol previously described by Coelho et al.” Briefly,
proteins were extracted in distilled water, and, after filtration
and centrifugation, the extract was treated with ammonium
sulfate at 60% saturation* for 4 h at 28 “C. After another
centrifugation, the precipitate was resuspended in water and
dialyzed for 8 h against distilled water (4 h) and 0.15 M NaCl
(4 h). The dialyzed fraction (100 mg of proteins) was loaded
onto a chitin column equilibrated with 0.15 M NaCl (20 mL/h
flow rate) and WSMoL was eluted with 1.0 M acetic acid.
The isolated lectin was dialyzed against distilled water with three
liquid changes for eluent elimination. Carbohydrate-binding
activity of the lectin was monitored during the purification
process by the hemagglutinating activity assay according to the
method described by Paiva and Coelho.

Animals

Adult male C37BL/6 mice were used and maintained at
the Carlos Chagas Filho Biophysics Institute (IBCCF, acronym
in Portuguese) of the Federal Universily of Rio de Janeiro
(UFRJ, acronym in Portuguese) under controlled conditions of
constant temperature (23 °C), in a standard light/dark cycle of
12h/12h with free access to food and water. All experiments
were performed in accordance with the Ethical Principles in
Animal Research adopted by the Brazilian College of Animal
Experimentation, and the the applied protocols received
approval from the Committee on Ethics in Animal Research of
UFRJ, under protocol number DFBCICBO41. The mice were
used for experiments for 21 days.

Experimental conditions

The animals were separated into two experimental groups:
CNTRL (control group) and WSMol (animals treated with
WSMol). Several studies by our group have extensively
performed experiments with WSMol using concentrations
ranging from 10 pg/ml to 0.2 mg/ml* " in order to lest several
biological effects of WSMoL. In the present study, in order
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to test its cardiotoxicity of this purified protein, a 10 times
higher concentration of WSMol was used. Thus, the animals
of the WSMol. group were treated with the lectin (purified
protein) via gavage, at a concentration of 5 mg/kg body weight
{equivalent to 2 mg/ml) for 21 days. The animals in the CNTRL
group were treated with milli-Q water via gavage for 21 days.

Cardiac hypertrophy

In order to evaluate the existence of possible cardiac
hypertrophy, the mice's hearts were weighed, and data were
normalized by calculating the heart weight/body weight
(HW/BW) and heart weight/tibia length (HW/TL) ratios.***
After weighing, the animals were euthanized by cervical
dislocation. Subsequently, the hearts were extracted, washed
with phosphate buffered saline (PBS), dried to remove liquid
excess, and weighed. The length of the tibia was measured
with a caliper,

Fasting glucose, intraperitoneal glucose tolerance test, and
intraperitoneal insulin tolerance test

Fasting blood glucose (FBG) concentrations were
determined from tail vein blood using an automated
glucometer (Contour™ TS Bayer). For intraperitoneal glucose
tolerance test (IPGTT) and intraperitoneal insulin tolerance
test (IPITT), mice were fasted for 6 h and 4 h, respectively.
After the fasting period, animals received intraperitoneally 2
g/kg of glucose for IPGTT or 0.5 1U/kg of insulin for IPITT,*
and FBG levels were monitored 0, 15, 30, 60, 120 min after
injection from a tail snip. The area under the curve (AUC)
was calculated using all the time points, discounting baseline
glucose values from each animal.

Electrocardiography and echocardiography

In order to assess the cardiac electrical activity in vivo,
an electrocardiogram (ECC) recording was carried out in
conscious animals using a noninvasive method,” namely, two
subcutaneous electrodes were implanted under isoflurane
anesthesia in the right and left forepaws, corresponding to
ECG lead 1. At the time of registration, the electrodes were
connected by flexible cables to a homemade DC-coupled
differential amplifier (kindly provided by Dr. Ariel Escobar,
University of California, Merced, USA) using a 500 Hz
low-pass filter and an acquisition frequency of 1 kHz.
The signal was digitized using Digidata 1440A (Axon
Instruments, San José, CA, USA) and recorded using a
Labview-based acquisition program (National Instruments,
Austin, TX, USA). The durations of the following intervals
were analyzed: PR, RR, QRS, and Q).

Cardiac function was evaluated by in vivo echocardiography
{ECHO) using the Vevo 770 High-Resolution Imaging System
(VisualSonics, Toronto, Canada) coupled to a 30 MHz
transductor, under isoflurane anesthesia. Images were acquired
in bidimensional mode and analyzed by a blinded investigator.
Left ventricular end-diastolic volume, end-systolic valume,
ejection fraction, and fractional area change were calculated
using Simpson’s method. In brief, these parameters of cardiac
function were evaluated in a long parasternal axis view and four
high-temporal resolution B-mode short-axis images, taken at
different ventricular levels, as described previously.
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Action potential

In order to perform intact cardiac action potential (AP)
records, a Langendorif retrograde perfusion system was used
to maintain the hearts functional ex vivo for hours, as previously
described.** To avoid tissue damage by the formation of
blood clots, animals were injected intraperitoneally with Na*-
heparin 15 min before euthanization by cervical dislocation.
Hearts were rapidly removed, cannulated by the aorta, and
perfused continuously with an oxygenated Tyrode solution
containing the following, {in mM}: NaCl 140, KCI 5.3,
CaCl, 2, MgCl, 1, NaPO4H2 0.33, HEPES 10, and glucose
10. The pH was calibrated to 7.4 with NaOH at 32 2C,
To decrease mechanical contraction, the hearts were
perfused with Tyrode containing 4 mM of Blebbistatin
(Selleckchem, Houston, TX, USA),

To record electrical signals, borosilicate glass (10-40
MQ) microelectrodes were used. These microelectrodes
were filled with 3 M KCl solution and inserted into a holder
(MEHTSF12, World Precision Instrument [WPI1], Sarasota, FL,
USA) embedded in a micromanipulator (MM33 links, WPI)
connected to the input of a pre-amplifier (Electro 705, WPI),
The microelectrodes were placed on the surface of the left
ventricle and the reading of the microelectrode was set to zero,
Amplified signals were digitalized (NI USB 6281, National
Instrument) and analyzed with a homemade program in
LabView (kindly developed and provided by Dr. Ariel Escobar,
University of California, Merced, CA, USA).

The parameters analyzed were action potential duration (APD)
at 30% and 90% repolarization (APD, and APD, , respectively).

Isolation of mice heart mitochondria

Isolation of mitochondria from the hearts was adapted
from the protocol described by Affourtit et al.** with minor
modifications. The hearts were rapidly dissected and rinsed in
ice-cold Chappell-Perry (CP) buffer containing the following
(in mM): KCI 100, Tris-HCI 50, EGTA 2 at pH 7.2). The hearts
were weighed, minced with razor blades and washed 4 to
5 times with CP buffer. The tissue was subsequently incubated
for 5 min with CP buffer supplemented with 0.5% albumin,
5 mM MgCl2, 1 mM ATP and 125 U/100 mL protease type
VIII, at a proportion of 1 mL/T00 mg of tissue. The hearts
were then homogenized (Ultra-turrax homogenizer [IKA®,
Campinas, 5P, Brazill, low setting, 3 5, 3 times) and the resultant
homogenate was centrifuged. The supernatant was centrifuged
and the pellet was washed and resuspended into ice-cold CP
buffer and finally centrifuged. The final mitochondrial pellet
was resuspended into a small volume of CP buffer. The protein
dosage of the obtained preparation was performed by the
method described by Lowry et al.*. The isolated mitochondrial
preparations were subjected to high resolution respirometry
to measure the fluxes of oxygen consumption.

High resolution respirometry

For the analyses of the oxygen consumption, isolated
mitochondria were used. The experiments were performed
on a high-resolution O2k-respirometer (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria, EU) at 37°C with mitochondrial respiration
media (MIRD5) containing the following (in mM): EGTA 0.5,

MgCIz.'i, K-MES 60, taurine 20, KH,PO, 20, HEPES 20, sucrose
110 and 1 gL fal free BSA al pH 7.7, The protocol used to
evaluate mitochondrial function was adapted from Pesta and
Gnaiger,” consisting of sequential addition of multiple substrates
and inhibitors, namely, the following: 5 mM pyruvate, 2.5 mM
malate, 10 mM glutamate, 100 uM adenosine 5'-diphosphate
(ADP), 1 mM ADB 10 mM succinate, 0.2 pg/ml oligomycin, and
2 uM antimycin A. Respiratory control ratio (RCR) was calculated
by the oxygen flux after addition of succinate in the presence
of ADP, divided by the flux after oligomycin. The maximal
phosphorylative capacity of electron transport system (OXPHOS)
was calculated by the oxygen consumption following addition
of succinate minus residual oxygen consumption (ROX}, which
was estimated after the addition of antimycin A. The non-specific
leak of protons was determined by oxygen flux insensitive to
oligomycin minus ROX. Another distinct protocol was performed
by changing the sequence of the substrates in arder to calculate
the electron leakage, the ratio of hydrogen peroxide (H,0)
production by O, flux. The order of titration of this protocol was
the following: 5 mM pyruvate, 2.5 mM malate, 10 mM glutamate,
10 mM succinate, T mM ADFE and 0.2 pg/mL oligomycin. Data
were analyzed in Datlab 5 software (Oroboros Instruments) and
expressed in pmol O /mg/s.

Mitochondrial H,0, production

Mitochondrial H,0, was measured by monitoring the
resorufin appearance rate at 563/587 nm (excitation/
emission) in a fluorescence spectrophotometer (Varian
Cary Eclipse, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
The same concentration of isolated mitochondria used in
the oxygen consumption experiments was added in 2 mL
of MIROS supplemented with 5.5 uM Amplex red, 2 U/mL
peraxidase, and 40 U/mL superoxide dismutase. The assays
of H,0, production were performed at 37 2C, and the
substrates, inhibitors, and uncouplers were added every
2 min in the following order: 5 mM pyruvate, 2.5 mM
malate, 10 mM glutamate, 10 mM succinate, 1 mM ADR
0.2 ug/mL oligomycin, 2 titres of 0.5 uM carbonyl cyanide-
4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP), and 2 uM
antimycin A. The data generated in arbitrary units of
fluorescence were analyzed in Origin Pro-§ software (Origin
Lab Corporation, Northampton, MA, USA) and normalized
to pmol of HO,/mg/min from standard calibration curves
of H,0, performed in the presence of the same number of
isolated mitochondria for each experiment.

Statistical analysis

Values are expressed as mean = 5D or median (with
interquartile range). In order to compare the results between
CNTRL and W5Mol, unpaired Student’s t test was used, when
appropriate. On the other hand, data showing non-Gaussian
distribution (Kolmogorov-Smirnov test) were compared by
the Mann-Whitney test. Differences between variables were
considered significant when p value was < 0.05. All analyses
were performed using GraphPad Prism 7.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). We did not use statistical
methods to predetermine sample size. Samples sizes were
estimated on the basis of sample availability and previous
experimental studies of the cardiovascular system 2%
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Action potential

In order to perform intact cardiac action potential (AP)
records, a Langendorif retrograde perfusion system was used
to maintain the hearts functional ex vivo for hours, as previously
described.** To avoid tissue damage by the formation of
blood clots, animals were injected intraperitoneally with Na*-
heparin 15 min before euthanization by cervical dislocation.
Hearts were rapidly removed, cannulated by the aorta, and
perfused continuously with an oxygenated Tyrode solution
containing the following, {in mM}: NaCl 140, KCI 5.3,
CaCl, 2, MgCl, 1, NaPO4H2 0.33, HEPES 10, and glucose
10. The pH was calibrated to 7.4 with NaOH at 32 2C,
To decrease mechanical contraction, the hearts were
perfused with Tyrode containing 4 mM of Blebbistatin
(Selleckchem, Houston, TX, USA),

To record electrical signals, borosilicate glass (10-40
MQ) microelectrodes were used. These microelectrodes
were filled with 3 M KCl solution and inserted into a holder
(MEHTSF12, World Precision Instrument [WPI1], Sarasota, FL,
USA) embedded in a micromanipulator (MM33 links, WPI)
connected to the input of a pre-amplifier (Electro 705, WPI),
The microelectrodes were placed on the surface of the left
ventricle and the reading of the microelectrode was set to zero,
Amplified signals were digitalized (NI USB 6281, National
Instrument) and analyzed with a homemade program in
LabView (kindly developed and provided by Dr. Ariel Escobar,
University of California, Merced, CA, USA).

The parameters analyzed were action potential duration (APD)
at 30% and 90% repolarization (APD, and APD, , respectively).

Isolation of mice heart mitochondria

Isolation of mitochondria from the hearts was adapted
from the protocol described by Affourtit et al.** with minor
modifications. The hearts were rapidly dissected and rinsed in
ice-cold Chappell-Perry (CP) buffer containing the following
(in mM): KCI 100, Tris-HCI 50, EGTA 2 at pH 7.2). The hearts
were weighed, minced with razor blades and washed 4 to
5 times with CP buffer. The tissue was subsequently incubated
for 5 min with CP buffer supplemented with 0.5% albumin,
5 mM MgCl2, 1 mM ATP and 125 U/100 mL protease type
VIII, at a proportion of 1 mL/T00 mg of tissue. The hearts
were then homogenized (Ultra-turrax homogenizer [IKA®,
Campinas, 5P, Brazill, low setting, 3 5, 3 times) and the resultant
homogenate was centrifuged. The supernatant was centrifuged
and the pellet was washed and resuspended into ice-cold CP
buffer and finally centrifuged. The final mitochondrial pellet
was resuspended into a small volume of CP buffer. The protein
dosage of the obtained preparation was performed by the
method described by Lowry et al.*. The isolated mitochondrial
preparations were subjected to high resolution respirometry
to measure the fluxes of oxygen consumption.

High resolution respirometry

For the analyses of the oxygen consumption, isolated
mitochondria were used. The experiments were performed
on a high-resolution O2k-respirometer (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria, EU) at 37°C with mitochondrial respiration
media (MIRD5) containing the following (in mM): EGTA 0.5,

MgCIz.'i, K-MES 60, taurine 20, KH,PO, 20, HEPES 20, sucrose
110 and 1 gL fal free BSA al pH 7.7, The protocol used to
evaluate mitochondrial function was adapted from Pesta and
Gnaiger,” consisting of sequential addition of multiple substrates
and inhibitors, namely, the following: 5 mM pyruvate, 2.5 mM
malate, 10 mM glutamate, 100 uM adenosine 5'-diphosphate
(ADP), 1 mM ADB 10 mM succinate, 0.2 pg/ml oligomycin, and
2 uM antimycin A. Respiratory control ratio (RCR) was calculated
by the oxygen flux after addition of succinate in the presence
of ADP, divided by the flux after oligomycin. The maximal
phosphorylative capacity of electron transport system (OXPHOS)
was calculated by the oxygen consumption following addition
of succinate minus residual oxygen consumption (ROX}, which
was estimated after the addition of antimycin A. The non-specific
leak of protons was determined by oxygen flux insensitive to
oligomycin minus ROX. Another distinct protocol was performed
by changing the sequence of the substrates in arder to calculate
the electron leakage, the ratio of hydrogen peroxide (H,0)
production by O, flux. The order of titration of this protocol was
the following: 5 mM pyruvate, 2.5 mM malate, 10 mM glutamate,
10 mM succinate, T mM ADFE and 0.2 pg/mL oligomycin. Data
were analyzed in Datlab 5 software (Oroboros Instruments) and
expressed in pmol O /mg/s.

Mitochondrial H,0, production

Mitochondrial H,0, was measured by monitoring the
resorufin appearance rate at 563/587 nm (excitation/
emission) in a fluorescence spectrophotometer (Varian
Cary Eclipse, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
The same concentration of isolated mitochondria used in
the oxygen consumption experiments was added in 2 mL
of MIROS supplemented with 5.5 uM Amplex red, 2 U/mL
peraxidase, and 40 U/mL superoxide dismutase. The assays
of H,0, production were performed at 37 2C, and the
substrates, inhibitors, and uncouplers were added every
2 min in the following order: 5 mM pyruvate, 2.5 mM
malate, 10 mM glutamate, 10 mM succinate, 1 mM ADR
0.2 ug/mL oligomycin, 2 titres of 0.5 uM carbonyl cyanide-
4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP), and 2 uM
antimycin A. The data generated in arbitrary units of
fluorescence were analyzed in Origin Pro-§ software (Origin
Lab Corporation, Northampton, MA, USA) and normalized
to pmol of HO,/mg/min from standard calibration curves
of H,0, performed in the presence of the same number of
isolated mitochondria for each experiment.

Statistical analysis

Values are expressed as mean = 5D or median (with
interquartile range). In order to compare the results between
CNTRL and W5Mol, unpaired Student’s t test was used, when
appropriate. On the other hand, data showing non-Gaussian
distribution (Kolmogorov-Smirnov test) were compared by
the Mann-Whitney test. Differences between variables were
considered significant when p value was < 0.05. All analyses
were performed using GraphPad Prism 7.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). We did not use statistical
methods to predetermine sample size. Samples sizes were
estimated on the basis of sample availability and previous
experimental studies of the cardiovascular system 2%
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Results

The 21-day treatment with WSMol did not induce changes
(p = 0.05} in blood glucose levels (Figure 1A) or body weight
(Figure 1B} in comparison with CNTRL group. In addition,
the HW/BW (Figure 1C) and HW/TL (Figure 1D) ratios were
similar {p > 0.05) in both groups, indicating that no cardiac
hypertrophy was developed. The treatment also did not
modify glucose tolerance (Figure TE} or insulin resistance
(Figure 1F) in comparison with untreated mice (p = 0.05),
revealing absence of alterations in carbohydrate metabolism.

Figure 2 shows the ECG parameters at day 21 of treatment.
The PR, RR, QRS, and Q) intervals (Figure 2C-F) were not
significantly different (p = 0.05) between the WSMoL and
CNTRL groups. The APD, and APD, were similar (p = 0.05)
between untreated and treated mice (Figure 2G-J). Thus, the
data obtained here consistently demonstrated that WSMol.
treatment was safe for the electrical behavior of mouse heart.

Since some antibiotics have been shown to be able 1o
impair left ventricular function and structure, we studied the
left ventricular function in detail by ECHO (Figure 3). The mice
from both CNTRL and WSMol. groups showed preserved left
ventricular structure and function, as indicated by the absence
of significant differences (p = 0.05) in the following parameters:
ejection fraction (Figure 3A), fractional area change (Figure 3B),
stroke volume (Figure 3C), end-diastolic volume (Figure 3D,
end-systolic volume (Figure 3E), and left ventricular mass
(Figure 3F). Taken together, these data show that WSMol
treatment did not impair left ventricular function.

Finally, in order to verify whether WSMolL interferes
in the physiology of heart mitochondrial function, we
performed experimental approaches to analyze two important
mitochondrial functions: oxidative phosphorylation and
reactive oxygen species production. The 21-day treatment with
WMol did not induce alterations in the mitochondrial oxygen
consumption, as can be observed in Figure 4A-E. In addition,
the treatment did not interfere in the rate of H,0, production in
the presence of different substrates, inhibitors, and uncouplers
(Figure 4F), nor did it alter electron leakage (Figure 4G) when
compared to the CNTRL group.

Discussion

The high toxicity of some drugs currently used for treatment
of several diseases is a major concern in health systems.
For example, several classes of antibiotics are cardiotoxic.'""
In this scenario, natural compounds have been increasingly
studied due to their potential for drug discovery and
development.® However, it is also important to evaluate
the safety of natural compounds used for food and medical
purposes. Previous studies by our group demonstrated the
antibacterial and immunomaodulatory activities of WSMol,*'°
which is also a coagulant protein from M. oleifera seeds.
In this study, we evaluated possible cardiotoxic effects of orally
administrated WSMoL on mice. Safety studies are imperative,
even when lectins are administered orally, since it has been
reported that some proteins of this class can cross the intestinal
barrier and be found systemically.*
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There is a belief that the natural origin of a product
guarantees its safety to humans. However, some natural
compounds may exert toxic effects, including on the cardiac
level. For example, the alkaloid aconitine, an ingredient of
Fuzi (a traditional Chinese medicine), was pointed out as the
cause of bidirectional ventricular tachycardia. ™

It is also well known that several antibiotics are able to
block hERG potassium channels, prolonging the QT interval
and the APD.*' Guo et al.** observed a prolongation of APD
using erythromycin in neonatal mouse ventricular myocytes.
Zhang M. et al.** also showed that azithromycin, when
administered in guinea pigs, caused significant prolongations
of APD, and APD, .

Accordingly, we evaluated the effects of W5Mol treatment
on the cardiac electric activity both in vivo and ex vivo, in mice,
observing that it was cardiologically safe.

Another effect observed in some antibiotics is the
impairment of left ventricular function and structure, as
observed by Zhang M. et al.%. Furthermore, some studies
have shown that antibiotics and other natural compounds can
impair mitochondrial function.**** However, after 21 days of
WSMol treatment, we observed that left ventricular function
and mitochondrial function were preserved.,

Conclusion

The data presented here indicate that the administration
of WSMol by gavage did not have cardiotoxic effects on mice
treated for 21 days. These results contribute to the safety
evaluation of the use of M. oleifera seeds to treat water, since
this lectin is present in the preparation employed by some
populations to this end.
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This study was approved by the Ethics Committee of the
Universidade Federal do Rio de Janeiro under the protocol
number DFBCICBO41. All the procedures in this study
were in accordance with the 1975 Helsinki Declaration,
updated in 2013,
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(B) respiratory control ratio (RCR), {C) maximal phosphoryiative capacify of electron franspart system (OXPHOS), (D) non-specific leak of protons (LEAK), (E) residual
axygen consumplion (ROX), (F] rates of mitochondrial H202 production, and (G) electron leakage of CNTRL and WSMoL groups. [CNTRL n = 4 hearts and WSMol
n = 5 hearls). Each dol represents individual values and lines represent mean values, o CNTRL mice, e WMol mice. Comparisons belween groups were performed
using unpaired Student’s f test, and data that did not show Gaussian distribution (Kolmog Smimov test) were compared by the Mann Whitney test. The resulfs are
shown as mean + 5D for data with Gaussian distibution and as median and inferquartile range for data with non-Gaussian distrbufion.
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